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Introduction

Introduction Générale

Depuis toujours, les plantes médicinales et aromatiques ont été une ressource de grande
valeur dans les approches thérapeutiques traditionnelles a I'échelle mondiale. Ces dernieres ont
également été appréciées pour leur contribution a la préservation de la santé globale, tout en
étant employées pour atténuer, soigner ou empécher différentes pathologies. Cependant, c'est
principalement au cours des derniéres décennies que leur potentiel curatif a suscité un intérét
croissant de la part de la recherche scientifique contemporaine, qui s'efforce d'isoler, d'identifier

et de comprendre les mécanismes d'action de leurs composés bioactifs (Rather et al., 2021).

L'avancement de la chimie de synthese a conduit a une diminution de I'utilisation des
plantes médicinales et aromatiques. Néanmoins, les réactions indésirables associées a certains
traitements pharmaceutiques ont relancé l'intérét scientifique pour ces produits naturels. Ce
regain d'intérét a conduit a de nouvelles études, principalement dans le but de traiter certaines
infections par le biais d'huiles essentielles dérivées de plantes aromatiques. Cette méthode est
d'autant plus appropriée compte tenu de l'apparition grandissante de souches bactériennes qui
résistent aux antibiotiques. Dans cette situation, il est crucial de modifier les approches
thérapeutiques actuelles et de réévaluer les options naturelles par rapport aux traitements
traditionnels (Kempf et al., 2011).

Des études récentes ont souligné I'importante capacité des huiles essentielles et de leurs
composants actifs a agir comme agents antimicrobiens. La diversité moléculaire leur accorde
un vaste éventail de caractéristiques biologiques, ce qui pave la voie a une multitude
d'applications aussi bien dans le secteur médical qu'industriel. De plus, leur emploi est
généralement moins nuisible que celui de nombreux produits synthétiques, car il entraine peu
ou pas d'effets indésirables (Goetz et Ghedira, 2012).

De plus, les huiles essentielles gagnent en popularité du fait de I'absence marquée de
résistance bacterienne a leur encontre, contrairement aux antibiotiques traditionnels. Cette
qualité les positionne comme des candidates prometteuses pour I'élaboration de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Plusieurs d'entre elles ont montré une efficacité notable, aussi bien
comme adjuvants que comme alternatives aux traitements antibiotiques traditionnels, tout en
proposant un meilleur profil de sécurité, notamment en ce qui concerne les effets indésirables
(Nazzaro et al., 2017).

En Algérie, la médecine traditionnelle a une grande importance, soutenue par une flore

locale d'une richesse exceptionnelle. Effectivement, le pays héberge prés de 3000 especes

1|Page



Introduction

végétales réparties dans diverses familles botaniques, représentant par conséquent une véritable
réserve naturelle. Ces ressources représentent un potentiel considérable pour la recherche
pharmaceutique, en tant que source de nouvelles molécules actives destinées au développement

de traitements innovants (Bouzid et al., 2016).

Ce travail a pour objectif d’extraction et évaluation de de l'activité antibactérienne des huiles
essentielles du Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) et le romarin (Rosmarinus

officinalis).
Ce manuscrit est divisé en trois parties

La premiére partie consiste en une synthese bibliographique.
La deuxiéme partie est consacrée a I’expérimentation
La troisiéme partie comprend 1’analyse des résultants et leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale.
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Chapitre 01 Généralités sur les huiles essentielles

1.1 Les huiles essentielles
1.1.1 Définition

L'expression « huile essentielle » ou « essence vegétale » fait référence a un assemblage
complexe de composés liquides, non solubles dans I'eau et fortement volatils, dérivés des
plantes et identifiables par une senteur prononceée et unique. Selon la Pharmacopée Européenne,
une huile essentielle est définie comme suit : « un produit ayant une odeur distincte,
généralement complexe dans sa composition, obtenu a partir d'une matiére premiere végétale
spécifiqguement identifiée, soit par l'utilisation de la distillation a la vapeur d'eau, soit par
distillation a sec, ou bien grace a un procédé mécanique adapté sans application de chaleur. »
(Bily Nebie, 2023).
1.1.2. Composition chimique générale
Les principaux constituants des huiles essentielles sont les suivant :
1.1.2.1. Les carbures terpéniques

Les carbures terpéniques possedent une structure cyclique et se conforment a la formule
générale (C5H8) n, Exemple : le pinéne (José et Fonteau, 2008).
1.1.2.2. Les carbures saturés

Les carbures saturés ne sont pas réductibles, le benzéne non plus, mais des composés
dérivés, tel le styréne, subissent une réduction. Ils se distinguent par une stabilité remarquable.
Leur formule générale se présente sous la forme CnH2n+2.tériennes (Bouyahya et al., 2017).
a) Les alcools

Dans des conditions normales, les alcools sont a I'état liquide. Ils sont souvent utilisés
comme solvants pour les autres composés organiques. Les propriétés physiques des alcools sont
fortement influencées par la présence du groupe hydroxyle. Le régne végétal regorge de
différents types d'alcools, notamment sous la forme de glucides (Peter, 2004).
b) Les phénols

Les phenols sont des composés organiques oxygénés pouvant étre considéres comme
des dérivés de 1’eau. Ils sont utilisés dans le secteur industriel en tant qu'antioxydants,
intermédiaires de synthese, désinfectants et agents de tannage. Exemple : le thymol (Kiel,
2004).
c)Les aldéhydes

Les aldéhydes sont des composés organiques chimiques qui se caracterisent par leur
formule générique R-CHO. Grace a leur réactivité chimique élevée, ils sont exploités pour
produire des résines synthétiques, des solvants, des teintures, entre autres. Exemple : 1’acide

cinnamique (Kiel, 2004).
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Chapitre 01 Généralités sur les huiles essentielles

d) Les cétones

La structure chimique des cétones se distingue par I'existence d'un groupement
carbonyle (-C=0) attaché a deux atomes de carbone. Elles sont couramment employées comme
solvants industriels pour les colorants, mais elles ont aussi un réle en tant qu'intermédiaires
dans la synthese chimique (Kiel, 2004).
e) Les esters

Les esters sont des composés organiques oxygénés dérivés des acides carboxyliques,
car ils se forment par substitution d'un atome d'hydrogéne de la fonction carboxyle (-COOH)
d'un acide par un radical alkyle (-R) ou aryle (-Ar). Les esters aromatiques ont une volatilité
réduite et dégagent aussi une odeur plaisante. Les esters benzyliques présentent une irritation
supérieure a celle des esters aliphatiques équivalents (Kiel, 2004).
1.1.3 Domaines d’utilisation des huiles essentielles

L'utilisation des huiles essentielles est étendue et englobe plusieurs domaines
industriels. Quatre secteurs clés se distinguent parmi les plus significatifs : I'agroalimentaire, la
parfumerie et la cosmétique, le secteur pharmaceutique et enfin, I'industrie chimique (Bily
Nebie, 2023).
1.1.3.1 Secteur de ’industrie agroalimentaire

On utilise les huiles essentielles en tant que conservateurs alimentaires et comme épices.
On les utilise dans divers produits comme les bonbons, les thés, les sirops, les boissons, les
gateaux et les produits laitiers (Bily Nebie, 2023).
1.1.3.2 Secteur de la parfumerie et de la cosmétique

L'industrie de la parfumerie et de la cosmétique figure parmi les plus importants
utilisateurs d'huiles essentielles. On les utilise pour confectionner des parfums, des shampoings,
des gels de douche, des cremes, des laits, des déodorants corporels, ainsi que divers produits
d'entretien comme les savons, les détergents, les lessives et les adoucissants pour textiles (Bily
Nebie, 2023).
1.1.3.3 Secteur de I’industrie pharmaceutique

L’industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles, en particulier pour leurs
propriétés antiseptiques externes. On les distingue aussi par leurs propriétés bactériostatiques,
bactéricides, antifongiques, protectrices, entre autres (Himed et Hellal, 2011).
1.1.3.4 Secteur de I’industrie chimique

Dans le domaine de la chimie, les huiles essentielles servent de matériaux de base pour

la création de principes actifs pharmaceutiques, de vitamines, d'ardmes et divers autres produits
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Chapitre 01 Généralités sur les huiles essentielles

chimiques. Elles sont aussi incluses dans les compositions de biopesticides en raison de leur
vaste capacité a lutter contre les insectes et les agents infectieux (Bily Nebie, 2023).
1.2.1. Activités Biologiques des Huiles Essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle est essentiellement associée a sa
composition chimique, aux groupes fonctionnels de ses composants dominants (alcools,
phénols, composés terpéniques et cétoniques) ainsi qu'a leurs effets synergique (Dorman et al.,
2000).
1.2.1.1. Activité Antibactérienne

Les phénols, notamment, sont les composes les plus performants et ayant le spectre
d'action le plus large.
« Carvacrol : connu pour son efficacité et son absence de toxicité, il est employé en tant qu'agent
de conservation et ardbme dans I'alimentation.
* Thymol : ingrédient majeur de certains bains de bouche.
* Eugénol : employé¢ dans les produits de cosmétique, alimentaires et dentaires. Ces substances
possedent une activité antibactérienne reconnue contre diverses bactéries nuisibles, comme
Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Clostridium
jejunii, Lactobacillus sakei, Staphylococcus aureus et Helicobacter pylori (Fabian et al.,
2006).
1.2.1.2. Activité Antifongique

Les huiles essentielles ont aussi démontré une action antifongique contre divers
champignons et levures nuisibles (Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus,
Rhizopus, Mucor, Alternaria, Fusarium, Penicillium, etc.) (Dogmos et al., 2008).
1.2.1.3. Activité Antioxydante

Les huiles essentielles comme celles de la cannelle, de la muscade, du clou de girofle,
du basilic, du persil, de l'origan et du thym renferment des composés antioxydants puissants
tels que le thymol et le carvacrol (Edris, 2007).
1.2.1.4. Activité anti-inflammatoire

Un grand nombre d'huiles essentielles ont démontré une action anti-inflammatoire.
L'huile essentielle extraite des racines de Carlina acanthifolia a la capacité de prévenir
I'inflammation provoquée chez les rats (Dordevic et al., 2007). Il a été rapporté que les huiles
essentielles de Chromoleana odorata et de Mikania cordata ont obtenu des résultats

encourageants en bloquant les enzymes liées aux processus inflammatoires (Bedi et al., 2004).
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1.2.1.5. Activité anti-tumorale

Certaines huiles essentielles possedent des vertus anti-tumorales et sont utilisées dans le
but de prévenir certaines formes de cancer. Par exemple, I'huile essentielle extraite des graines
de Nigella sativa L a démontré une action cytotoxique sur plusieurs lignées tumorales. Elle
limite I'expansion des métastases hépatiques et prolonge la survie des souris ayant développé
la tumeur in vivo (Mbarek et al., 2007).
1.3. Répartition et localisation

Les huiles peuvent étre conservées dans divers organes de la plante : évidemment les
fleurs (bergamotier, tubéreuse), mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier noble) et
de maniére moins courante, les écorces (cannelle), le bois (bois de rose, santal), les racines
(vetiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), et méme certains fruits (anis, badiane) ainsi que

des graines (muscade) (Bruneton, 1999).

Figure 01 : Tllustration shématique du développement des glandes productrices d’huile
essentielle (GASPAR, 2004).
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11.1. Juniperus phoenicea

Selon les régions et les langues, le J.phoenicea est désigné par divers noms:
Araér _l=_=(en arabe).
Genévrier rouge, Genévrier de Lycie (en francais).
Junipero, Sabino, Enebro, Tascate (situés au Mexique).
Cade en dormance Morven ou Genévrier a baies rouges (Ayad et Aymen, 2021), ou plantes a
graines nues (Constance, 2010).
11.1.1. Description botanique

Juniperus phoenicea, est un arbuste atteignant environ 8 metres de hauteur. Il se
caractérise par des rameaux brun rougeatre écailleux et des bourgeons nus.
a- Feuilles

Les feuilles de J. phoenicea d'une teinte gris-vert, sont persistantes et aromatiques, sans
épines. La majorité des feuilles sont de petites écailles courtes (Belkacem, 2015).
b- Fruits

Les fruits ont une forme sphérique et un diamétre variant de 10 & 15 mm. A maturité, ils
présentent une couleur rougeatre et une brillance (Baba Aissa, 2011).
c- Tige et racines

Cette espece possede un tronc rectiligne et une écorce de couleur brunatre rouge.
L'écorce du tronc est de couleur gris brun, étalée et érigée, tandis que le systéme racinaire

s'étend en profondeur (Mandin, 2006).

& f’\; 3

)
Figure 02 : Arbrisseau de Juniperus phoenicea (Laouar Amel, 2018).

11.1.2. Position systématique
Selon (Bousbia et Souaci, 2021). La classification botanique de cette plante est comme suite :
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Tableau 01 : Classification systématique de J. phoenicea (Bousbia et Souaci, 2021).

Régne Plantae
Embranchement Spematophytes
Sous embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cuperessaceae
Genre Juniperus

Espéce Juniperus phonicea

11.1.1.3. Activité biologique

L'activité biologique comprend les actions effectuées sur les systemes chimiques et
moléculaires, des plus élémentaires aux plus sophistiquees (Mariod et Tahir, 2022).

Selon (Mehira et al, 2021) ; différentes formes d'activités biologiques peuvent étre examinées
in vivo ou in vitro.

Toutes les essences alcoolisées dérivées des parties aériennes de J. phoenicea présentent
une activité cytotoxique et antibactérienne significative (Eissa et al., 2014). L'impact des baies
de genévrier a été largement exploité comme une solution potentielle pour le diabete, en
complément d'un régime alimentaire (Tavares et al., 2012).

Le broyage de ses feuilles s'avere utile comme diurétique ou contre les affections
bronchiques. En outre, le goudron de cette plante est employé comme traitement intestinal pour
les enfants en substitut du riz de Barbarie, la poudre de ses fruits séchés sert a soigner les abcés
et les ulceres cutanés (Eissa et al., 2014).

11.2. Rosmarinus officinalis
11.2.1. Description botanique

Rosmarinus officinalis, une plante aromatique a vertus medicinales faisant partie de la
famille des Lamiaceae, est originaire de la zone méditerranéenne et se trouve en abondance en
Algérie (Oliveira et al., 2019), est un arbuste qui peut atteindre une hauteur de 2 m et qui
possede des feuilles vivaces de couleur verte (Ribeiro-Santos et al., 2015).

R. officinalis présente des branches brunes, érigées et rarement prostrées, dotées de

feuilles linéaires de couleur vert sombre. C'est un petit arbre de 50 cm a plus d'un metre, toujours
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vert, tres ramifié et fortement feuillé (ses feuilles sont vertes et striées sur le dessus, blanches
et duveteuses sur le dessous) ; Ses fleurs, de taille réduite, sont disposées en verticilles axillaires
et possédent une corolle qui tire 1égérement sur le blanc et le violet. Elles ont deux étamines
latérales clairement visibles qui constituent I'androcée, accompagnées d'une dent marginale sur
leurs filaments. Des fleurs d'un bleu clair ou presque blanches, souvent groupées en petites

grappes aux aisselles et aux extremités (Ribeiro-Santos et al., 2015).

Figure 03 : Rosmarinus officinalis (Marion Leplat, 2017).
11.2.2. Position systématique
La systématique du romarin est décrite (Quezel et Santa, 1963) comme suivant :

Tableau 02 : Classification systématique de R. officinalis (Quezel et Santa, 1963).

Reégne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espece Rosmarinus officinalis
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Figure 04 : Morphologie générale de plante de R. officinalis (Damerdji et Ladjmi, 2014).
11.2.3. Activités biologiques

Selon la médecine traditionnelle, I'huile essentielle de R.officinalis est employée pour
soigner la dyspepsie et les formes bénignes des troubles gastro-intestinaux spasmodiques ainsi
que les problemes circulatoires. Elle est également utilisée en complément du traitement des
douleurs musculaires ou articulaires et des inflammations. Par ailleurs, les parties aériennes de
cette plante ont été exploitées en tant que teinture ou infusion pour traiter les troubles gastriques
et les maladies associées a la douleur et a I'inflammation (Borges et al., 2018).

L'huile essentielle de R. officinalis contient une abondance de métabolites secondaires
aux vertus thérapeutiques notables, et elle est réputée pour ses capacités antioxydantes (Wang
et al., 2008). Et anti-inflammatoires, attribués a ses composes tels que le 1,8-cinéole, I'a-pinéne
et le camphre (Borges et al., 2018 ; Rufino et al., 2015).

Concernant I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle (Gitaari et al., 2019), une
association a été établie avec des chemotypes contenant une forte proportion d'a-pinéne (50,8%
d'a-pinéne) (Mekonnen et al., 2016).
D'autres recherches ont également démontré que I'huile essentielle de R. officinalis posséde des
propriétés anti-ulcérogenes (Dias et al., 2000), antinociceptives (Takaki et al., 2008),
diurétiques (Haloui et al., 2000) ainsi qu'anti-tumorigenes (Al-Sereiti et al., 1999).
11.3. Souches bactériennes testées
11.3.1. Escherichia coli ATCC25922

E. coli est un Gram négatif. Ces bactéries ont typiquement une forme de tige, mesurant

environ 2,0 micromeétres (um) en longueur et entre 0,25 et 1 um en diametre, avec un volume
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cellulaire allant de 0,6 a 0,7 um3. La membrane externe qui enveloppe la paroi cellulaire agit
comme un obstacle pour certains antibiotiques tels que la pénicilline, et elle ne subit pas de
dommages a cause de cette derniere. Les souches dotées de ciliatures péritriches ont la capacité
de se mouvoir (Delarras, 2014).

11.3.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Est une bactérie Gram-, asporogene de forme bacille monoflagellé. Elle mesure
approximativement entre 1 et 5um en longueur et entre 0,5 et 1um en largeur. Elle offre une
grande flexibilité nutritionnelle (Chups, 2017).

P. aeruginosa, étant une bactérie possede une membrane externe renfermant une
protéine de type F. Cette protéine agit de maniére similaire a la porine, facilitant I'entrée de
certaines molécules et ions dans les bactéries. En tant que protéine structurale, elle préserve la
forme de la cellule bactérienne. La protéine F de P. aeruginosa réduit la perméabilité de la
membrane externe, car elle limiterait I'absorption des substances nuisibles par la bactérie et lui
conférerait une forte résistance aux antibiotiques (Chups, 2017).

11.3.3. Staphylococcus aureus ATCC25923

Il s'agit d'une bactérie Gram+, sphérique et immobile, avec un diamétre approximatif
de 0,5 a 1um, non sporulée et facultativement anaérobique (a I'exception de S. aureus subsp.
anaerobius). S. aureus produit des colonies de couleur jaune, d'ou son nom latin « aureus »,
signifiant or (Kluytmans et al., 1997).
11.3.4. Bacillus subtilis ATCC663313

La bactérie Gram+ B. subtilis, largement distribuée, a la capacité de s'épanouir dans une
multitude d'environnements. Ce groupe est constitué de quatre especes : B.subtilis, Bacillus
pumilus, Bacillus licheniformis et Bacillus amyloliquefaciens, qui ont été identifiées il y a
plusieurs dizaines d'années. Avec le temps, les chercheurs ont décrit de nombreuses nouvelles
especes et sous-especes, en se basant sur I'évolution moléculaire, la physiologie et les

spécificités chimio-taxonomiques (Ozdemir et Emine Yilmaz, 2024).
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L’ensemble de ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de département de Biologie
appliquée, relevant de la Faculté des sciences exactes, des sciences de la nature et de la vie de
hamma lakhdar d’oued souf.

111.1. Matériel
111.1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes des deux plantes Rosmarinus officinalis et Juniperus phoenicea
ont été récoltées au mois de mars dans la région de Batna.

Les feuilles et les tiges ont été séchées a 1’air, a I’abri de la lumicre, puis conservées dans des

sacs propres en papier jusqu’au moment de ’extraction.

Figure 05 : Feuilles séchées de Rosmarinus Figure 06 : La plante de Juniperus phoenicea

officinalis (photo personnel). (photo personnel).

111.2.1. Méthodes
111.2.1.1. Extraction des huiles essentielles
L’extraction des huiles essentielles a été réalisée selon la méthode classique
d’hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type (Clevenger), pendant une durée de 2 heures.
Apreés avoir pesé 200g de matiere végétale est mise dans un ballon en verre, additionnées
de 1L d’eau, I’ensemble est porté a 1I’ébullition dans un chauffe-ballon pendant 3 heures a
température 100°C.La vapeur chargée de substances volatiles traverse le réfrigérant et se

condensent.
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A la fin de la distillation, I’huile essentielle surnageante a été récupérée, séchée sur du
sulfate de sodium anhydre pour éliminer toute trace d’humidité, puis stockée a 4 °C dans des

flacons en verre brun jusqu’a son analyse.

Figure 07 : Extraction par hydrodistillation a ’aide d’un appareil de type Clevenger (photo
personnel).
111.2.1.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenu apres I’extraction et la masse de la matiére végétale utilisée. Le

rendement est exprimé en pourcentage par la formule suivante :

Masse d ’huile essentielle( g)

X1
Masse de la plante (g) 00

Rendement% =

111.3. Materiel biologique
111.3.1. Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées sont des isolats pathogénes cliniques fournis par deux
laboratoires d’analyses médicales a oued souf.

Les bactéries qui ont été testés pour détecter I’activité antibactérienne de 1’huile de

R.officinalis et J. phoenicea sont :
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Tableau03 : Liste de souches bactriennes (d’origine clinique) testées.

Gram Positive Gram Négative
Staphylococcus aureus ATCC25923 Escheriachia coli ATCC25922
Bacillus subtillus ATCC 11774 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

111.3.2. Activité antibactérienne des huiles essentielles
L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles sélectionnées a été
réalisée a 1’aide de deux méthodes standardisées :
» La méthode de diffusion sur gélose « aromatogramme ».
» Laméthode de microdilution en milieu liquide, utilisée pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la (CMB) de la croissance bactérienne.
111.3.3. Méthode de diffusion sur gélose (Aromatogramme)
Cette méthode permet d’évaluer in vitro 1’activité antibactérienne des huiles essentielles.
Elle s’apparente a un antibiogramme, a la différence que les antibiotiques y sont remplacés par
des huiles essentielles reconnues pour leurs propriétés antimicrobiennes (Da Silva, 2010).
111.3.3.1. Le repiquage
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées en utilisant la méthode des stries
sur gélose nutritive (38 g pour 1 L d'eau distillée) dans des boites de Pétri. A l'aide d'une anse
de platine stérile, elles ont été ensuite incubées a 37°C dans une étuve pendant 18 a 24 heures.

Cette étape vise a obtenir une culture jeune avec des colonies isolées, qui ont ensuite été utilisées

Figure 08 : Le repiquage des souches bactériennes (photo personnel).
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111.3.3.2. Préparation de la suspension bactérienne

Deux colonies de chaque type de bactérie ont été échantillonnées et déplacées dans 9 mi
d'eau physiologique Par suite d’un processus d'agitation, I'inoculum a été modifié¢ pour obtenir
une turbidité standard de 0,5 McFarland.

Ce réglage a été effectué soit en ajoutant une colonie supplémentaire, soit par dilution
avec de I'eau physiologique stérile, afin d'obtenir une densité optique située entre 0,08 et 0,13
mesurée a une longueur d'onde de 625 nm. On estime que la concentration finale de I'inoculum
est d'environ 10® UFC/ml (Khribch et al., 2017).
111.3.3.3. L'ensemencement

La préparation de la suspension bactérienne a été réalisee et ensuite utilisée pour
ensemencer des boites de Pétri remplies de gélose Mueller-Hinton a l'aide d'un écouvillon, afin
d'obtenir un tapis bactérien uniforme. L'inoculation est réalisée par le biais d'un écouvillonnage.

Il s'agit d'imbiber un écouvillon de coton stérile dans la suspension, puis de le frotter,
une fois essoré a l'intérieur du tube, trois fois sur I'ensemble de la surface gélosée pour créer

des stries étroites.

Figure 09: L'ensemencement des boites de Pétri par écouvillonnage (photo personnel).
111.3.3.4. Préparation des dilutions de I'HE

Quatre tubes en verre stérilisés ont été préparés pour réaliser une série de dilutions

décroissantes (1/2, 1/4, 1/8, 1/16). L’huile essentielle pure a été utilisée comme solution mére,
dont 500 pL ont été introduits dans le premier tube, puis complétés avec 500 pL de DMSO,
obtenant ainsi une dilution 1/2. A partir de ce tube, 500 pL ont été prélevés et transférés dans
un second tube contenant également 500 uL. de DMSO (dilution 1/4), puis bien homogénéisés.
La méme procédure a été répétée pour les dilutions suivantes jusqu'a obtention de la dilution
1/16.
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111.3.3.5. Préparation des disques

Des disques de papier filtre stériles de 6 mm de diamétre (Whatman n°1) ont été
imprégnés avec 10 pL des huiles essentielles pures ou diluées (1/2, 1/4, 1/8, 1/16) dans le
DMSO selon les dilutions préparées. Aprés I’imprégnation, les disques ont été séchés pendant
environ 15 minutes (Bekhechi et al., 2008).
I11.3.3.6. Application des disques d’antibiotiques

Pour chaque boite de pétri, sept disques stériles sont déposés a I’aide de pince stérile
sur la gélose ensemencée. Un disque chargé des huiles essentielles pur, Quatre disques chargés
des huiles diluées, un disque chargé d’antibiotique (témoin positive) et un disque chargé de
DMSO uniquement comme un (témoin négatif). Les boites de pétri ont été incubées a 37°C
pendant 24 heures.

Dans cette étude, quatre antibiotiques ont été utilisés selon le type de bactérie ciblée :
I’ampicilline pour Escherichia coli, I’oxacilline pour Staphylococcus aureus, la ciprofloxacine
pour Pseudomonas aeruginosa et 1’amoxicilline pour Bacillus subtilis. Chaque antibiotique a

été choisi en fonction de la sensibilité connue de la souche bactérienne correspondante.

Figurel0: Application des disques d’huiles essentielles et d’antibiotiques sur une gélose MHA
(photo personnel).
111.3.3.7. Lecture de I'aromatogramme

L'activité antibactérienne se révele par la formation d'une zone d'inhibition de la
prolifération microbienne autour des disques contenant I'extrait a évaluer. Ainsi, la zone
d'inhibition autour des disques a été mesurée a l'aide d'une régle pour déterminer son diameétre.
On a procédé a l'évaluation de l'activité en déterminant le diamétre (en mm) des zones
d'inhibition qui entourent les disques. Quatre niveaux d'activité antibactérienne ont été utilisés
pour interpréter les résultats (Balouiri et al, 2016).
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- Non sensible : (@ < 8 mm) - Sensible : (9 <@ < 14 mm)
- Trés sensible : (15 < @ <19 mm) - Extrémement sensible : (& > 20 mm)
111.3.4. Méthode de microdilution en bouillon

La microdilution en phase liquide est une technique normalisée permettant de définir la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) de
deux catégories d'huiles végétales, (R) et (J), face a plusieurs souches bactériennes. Le test est
effectué conformément aux directives de I'Institut des standards cliniques et de laboratoire
(CLSI) (Qaiyumi, 2007 ; Weinstein, 2018 ; Wayne, 2010 ; PA, 2002).
111.3.5. Détermination de la (CMI) par la méthode de microdilution en bouillon

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée en
recourant a la technique de microdilution avec des microplagues comportant 96 puits. En
premier lieu, on prépare des suspensions bactériennes et Les souches bactériennes sont mises
en culture sur une gélose Mueller-Hinton (MH), puis inoculées dans un bouillon Mueller-
Hinton enrichi en cations (MHB). Les cultures sont mises en incubation jusqu'a atteindre une
turbidité manifeste, puis elles sont diluées pour obtenir une turbidité de 0,5 McFarland (Aouni
etal., 2013).

Ensuite, la solution d’extrait végétal pour les deux huiles essentielles est préparée en
dissolvant I’extrait dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration de 25 %. La

solution est homogénéisée par vortex pendant 1 min.

o

Figure 11 : Matériels et produits utilisé pour la réalisation de la méthode de microdilution en
bouillon (photo personnel).
On prépare la microplaque en insérant 100 pL de la solution d'extrait végétal dans

chaque puits. Par la suite, 50 uL de la suspension bactérienne sont ajoutés a chaque puits. Pour
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chaque isolat, un témoin de croissance (sans antibiotique ni xénobiotique) et un témoin stérile

(uniquement MHB) sont prévus (Schwalbe et al., 2007).
b

. 4

Figure 12: La réalisation du test de microdilution en bouillon sur les plaques a 96 puits (photo
personnel).

On incube la microplaque a une température de 37 °C pendant une durée allant de 18 a
24 heures. Par suite de I'incubation, la (CMI) est définie comme la concentration minimale

d'extrait végetal capable de freiner le développement bactérien (Wayne, 2010).

Figure 13 : Dispensation des huiles essentielles diluées dans une plaque de microtitration

(photo personnel).
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111.3.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
» Sélection des puits a partir de la microplaque CMI

Identifier les puits dans lesquels aucune turbidité (croissance bactérienne) n’a été
observée lors du test de la CMI. Cela signifie que les bactéries n’ont pas proliféré a ces
concentrations.

> Repiquage (Spot test)

A I’aide d’une micropipette stérile, prélever 3-5 pL de chaque puits sans croissance
apparente. Déposer cette goutte sur une boite de gelose MHA, sans huile essentielle ni
antibiotique. Faire cela pour chaque concentration testée sans croissance visible.

» Contrdle positif et negatif

Spot contrdle positif : goutte issue du puits contrdle contenant les bactéries sans huile.

Spot contrdle négatif : goutte issue du puits sans bactérie (aucune croissance attendue).

> Incubation

Incuber les boites de gélose a 37 °C pendant 24 heures.

» Lecture des résultats

La CMB (Concentration Minimale Bactéricide) correspond a la plus faible concentration
de I’extrait végétal pour laquelle aucune prolifération bactérienne visible n’est observée, ce
qui traduit une élimination efficace des bactéries. Elle est déterminée par I’absence totale
de colonies bactériennes sur les milieux gélosés apres repiquage des puits sans croissance
apparente. Cette méthode permet ainsi de distinguer une action bactéricide (destruction des
bactéries) d’une simple inhibition de la croissance. Elle s'avére particulierement utile pour
évaluer les propriétés antibactériennes des extraits végétaux contre différentes souches
bactériennes, dans un format & haut débit (Suppi et al., 2015).
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1V. Résultats

1VV.1. Calcul du rendement

Résultats et Discussions

Le rendement est exprimé en pourcentage par rapport a la masse de plante utilisée.

Tableau 04 : Rendement en huiles essentielles (J) et (R) par hydrodistillation.

Plante Masse utilisée(g) Volume extrait(ml) | Rendement (%)
Rosmarinus officinalis | 200 g 3,11 mi 1,56 %
Juniperus phoenicea | 200 g 1,25 ml 0,62 %

D’aprés le tableau, on remarque que les rendements en huiles essentielles obtenues par
entrainement a la vapeur d'eau sont variables. L’espéce Rosmarinus officinalis est la plante

aromatique qui présente la teneur la plus importante, alors que 1’espéce Juniperus phoenicea

donné un rendement acceptable.

Les rendements en huiles essentielles varient en fonction de divers facteurs, notamment
I’espece, 'age de la plante, la partie de la plante utilisée, I'é¢tat du matériel végétal au moment

de [l'utilisation, la période de récolte, l'origine géographique (effet du milieu), le procédé

d'extraction et la durée de distillation (Khadir, 2013).

Tableau 05 : Caractéristiques des huiles essentielles extraites.

Plante Aspect Odeur Couleur
Rosmarinus officinalis | Liquide clair, mobile Aromatique Jaune pale
Juniperus phoenicea | Liquide fluide, limpide Légérement épicée | Jaune clair

Figure 14: Les huiles extraites de Juniperus phoenicea et de Rosmarinus officinalis.
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IV.2. Activité antibactérienne des extraits de (J) et (R) concentrés et dilués

Concernant les extraits concentrés et dilués, des zones d’inhibition ont été observées.
Les valeurs présentées correspondent aux moyennes des diamétres mesurés en (mm) pour
chaque essai répété. On utilise pour chaque souche bacterienne un genre d’antibiotique : E.coli
(TE), S.aureus (OX), P.aeruginusa (P), et le B.subtilis (CN). Les diamétres des zones
d’inhibition sont résumés dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 06 : Activité antibactérienne de 1’extrait de (J) mesurée en mm.

HEs HEs HEs HEs ANB | HEs | TN
1/2 1/4 1/8 1/16 P
E.coli 10 9 6 6 25 12 6
S.aureus 12 8 6 6 23 16 6
P.aeruginosa 6 6 6 6 7 6 6
B.subtilis 10 8 6 6 16 15 6

Les résultats obtenus a partir du test de diffusion sur disque montrent que I’huile
essentielle de Juniperus phoenicea possede une activité antibactérienne variable selon la souche

bactérienne et la concentration utilisée.

- Non sensible : (@ <8 mm) - Sensible : (9 <@ <14 mm)
- Tres sensible : (15 <@ <19 mm) - Extrémement sensible : (@ > 20 mm)
§ Huile de (J)
\,}&9 He.coli M s. aureus H p.aerogenusa b. subtiis
.Q}O
'®\
@&&
4,@‘&)
30
20 I l ' '
0
1/2 1/4 1/8 1/16 ANB P TN

Concentrations (pg/ml)

Figure 15 : Diamétre des zones d’inhibition de I’huile (J) vis-a-vis des souches bactériennes

étudiées.
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» Escherichia coli
L’huile essentielle de (J) montre une activit¢é modérée contre E. coli. La zone
d’inhibition maximale est de 12 mm avec I’huile pure, ce qui reste significatif mais inférieur a
celle produite par I’antibiotique de référence (25 mm). A 1/2, I’inhibition est de 10 mm, puis
elle diminue avec la dilution : 9 mm a 1/4, et seulement 6 mm a 1/8 et 1/16, une valeur
équivalente au témoin négatif. Cela traduit une diminution dose-dépendante de I’efficacité,
confirmant que I’huile perd son pouvoir antibactérien a faibles concentrations. E. coli semble
donc partiellement sensible a I’huile.
» Staphylococcus aureus
L’huile essentielle est plus efficace contre S. aureus, avec une zone d’inhibition
atteignant 16 mm a I’état pur et 12 mm a 1/2. Ces résultats se rapprochent de ceux de
I’antibiotique standard (23 mm), ce qui montre une activité intéressante. A 1/4, la zone
d’inhibition tombe a 8 mm, puis a 6 mm a partir de 1/8, indiquant 1a aussi une baisse progressive
avec la dilution. Cela confirme que les bactéries Gram positives, comme S. aureus, sont plus
sensibles aux huiles essentielles, probablement en raison de la structure plus simple de leur
paroi cellulaire.
» Pseudomonas aeruginosa
Aucune activité antibactérienne notable n’est observée. Les zones d’inhibition sont
constantes a 6 mm pour toutes les dilutions ainsi que pour le témoin négatif, ce qui suggére une
résistance compléte de cette souche a I’huile de (J). Cela confirme que P. aeruginosa est
particulierement difficile a cibler par les composés naturels, en raison de ses nombreux
mécanismes de résistance (barriére externe, pompes a efflux, biofilm...).
» Bacillus subtilis
Une activité modérée est observée, avec 15 mm de zone d’inhibition pour I’huile pure,
et 10 mm & 1/2. A 1/4, I’activité diminue 4 8 mm, puis & 6 mm a partir de 1/8. Bien que I’effet
soit moins important que celui de 1’antibiotique de référence (16 mm), I’huile démontre tout de
méme un potentiel antimicrobien intéressant, notamment a forte concentration. Ce résultat est
en cohérence avec la sensibilité générale des bactéries Gram positives aux extraits naturels.

S.aureus P.aeruginosa E.coli B.subtilis

.
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Figure 16 : Résultats de I’aromatogramme de 1’extrait de (J) par la méthode de diffusion sur
disques (photo personnel).

Tableau 07 : Activité antibactérienne de 1’extrait de (R) mesurée en mm.

HEs | HEs HEs HEs ANB | HEs TN
1/2 1/4 1/8 1/16 P
E.coli 10 10 8 6 25 16 6
S.aureus 10 8 8 6 19 16 6
P.aerugenosa 6 6 6 6 8 6 6
B.subtilis 9 7 6 6 15 14 6

L’évaluation de I’activité antibactérienne de ’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
par la méthode de diffusion sur disque a montré une efficacité qui varie en fonction des souches
bactériennes testées et des concentrations utilisées.

Huile de (R)

He.coli M s. aureus p. aerugenusa b. subtiis

=

’ p. aerugenusa
e.coli

1/8 1/16  ANB P TN

Concentrations (ug/ml)

Figure 17 : Diamétre des zones d’inhibition de I’huile de (R) vis-a-vis des souches bactériennes

étudiées.

» Escherichia coli
L’activité antibactérienne de I’huile essentielle contre E. coli révele une efficacité
modérée. A I’état pur, la zone d’inhibition atteint 16 mm, ce qui indique un effet antibactérien

notable. Cependant, cette activité diminue progressivement avec les dilutions : 10 mm a 1/2 et

27| Page



Chapitre 04 Résultats et Discussions

1/4, 8 mm a 1/8, et seulement 6 mm a 1/16. Cela montre clairement une relation dose-
dépendante : plus la concentration diminue, plus D’effet antibactérien s’affaiblit. En
comparaison, 1’antibiotique standard génére une zone d’inhibition de 25 mm, ce qui reste
nettement supérieur a celle observée pour I’huile essentielle. Cela indique que I’huile peut
constituer une alternative naturelle, bien que moins puissante, aux antibiotiques de synthése

contre E. coli.

» Staphylococcus aureus
Présente une sensibilité satisfaisante a I’huile essentielle de romarin. La zone
d’inhibition maximale enregistrée est de 16 mm avec I’huile pure, ce qui se rapproche de I’effet
de l’antibiotique (19 mm). Aux concentrations 1/2, 1/4 et 1/8, ’effet reste présent, avec
respectivement 10 mm, 8 mm et 8 mm, avant de baisser a 6 mm a 1/16. Ces résultats indiquent
que I’huile essentielle est particulierement efficace contre les bactéries Gram positives comme
S. aureus, ce qui peut étre attribué a la perméabilité plus faible de leur paroi cellulaire. Cela

renforce 1’intérét de I’huile de romarin dans la lutte contre ce type de pathogéne.

» Pseudomonas aeruginosa

Les résultats observés indiquent une faible ou inexistante activité antibactérienne de
I’huile essentielle, quelle que soit la concentration testée. En effet, les zones d’inhibition restent
constantes a 6 mm pour toutes les dilutions, y compris pour I’huile pure, ce qui correspond a la
valeur du témoin négatif (DMSO). Cela suggére que 1’huile n’a aucun effet significatif sur cette
souche. Cette résistance peut étre liée a la nature intrinséque de P. aeruginosa, une bactérie
Gram-négative connue pour ses systemes de défense complexes, comme la formation de
biofilms et I’utilisation de pompes a efflux. Ces résultats confirment la difficulté a traiter cette

bactérie par des moyens naturels.

> Bacillus subtilis
L’huile essentielle montre une activité modérée mais intéressante. A 1’état pur, la zone
d’inhibition atteint 14 mm, ce qui est proche de celle obtenue avec 1’antibiotique standard (15
mm). A 1/2 et 1/4, les zones mesurent respectivement 9 mm et 7 mm, et tombent & 6 mm pour
les dilutions 1/8 et 1/16. Ces données révelent une diminution graduelle de D’activité
antibactérienne avec la dilution, similaire a ce qui a été observé pour E. coli et S. aureus. Cela
montre que B. subtilis est sensible a 1’huile essentielle, particuliérement a forte concentration,

ce qui en fait une cible potentielle dans les applications thérapeutiques a base de plantes.
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E.coli B.subtilis S.aureus P.aeruginosa

Figure 18 : Résultats de 1’aromatogramme de ’extrait de (R) par la méthode de diffusion sur

disques (photo personnel).
IV.3. Calcul de la CMB et CMB par méthode de microdilution

E. coli P.aeruginosa S.aureus  B. subtilis
I I

Y G

Figure 19 : Résultat de la microdilution en bouillon utilisée de 1’extrait de (R) contre les

souches bactériennes.

e e

25 125 6.25  3.12 156 0.78 % 25 125 625 312 156 078 %

‘-5,

25 12.5 625 3.12 1.56  0.78 %

E. coli
S. aureus

B. subtilis

P. aeruginosa

Figure 20 : Résultat de la (CMB) de ’extrait de (R) contre différentes souches bactériennes.
Tableau 08 : L’effet antibactérien CMB/CMI de I’huile (R) contre différentes bactéries.
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Souches Effet
bactériennes CMI (%) CMB (%) CMB/CMI antibactérienne
Escerichia coli | 6,25 6,25 1 Bacteéricide
Pseudomonas 25 25 1 Bacteéricide
aeruginosa

Staphylococcus | 1,56 1,56 1 Bactéricide
aureus

Bacillus subtilis | 6,25 6,25 1 Bacteéricide

L'huile essentielle de (R) a démontré une notable action bactéricide contre toutes les
souches évaluées avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB)
plut6t basses, particulierement contre le Staphylococcus aureus (CMI = CMB = 1,56 %) et le
Bacillus subtilis (6,25 %). On peut attribuer cette efficacité a lI'existence de composés bioactifs
tels que le 1,8-cinéole, le camphre ou le bornéol, qui sont réputés pour leurs vertus
antimicrobiennes.

Le rapport CMB/CMI étant égal a 1 dans tous les cas ou la CMB a été déterminée, cela
confirme que ’effet observé est bactéricide plutdt que bactériostatique. Cette donnée est

particulierement pertinente dans une perspective thérapeutique,

développement d’agents naturels antimicrobiens.

TN
TP
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Figure 21 : Reésultat de la microdilution en bouillon de I’extrait de (J) contre les souches

bactériennes.
TN : Témoin négative.

TP : Témoin positive.

25 125 625 312 156 078 % 25 125 625 342 156 078 %

25 125 625 3.12 1.56 0.78 % 1.56 0.78 %

HEEH

Figure 22 : Résultat de la (CMB) de I’extrait de (J) contre différentes souches bactériennes.

E. coli
S. aureus

25 12.5 6.25 3.12

P. aeruginosa
B. subtilis

Tableau 09 : I’effet antibactérien CMB/CMI de 1’huile (J) contre différentes bactéries.

Souches CMI (%) CMB (%) CMB/CMI Effet
bactériennes antibactérienne
Escerichia coli | 25 25 1 Bactéricide
Pseudomonas > 25 > 25 ND /

aeruginosa

Staphylococcus | 1,56 1,56 1 Bactéricide
aureus

Bacillus subtilis | 12,5 12,5 1 Bacteéricide

Note : Tres forte concentration, ND : non déterminée.

> NB : Un ratio CMB/CMI supérieur ou égal a 4 est habituellement interprété comme la
présence d'un composé bactériostatique, alors qu'un ratio inférieur ou égal a 4 est percu comme
I'indication d'un composé bactéricide (Lushniak, 2014 ; Suzuki et al., 1953).

L'huile essentielle de Juniperus phoenicea a aussi montré une activité notable, particuliérement
contre le Staphylococcus aureus (CMI = CMB = 1,56%) et le Bacillus subtilis (12,5 %).
Cependant, on a constaté une efficacité beaucoup plus faible contre Escherichia coli (25 %), et

aucune activité notable n'a été observée contre Pseudomonas aeruginosa, une bactérie connue
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pour sa resistance naturelle aux agents antimicrobiens, probablement due a la faible
perméabilité de sa membrane externe et a ses systémes d'efflux.
IVV.2. Discussions

Les résultats obtenus a partir de la méthode de microdilution en bouillon ont permis
d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de (R) et de (J) contre quatre souches
bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis.

Les modes d'action des huiles essentielles sur les micro-organismes sont complexes et
comprennent l'inhibition progressive d'une voie biochimique commune, la suppression
d'enzymes protectrices, ainsi que I'emploi de substances actives de la paroi cellulaire pour
optimiser l'absorption d'autres agents antimicrobiens. On a constaté une synergie entre le
carvacrol et divers hydrocarbures monoterpéniques (comme 1'a-pinéne, le camphene, le
myrcéne, l'a-terpinéne et le p-cyméne) qui possedent habituellement des propriétés
antimicrobiennes faibles (Bassolé et Juliani, 2012).

L'action antibactérienne des huiles essentielles et leur mécanisme d'action sont
directement déterminés par la nature et la proportion de leurs composants présents dans leur
formulation. Les composes prédominants sont généralement a l'origine de [lactivité
antibactérienne notée. Les phénols (comme le carvacrol, le thymol et I'eugénol) sont les
composés les plus antimicrobiens, suivis des alcools (tels que le cinéole et le linalol...) et dans
une moindre mesure, des alcenes (comme le p-cymene, le pinéne et le terpinene...) (Burt,
2004).

Les huiles essentielles dominées par la présence de phénol ou d'alcool sont plus actives
que celles ou le limonene (un hydrocarbure monoterpénique) est le composé prédominant
(Inouye et al., 2001).

Ces observations ont été également partagées par (Dorman et Deans, 2000), en mettant
en évidence les hydrocarbures monoterpeniques. L'effet des huiles essentielles est
principalement déterminé par la nature et les propriétés des constituants actifs, notamment leur
caractére hydrophobe qui leur donne la capacité de traverser la double couche phospholipidique
de la membrane cellulaire bactérienne. Cela peut provoguer une modification de la
conformation de la membrane (Lemes Raiane et al., 2018).

Typiquement, la premiére cible des huiles essentielles sur les cellules bactériennes est
la membrane plasmique. Cela est directement associé a I'hydrophobicité des molécules
constituant les huiles essentielles. Cette caractéristique leur permet de s'intégrer entre les
phospholipides de la membrane et garantit leur dissolution dans la bicouche lipidique. Cela
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entraine une perturbation de la structure de la membrane plasmique et un changement de sa
perméabilité aux ions, protons et autres eléments cellulaires (Carson et al., 2006).

En plus des modifications de la membrane, ces molécules peuvent franchir la bicouche
lipidique, infiltrer les cellules et interagir avec des cibles au sein du cytoplasme (Cristani et
al., 2007).

Des recherches précédentes ont prouvé que la plupart des huiles essentielles examinées
pour leurs vertus antibactériennes ont une action plus marquée contre les bactéries Gram
positives. On attribue la résistance des Gram — a leur membrane externe hydrophile qui a la
capacité de bloquer l'infiltration de composés hydrophobes au sein de la membrane cellulaire
ciblee (Wan, 1998).

En général, ces résultats indiquent que I'activité des huiles essentielles testées varie en
fonction du type de bactérie. 1l semble que Rosmarinus officinalis soit généralement plus
efficace, alors que Juniperus phoenicea démontre une activité plus spécifique. Ces variations
peuvent étre dues a la composition chimique distincte de chaque huile, a I'interaction synergique
entre les éléments constitutifs et a la réactivité spécifique de chaque souche bactérienne.
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Conclusion

Face a I’augmentation inquiétante de la résistance bactérienne aux antibiotiques, la
recherche de solutions alternatives naturelles, efficaces et slres devient une nécessité urgente.
Parmi ces alternatives prometteuses, les huiles essentielles extraites de plantes médicinales et
aromatiques se distinguent par leur richesse en composés bioactifs. Dans cette optique, notre
¢tude a visé a évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de romarin (Rosmarinus
officinalis) et de genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) contre quatre souches
bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas

aeruginosa, a I’aide des tests de sensibilité déterminant la CMI et la CMB.

Les résultats ont révélé que les deux huiles possedent une activité antibactérienne
significative, avec des degrés d'efficacité variables selon la souche ciblée. L huile essentielle
de romarin a démontré une efficacité large et marquée contre toutes les souches testées, avec
des valeurs de CMI et CMB relativement faibles, et un rapport CMB/CMI égal a 1 pour toutes
les bactéries, traduisant un effet bactéricide clair. Staphylococcus aureus s’est révélée étre la
souche la plus sensible, suivie de Bacillus subtilis et Escherichia coli. Méme Pseudomonas

aeruginosa, connue pour sa grande résistance, a été inhibée a une concentration de 25 %.

En revanche, I’huile de genévrier a montré une activité intéressante contre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Escherichia coli, mais a échoué a inhiber
Pseudomonas aeruginosa méme a des concentrations supérieures a 25 %, ce qui suggére une
résistance potentielle ou une difficulté de pénétration de I’huile a travers la paroi cellulaire
complexe de cette souche. Les valeurs de CMI et CMB de cette huile étaient plus élevées que
celles de I’huile de romarin, ce qui peut s’expliquer par une concentration plus faible de

composés actifs dans sa composition chimique.

Ces résultats confirment le potentiel des huiles essentielles, en particulier celle de Rosmarinus
officinalis, en tant qu’agents antimicrobiens naturels prometteurs, capables de participer a la
lutte contre la prolifération des souches bacteriennes résistantes, que ce soit comme traitement
direct ou en complément des antibiotiques classiques. Leur faible toxicité et le risque réduit de

développement de résistance renforcent leur intérét thérapeutique.

Cependant, malgré ces résultats encourageants, d'autres recherches s’imposent, notamment

pour :

Réaliser une analyse chimique détaillée des composés actifs présents dans chaque huile ;
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- Etudier les interactions potentielles (synergie ou antagonisme) entre les huiles

essentielles et les antibiotiques.

- Tester leur efficacité dans des conditions biologiques complexes (in vivo), sur des
modeles animaux ou cliniques.

Ainsi, ce travail ne constitue pas une fin en soi, mais bien une premicre étape vers I’intégration

raisonnée des plantes médicinales traditionnelles dans la pharmacopée moderne, afin d’offrir

des solutions thérapeutiques naturelles, efficaces et sdres face aux défis grandissants de la santé

publique.
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Résumé

Dans ce travail, nous avons évalué I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis et de Juniperus phoenicea, extraites par distillation a la vapeur d’eau a partir de plantes médicinales
locales. Les essais ont été réalisés sur quatre souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis.

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer cette activité : la diffusion sur gélose, qui permet de mesurer les
diamétres des zones d’inhibition et la microdilution en milieu liquide, pour déterminer la (CMI) et la (CMB).

Les résultats ont montré que 1’huile essentielle de genévrier était particuliérement efficace contre S.
aureus et B. subtilis, tandis que celle de romarin a présenté une meilleure activité contre E. coli. Ces
observations confirment le potentiel des huiles essentielles étudiées comme agents antimicrobiens naturels
prometteurs.

Mots clés :
Activité antibactérienne, Huiles essentielles, Rosmarinus officinalis, Juniperus phoenicea, CMI, CMB,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis.
Abstract

In this study, we evaluated the antibacterial activity of essential oils extracted from Rosmarinus
officinalis and Juniperus phoenicea, through steam distillation of local medicinal plants. The antibacterial
activity was tested against four bacterial strains: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, and Bacillus subtilis.

Two methods were used:Agar diffusion, to measure the diameters of inhibition zones, Liquid broth
microdilution, to determine (MIC) and (MBC).

The results showed that juniper oil was more effective against S. aureus and B. subtilis, while rosemary
oil showed stronger activity against E. coli. These findings confirm the potential of these essential oils as
promising natural antimicrobial agents.

Keywords:

Antibacterial activity, Essential oils Rosmarinus officinalis (rosemary), Juniperus phoenicea (juniper),

Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC), Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis.
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