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Introduction générale

Les maladies infectieuses constituent une menace constante a cause de I’émergence
contenue de nouveaux souches de bactéries pathogenes et la réapparition de maladies étant
considérées, jusqu’a alors, disparues. Etant donné que ces maladies infectieuses sont en constant
évolution, la science et la medecine doivent évoluer au méme rythme pour y faire face. (Jawerth,
2020)

La résistance aux antibiotiques est un phénomene biologique difficile & éliminer selon les
recherches actuelles. Autrefois, l'utilisation d'antibiotiques semblait avoir maitrisé plusieurs
maladies et de nombreux progres scientifiques ont laisse entrevoir l'éradication possible de
nombreuses pathologies. Cependant, la résistance croissante des microorganismes et I'émergence
réguliére de nouveaux agents infectieux ont infirmé ces pronostics optimistes. Au cours des vingt
derniéres années, de nombreux déterminants de résistance ont été identifiés avec I'émergence de
bactéries de plus en plus résistantes. Aucune espece bactérienne connue et aucun antibiotique ne
sont aujourd'hui a l'abri de la résistance. La découverte de nouvelles molécules antibiotiques pour
remplacer les antibiotiques conventionnels devenus inefficaces est désormais une nécessité

absolue, en particulier face a la menace des germes multi-résistants.(Barchan et al., 2016 )

Depuis I'Antiquité, l'utilisation des plantes médicinales est courante chez les populations
anciennes. De nos jours, les produits naturels sont de plus en plus utilisés dans les industries
agroalimentaires, cosmetiques et pharmaceutiques. En effet, les plantes sont une source
importante de substances actives ainsi utilisées dans le monde entier, avec au moins 35 000
especes recensees. L'Algérie, grace a sa diversité de climats, de sols, de reliefs et de situations
géographiques, présente une flore de 3 510 especes, dont 450 sont répertoriées dans les hauts

plateaux et le grand sud du pays. (Yamina et al., 2017)

L'extraction d'huiles essentielles a haute valeur ajoutée a partir de matiéres végétales suscite
actuellement beaucoup d'intérét en raison de leurs activités biologiques, telles que l'activité
antimicrobienne, antioxydant, insecticide, anti-inflammatoire, anti-cancérigene, antidiabétique,

etc. Ces huiles sont largement utilisées dans plusieurs secteurs industriels.(Deschepper, 2017)
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Dans le méme contexte de valoriser les huiles essentielles obtenues de plantes de la flore
locale, nous nous sommes intéressés a évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de
cing plantes aromatiques a savoir le Thymus fontanesii, Ammoides verticillata, Artemisia herba
alba, Salvia officinalis et Rosmarinus eriocalyx vis-a-vis cing souches bactériennes pathogenes.
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Chapitre 01 Maladies infectieuses

1.1. Généralités

Les maladies infectieuses regroupent toutes les maladies causees par des agents pathogénes
qui peuvent étre des bactéries, des virus, des parasites ou des champignons. Apres leur
introduction dans I’organisme, ces agents pathogénes peuvent se multiplier et perturber les
fonctions corporelles. (Jawerth, 2020) Ces affections constituent un grave probléeme de santé,
pour les pays développés, comme pour les pays émergents. Elles sont responsables d'environ un

tiers du total des déces (46% des déces dans les pays en développement). (Meulen, 2006)

Environ 400 agents infectieux de divers types sont connus. Sur le milieu de travail, les
infections les plus courantes sont causées par des virus et des bactéries, telles que les infections
par le virus du SIDA ou les hépatites.(Chaib, 2020)

1.2. Agents responsables de maladies infectieuses

1.2.1. Bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes procaryotes, unicellulaires,ont une taille comprise
entre 0,3 et 5 um. Elles ont trois formes de base: les cocci, les batonnets droits et les batonnets
courbés ou spiralés.Elles sont capables de survivre partout avec leurs propres forces(ex: le bacille
de Koch responsable de la tuberculose, Listeria Monocytogenes responsable de la
listériose).(Chaib, 2020 ; Kayser et al., 2005)

1.2.2. Champignons

Les champignons sont des micro-organismes eucaryotes (domaine eucarya) omniprésents
dans la nature. Seulement environ 200 des milliers d’espéces ont été identifiés comme agents
pathogenes humains (Aspergillus fumigatus, A. niger, C. albicans ...) et parmi ces espéces
pathogénes connues moins d’une douzaine sont responsables de plus de 90% detoutes les

infections fongiques humaines.(Kayser et al., 2005)
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1.2.3. Virus

Les virus sont de petits agents infectieux qui parasitent a la fois les procaryotes et les
eucaryotes. Presque tous les organismes vivants sont des hotes d'un ou plusieurs virus. Ces
derniers peuvent soit détruire leur héte, soit persister chez lui pendant de longues périodes sans
causer de dommages apparents. Ils peuvent méme introduire un nouveau caractére phénotypique
chez l'organisme infecté, comme la toxine diphtérique codée par le bactériophage béta
Corynebacterium diphtheriae. La plupart des infections virales sont asymptomatiques ou ne
provoquent que des atteintes bénignes. Cependant, les virus peuvent également causer des
infections aigués graves, parfois mortelles (comme la fievre jaune), ou des atteintes chroniques

dont les conséquences sont graves a long terme (comme I'hépatite B).(Faou, 2012)

1.3. Modes de transmission des maladies infectieuses

1.3.1. Infections communautaires
» Transmission par contact direct

La transmission directe se fait par le transfert d’un agent infectieux, sans élément
intermédiaire, d’un héte infectieux (humain ou animal) a une porte d’entrée d’un hote humain
susceptible (toucher, mordre, rapports sexuels, projection directe de gouttelettes pharyngees lors

d’éternuements, la toux, crachat...). (Fontenille et al., 2009)
» Transmission par contact indirect

La transmission indirecte nécessite un élément intermédiaire ou un vecteur (Figure 1), au
niveau duquel 1’agent se multiplie ou pas, qui peut étre un véhicule contaminé (eau, aliment,
objet, produit biologique, sang, organe, ustensile médical, main contaminée d’un soignant...) ou

des vecteurs vivants.(Desenclos et De Valk, 2005)
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Hote
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Transmission indirecte

Figure 1. Présentation schématique de la transmission vectorielle.(Fontenille et al., 2009)

> Transmission aérienne

La transmission aérienne permet d'obtenir, un agent infectieux présent dans lair, le plus
souvent par voie respiratoire. L’agent est soit suspendu dans la partie seche, apres évaporation,
des gouttelettes de Pflligge émises lors de la toux de I'n6te infecté (elles peuvent y rester en
suspension de maniére prolongée) soit par des poussiéres émises depuis le sol ou d’autres
sources et contenant I’agent (spores de champignon, virus Puumala du campagnol excrété dans le

milieu extérieur et aérosolisé dans les poussieres...). (Desenclos et De Valk, 2005)
1.3.2. Infections nosocomiales

Les infections nosocomiales sont des infections bactériennes, virales ou fongiques
contractées pendant I'hospitalisation (n’étaient ni présentes ni en incubation au moment de la
admission a I’hopital) qui surviennent cliniquement 48heures aprés l'admission. (Habzi et
Benomar, 2001) ; Jenkins, 2021). Les agents généralement impliqués dans les infections
nosocomiales comprennent Streptococcus spp., Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli. (Hassan et al.,
2015)
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» Transmission endogéne

Le patient est infecté par ses propres microorganismes, par un acte invasif et/ou cause d'une

fragilité particuliére.
» Transmission exogene

Les infections croisées transmises d'un patient a un autre par les mains ou les instruments
de travail du personnel médical ou paramédical, infections causées par des microorganismes
véhiculés par le personnel et les infections liées a la contamination du milieu hospitalier (eau, air,

équipement, nourriture...). (Marty et Malavaud, 2002)
1.4. Résistance bacterienne

Une bactérie est considérée comme « résistante » lorsqu'elle présente une concentration
minimale inhibitrice (CMI) supérieure a celle qui est nécessaire pour inhiber le développement de
la majorité des autres souches de la méme espéce.(Carle, 2010)

1.4.1. Résistance naturelle

La résistance intrinseque (naturelle) est présente dans toutes les bactéries appartenant a la
méme espéce ou au méme genre bactérien. Elle définit la gamme d'action des antibiotiques. Par
exemple, la présence d'une membrane externe chez les bacilles a Gram négatif entraine une
résistance a plusieurs classes de molécules en raison de leur imperméabilité (glycopeptides,

macrolides, lincosamides, streptogramines, etc). (Courvalin, 2008)
1.4.2. Résistance acquise

Elle est due & des changements dans le profil d’expression génique via des mutations
ponctuelles ou acquises. Ce processus permet aux bactéries de partager des informations
génétiques entre elles, ce qui leur confere un grand pouvoir d’adaptation aux milieux

environnementaux qu’elles habitent.(Bouyahya et al., 2017)
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2.1. Généralités

Le terme «huile essentielle» a été crée au XVle siecle par le docteur suisse Parascelsus Von
Hohenheim pour désigner le composé actif d'un remede naturel (Lamamra, 2018). La norme
AFNOR NF T 75-006 définit les huiles essentielles, communément appelées essences, comme
des produit obtenu a partir d'une matiére premiere végétale soit par entrainement a la vapeur
d’eau des végétaux ou parties de végétaux, ou par expression du péricarpe frais de certains citrus,
elles sont tres volatiles et ayant une valeur olfactive et gustative fortement aromatique.(Duval,
1981 ; Randrianarivelo, 2010)

2.2. Propriétés physiques
e Ce sont des liquides a la température ordinaire.
e Volatiles, odorant.
e Généralement incolores ou jaune pale.
e Leur densité est le plus souvent inférieure a 1.

e Peu soluble dans I’eau, solubles dans 1’alcool et solvant organique.(Boughendjioua,

2015)
2.3. Répartition et localisation

Les huiles essentielles ne se trouvent pas dans toutes les plantes. En effet parmi les 150000
especes végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », Certaines familles se caractérisent
par le grand nombre d’espéces a essences qu’elles groupent, en particulier Myrtacées, Lauracées,

Rutacées, Lamiacées, Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracees,...etc. (Lamamra, 2017)

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs
(bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus...) et bien que cela soit
moins habituel, dans les écorces (cannelier), le bois (bois de rose), des racines (vétiver), des

rhizomes (gingembre), des fruits (badiane), des graines (muscade). (Jean, 2009)
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A noter que pour une méme espece, la composition de I'essence peut varier selon I'organe et
les conditions environnementales. Les huiles essentielles sont assez élevées dans les climats
chauds. Quantitativement, la teneur en huiles essentielles est assez faible, généralement inférieure
a 1 %. (Boughendjioua, 2015)

2.4. Composition chimique

Les huiles essentielles se composent de deux groupes distincts de composés odorants en
fonction de la voie métabolique utilisée. Il s’agit des terpenes (mono et sesquiterpenes),
prépondérants dans la plupart des essences, et des composés aromatiques dérivés du

phénylpropane (Figure 2).
e Les monoterpénes

Les monoterpenes sont les constituants les plus simples des terpenes, dont la plupart sont
présents dans les huiles essentielles (90 %). Ils comportent deux unités isoprene (CsHs),
selon le mode de couplage « téte-queue ». Ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou

bicycliques.
e Lessesquiterpenes

Ce sont des dérivés d'hydrocarbures en CisHz22 (assemblage de trois unités isoprenes). Il
s’agit de la classe la plus diversifiee des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories
structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. Ils se
trouvent sous forme d'hydrocarbures ou sous forme d'hydrocarbures oxygénés comme les

alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature.

e Lescomposés aromatiques

A l'inverse des dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins courants dans les
huiles essentielles. Tres souvent, il s'agit dallyles et de propénylphénols. Ces composés
aromatiques constituent un ensemble important parce qu'ils sont généralement responsables des
caracteres organoleptiques des huiles essentielles. Par exemple (I’eugénol qui est responsable de
I’odeur de clou de girofle). (Bakchiche, 2015)
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1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyelic
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Figure 2.Structure chimique de quelques composés d’huiles essentielles.
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2.5. Activité antimicrobienne

2.5.1. Activité antibactérienne

Les plantes aromatiques appartenant a la famille des Labiées, telles que l'origan, le thym, la
sauge, le romarin et le clou de girofle, sont parmi les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes en raison de leurs richesses en huiles essentielles. Ces huiles essentielles sont
riches en composés phénoliques tels que l'eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés ont

une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous.

Le thymol et l'eugénol ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries :
E.coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ... etc. (Boughendjioua,
2015)

2.5.2. Activité antifongique

En général, les champignons sont plus sensibles a I'action des huiles essentielles que les
bactéries. Les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la formation de pseudomycélium
chez la levure et inhibent la germination des spores, I'élongation du mycélium et la toxicogenése
chez les champignons.(Abdelli, 2017)

2.5.3. Mode d’action des huiles essentielles

Des nombreuses études ont montré que la plupart des huiles essentielles ciblent
spécifiqguement les membranes cytoplasmiques des microorganismes. (Kalemba et Kunicka,
2003). Le mode daction des huiles essentielles dépend principale ment de la nature et des
propriétés des composants actifs, notamment de leurs propriétés hydrophobes, Le thymol et le
carvacrol agissent sur la perturbation de la fraction lipidique de la membrane plasmique des
bactéries, qui leur permettent de pénétrer la double couche phospholipidique de la membrane
cellulaire bactérienne. Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, ARN,
des protéines et des polysaccharides. Le mode d'action des huiles essentielles dépend également
du type de microorganismes, car les bactéries Gram négatives sont généralement plus résistantes
que les bactéries Gram positives en raison de la structure plus complexe de leur membrane
externe.(EI Amri et al., 2014)
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Ce projet a été réalisé dans le cadre de la rédaction d'un mémoire de Master en Microbiologie
Appliquée au laboratoire pédagogique du Département des sciences de la Nature et de la Vie de
I’université Mohammed Kheider Biskra.

3.1. Matériel végétal

Les plantes médicinales étudiées dans ce travail ont été récoltées a partir de différentes
localités dans la région de BISKRA. Seulement les parties aériennes de la plante (tiges, feuilles et

fleurs) ont été utilisés. La systématique des plantes sélectionnées sont présentées dans I’annexel.
3.2. Extraction des huiles essentielles

L’obtention des huiles essentielles a été effectuée en utilisant la méthode de distillation par
entrainement a la vapeur d'eau a I’aide d’un montage de type Clevenger (Figure 3). La matiére
vegétale, préalablement pesée, est introduite a I'intérieur d'une ampoule qui est soutenue par un
filtre sterile. Un ballon contenant 1 litre d'eau distillée est placé dans un chauffe-ballon. La
vapeur qui sort du ballon traverse la matiére végétale, et entraine avec elle les huiles essentielles.
Le mélange de vapeur d'eau et les huiles sont acheminés jusqu’a un condenseur ou il subit un
refroidissement et une condensation. Les gouttelettes obtenues sont collectées dans une burette
ou I'huile essentielle se separe de I'nydrolat en raison de leur différence de densité. La durée de

I'extraction est estimée a trois heures, jusqu'a obtenir un volume constant d'huile essentielle.
3.3. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons fumés, dans un endroit frais a une
température de 4°C. (Benbelaid, 2015)

3.4. Analyse chimique des huiles essentielles

L’analyse chimique des HEs est réalisée en utilisant un appareil de chromatographie en
phase gazeuse dotée d’un détecteur a ionisation de flamme (CG/FID) et un appareil de

chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (CG/SM).

C’est une technique analytique puissante utilisée pour séparer, identifier et quantifier les

composés d'un mélange complexe.
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Figure 3.Appareil d’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d'eau de type
Clevenger (photo originale).

3.5. Souches bactériennes étudiées

Cing souches bactériennes ont été sélectionnées pour ce travail, (2 espéces a Gram positif et

3 especes a Gram négatif).

3.5.1. Souches d’origine clinique

Tableau 1. Liste de souches bactriennes (d’origine clinique) testées.

Espéces Forme Gram
Staphylococcus aureus Cocci (+)
Escherichia coli Bacille (-)
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3.5.2. Souches de référence

Les souches de référence ATCC (American Type Culture Collection) ont été obtenues a
partir de laboratoire LAMAABE, université de Tlemcen.

Tableau 2. Liste de souches référence étudiées.

Souches bactériennes Forme Gram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bacille ()
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 Bacille ()
Bacillus subtilis ATCC 11774 Bacille (+)

3.6. Activité antibactérienne des huiles essentielles

L'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées a été évaluée a l'aide de deux

méthodes standardisées, a savoir :
e La méthode de diffusion sur gelose « Aromatogramme »

e La méthode de microdilution en milieu liquide pour la détermination de la

concentration minimale inhibitrice de la croissance « CMI ».
3.6.1. Méthode de diffusion sur gélose « Aromatogramme »

C’est une méthode utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles in
vitro. Cet examen est similaire a un antibiogramme sauf que les antibiotiques sont remplacés par

des huiles essentielles préalablement sélectionnées et reconnues. (Da silva, 2010)
e Préparation de la suspension bactérienne

Deux colonies de chaque bactérie ont été prélevées et placées dans 9 ml d'eau

physiologique stérile. Apres agitation, l'inoculum a été ajusté pour atteindre une turbidité
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standard de 0,5 McFarland. Cela a été réalisé en ajoutant soit un colonie, soit en diluant avec de
I'eau physiologique stérile, afin d'obtenir une densité optique de 0,08 a 0,13 a une longueur
d'onde de 625 nm. La concentration finale de I’inoculum est approximativement de 1’ordre de10®

UFC/ml. (Khribch et al., 2017)
e Protocol

La suspension bactérienne préparée a l'avance est utilisée pour ensemencer des boites de
gélose Mueller-Hinton par écouvillonnage, afin d'obtenir un tapis bactérien uniforme. Ensuite,
des disques en papier Whatman (numéro 03) de 6 mm de diameétre préalablement imprégnés avec
5ul de 'huile essentielle sont déposés a la surface de la gélose pré-ensemencée (Figure 4). Les
boites sont ensuite incubées a une température de 37°C pendant 18 a 24 heures. La lecture des
résultats se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition (en mm). Les résultats sont

ensuite interprétés en fonction de quatre niveaux d'activité : (Djenane et al., 2011)
- Non sensible : (@ <8 mm) - Sensible : (9 < @ < 14 mm)

- Tres sensible : (15 <@ < 19 mm) - Extrémement sensible : (@ > 20 mm)

3.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice « CM|I »

La méthode de microdilution en utilisant des microplaques de 96 puits a été utilisée pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). (Aouni et al., 2013)
e Préparation de la suspension bactérienne :

L’inoculum est préparé a partir de la suspension standardisée a 108 UFC/ml dilué au 1/100
(9900uL de bouillon BHIB stérile avec 100pL de la suspension standardisée a 108 UFC/ml) pour

avoir une concentration =108 UFC/ml.
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Diamétre de

’ Y \ T zone dinbibition
\ incubation
—f [, O Disgque imhibeé
) dHI
v \ ’ Crobsance

Inoculum 10®

microhienne

Déposition des Lecture de
Ensemencement disques résultats

Figure 4. Protocol d’aromatogramme.

e Protocol

Chaque huile essentielle a été diluée dix fois a partir de la solution mere (400 pL. d’HE avec
10 pL de tween 80 et 590 uL de BHIB) par des dilutions Y2 successives. Une solution de dilution
a été préparée (mélange de 9900 uL de bouillon BHIB et 100 pL de tween 80 a 1%. Un volume
de 500uL de solution de dilution a été ajouté dans des tubes d’hémolyse stériles pour le but
d’obtenu des concentrations compris entre 40 % et 0.08% et une concentration de tween 80 a 1%

constant (Figure 5).

Solution
de dilution | =

100 pL
Tweensi

9900 pL

et 500 pL dans chaque tube
stérile

\/

s00puL 500 pL

TN

400 L HE

+
10 pL TweenB0 |., .
+

590 pL BHIB
Solution 2%, 10% 50 2.5%  1.25%  0.625%  0.313%  0.156%  0.08%
mere
e Dilution

Figure 5. Préparation des dilutions des huiles essentielles.
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Apres, dix microplaques sont employées (deux microplaques pour chaque HE) dans
lesquelles 90 pL de suspension bactérienne de 10°UFC/mL est déposée avec 10 uL de chaque
concentration (deux rongée des puits pour chaque souche). Ainsi, les concentrations des huiles
essentielles dans la microplaque sont comprises entre 4% et 0.008% (Figure 6). Apreés incubation
des microplaques a 37°C pendent 24h, la CMI est définie comme la plus faible concentration
d'huile essentielle qui empéche toute croissance bactérienne visible (absence de
turbidité).(Djenane et al., 2011). L’onziéme puit est rempli par 100 pL de la suspension
bactérienne comme témoin positif, et le douziéme puit est rempli par 100 pL de bouillon stérile

comme témoin négative pour Vérifier la contamination.

Dibation
eH3H3 3G HE HE
90ul d’inoculum phdly g oty g ks byl
+ ) f\/'\ oY
10ul de chaque = AOOOKJ\JC\J\A)U\/O Souche 1.
b 79999999 9ava et
concentration l\/\/CKJ\/C\/\/O\/C’O
C’\"‘!/\’/\’\ \/\'\/\/\f\
Q ‘\/\./C' Q

4 .,V\ 999 Souche 2
000000055000
F 8\/8\/\/0\/\/0\/00
- M1 LN e0oy DN OIS am G b4 \JU Y\ Souche 3 OCU][U[C
1000000000000 ™ .

Dlsace

Figure 6. Préparation de la microplaque.
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4.1. Rendements en huiles essentielles

(Tableau 3), récapitule le rendement des huiles essentielles des plantes étudiées en
pourcentage (%), qui est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue et la masse

végetale seche traitée : R=P1.100 /Po

R :rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage (%).

P:1 : poids en (g) d’HE.

Po : poids en (g) de la matiére végétale seche traitée. (Bendif, 2017)

Tableau 3. Rendement en huiles essentielles et la durée d’extraction.

Especes Rendement Durée (h)
T. fontanesii 2.00 3h
A. herba alba 1,77 3h
A.verticillata 1,42 3h
S. officinalis 0,72 3h
R. eriocalyx 0,55 3h

D’aprés le tableau ci-dessus, on remarque que les rendements en huiles essentielles
obtenues par entrainement a la vapeur d'eau sont variables. L’espéce T.fontanesii est la plante
aromatique qui présente la teneur la plus importante (2%), alors que les especes A.herba alba et
A.verticillata ont donné un rendement acceptable (1,77% et 1,42% successivement). Par contre,
les espéces S.officinalis et R.eriocalyx sont avérées moins riches en huiles essentielles (0,72 % et

0,55% respectivement).

La comparaison de nos résultats obtenus avec ceux de la bibliographie, (Tableau 04) nous
montre que Haddouchi et al. (2009) ont trouvé un rendement en HE de I’espéce T. fontanesii
similaire a le nétre, alors que les résultats de Dob et al. (2008) semblent différents avec un

rendement remarquablement faible pour la méme espéce. D’autre part, nous avons noté que les
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rendements obtenus par Benkherara et al. (2015) et Benkherara et al. (2011) pour I’espéce S.
officinalis sont nettement plus élevés que les notres. Quant a 1’espéce A.herba alba,Touil et
Benrebiha (2012) ont rapporté une teneur de 0,7% qui est trés faible par rapport a nos resultats
Cependant, Ghanmi (2010) ont cité un rendement proche de le nétre. Pour ce qui est de ’espéce
R.eriocalyx, il est notable que notre rendement 0,55% est tres faible en comparaison avec
Zouaouia et al. (2022) et Benbelaid et al. (2016), 1% et 1,9 %, respectivement. Pour I’'HE de
A.verticillata, nous avons constaté que notre rendement est tres proche que celui obtenus par
Benbelaid, (2015), mais légérement inférieur a celui de Khadir, (2013).

Tableau 4. Comparaison des rendements en huiles essentielles des plantes étudiées avec
d’autres travaux.

Espece Rendement % Références
1,42 Nous-mémes
A. verticillata 2,70 (Khadir, 2013)
1,35 (Benbelaid, 2015)
0,55 Nous-mémes
R. eriocalyx 1,00 (Zouaouia et al., 2022)
1,90 (Benbelaid et al., 2016)
2,00 Nous-mémes
T. fontanesii 2,00 (Haddouchi et al., 2009)
0,90 (Dob et al., 2008)
0,72 Nous-mémes
S. officinale 1,52 (Benkherara et al., 2015)
1,32 (Benkherara et al., 2011)
1,77 Nous-mémes
A. herba alba 1,23 (Ghanmi, 2010)
0,70 (Touil et Benrebiha, 2012)

Les rendements en huiles essentielles varient en fonction de divers facteurs, notamment
I’espéce, I'age de la plante, la partie de la plante utilisee, I'état du matériel végétal au moment de
I'utilisation, la période de récolte, l'origine géographique (effet du milieu), le procédé d'extraction
et la durée de distillation. (Khadir, 2013).
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4.2. Composition chimique des huiles essentielles

présentée dans le (Tableau 5).

La composition chimique des huiles essentielles déterminée par (CG/FID et CG/SM) est

Tableau 5.Composition chimique des huiles essentielles étudiées.

# Component Nri pRI TF AV AHA SO RE ID

1 Tricylene 921 1020 1 RI,MS
2 alpha-Thujene 922 1023 1 1 RI, MS
3 alpha-Pinene 931 1022 4 1 13 RI, MS
4 Camphene 943 1066 1 13 RI, MS
5 Sabinene 964 1120 2 RI, MS
6 beta-Pinene 970 1110 1 18 10 RI, MS
7 Myrcene 979 1159 2 3 1 RI, MS
8 alpha-Phellandrene 997 1164 1 1 RI, MS
9 alpha-Terpinene 1008 1178 2 2 RI,MS
10 para-Cymene 1011 1268 15 17 1 8 3 RI, MS
11 Limonene 1020 1199 11 8 RI, MS
12 1,8-Cineole 1020 1209 3 15 RI, MS
13 beta-phellandrene 1023 1209 1 1 RI, MS
14 gamma-Terpinene 1047 1243 12 1 2 RI, MS
15 (2)-Sabinene hydrate 1051 1451 1 RI, MS
16 Nonanal 1076 1343 1 RI, MS
17 Linalool 1081 1544 2 RI, MS
18 Filifolone 1083 1399 1 RI, MS
19 (E)-Sabinene hydrate 1086 1541 1 RI, MS
20 alpha-Thujone 1097 1395 21 RI, MS
21 beta-Thujone 1103 1422 6 RI, MS
22 Chrysanthenone 1105 1500 14 RI, MS
23 (E)'para'l'\_/'oelmh'z’e”’ 1108 1592 1 RI, MS
24 Camphor 1123 1517 2 1 15 RI, MS
25 Sabina ketone 1132 1618 RI, MS
26 Pinocarvone 1136 1558 1 RI, MS
27 Borneol 1148 1698 4 1 2 RI,MS
28 Terpinen-4-ol 1161 1600 2 RI,MS
29 alpha-Terpineol 1179 1700 1 RI, MS
30 Decanal 1180 1498 3 RI, MS
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31 Thymylmethyloxide 1215 1586 7 RI, MS
32 (E)-Piperitone oxyde 1232 1722 2 RI, MS
33 Carvacrolmethylether 1231 1603 1 RI, MS
E)-
34 Chrysantﬁle%ylacetate 1253 1564 > RI, MS
35 Thymol 1266 2189 36 56 11 RI, MS
36 Bornylacetate 1268 1574 1 1 RI,MS
37 Isoascaridole 1277 1845 9 RI, MS
38 Carvacrol 1278 2219 10 9 1 RI, MS
39  Chrysanthenoneepoxide 1280 1954 1 RI, MS
40 alpha-Cubebene 1355 1426 1 RI, MS
41 (E)-Jasmone 1369 1890 3 RI, MS
42 alpha-Copaene 1379 1457 1 RI,MS
43  (E)-beta-Caryophyllene 1421 1555 2 8 2 RI,MS
44 alpha-Humulene 1455 1687 1 1 RI, MS
45 gamma-Muurolene 1474 1660 1 RI, MS
46 Davanaether 1474 1908 1 RI, MS
47 beta-Selinene 1475 1706 4 RI, MS
48 Germacrene D 1478 1710 2 3 RI, MS
49 Bicyclogermacrene 1494 1692 1 RI, MS
50 beta-Bisabolene 1500 1720 1 RI, MS
51 gamma-cadinene 1507 1749 1 RI,MS
52 delta-Cadinene 1520 1715 1 1 RI,MS
53 Spathulenol 1560 2119 2 RI, MS
54 Davanone 1570 2035 1 RI, MS
55 Caryophylleneoxide 1576 1980 2 1 RI,MS
56 Globulol 1589 2070 RI, MS
57 Tau-Cadinol 1632 2169 1 RI, MS
58 alpha-Cadinol 1645 2231 1 RI, MS
59 alpha-Bisabolol 1672 2217 4  RI, MS
60 Manoyloxide 1996 2308 1 RI, MS
61 Manool 2057 - 1 RI, MS
Totale identifies (%) 957 94,1 82,7 85,39 91,82

TF: Thymus fontanesii, AV: Ammoides verticillata, AHA: Artemisia herba alba, SO: Salvia officinalis, RE:
Rosmarinus eriocalyx. nRI : indice de rétention apolaire, pRI: indice de rétention polaire. ID: identification par les
spectres de mase et les indices de rétention. Les pourcentages et I'ordre d'élution des composants sont donnés selon la
colonne apolaire. Les indices de rétention nRI et pRI sont donnés respectivement sur des colonnes apolaires (Rtx1) et
polaires (Rtx-Wax).

Selon les résultats obtenus, on remarque une importante variabilité chimique entre les
huiles étudiées. Lorsqu'on compare la composition chimique des huiles essentielles des espéces

étudiées avec celles rapportées dans la littérature (Tableau6), on constate une similitude
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remarquable. En effet, les huiles essentielles étudiée sont caractérisées par les mémes composés
majoritaires tel que le Thymol, para-Cyméne et le Limonéne a I’exception des deux espéces
A.herba alba et de S.officinalis qui ont constituées par d’autres composés majoritaires a savoir le

caryophyllene et ’alpha-Thuyone au lieu du alpha-Thujone et le béta-pinene, respectivement.

Tableau 6.Comparaison de la composition chimique de nos huiles essentielles avec celle
rapportée dans la bibliographie.

Espéces Composé %* Composé %**  Références
majoritaire* majoritaire**
Thymus fontanesii Thymol 56 Thymol 29 (Dob et al., 2008)
Ammoides verticillata Thymol 36 Thymol 52 (Attou et al., 2017)
Artemisia herba alba Alpha-Thujone 21 Caryophyllene 49 (Bertella et al., 2018)
Salvia officinalis Béta-pinéne 18 Alpha-thuyone 25 (Sassella et al., 2008)
Rosmarinus eriocalyx Camphor 15 Camphor 36 (Fadeletal., 2011)
1,8-Cineole 15 1,8-Cineole 7

*: résultat de cette étude. **: résultat rapporté dansd’autres travaux. %: pourcentage du compose.
4.3. Activités antibactériennes des huiles essentielles
4.3.1. Résultats d’aromatogramme

L'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées a été évaluée a l'aide de la
méthode de diffusion sur gélose. (Tableau7) présentée sous forme des diametres des zones
d'inhibition.
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Tableau 7. Résultats des diamétres des zones d’inhibition (en mm).

AV RE TF SO AHA
Microorganismes
%] Int @ Int @ Int @ Int /] Int
Pseudomonas aeruginosa 10 S 24 Es 9 S 28 Es 25 Es
Staphylococcus aureus 17 Ts 8 R 21 Ts 9 S 7 R
Bacillus subtilis 37 Es 21 Es 32 Es 19 Ts 19 Ts
Klebsiella pneumoniae 13 S 12 S 16 Ts 11 S 9

Escherichia coli 24 Es 12 S 19 Ts 13 S 8 R

TF: Thymus fontanesii, AV: Ammoides verticillata, AHA: Artemisia herba alba, SO: Salvia officinalis, RE:
Rosmarinus eriocalyx. * : souche clinique, Int : interprétation, R : résistant, S : sensible, Ts: trés sensible, Es:

Extrémement sensible, @ : diamétre.

En se basant sur les résultats de I'aromatogramme obtenus, il est constaté que les huiles

essentielles de T.fontanesii et A.verticillata ont une puissante activité contre les souches

bactérienne étudiées avec des zones d’inhibition larges jusqu'a 37mm. L’HE de S. officinalis a

également montré une bonne efficacité antibactérienne sur deux souches bactériennes a savoir

P.aeruginosa et B.subtilis traduit par des zones de 19-28 mm. Cependant, les zones d’inhibition

formées par I’huile de la R.eriocalyx étaient réduites (8-24 mm), signifiant une activité modeste.

Tandis que L’HE d’A.herba alba est la moins efficace par rapport aux autres huiles essentielles

étudiées.

sa.

+“—>

Diameétre de zone d’inhibition

@ Disque imprégné d’HE (7 fontanesii)

- Tapis bactérienne

Figure 7. Diamétre des zones d’inhibition formée par les huiles essentielles étudiées.

Av: A. verticillata, So : S. officinalis, Tf : T.fontanesii vis-a-vis 1’espéce S. aureus clinique.
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Si on compare les résultats des zones d’inhibition pour 'HE de T.fontanesii avec ceux
obtenus par Haddouchi et Benmansour (2008), Dob et al. (2008) et Bekhechi et al. (2007), on
trouve une similarité entre les zones d’inhibition. Méme constate pour les résultats de ’'HE de
I’A.herba alba étudiée par Younsi et al. (2016) et Charchari (1994) et Mouchem (2015).
Cependant pour I’HE d’A.verticillata, Attou et al. (2017), ont trouvé des diamétres d’inhibition
similaires vis-a-vis E.coli et K.pneumoniae mais différents envers P.aeruginosa et S. aureus.
Concernant I’HE de S. officinalis, Abdellah et al. (2015) ont obtenu des résultats semblables vis-
a-vis toutes les souches étudiées a I'exception de P. aeruginosa. Néanmoins, I’activité
antibactérienne de I'HE de R.eriocalyx semble différente notamment envers S.aureus,
P.aeruginosa, E.coli et K. pneumoniae. en comparant avec les résultats de Benbelaid et al. (2016)
et Tahri et al. (2015).

4.3.2. CMI de la croissance bactérienne

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles étudiées a
été realisée en utilisant la méthode des dilutions en milieu liquide. Cette méthode quantitative
permet de déterminer lintervalle de concentrations qui inhibent efficacement la croissance

bactérienne. Les resultats obtenus sont présentés dans le (Tableau 8).

Tableau 8.Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la croissance (%).

Concentration minimale inhibitrice

Souche
TF AHA AV RE SO

S.aureus
0,5 1 1 / 2
E.coli 0,25 0,5 0,5 4 1
P.aeruginosa 1 1 1 0,5 1
K.pneumoniae 1 2 1 1 2
B.subtilis 0,25 0,5 0,5 0,5 2
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En ce qui concerne les CMIs obtenues, I’huile de T.fontanesiia montré un large spectre
d’activité envers toutes les souches étudiées par rapport aux autres huiles essentielles, avec des
faibles CMIs (0,25%). Les autres huiles essentielles A.herba alba et A.verticillata ont été
également actives envers B.subtilis et E.coli avec une CMI égale & 0,5%. En revanche, les autres

huiles essentielles se sont révélées moins efficaces.

Selon Dob et al. (2008), la CMI de HE de T.fontanesii envers P.aeruginosa était égale a
1%, ce qui est identique & celui que nous avons trouvé, mais les CMIs pour les autres souches
étudiées sont révélées différentes. D’autre dissemblances des résultats sont constatées par Attou
et al. (2017) qui ont trouvé ’'HE d’A.verticillata plus active (CMlIs entre 0,78% et 1,56%) par
rapport aux ndtres (CMls entre 0,5 et 1%). D'apres Benbelaid et al. (2016), ’'HE de R.eriocalyx a
montré une forte activité antibactérienne contre B.subtilis, S.aureus avec des CMlIs (0,125% ;
0,063% respectivement), ces valeurs sont significativement élevées par rapport aux notres. L’HE
de S. officinalis étudiée par Adrar et al. (2015) était de la méme activité antimicrobienne (1,5% et
0,75% respectivement) que ’'HE de notre région. Tandis que les CMIs obtenus par Ben Khedher

et al. (2017) était inférieure révélant une activité moins efficace mise a part E. coli.
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Conclusion

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a évaluer I’activité antibactérienne de cing
plantes médicinales locales a savoir Thymus fontanesii, Salvia officinalis, Artemisia herba alba,
Rosmarinus eriocalyx et Ammoides verticillata vis-a-vis deux bactéries a Gram positif
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) et trois a Gram négatif (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae).

La méthode de distillation par entrainement a la vapeur d'eau de la partie aérienne des
plantes étudiées nous a permis d'obtenir des huiles essentielles avec des rendements variables
entre les especes. Nous avons trouvé que I’espece T.fontanesii est la plante aromatique ayant la
teneur la plus importante (2%) en huiles essentielles, alors que les espéces A.herba alba et A.
verticillata ont donné un rendement acceptable (1,77% et 1,42%, successivement). Tandis que les
especes S.officinale et R.eriocalyx ont donné les rendements les plus faibles (0,72% et 0,547%,

respectivement).

En ce qui concerne la composition chimique des huiles essentielles étudiées, nous avons
remarqué que le Thymol est le composé majoritaire dans plusieurs plantes a savoir le T.
fontanesii et I’A.verticillata. Alors que I’'HE d’A.herba alba est constituée principalement par
I’alpha-Thujone. En fin, nous avons identifié¢ le béta-pinene et le Camphor dans les huiles

essentielles de S.officinal et R.eriocalyx, respectivement.

L'évaluation de l'activité antibactérienne a l'aide de la méthode d'aromatogramme nous a
montré que le T.fontanesii et I’A.verticillata ont une bonne activité antibactérienne contre toutes
souches étudiées avec formation des zones d’inhibition larges allant jusqu'a 37 mm. L’HE de S.
officinalis a également montré une bonne efficacité antibactérienne sur deux souches bactériennes
a savoir P.aeruginosa et B.subtilis traduit par des zones de 19-28 mm. Cependant, les résultats
obtenus pour I'huile essentielle de R.eriocalyx ont montré des zones d'inhibition réduites, allant
de 8 a 24 mm, ce qui indique une activité modeste. En revanche, I'HE d'A.herba alba s'est avéré
moins efficace que les autres huiles essentielles, avec seulement un diamétre de 7 mm envers S.

aureus.
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La détermination des CMIs des huiles essentielles étudiées a été réalisée en utilisant la
méthode des dilutions en milieu liquide. Cette méthode permet de confirmer les résultats de
I'aromatogramme. Les résultats de CMI obtenus ont montré que I'HE la plus active est celle de
T.fontanesii, avec des valeurs de CMI relativement faibles (0,25%). L’huile d’A.herba alba et
I’A.verticillata sont également actives vis-a-vis B.subtilis et E.coli avec un CMI égale a 0,5%. En

revanche, les autres huiles essentielles se sont révélées moins efficaces.

En conclusion, cette approche ouvre la voie a de nouvelles perspectives dans l'utilisation
des plantes médicinales et de leurs huiles essentielles comme alternatives aux antibiotiques.
Cependant, des travaux et études supplémentaires et approfondies sont toutefois nécessaires pour
confirmer leur efficacité, ainsi pour vérifier leur sécurité et leur potentiel thérapeutique. Cela
pourrait éventuellement conduire au développement de nouveaux médicaments ou complements

naturels pour le traitement des infections bactériennes.
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Annexe 1. Plantes étudiées

1. Artemisia herba-alba

Systéematique de la plante (Maghni, 2017)

Regne
Sous-régne
Division:
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Tribu
Sous-tribu
Genre

Espece

Appelation

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceae
Asteroideae
Anthemideae
Artemisiinae
Artemisia

Artemisia herba alba (Asso)

Figure 8. Artemisia herba alba

Thym des steppes, absinthe du désert, shih, kaysotm, izerg, Wormwood. (Maghni, 2017)




Annexes

2. Ammoides verticillata

Systématique de la plante (Tefiani, 2015)

Embranchement Tracheophyte

Sous Embranchement Spermatophyte

Classe Magnoliopside

Sous-classe Asteridées

Ordre Apiales

Famille Apiaceae Lindl.

Genre Ammoides Adans.

Espece Ammoides pusilla (Brot.) Breistr.
Appelation

Nounkha, Ndnkha, Taleb EI Koubs , Ajowan .(Tefiani, 2015)

Figure 9. Ammoides pusilla
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3. Thymus fontanesii

Systématique de la plante (Sid ali, 2019)

Regne

Sousrégne

Embranchement

Sous embranchement

Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

Appelation

Plantes

Plantes vasculaires

Spermaphytes

Angiospermes

Dicotylédones

Dialypétales

Labiales

Lamiacées

Thymus

Thymus fontanesii

Zaateur. (Haddouchi et al., 2009)

Figure 10.

Thymus fontanesii
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4. Rosmarinus eriocalyx

Systématique de la plante (Outaleb, 2016)

Régne Plantae

Phylum Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espece Rosmarinus eriocalyx
Appelation

Figure 11. Rosmarinus eriocalyx

Le genre Rosmarinus est concidéré sous les noms vernaculaires arabes de "KIil" "Hassalban";

"lazir" "Hatssa Louban"; "1klil el Djebel".(Bendif, 2017)
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5. Salvia officinalis

Systématique de la plante (Hammoudi, 2015)

Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espéces Salvia officinalis :
Figure 12. Salvia officinalis
Appelation

Salvia officinalis.(Hammoudi, 2015)
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Résumé

Les huiles essentielles sont des substances bioactives extraites de plantes aromatiques constituées d’une composition complexe
avec de nombreuses molécules, dont certaines sont dotées de propriétés antimicrobiennes. Le potentiel antimicrobien des huiles
essentielles peuvent étre utilisé pour combattre face aux microorganismes responsables d'infections. Dans cette étude, notre objectif
était d'évaluer l'activité antibactérienne des huiles essentielles obtenues par distillation a la vapeur d'eau a partir de plantes médicinales
locales, le T. fontanesii, la S.officinalis, I'A.herba alba, le R.eriocalyx et I'A. verticillata. Deux méthodes ont été testées pour évaluer
I'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées a savoir la diffusion sur gélose et la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI). Les résultats obtenus ont montré que I'huile essentielle de T. fontanesii et d'A.verticillata était la plus
actives, avec des zones d'inhibition allant jusqu'a 37 mm et des CMI de 0,25%. En revanche, les huiles essentielles de S.officinalis,

d'A.herba alba et de R.eriocalyx se sont révélées moins efficaces.

Mots clés : Activité antibactérienne; Huiles essentielles ; T.fontanesii ; S.officinale; A.herba alba ; R.eriocalyx ; A. verticillata.

Abstract

Essential oils are bioactive substances obtained from aromatic plants. Essential oils are mainly constituted of a complex
composition with numerous molecules, some of which possess antimicrobial properties. These antimicrobial properties can be utilized to
combat microorganisms responsible for infections. In this study, our objective was to evaluate the antibacterial activity of essential oils
obtained through steam distillation from local medicinal plants, namely T. fontanesii, S. officinalis, A. herba alba, R. eriocalyx, and A.
verticillata. We employed two methods to assess the antibacterial activity of the studied essential oils: agar diffusion and determination
of minimum inhibitory concentrations (MIC). The results demonstrated that the essential oil of T. fontanesii and A. verticillata exhibited
the highest activity, with an average inhibition zone of up to 37 mm and MIC values of 0.25%. Conversely, the essential oils of S.

officinale, A. herba alba, and R. eriocalyx proved to be less effective.

Keywords: Antibacterial activity; Essential oils; T. fontanesii; S. officinale; A. herba alba; R. eriocalyx; A. verticillata.
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