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Résume

Les huiles essentielles sont des metabolites secondaires des plantes qui possédent de
nombreuses propriétes thérapeutiques grace a leurs richesses et leurs diversités en molécules
bioactives. L un de ces propriétés est I’activité antimicrobienne. Les huiles essentielles peuvent
substituer avec succes les antibiotiques contre plusieurs microorganismes résistants. Ceci nous
a conduits a effectuer I'étude de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles des deux
especes de la famille des astéracées : Artemisia herba alba Asso « chih » et Artemisia
campestris L « Dgouft » de la région de Djelfa.

L’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne des plantes étudices a été réalisée par

la méthode d’Hydrodistillation avec un rendement de 0,64% et 0,28% respectivement.

Sur le plan biologique, I’activité antimicrobienne de nos huiles essentielles a été étudié vis-a-
vis de plusieurs souches bactériennes et fongiques par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
et par de micro dilution sur milieu liquide. Les résultats obtenus montrent que nos extraits
possedent une activité antimicrobienne prometteuse. La plus importante était contre les souches
fongique Candida albicans 10 et Candida albicans 26 avec des zones d’inhibition jusqu'a
50+0mm. Les bactéries a Gram positif était sensibles par rapport aux bactéries a Gram négatif.
Les souches Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus sont les plus sensibles a nos huiles
essentielles, tandis que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont les plus résistante.
Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents extraits ont montré un
large éventail des valeurs jusqu’a 0,006 mg/ml. Ces deux espéces de I’armoise représentent donc
une source naturelle d’agents antimicrobiens qui peuvent étre utilisés en plusieurs domaines

thérapeutiques.

Mots clés : Artemisia herba alba ; Artemisia campestris ; huile essentielle ; activité

antimicrobienne ; activité antibactérienne ; activité antifongique.
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Abstract

Essential oils are secondary metabolites of plants that have many therapeutic properties due to
their richness and diversity of bioactive molecules. One of these properties is antimicrobial
activity. The essential oils can substitue with success antibiotics against several resistant
microorganisms. This leads us to study the antimicrobial activity of essential oils of two species
of the family of Asteraceae: Artemisia herba alba Asso "chih" and Artemisia campestris L
"Dgouft" from the region of Djelfa.

The extraction of essential oils from the aerial part of the studied plants was carried out by the

Hydrodistillation method with a yield of 0.64% and 0.28% respectively.

On the biological level, the antimicrobial activity of our essential oils has been studied against
several bacterial and fungal strains using the method of diffusion on agar medium and micro-
dilutions. The results obtained show that our extracts have a Promising antimicrobial activity.
The most significant was against Candida albicans 10 and Candida albicans 26 with zones of
inhibition reached up to 50+Omm. Gram-positive bacteria were sensitive compared to Gram-
negative one. Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus were the most sensitive to our
essential oils, while Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were the most resistant. The
minimum inhibitory concentration (MIC) values of the different extracts showed a wide range
of values up to 0.006 mg/ml. These two species of mugwort represent a natural source of
antimicrobial agents that can be used in several therapeutic fields.

Keywords: Artemisia herba alba; Artemisia campestris; essential oil; antimicrobial activity;

antibacterial activity; antifungal activity.
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Introduction

L'utilisation des plantes pour se soigner date de la préhistoire et tous les peuples ont
cette vieille tradition. Malgré les efforts des chimistes dans la synthése de nouvelles
molécules, plus de 25 % médicaments sont obtenus directement ou indirectement a partir de
plantes (Benkherara et al., 2011).

Certaines plantes sont des remeédes potentiels pour de nombreux maux quotidiens, des
simples troubles digestifs au traitement des maladies chroniques telles que le cancer, les ulcéres,

le diabete et les calculs rénaux.

En effet, les plantes sont souvent caractérisées par la biosynthése de molécules odorantes
qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles connues depuis longtemps pour leurs

activités antiseptiques et thérapeutiques dans la médecine populaire (lazzouguen et al., 2012).

L'Algérie est considérée comme I'un des pays connus pour sa diversité taxonomique en
raison de sa situation biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et
I'Afrique subsaharienne. La flore algérienne est potentiellement riche, avec de nombreuses
espéces endémiques (Messai et Belkacemi, 2011). Parmi les plantes médicinales qui composent
le couvert végétal se trouve le genre d’Artemisia. De nombreuses espéces de ce genre sont
utilisées en médecine traditionnelle car elles contiennent plusieurs molécules douées d'activité
thérapeutique, et Artemisia herba alba Asso et Artemisia campestris L sont parmi les especes

les plus connues.

Ainsi, ce travail a pour objectif I’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles de
ces deux plantes médicinales vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes de type & Gram positif
et a Gram négatif ainsi que deux especes fongiques. Par I’utilisation de deux méthodes, la

méthode de diffusion sur milieu gélosé suivie par la méthode de dilution en milieu liquide.

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique du département de

biologie de I’Université Amar Telidji de Laghouat et comporte trois parties :

e La premiere partie a eté consacrée pour une étude bibliographique décrivant des
généralités sur les plantes medicinales, les plantes étudiées, et les huiles essentielles ;

e Laseconde décrit la partie matériels et méthodes. Nos méthodes sont intéressés a 1’étude
du pouvoir antimicrobien de nos extraits contre des souches microbiennes , nous avons
commencé par la méthode de diffusion sur milieu solide, en suite nos résultats sont

confirmé par la méthode de micro dilution sur milieu liquide afin d’estimer les
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concentrations minimales inhibitrices (CMI), les concentration minimale bactéricide
(CMB) et minimale fongicide (CMF) ;

e Latroisieme partie a été consacrée aux discussions des résultats.

Nous terminons cette étude par une conclusion générale et des perspectives de recherche.
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I. Monographie des plantes médicinales

I.1. Les plantes medicinales

Les plantes médicinales sont des drogues végetales dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuse (Chabrier, 2010). Elles constituent des ressources inestimables qui
ont été utilisées pour trouver de nouvelles molécules nécessaire & la mise au point de futurs
médicaments (Gurib-Fakim, 2006).

Les espéces vegétales d'intérét médicinal interviennent dans divers domaines soit a I'état
brut soit sous forme des huiles, des extraits, des solutions aqueuses ou organiques. Leurs
formulations a base de plantes contiennent un ou plusieurs principes actifs pouvant étre utilisés a

des fins thérapeutiques (Adouane, 2016).

De nombreuses espéces de ce genre Artemisia sont connues en médecine traditionnelle,
dans cette étude on est intéressées par deux a savoir Artemisia herba-alba et Artemisia

campestris L.
1.2. Artemisia (armoise)

Le genre Artemisia , appartient a la famille des Asteraceae (Composées) (Gast, 1989),
comprend environ 400 espéces (Figurel), largement disséminées dans différentes régions du
monde comme I'Afrique du Nord, I'Asie occidentale et la région méditerranéenne (Bakchiche et
al., 2022).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Artemisia_herba-alba
https://fr.wikipedia.org/wiki/Artemisia_campestris
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d. Artemisia campestris L.

Figure 1 : Présentation de quelques variétés d’Artemisia

(Pieracci et al., 2022 ; Lairini et al., 2018 ; Ghedira et Goetz, 2016 ; Dib et al., 2017 ; du Toit et van der Kooy,
2019)

1.2.1. Artemisia herba-alba

1.2.1.1. Nom commun

En Algérie, cette plante est communément appelée "absinthe blanche", en arabe "Chih" et
en francais "Armoise blanche" (Lakehal et al., 2017).

1.2.1.2. Description botanique

Artemisia herba-alba Asso est un sous-arbrisseau buissonnant de 30 a 80 cm de haut,
d’aspect sec et blanchatre, avec des feuilles divisées en languettes fines, blanches et laineuses, et
des fleurs groupées en grappes, a capitules trés petites et ovoides de 1,5 a 3 mm de diametre, de

couleur jaune a rougeatre (Figure2) (Bezza, et al., 2010) .

—
(o)}
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Figure 2 : Artemisia herba alba: (A) la plante au début de la saison de floraison, (B) la plante a la
fin de la saison de floraison (Messai et Belkacemi, 2011).

1.2.1.3. Systématique. (Boudjelal, 2013) :

Reégne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre: Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia herba alba (Asso)
Nom en arabe : Chih

1.2.1.4. Origine et distribution

L'armoise blanche est une plante steppique poussant dans les terres arides ou semi-arides

de I’Afrique du Nord, au Moyen-Orient ainsi qu’en Espagne (Figure3) (Bezza, et al., 2010).

En Algérie, I’armoise blanche a une large répartition géographique, couvrant environ 6
millions d'hectares et poussant dans des steppes argileuses et des sols compacts relativement
peu perméable (Heleili et al,2018) .

—
~
| —
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Figure 3 : Aire de répartition mondiale de I’ Armoise blanche déterminée d’apres les indications données
par : (Houamel, 2018 ; Quezel et Santa, 1963)

1.2.1.5. Usage traditionnelle et médicaux

Artemisia herba alba Asso. Est utilise comme aromatisant pour le thé. En médecine
populaire, elle est connue pour ses propriétés thérapeutiques et médicinales, elle est utilisée pour
le traitement des rhumes, de la toux, des troubles intestinaux, comme agent antidiabétique pour la
bronchite, la diarrhée, les névralgies et I'hyper-tension, I'hépatite, le cancer et les virus (Kadri, et
al., 2011; Mohamed et al., 2010).

De nombreux chercheurs ont rapporté diverses activités biologiques et/ou
pharmacologiques de I'huile essentielle d'A. herba-alba comme agent antibactérien (bactéries et

champignons), anthelminthique et antispasmodique (Kadri, et al., 2011) .

1.2.2. Artemisia campestris L.
1.2.2.1. Nom commun

En Algérie [’Artemisia campestris L est connus souvent sous les noms : Dgoufet, Tagug,
Tguft, Tadjuq, Tedjok, Alala, Hellala, Tamemmayt, Um nefsa. En Maroc : Allal, Chih lakhrissi et
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en Tunisie : Tedjok, Dguft, Tgouf. En Libye : Sc’ahal, Togoft, Taghert, Taghiat, Teghochet, et
Armoise Champétre en France. L’Artemisia campestris L est aussi connus sous le nom : Armoise
rouge, armoise des champs (Dib et al., 2017 ; Mourad et al., 2011 ; Khaldi, 2017).

1.2.2.2. Description botanique

L Artemisia campestris L est un sous arbuste vivace aromatique qui peut atteindre 30-150
cm de hauteur avec des tiges robustes, d’une hauteur de 30 a 80 cm ramifiées et ascendante formant
une panicule. La plante a de trés petits capitules étroits (1 a 1,5 mm) ovales ou coniques,
L'involucre est clairsemé, contenant seulement 3 a 8 fleurs jaune péale avec des bords rougeatres,
et Pédicelle a poils blancs a bruns. Les feuilles d'Artemisia campestris L sont Vert foncé glabre,
dipinnatiséquées des inferieurs inférieures, supérieures Pinnatiséque, pétiolé et auriculé a la

base, tige ligneuse a la base striée (Figure 4) (Boudjouref, 2011 ; Quezel et Santa, 1963).

_________________________________________________________________________

c M

SXNE g g|‘mm

; 'j%"/' 4 ’\:}:.' { d 8 | 0.5 mm

Figure 4: A) Photo d’Artemisia campestris L., (B)Morphologie générale d’Artimisia campestris L, (B-a)
paniquer inflorescence, (B-b) capitule, (B-c) fleur méle, (B-d) fleur femelle (Dib et El Alaoui-Faris, 2019).




Etude bibliographique

1.2.2.3. Systématique (Al-Snafi, 2015) :
Reégne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia
Espece : Artemisia campestris L.
Nom en arabe : Dgouft

1.2.2.4. Origine et distribution

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes vivaces aromatiques,
qui poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphéere nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a I’Himalaya, dans
I’hémisphere sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’Australie et I’Amérique du sud,
Artemisia campestris est largement distribué en Eurasie, en Amérique du Nord et en Afrique.
En Algérie, elle est abondante dans les larges steppes des hauts plateaux et le désert du Sahara
(Boudjouref, 2011 ;Bertella, 2019 )

1.2.2.5. Usage traditionnelle et médicaux

Artemisia campestris L. Est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies : En usage local Artemisia campestris est utilisee
pour traiter les ulceres, le diabéte, les douleurs menstruelles et les troubles digestives. Les fleurs
et les feuilles d'Artimisia campestris étaient Traditionnellement utilisées comme,
hypoglycémiantes, cholagogues, antivenin, cholérétique, antirhumatismal, antimicrobienne,
anti-inflammatoire, diurétique, antilithiasique, pour le traitement des brdlures, la fievre et la
toux, I’eczéma, les infections urinaires, 1’obésité et pour réduire le cholestérol (lvanescu et al.,

2018 ; Dob et al., 2005).

Selon Saoudi La consommation journaliére d'une décoction préparée a partir des tiges et

feuilles d'Artimisia campestris permet de réduire les symptomes digestifs (Saoudi et al., 2010).

10
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1.3. Les huiles essentielles

1.3.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés complexes, naturels et volatils, caractérises par
une forte odeur. Elles sont formées par les plantes aromatiques en tant que métabolites secondaires
(Bakkali et al., 2008).

Les HE sont des liquides, volatils, limpides et colorés, elles sont solubles dans les lipides
et les solvants organiques qui ont une densité inférieure a 1’eau. Elles peuvent étre présentes dans
tous les organes de la plante, y compris les bourgeons, les fleurs, les graines, les brindilles, les
tiges, les fruits, les racines, le bois ou I’écorce, et sont généralement stockées par la plante dans
les cellules sécrétrices, les cavités, les canaux, les trichomes glandulaires ou les cellules

épidermiques (Bouyahya et al., 2018).

1.3.2. Répartition et localisation

Les huiles essentielles se trouvent presque exclusivement dans les plantes supérieures
(exemple : famille des labiées odorantes renfermant presque toutes une huile essentielle). Elles
peuvent étre stockés dans tous les organes de la plante : Fleurs, feuilles, écorces, bois, racines,
rhizomes, fruits et graines. Si tous les organes d'une méme espece peuvent contenir des huiles
essentielles, la composition de ces derniéres varie d'un endroit a I'autre. Les huiles essentielles sont

généralement présentes en trés petites quantités. Pas plus de 1-2% matiére séche (Couderc, 2001).

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles est généralement associées a la
présence d'une structure histologiques spéciale, souvent sur ou pres de la surface des plantes :
cellules a huiles essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiaceae,
poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae et canaux sécréteurs des Asteraceae ou des
Apiaceae (El-Houiti, 2009).

11
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1.3.3. ROles des huiles essentielles (soualeh et Soulimani, 2016 ; Couderc, 2001) :

Les terpenes des huiles essentielles jouent également des rdles tres importants dans

divers processus biologiques et chimiques :

SN N N NI

Défense contre les facteurs biotiques et abiotiques

Médiateurs chimiques de communication de la plante avec son environnement
Marqueurs chémotaxonomiques pour 1’identification

Inhibiteur de la germination

Protection contre les prédateurs

Attraction des pollinisateurs

1.3.4. Propriétés physico-chimique (Hany, 2020) :

Les HE sont liquides a température ambiante

Elles sont volatiles

Elles sont incolores ou Iégerement jaune lors de I'extraction

La densité des HE est inférieure a celle de I'eau, a I'exception des essences de sassafras
et de clou de girofle

Les HE sont lipophiles ou solubles dans l'alcool et les solvants organiques, mais peu

soluble dans 1’eau.

1.3.5. Les techniques d’obtention des huiles essentielles
1.3.5.1. Extraction par entrainement a la vapeur de I’eau

C’est 1'une des méthodes officielles pour 1’obtention des HE. Dans ce systéeme

d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans macération

préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées dans

I’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). Il

n'y a pas de contact direct entre I'eau et la matiére végétale, et méme I'eau et les molécules

aromatiques, evitant ainsi certains phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant affecter
la qualité de I’huile (Figure 5) (Boukhatem et al., 2019) .

12
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Figure 5 : Schéma d'un appareillage de distillation a la vapeur saturée.
(Lucchesi, 2005).

1.3.5.2.  Hydro distillation

L'hydrodistillation (Figure 6) est une variante de la distillation & la vapeur. Au lieu de
I'apport de vapeur, les matiéres végétales sont directement immergées dans l'eau. Ce mélange
solide-liquide est ensuite chauffé jusqu'a ébullition sous pression atmosphérique, ou la chaleur
permet la libération de molécules odorantes dans les cellules végétales. Ces composés aromatiques
volatils et I'eau forment un mélange azéotropique, qui peut étre évaporé ensemble a la méme
pression, puis condensé et séparé dans un flacon florentin en raison de leur immiscibilité et de leur
différence de densité (li et al., 2014) .

Appareil de distillation

Maticre végétale avec de l'eau
distillée

Chauffe-ballon

Figure 6: Schéma d'un appareillage d’hydrodistillation avec clevenger.
https://de.europeanwriterstour.com/images-2023/clevenger-apparatus-essential-oil-extraction

( 1
| 13 )
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1.3.5.3.  Hydro diffusion

Contrairement a la distillation a la vapeur, la vapeur injectée dans ce systéme va du haut
de I'alambic vers le bas. Le mélange de vapeur avec les HE est directement condensé sous le
support de la plante a travers un plateau perforé. La méthode de séparation des HE est la méme
que dans les autres méthodes de distillation. Cette méthode permet de réduire la consommation
de vapeur et la durée de la distillation, tout en offrant un meilleur rendement par rapport a la

distillation a la vapeur (li et al., 2014).
1.3.5.4.  Turbo-hydro distillation

Le processus de turbo-distillation est approprié pour I'extraction de matériel végétal
grossier et dur comme les racines, les graines et I'écorce. Dans ce processus, le matériel végétal
est trempé dans I'eau, puis la vapeur circule a travers le matériel végétal et le mélange d'eau,
tout au long du processus, la méme eau est recyclée a travers le matériel végétal (figure 7). Cette
méthode permet d'obtenir plus rapidement de I'huile essentielle a partir de matiéres végétales
difficiles a extraire (Hanif et al., 2019).

Condenscur

— Huile essentielle

Figure 7 : Schéma d'un appareillage de turbo-hydro distillation (Poirot,
2016) .

1.3.5.5.  Hydro distillation par micro-ondes, sous vide

Le procédé est basé entierement sur le principe de I’hydrodistillation classique. Le

matériel végétal est donc placé en présence d’une quantité d’eau suffisante dans un ballon

14
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disposé dans I’enceinte du four a micro-ondes. Le systéme de réfrigération ainsi que la partie
prévue pour la récupération des essences sont situés a 1’extérieur du four (Figure 8) . Les
avantages cités sont la rapidité et la similitude de la composition de I’huile par rapport a une

hydrodistillation classique (Sutour, 2010).

Réfrigérant a air > T

Huile essentielle —

Phase aqueuse —> I

Four micro-ondes ETHOS 1500

Figure 8 : Schéma d'un appareillage de I'hydro distillation par micro-ondes (Lucchesi,
2005).

1.3.5.6. Expression a froid

Cette technique est réservee a l'extraction des essences volatiles contenues dans les
écorces d'agrumes en les broyant par un procédé mécanique. Elle consiste a casser ou écraser
les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe juste en dessous 1’écorce du fruit afin

d'en récupérer le contenu non altéré (Boukhatem et al., 2019).

1.3.6. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont une composition tres complexe, de composés volatils et semi-
volatils, ils appartiennent essentiellement a 2 groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes (Couic-Marinier et Lobstein, 2013) :

15
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¢ Le groupe des terpénoides : monoterpénes et sesquiterpenes

¢ Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropanes
1.3.6.1.  Les terpénoides

C’est le plus grand groupe de composés naturels, avec plus de 30000 structures connues.
lIs sont formés d’une combinaison de plusieurs unités isoprene (CsHg)n , et forment
plusieurs classes en fonction de leur structure et fonction chimique (tableau 1) . Les principaux
terpénes sont les monoterpénes (n=2—C1o), les sesquiterpenes (n=3—Czs) les diterpénes
(n=4—Cz). La biosyntheése des terpénes implique deux précurseurs principaux : l'isopentényl
pyrophosphate (IPP) et le diméthylallyldiphosphate (DMAPP) (Mnayer, 2014 ; Berger, 2007 ;
Bounab, 2020).

1.3.6.1.1. Les monoterpénes

Constitue la plus simple de la série. Les monoterpénes sont constitués du couplage de
deux unités « isopréniques ». lls sont volatils et représentent la majorité des constituants des
huiles essentielles Ils peuvent étre acyclique (Myrcéne, Ocimeéne), monocyclique (a et y-
Terpinéne, p-Cymene), ou bicycliques (Pinenes, Camphéne, Sabinéne). lls constituent, parfois,
plus de 90 % de I’huile essentielle (Bekhechi et Abdelouahab, 2014).

1.3.6.1.2. Les sesquiterpénes

Ce sont des dérivés d'hydrocarbures CisHo4 (assemblage de trois unités isopréne). C'est
la classe de terpenes la plus diversifiée et elle est divisée en plusieurs Classe structurelle,
acyclique, monocyclique, bicyclique, tricyclique, polycyclique. lls existent sous forme
d'hydrocarbures ou d'hydrocarbures oxygénés, tels que cétones, aldéhydes, alcools, lactones et
acides dans la nature (Bekhechi et Abdelouahab , 2014 ; Piochon, 2008) .

1.3.6.1.3. Les diterpénes

Quatre unites isoprenique forment ces diterpénes, et leur masse moléculaire relativement
plus lourds que leur équivalent mono et sesqui-terpénes ce qui limite leur présence dans les
huiles essentielles obtenues par entrainement a la vapeur. Donc les diterpénes généralement

rares et introuvable dans les huiles essentielles (Pierron, 2014 ; Poirot, 2016).

16
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Tableau 1 : les différentes classes des terpenoides

Squelette Type de terpénoides Example de molécule Example de structure

carbone

C5 Hemiterpénes Isopréne \)K

C10 monoterpénes Monocyclique : thymol \©:H/

Cc15 sesquiterpenes Germacrene /@
/E\

C20 diterpenes Taxadiene

C30 triterpenes Hopane

C40 tetraterpénes B-carotene D Ve NV Y Y S Ve

+C40 polyterpénes Caoutchouc [{°h2_°h=°h_°h25;‘3h_"h24 N

17
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1.3.6.2. Composés aromatiques

Ce sont des dérivées du phénylpropane (Ce-Cs). lls sont beaucoup moins fréquents que
les précédents. Il s’agit de noyaux aromatiques couplés de chaines de 3 carbones. Ce sont, trés
souvent, des allyl- et propénylphénols ; parfois des aldéhydes. Caractéristique de certaines HE
d’Apiaceae (fenouil, persil, anis, etc. : Anéthole, Estragole, etc.), mais aussi celles du girofle,
de I’estragon, du basilic, de 1’écorce ou des cannelles (Eugénol, Safrole, Cinnamaldéhyde, etc.)
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés Ce-C1 comme la
vanilline (figure 9) ou comme I’anthranilate de méthyle (Bekhechi et Abdelouahab, 2014 ;
Jean, 2009).

HO

. _=°

O

Figure 9 : la vanilline (Ce-Ca)

1.3.6.3. Les composes d’origines diverses (Bounab, 2020) :

C'est le résultat de la conversion de molécules non volatiles, Il s'agit exactement de :
v/ Composeés produits par la dégradation des terpenes
v/ Composes produits par la dégradation des acides gras

v/ Composeés azotés ou soufrés
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Tableau 2 : Exemples de structures de quelques composés d'origines diverses .

Type de dégradation Exemple des composés Exemple de structure
Composes issus de la p-lonone
dégradation de terpénes
Composes issus de la Jasminlactone R
dégradation d’acides gras bﬂ

(e}
\
(o) —
Composés azotés Indole : H
Composés soufrés benzothiazole :: :s>
N

1.3.7. La toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées pendant longtemps dans des applications aussi
multiples que variées. La grande majorité des huiles essentielles sont non toxiques et entiérement
sans danger en cas d'utilisation avec précaution, c'est-a-dire de petites quantités et faible
concentration selon les directives du thérapeute responsable. Cependant, certains sont trés
toxiques, méme en petites quantités, et d'autres peuvent le devenir avec une utilisation prolongée.
Les effets secondaires des huiles essentielles variant aussi selon leurs natures chimiques. Certaines
huiles sont toxiques par voie dermique en raison de leur pouvoir irritantes pour la peau et les
muqueuses (Les huiles essentielles riches en phénols, aldéhydes aromatiques et terpéniques).
Allergéne (huiles riches en lactones sesquiterpéeniques, aldéhyde cinnamique, les
phenylpropanoides et les hyperoxydes), phototoxique (contient des furo- et pyrocoumarines). Et
certaines sont toxique par voie orale et provoquent des effets secondaires mais a 1’utilisation a
longues périodes. Huiles hépato-toxiques (qui présent les phénols comme le carvacrole a hautes
doses et a longue durée), huiles néphrotoxiques (riches en monoterpenes), huiles a toxicité
doubles : neurotoxiques et abortives (riches en molécules des cétones) (Bertella, 2019 ; Piochon,
2008).
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En générale les huiles essentielles portant la notion de la dualité "Efficacité - Toxicité".
C’est-a-dire elles sont des substances thérapeutiquement active est potentiellement toxique. Tout
dépendra de la dose unitaire, journaliere, de la voie d'administration, de I'état du patient...
(Bignoate et Kossi, 2023).

1.3.8. Activités biologiques

La composition chimique des huiles essentielles sont connues pour étre douée de plusieurs
propriétés intéressantes (antimicrobienne antiseptiques antioxydant antivirales...etc.) (Maamri,
2011) .

1.3.8.1.  Activités antimicrobiennes

Les huiles essentielles de nombreuses plantes médicinales considérées comme agents
antimicrobiens a large spectre contre de nombreux micro-organismes pathogénes. L’activité
antimicrobienne inclue 1’activité antibactérienne, antifongique (le champignon), antiviral...etc.
Les composés majoritaires comme les composes terpenique et non terpéniques présents dans les
huiles essentielles ont été identifiés comme des composants bioactifs a I’activité antimicrobienne
(Chanthaphon et al., 2008). Il est admis que I'activité antimicrobienne des HE est classée par
ordre décroissant selon la nature du composant principal : Phénol > Alcool > Aldéhyde > Cétone
> Oxyde > Hydrocarbure > Ester. L'effet des composés minoritaires quantitatifs peut étre
négligeable (El-Houiti, 2009).

a) Activité Antibactérienne

Les huiles essentielles sont connues de cet effet antibactérien, et ceci sur les deux groupes
de bactéries gram- positif et gram- négatif qui ont démontrées une importante sensibilité in vitro
(Chanthaphon et al., 2008).

Selon Piochon (2008), les huiles essentielles riches en composés phénoliques comme
I’Eugénol, le Thymol et le Carvacrol possédent une forte activité antibactérienne contre un large
spectre de bactéries : Salmonella enterica, Escherichia coli, Satphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Clostridium jejuni, Listeria monocytogene, Lactobacillus sake (Piochon, 2008).
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Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clair.il ne
soit pas allouable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau de cellule

(Bounab, 2020).

b) Activité Antifongique

Selon Kalemba et Kunicka (2003), un grand nombre des huiles essentielles ont été testés
contre une large gamme de champignons comme : Penicillium chrysogenum, Candida
(C.albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus).La plupart d'entre eux ont donné des
résultats satisfaisants.Parmi des composés chimiques responsable de ’activité antifongique c’est

le Thymol et Carvacrol (Kalemba et Kunicka, 2003).

1.3.8.2.  Autres activités biologiques
L'activité biologique des huiles n'est pas seulement antimicrobienne, mais aussi possedent
des autres activités par exemples : certaines huiles essentielles tell que de basilic, clou de girofle,
cannelle, possédent des propriétés antioxydantes, d’autre part il y a des HE qui possédant des
propriétés antiviral comme I’HE de Melaleuca alternifolia. Il y a aussi des huiles essentiels avec

une activité anti carcinogene (Berger, 2007).

1.3.9. Utilisation (domaines d’application)

Les huiles essentielles sont étroitement liées a I’histoire de I’humanité grace de leurs
compositions chimiques qui leur confére des propriétés intéressantes autres que leurs activités
antimicrobiennes. Leurs utilisations sont en expansion dans de nombreux domaines industriels
et médicales , les principaux domaines d’application étant les suivants (Obame, 2009 ; Mnayer,
2014):

a) Alimentation

Les huiles essentielles sont trés utilisées comme ardmes alimentaires ou d’épices et
parfois comme condiments, aussi bien dans le secteur salé que sucré (sauces, confiserie, produits
laitiers, snacks, produits carnes, soupes, boissons non alcoolisées, produits de boulangerie) et
aussi peuvent servir en méme temps comme agents de conservation des aliments, grace a leur
effet antimicrobien (Bertella, 2019 ; Mnayer, 2014) .
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b) L’industrie cosmétique

C'est I'une des substances aromatiques les plus consommeées. Les huiles essentielles sont
des ingrédients populaires dans le domaine des parfums et des cosmétiques. L'utilisation des
huiles essentielles comme conservateurs commence a prendre de I'ampleur en raison de leurs
propriétés antioxydants et antimicrobienne, qui peuvent prolonger la durée de conservation des
produits. De plus, leurs propriétés odorantes les rendent largement utilises comme ingrédients
dans les formulations de produits. Néanmoins, leur utilisation peut présenter des contre-
indications ; des concentrations supérieures au pourcentage recommandé peuvent provoquer des
réactions cutanées telles que les allergies. Donc, il faut utiliser des tres petites quantités (Mnayer,
2014).

c) Domaine médical

Le mot « aromathérapie » (du latin aroma, aréme, et du grec thérapia, soin, cure) signifie
le traitement des maladies et le soin du corps par des extraits aromatiques de plantes. Ce qui
définir aussi comme la partie de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles (Lardry et
Haberkorn, 2007). L’emploi des huiles essentielles en thérapeutique est lié a leurs propriétés
pharmacodynamiques diverses. Parmi les plantes a huiles essentielles, on trouve les antiseptiques
surtout employés dans les maladies des voies respiratoires ou urinaires, certaines sont stimulants
du systéme nerveux central, d'autres, agissent comme eupeptiques et carminatives (régularisent
la digestion). Leurs actions antispasmodiques, cholérétiques, vermifuges et stomachiques ne sont
pas non plus, a négliger. Les huiles essentielles renferment des substances antivirales. Elles ont
aussi des propriétés antifongiques dues au Menthol, au Menthone, au Néomenthol et a I’ Acétate
de Menthyle. En plus de ¢a, les huiles essentielles ont des activités antioxydants. (Bounab, 2020 ;
Mnayer, 2014).
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Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique du département de biologie
de I’Université Amar Telidji de Laghouat., menée avec les huiles essentielles de /’Artemisia herba

alba Asso et Artemisia campestris L.

L’objectif de notre travail est d’évaluer les propriétés biologiques (activité antimicrobienne)

de ces plantes.

11.1.Matériels
11.1.1. Matériel végétale

Les plantes étudiées dans ce travail sont 1’Artemisia herba alba Asso connue par le nom
Chih et Artemisia campestris L. connue par le nom de T’gouft, elles ont été choisies sur la base de

leurs utilisations en médecine traditionnelle locale.

La récolte de ces plantes est effectuée dans la région de ‘El-Idrissia’ Djelfa durant le mois
de novembre 2021 .La partie aérienne (feuilles et tiges) de ces deux especes était utilisée pour

I’extraction.

11.1.2. Les souches microbiennes testées

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence obtenues de I’ American
Type Culture Collection (ATCC), elles sont réactivées a 37 °C par repiquage sur milieux : gélose
et bouillons nutritif pendant 18h. Les souches pathogénes utilisées sont présentées dans le tableau

suivant :
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Tableau 3 : Les souches microbiennes utilisées et leurs Références

Souches bactériennes Références Sources Maladies provoquées

Bactéries :
Escherichia coli ATCC 25922 Diarrhée, infection urinaire, méningite.
Infections nosocomiales
Pseudomonas aeruginosa = ATCC 27853 Infections cutanées et des tissus mous
Infections respiratoires
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 La fievre, la diarrhée et des douleurs abdominales.
Laboratoire - - : :
Infections nosocomiales (infection broncho-
) . vétérinaire de . - il )
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 pulmonaires, urinaires, bactériémies, infections
Laghouat
g _ méningées post-traumatiques ou post-chirurgicale)
laboratoire

Infection cutanée, toxi-infection alimentaire.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | de recherche ) )
Infection nosocomiales
Tlemcen .
) Cas d'abces intracraniens, de pneumonie, d'arthrite
Micrococcus luteus ATCC 4698 ] ] L
septique, d'endocardite et de méningite
Les levures:
Candida albicans ATCC 10231 Candidose
Candida albicans ATCC 26790

11.2.Méthodes expérimentales
11.2.1. Extraction des huiles essentielles
11.2.1.1. Procéde d’extraction

Les huiles essentielles de nos plantes ont été extraites de la partie aérienne séchée par
hydrodistillation durant 3 heures a I'aide d'un appareil de type Clevenger. La vapeur de I'eau

enrichie des constituants volatils est condensée puis décantée.

Les échantillons d'huiles essentielles ont été séchés a I'aide de sulfate de sodium anhydre,
puis stockés dans des flacons en verre scellés a 4-5 ° C jusqu'a I'analyse (Al Jahid et al.,2016).
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11.2.1.2. Calcul du rendement

Le rendement est défini comme le rapport entre la quantité d'HE récupeérée et la quantité de

matiere végétale seche traitée, exprimé en pourcentage selon la formule suivante (Mahfouf, 2018):

P
1

| R=Py/Pax100
Sachant que :
v R : rendement de I’huile essentielle
V" Pp : poids de I’huile essentielle récupérée en gramme

v" Pa: poids de la matiere végétale seche en gramme

11.2.2. Etude et évaluation de ’activité antimicrobienne

11.2.2.1. Test de ’activité antimicrobienne (aromatogramme)
= Principe

L'activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de lI'aromatogramme, qui est la
méme technique expérimentale que I'antibiogramme. Ce dernier permet de tester la sensibilité des
souches bactériennes & un ou plusieurs antibiotiques (Benkherara et al.,2011).

Un aromatogramme est une methode in vitro permet de déterminer 1’activité inhibitrice de
la croissance micobiennes par les huiles essentielles en mesurant le diamétre d’inhibition autour
d’un disque de cellulose imprégné d’huile essentielle (Figure 11) (Plus le diametre de cette zone
est grand, plus I'espece est sensible) (De Billerbeck.,2007; Benkherara et al.,2011).

11.2.2.1.1. Préparation de la préculture

Elle consiste a préparer a partir d’une culture jeune, de 18 a 24h :

v Les bactéries ont été mises en culture sur gélose Mueller-Hinton solide (MH).
(Annexe02)

v La mise en culture des souches fongiques (candida) a été réalisée sur milieu Sabouraud
solide (SB). (Annexe 02)
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11.2.2.1.2. Préparation de la suspension microbienne

A partir des cultures jeunes sur les milieux gélosés Mueller-Hinton et Sabouraud, des
suspensions sont préparées avec de I'eau physiologique stérile et homogénéisées de facon a obtenir
une concentration de I'ordre de 10° a 108 C.F.U/ ml. Ces concentrations ont été réalisées par la
lecture de la densité optique entre (0,05 & 0,1), & une longueur d'onde de 625 nm.

11.2.2.1.3. Préparation des disques d’aromatogramme

e Les disques de papier filtre de 5 mm de diamétre (papier filtre Whatman n° 3) ont été
prépareé et autoclaveés.

e Aprés ensemencement, trois disques ont été placer aseptiquement sur la gélose inoculée a
I'aide de pinces stériles et imprégner avec 10 ul de chaque dilution a tester (Figure 10).

e Les boites Pétri sont ensuite fermeées et laissées diffuser a température ambiante pendant
30 mn, et mises a I’étuve a une température de 37C°pendant 24h.

e Lestests ont été répétés trois fois et ont également utilisé des disques stériles imprégnés de
DMSO (témoin négatif) et d'antibiotiques (témoin positif). Toutes les déterminations sont

prises en triple exemplaire.

Boite de Pétri
Gélose MH

Ensemencement de la gélose en nappe par Dép6t aseptique d'un disque imbibé de

1 ml de l'inoculum I'huile essentielle

Figure 10 : Hllustration du placement des disquels imprégnés d’huiles sur une gélose(MH ou SB)
ensemencé (Soulet, 2017).

27

—
| —



MATERIELS ET METHODES

11.2.2.1.4. Lecture

Aprés incubation, Les résultats expérimentaux sont exprimés par la mesure diamétre de
la zone d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’un pied a coulisse et sont exprimés selon

la moyenne des valeurs obtenues + 1’écart type (SD).

Z: 20ne d'inhibition

Croissance microbienne|

Figure 11 : Illustration de mesure de la taille des zones
d'inhibition (Soulet, 2017) .

La sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentielles est déterminée comme suit :

Tableau 4 : Sensibilité des bactéries en fonction du diamétre (Moreira et al., 2005)

Sensibilité des bactéries Le diamétre (mm)

Bactérie non sensible (-) Diamétre < 8

Bactérie sensible (+) Diametre compris entre 9 a 14
Bacteérie trés sensible (++) Diamétre 15 a 20

Bactérie extrémement sensible (+++) Diamétre > 20

11.2.2.2. Test de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

Ce test a été réalisé pour étudier ’antibiogramme standard des germes testées et pour
comparer leurs sensibilités vis-a-vis des ATB et des ATF, puis la comparé avec celle de nos

extraits.
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Les disques antibiotiques sont dépose a la surface d’un milieu gélosé ensemencé avec une culture

pure de la souche a étudier.

Le protocole d'évaluation de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques est identique a

celui des disques des papiers imprégnés des extraits.

Le choix des antibiotiques était en fonction des souches sélectionnées et selon la

disponibilité. les ATB et les ATF utilisé sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Les antibiotiques et I'antifongique utilisés

Antibiotique Témoin (+) Le code La dose Souches
L Escherichia coli
Céfoxitine FOX30 30mg/mi
Pseudomonas aeruginosa
Gentamicine CN10 10mg/ml Yersinia enterocolitica
Klebsiella pneumoniae
Ofloxacine OF5 5mg/mi ST SEREELS TR
Micrococcus luteus
o _ condida 10
Amphotéricine B Fungizone 40ml / 10% )
condida 26

11.2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
= Principe

Ce test d’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée en
suivant la méthode de dilution en milieu liquide (microdilution). Cette méthode est utilisée pour
estimer et déterminer les paramétres d’inhibition de la croissance bactérienne et fongique (CMI),
ainsi que la Concentration minimale Bactéricide (CMB) et fongicide (CMF,) (Maamri, 2011;

Ngwanguong et al., 2023).

¢ Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI a été” définie comme la concentration la plus faible qui inhibe la croissance des

bactéries. Cette inhibition est visible a I’ceil nu (Kempf et al., 2011).
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¢ Concentration minimale fongicide (CMF)

La CMF défini comme la plus petite concentration a partir de laquelle aucune croissance

mycélienne n’est observée, il correspond a un taux de 1étalité de minimum 99.9% (Isidore et al.,

2018).
¢ Concentration minimale bactéricide (CMB)

Définie par la plus faible concentration capable de tuer d’au moins 99,99 % des bactéries
(<0,01% de survivants) (Mangin, 2016).

11.2.3.1. La méthode de dilution en milieu liquide

Afin d’estimer Les valeurs CMI, CMB et CMF des huiles étudiées, nous avons utilisé des
microplaques stériles a 96 puits. Les puits sont alignés en 12 colonnes (1 a 12) et en 8 lignes (A a
H). Huit séries (A a H) de six puits contenant initialement 100ul de milieu de culture liquide (MH)
pour les bactéries et (SB) pour les candidats. 100ul d’huile essentielle diluée par le DMSO a
50%(v/v), ces concentrations Co connues pour chaque plante, ont été ajoutées au premier puits,
ensuite une dilution en série a été réalisée. 100 ul de suspension bactérienne avec une charge de

108 UFC/ml ont été ajouté (de fagon que chaque ligne contient une souche différent).

Les puits de A7 a F7 sont conservés pour le control positif des souches bactérienne (100ul milieu
MH + 100 pl ATB Céphazoline), alors que les puits G7 et H7 pour le control positif des souche
fongiques (100pl milieu Sabouraud + 100 pl ATF Amphotéricine B).

Puis Les microplaques sont incubées a 1’étuve pendant presque 24 h a 37°C.

Aprés I’incubation, nous avons ajouté a chaque puits, 40ul (0,2 mg/ml) de solution
d’Todonitrotetrazolium chloride (INT) et les plaques ont été laisser a température ambiante entre
15 a 30 min jusqu'a ce qu'il y ait un changement de couleur en rose / violet. L’apparition d’une

coloration violette montre la viabilité des cellules microbiennes (Eloff, 1998).

La méthode est expliquée dans la figure 12.
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Figure 12 : Schéma de la méthode de micro dilution sur milieu liquide. (Personnelle. Par Chemdraw Professional 16.0).




11.2.3.2. Evaluation des résultats

Nous pouvons noter les résultats a 1’ceil nu. Alors, la lecture se fait en comparaison avec
les puits témoin. En générale, la CMI correspond a la concentration des puits non coloré ou la plus

faible concentration d’HE.

Aprés la réveélation de la CMI, nous avons procédé a la détermination de la CMB. La
détermination de cette derniere ce fait par le repiquage des puits sans couleur limpide (croissance
n’est pas visible a I’ceil nu) par un ensemencement sur boites de Pétrie gélosees a 1’aide de pipette

pasteur en verre. Ensuite, les boites ont été incubé a I’étuve pendant 24 h a 37°C.

Aprés I’incubation, nous avons fait une lecture des boites de pétrie. Les boites qu’elles ne
contiennent pas de croissance microbienne correspondent aux concentrations des extraits qui

représentent les CMB (Figurel3)

Culture bactérienne
pour déterminer la
CME

LIilieu de culture

boite de Petri

‘ ! incubation pendant 24 heures a 37°C

CMB CMI1

Figure 13 : repiquage sur milieu solide pour déterminer la CMB

(Personnelle. Par Chemdraw Professional 16.0).
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1.1 Rendement des extractions

Les rendements (%) en huiles essentielles ont été exprimés en ml par 100g de matiere

Végetale seche de la partie aérienne de la plante.

Le rendement en HE aprés hydrodistillation des deux plantes était largement variable
(Figurel4). Le rendement le plus important a été enregistré pour I’huile d Artemisia herba alba
avec une valeur de 0,64%, alors que I’huile d 'Artemisia campestris représente un faible rendement
de 0,28%.

M Artemisia herba alba W Artemisia campestris

Figure 14 : Comparaison entre les rendements des extraits en %

Le rendement de notre huile essentielle d’Artemisia herba-alba était de 0,64%. Cette teneur
en huile essentielle des parties aériennes est plus élevée que celle rapportée pour I’Artémisia herba
alba dans les travaux de Qnais et al., (2016) et Houti et al., (2023) dans les régions qui était par
ordre Al-Mafraq(Jordan) de 0.45% et Région du Moyen Atlas du Maroc de 0.49%.

Alors que, Le rendement de notre huile est trés proche de celui trouvé par Bertella et al.,
(2018), Bertella, (2019) et Akrout, (2004) qui sont : 0,6% et 0,64 a (Batna) et 0,65% en (Tunisie).

Nous avons noté aussi des rendements les plus importants ont été enregistré pour les
plantes collectées de la région de Guercif (Maroc oriental) (0,86~1,23%) par Ghanmi, et al.,
(2010) et de (2,30 %) en sud de I’Espagne par Salido, et al.,( 2004) .
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Egalement, des rendements élevés de 0,4% et 1,7% revient respectivement, a la méme
espece collectée de la région de Tigri et Figuig en Maroc par Dib, et al., (2017) et (Al Jahid et al.,
2016).

Le rendement 0,28% en huile essentielle pour |’Artemisia campestris L etudiée reste en
générale moyen, mais considéré comme important par rapport & 0,1% le rendement qui a été

présenté par Dob et al., (2005) pour la récolte de Djelfa.

Le rendement de notre étude était étroitement proche de celui enregistré par Bertella,
(2019) ,Touil et Benrebiha,(2012) et Khaldi, (2017) qui sont respectivement de 0,29% (la récolte
a bouilef - Batna), 0,3% (la récolte a Ain el bel - Djelfa) et 0,37% (la récolte a Bachar).

Cette difféerence de rendement entre les plantes peut étre expliquer par l'origine
géographique, des conditions d’extraction et séchage, la durée et la Période de récolte (Ghanmi,
etal., 2010) .

I11.2. Activité antimicrobienne :

Pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne, nous avons adopté la méthode de
I'aromatogramme et la méthode de dilution en milieu liquide. Elles consistent a mesurer in vitro le

pouvoir antimicrobien des huiles essentielles des deux espéces d'Artemisia .

Lors du I’aromatogramme, une zone circulaire d'inhibition a été observée autour des
disques. Les résultats correspondent a la mesure du diamétre de la zone d'inhibition (). Ils
s'expriment selon la sensibilité du germe et symbolisé par (+) et (-) (Tableau 4) (Ghanai et al.,
2018) .

Les tests d'activité microbienne ont été réalisés sur six souches bactériennes et deux
souches fongiques avec les huiles essentielles extraites de deux especes Artemisia herba alba Asso

et Artemisia campestris L.
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11.2.1. Résultats du test préliminaires
A. Control négatif

Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant
et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire des
complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou l'isomérisation de ces

composés (Yrjonen, 2004) .

Pour cette raison, le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats indiquent que le DMSO est
le solvant approprié et n'affecte pas la croissance normale des souches microbiennes et il peut

étre utilisé comme émulsifion.

Les résultats sont illustrés par les photos présentées dans la figure suivant :

Staphylococcus Micrococcus luteus Candida albicans Candida albicans
aureus (C10) (C26)

Figure 15: Effet du DMSO sur les bactérie et les champignons étudiés (photo personnelle) .

36

—
| S—




RESULTATS ET DISCUSSION

B. Antibiogramme (contrdle positif)

Pour démontrer la sensibilité et la résistance des souches microbiennes a I’huile essentielle
obtenue, nous avons utilisé des antibiotiques et antifongiques a savoir : Ofloxacine, Céfoxitine,

Gentamicine, Amphotéricine B, comme témoin positif.

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotique
et des antifongiques, la figure ci-dessous rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions

révelées par les souches étudiées.

Apres 24 h d’incubation, a 37°C, les résultats des témoins positifs sont mentionnés dans le

tableau N°6

Yersinia enterocolitica Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus Micrococcus luteus Candida albicans Candida albicans
(C10) (C26)

Figure 16 : Résultats des tests d'antibiogramme des souches (Photo personnelle).
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Tableau 6 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) provoqués par les antibiotiques sur les

souches bactériennes

Souches testées

Antibiotiques

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm)

Antifongique

Céfoxitine | Géntamicine | Ofloxacine | Amphotéricine
B
Escherichia coli 25,5+0.5 23+00 35+2
Pseudomonas aeruginosa 28+1 36+3 36,5£1,5
Yersinia enterocolitica 16,5+0,5 20+2 18,5+0,5
Klebsiella pneumoniae 23,6+1.5 36+2,5 38+1,5
Staphylococcus aureus 39+1 26,5+05 33t1
Micrococcus luteus 2414 39+1 34,6+£0,5
Candida albicans (10) 14+1
Candida albicans (26) 18,3+0,70

111.2.2.
111.2.2.1.

méthode de diffusion sur gel

Résultats des Tests du pouvoir antimicrobien

Résultats du test antimicrobiens des Huiles essentielles par la

La méthode de diffusion nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien et

antifongique des huiles essentielles de deux plantes aromatique du méme genres.

L’activité antimicrobienne est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition de

la croissance microbienne autour des disques imprégnés d’huiles essentielles avec des

concentrations pures et deux dilutions (1/2 et 1/5). L’activité antimicrobienne a été estimée selon

le tableau 4.

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux différentes huiles essentielles sont

regroupés dans le tableau 07.

Le DMSO sans extrait a été utilisé en tant que contrdle négatif et n’a montré aucun effet

inhibiteur sur la croissance microbienne

—
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Tableau 7 : Diametres des zones d’inhibitions d’huiles essentielles de 1’ Artemisia herba alba Asso et /’Artemisia campestris L.

Souches

HE (pur)

Diameétres de la zone d’inhibition en (mm + SD)

HE (1/2)

HE (1/5)

HE (pur)

HE (1/2)

HE (1/5)

Escherichia coli 7+0,5 7+0,5 5+0 9+0 8,17+0,76 510
Pseudomonas aeruginosa 6,83+0,29 6,17+0,58 5+0 7,33+0,76 70,5 510
Yersinia enterocolitica 18,5405 15,67+1,04 9,33+1,04 25,33+1,15 13,17+1,26 70,5
Klebsiella pneumoniae 26,67+1,44 24,33+2,08 21+2,64 18,67+1,58 9+1 5+0
Staphylococcus aureus 22,67+3,51 16,67+3,51 8,51 500 25,67+3,05 20,67+3,05
Micrococcus luteus 34,5+0,5 17,33+1,26 16+0,5 50+0 50+0 510
Candida albicans (10) 16+1 10,67+1,53 9,67+1,53 50+0 500 10,67+1,53
Candida albicans (26) 20,33+1,57 15,33+1,04 50+0 50+0 20+1

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures + I'écart type.
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Les résultats obtenus dans le test de ’activité antimicrobienne des HE des deux plantes,
par la méthode des disques sont variés en fonction de sa concentration (pur, 1/2, 1/5) et le type du
germe, ce qui nous donne une variation des diamétres d’inhibition des HEs allant de 5 a 50 mm.

Les micro-organismes testés n'ont pas montré la méme sensibilité aux extraits.

Les extraits d’Artemisia campestris L.et Artemisia herba alba Asso ont présenté des

diamétres de zones d’inhibitions allant de 5 a 34,5 mm et de 5 a 50 mm respectivement.

Les diametres les plus élevés chez I'Artemisia herba alba Asso ont été obtenu pour les deux
souches fongiques Candida albicans (10) et (26) de 50 mm et les bactéries Staphylococcus aureus
et Micrococcus luteus de 50 mm, alors que I'Artemisia campestris L son effet inhibiteur le plus

important a été observé avec Micrococcus luteus de 34,5 mm.

Pour I'Artemisia campestris et Artemisia herba alba Asso, une activité antibactérienne tres
faible a été observée contre les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés dans la littérature montre qu’ils sont
meilleurs que ceux de Bouzidi, (2016), qui ont testé I’huiles essentielles d’A. herba alba sur
C.albicans et S. aureus, des diametres d’inhibition de 30 + 3,60 mm et de 14,33 + 0,57 mm, ont
mentionné été respectivement. Egalement, Gherib, (2009), a montré que huiles essentielles
extraites d’Artemisia campestris L. a revélé que C. albicans, P. aeruginosa et E. coli étaient
sensible avec des diametres d’inhibition de (20,66+ 1,01) mm, (13,66+ 0,9) mm et (12,25+2,1)
mm, respectivement. Les résultats de Lakehal et al.(2017) , ont montré que huiles essentielles
d'Artemisia herba alba possedent un effet antibactérien contre une large gamme de bactéries
telles que S. aureus et K. pneumoniae et P. aeruginosa avec des diamétres d’inhibition de 33 +
0,43 mm, de 15 £ 0,54 mm et de 6 £ 0 mm, respectivement. En revanche, ils ont enregistré des

diamétres nettement supérieurs a notre, de 19 + 0,55 mm pour E. coli.

Les diameétres d’inhibition de nos extraits Artemisia herba alba Asso et Artemisia
campestris L. enregistrés vis-a-vis de la souche Klebsiella pneumoniae semblent é&tre supérieurs a
ceux trouveés par Akrout, et al .(2009), dont les diametres sont 0 mm pour Artemisia herba alba
Asso et 10 mm pour Artemisia campestris L .Ghanai et al. (2018), ont trouvés le diamétre 8,02

+ 1,02 mm pour Artemisia campestris L.
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Cette différence de résultats est probablement liée a la différence de la composition chimique des
deux types d’huiles et méme a la méthode et aux conditions d’extraction. Sachant que la région,
la période saisonniere et le climat de reproduction ont un effet significatif sur cette composition.
Les figures ci-dessous montrent I’activité antibactérienne et antifongique des deux plantes contre

les souches testées.
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Artemisia campestris L

Escherichia coli
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Staphylococcus aureus

Figure 17 : L'effet antimicrobien d’huile essentielle d’Artimisia campestris L sur la croissance des
souches testées
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Artemisia herba alba Asso

Escherichia coli
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Staphylococcus aureus

Figure 18: L'effet antimicrobien d’huile essentielle d'Artimisia herba alba Asso sur la croissance
des souches testée
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Ces résultats ont eté confirmés dans le présent travail ou une bonne activité a été témoignée
contre les levures et quelques bactéries. L’espéces Artemisia herba alba Asso avait un effet trés

important contre les souches fongiques par rapport a I’espéces Artemisia campestris L.

En comparant les données obtenues nous déduisons que les deux espéces d’Artemisia

ont un effet tres faible sur les bactéries a Gram (-).

Des études antécédentes ont démontré que la majorité des HE testées pour leur propriétés
antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram (+). La résistance des Gram (-) est
attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés

hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Mouchem, 2015).

111.2.2.2. Résultats de la détermination de la CMI

La concentration minimale inhibitrice est définie comme la concentration la plus faible qui

inhibe completement les microorganismes testés apres 24 heures d'incubation.

Apres avoir teste 1’activité antimicrobienne des huile essentielles par la méthode de
diffusion en milieu solide, nous avons essayé de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI), d’estimer les concentrations bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) par la
méthode de micro dilution en milieu liquide pour les six souches bactériennes et les deux souches

fongiques (la levure).

Les résultats des d’huiles essentielles extraites de plantes sur les souches étudiées sont

représentés dans le tableau 8 et les graphiques des figure 19 et 20.

Les extraits d’A. herba alba et A. campestris se sont révélés actives contre la majorité des

souches bactériennes et fongique testées mais avec un effet distinct selon la sensibilité des souches.

Aligiannis et al., (2001) Ont proposé une classification des extraits du matériel végétal sur
la base des résultats de CMI :
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¢ Forte inhibition ; CMI< 500 pg/ml
¢ Inhibition modérée : 600ug/ml <CMI<1500 pg/mi
¢ Faible Inhibition : CMI>1600 pg/ml

Candida albicans (26)

Candida albicans (10)

Micrococcus luteus

Klebsiella pneumoniae

Yersinia enterocolitica

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

o

0,02 0,04 0,06 008 0,1

uCMI

Candida albicans (26)

Candida albicans (10)

Micrococcus luteus

Klebsiella pneumoniae

Yersinia enterocolitica

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

0,12

o

0,02 0,04 006 008 0,1 0,12

u CMI

Figure 19 : Comparaison des valeurs de CMI : (A) Artemisia campestris L, (B) Artemisia herba alba Asso
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Tableau 8 : Concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides d Artemisia herba alba Asso et Artemisia campestris L en (mg/ml),

Extraits
L’HE d’Artemisia herba alba L’HE d’Artemisia campestris

(72
=
|-
O
4
O
©
a8)]

—
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D’apres les résultats rapportés dans le tableau 8 et figure 20, nous remarquons que les
valeurs de CMI varient d’une souche a une autre et d’un extrait a un autre. Nous avons observé
dans ce test que les résultats concordent, d’une manicre générale avec I’importance des diameétres

d’inhibition obtenus avec la méthode de diffusion.

Les valeurs de CMI n'ont pas présenté de variations substantielles par rapport a la tendance
d'inhibition montrée avec la méthode de diffusion sur gélose. En général, les valeurs de zone

d'inhibition expliquent et correspondes aux valeurs de CMI.

Nous remarquons que la majorité des concentration minimales inhibitrices d’Artemisia
herba alba et Artemisia campestris étaient entre 0,113 et 0,006 mg/ml. L’inhibition importante a
été constatée chez les deux extraits contre le Candida 10 suivi de celui de Candida 26 avec des

activités antifongiques meilleurs pour I’Artemisia campestris par apport [’Artemisia herba alba.

Dans la plupart des travaux prouvées sur les activités antimicrobiennes des huiles
essentielles, les bactéries a gram positif révélent des sensibilités plus élevées que les bactéries a
gram négatif (Maamri, 2011).

Ceci est prouvé par les travaux réalisés par Bakchiche et al.,(2022) sur [’Artemisia herba
alba et Artemisia campestris contre 10 souches microbiennes, qui ont montré que ces huiles
essentielles possedent des activités contre les bactéries a gram (+) a un niveau modéré par apport

aux bactéries a gram (-) qui possedent des activités faibles.

Concernant les bactéries a gram négatif et a gram positif de nos résultats, les deux
échantillons des huiles essentielles testées ont montré des activités fortes entre (0,054 mg/ml a
0,113 mg/ml), a ’exception de Yersinia enterocolitica pour les deux extraits HE et le Klebsiella

pneumoniae pour [’Artemisia campestris L qui ne révélent presque aucune sensibilité.

En comparant nos résultats avec ceux de Al Jahid et al., (2017) ou ils ont déterminé les
CMI d’huile essentielles d’Artemisia campestris L contre six souches dont Escherichia coli (28,7
mg/ml) Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (57,5mg/ml) nous constatons que nos

valeurs de CMI sont trés milliers par apport ces résultats.

49

—
| —



RESULTATS ET DISCUSSION

D’autre part les valeurs des CMI d’Artemisia herba alba trouvées par Bertella et al., (2018)
contre les souches bactériennes a gram positif et négatif sont variée entre 5 et 20 mg/ml ce qui
manifesté que les résultats de nos échantillons d’huiles essentielles sont €levés par apport ces

travaux.

En conclusion, les extraits d’Artemisia herba alba et Artemisia campestris peuvent étre
classés comme un agent antifongique efficace pour lutter contre certaines maladies. La sensibilité
de ces germes a nos extraits pourrait étre une étape importante vers la découverte de solutions

efficaces et naturelles pour résister contre ces levures pathogeénes.
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Figure 20 : Détermination de la Concentration minimale inhibitrice Huiles essentielles vis-a-vis des souches
pathogenes par la méthode de micro-dilution.
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Conclusion

A la lumiére de nos résultats, les plantes médicinales sont d’une grande importance, et
source fiable des principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques qui sont connues
depuis I’antiquité, ces derniers continuent a faire 1’objet de plusieurs recherches scientifiques a

travers le monde.

Ce travail est une contribution a I’étude de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba Asso et Artemisia campestris L. sur quelques especes microbiennes
pathogenes responsables de certaines maladies humaines.

L’extraction par I’hydrodistillation de la partie aérienne de nos plantes a permis d’obtenir
des rendements importants. L’ Artemisia herba alba est plus ou moins riche en huile essentielle
avec de rendement de (0,64%) alors que /’Artemisia campestris L a présenté un rendement de
(0,28%).

Nous avons révélé également ’activité antimicrobienne de nos extraits vis-a-vis de Six
bactéries : E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Y. enterocolitica, K. pneumoniae, M. luteus. Et deux

levures : C. albicans 10, C. albicans 26.

Les résultats de ces tests d’activité antimicrobienne ont montré un effet inhibiteur contre la
plupart des germes et ’activité la plus satisfaisantes a été enregistrée sur les souches fongiques de
candida albicans. En ce qui concerne les souches bactériennes les HE d’Artemisia herba alba
Asso et Artemisia campestris L possédent également un pouvoir antibactérien trés important
notamment pour les souches a Gram positif (Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus).

Ce travail nous a ouvert des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes

utilisées en médecine traditionnelle, En perspective, il serait intéressant :

¢ De mener une étude plus approfondie sur des huiles essentielles d’Artemisia herba alba et
Artemisia campestris L, afin d’isoler, de purifier et d’identifier les composés responsables

de cette activité antimicrobienne .

¢ D’étudier le mode d’action des huiles essentielles pour maximiser leur exploitation et leur
utilisation comme moyen de la lutte contre les maladies dangereuses et les semences pour

remplacee les produits chimiques ;
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¢ Etudier les activites des huiles essentielles en fonction de la variation des périodes et lieux
de récolte des espéces végetales ;
¢ Elargir le nombre de microorganismes a tester ;

+ Déterminer la cytotoxicité de ces huiles essentielles.

Enfin, des études d'autres activités biologiques peuvent également étre évaluées in vivo et

in vitro (activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti-diabétique, anti-tumorale, etc.).
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ANNEXES

Annexe 01
Matériels utilisées
a) Matériel chimique

Tous les produits chimiques utilisés sont mentionnés ci-dessous
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b) Matériel de laboratoire

Le matériel utilisé est mentionné ci-dessous

Boites pétries Bec Bunsen Erlenmeyer
(2000ml)

Entonnoir Flacon en verre
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Annexe 02

Préparation des milieux de culture (Muller Hinton/Sabouraud) solide et liquide.

Muller Hinton

Sabouraud

Muller Hinton gélose

Muller Hinton bouillon

Sabouraud gelose

Sabouraud bouillon

65¢g de la poudre du
milieu de culture a éteé
dissout dans 1L d’eau
distillé. Chauffer et
agiter jusqu’a dissolution

compléte. Le milieu ainsi

/////

659 de la poudre du
milieu de culture a été
dissout dans 1L d’eau
distillé. Chauffer e agiter
jusqu’a dissolution
compléte. Le milieu

ainsi préparé est stérilisé

38g de la poudre du milieu

de culture a été dissout dans

1L d’eau distillé. Chauffer et

agiter jusqu’a dissolution

compléte. Le milieu ainsi

/////

I’autoclave pendant 20min a

65¢g de la poudre du
milieu de culture a été
dissout dans 1L d’eau
distillé. Chauffer et
agiter jusqu’a
dissolution compléte.

Le milieu ainsi préparé

I’autoclave pendant a I’autoclave pendant 120°C. est stérilisé a
20min a 120°C . 20min a 120°C. I’autoclave pendant
20min a 120°C.
( ]
L %)




