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Résumé : Les huiles essentielles possédent des activités antimicrobiennes importantes et peuvent se
substituer avec succes aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a 1’encontre des
microorganismes résistants. Ceci nous a conduits a effectuer 1’étude de I’activité antimicrobienne
d'huile essentielle du Tgouft (Artemisia campestris) sauvage de la région de Laghouat exactement en
Milok. L’HE est obtenu par méthode d’hydrodistillation a 1’aide d’un Clevenger. La teneur de Tgouft
en huile essentielle est estimée & 0.85%.

L’activité antimicrobienne est déterminée par la méthode de diffusion sur disque. L’HE de
Tgouft possede des effets antibactérien.

Les bactéries Gram positif sont sensibles par rapport aux bactéries Gram négatif. La souche
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont sensible a I’HE, tandis que Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, et Klebiciella pneumoniae sont résistante.

Le Tgouft représente donc une source naturelle d’agents antimicrobiens qui peuvent étre
utilisés dans le domaine pharmaceutique comme antibiotique ou bien dans le domaine agroalimentaire

comme conservateur.

Mots clés :Tgouft, Artemisia campestris, huile essentielle, activité antimicrobienne, bacteries.
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Abstract:
Essential oils have important antimicrobial activities and can replace with success antibiotics , which
show their inefficiency against resistant microorganisms.

In this study we have tested the antimicrobial activities of Essential oils Artemisia campestris,
harvested Milok the region of the wilaya of Laghouat and obtained his essential oil by
hydrodisstillation. After result obtain we find that the revenue of essential oil is 0.85 % this value
acceptable to norm (AFNOR).

Activity antimicrobial is important contras, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus are strain
which represent a sensitivity zone of inhibition of essential oil, another way Pseudomonas aeruginosa
, Klebsiella pneumonia and_Escherichia coli is the strain resistance for activity of essential oil.

For the another stain we found zone of inhibition betweenl3 et 16 mm (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus) .

The positive or negative results found, are interesting for complementary studies, moredeepened

and more detailed.

Key Words: essential oil, antimicrobial activities, Artemisia campestris, resistance, inhibition,

sensitivity.
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Introduction

Depuis [D’antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de
pharmacothéque naturelle et pragmatique pour I’homme. Personne ne cherchait a savoir
pourquoi ou comment elles agissent, mais ¢’était un fait incontesté et qui paraissait magique.

En effet, il est étonnant qu’une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au
moins soulager un état pathologique ou des troubles organiques (Schauenberg et Paris,
2010).

La médecine actuelle remet de plus en plus en honneur les simples plantes
médicinales, car I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroit, et I’émergence
de microorganismes pathogeénes multi résistants, due a [’usage abusif et inappropri¢ des
antibiotiques, pose actuellement un probléme de santé publique particuliérement préoccupant.

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels, est bien acceptée par I’organisme
et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en accident, spécialement dans les traitements des maladies chroniques, comme
I’asthme ou I’arthrite. De plus, les effets secondaires enduits par les médicaments inquictent
les utilisateurs, qui se trouvent vers des soins moins agressifs pour I’organisme (Fernandez,
2003 ; Larousse, 2001).

A T’heure actuelle, la médecine moderne repose essentiellement sur 1’utilisation des
antibiotiques pour traiter les maladies infectieuses mais leur efficacité fiable, leur toxicité
ainsi que leur cout élevé remet en cause cette approche thérapeutique. De plus, devant
I’apparition des germes bactériens multi-résistants, la médecine a recours a 1’usage des
subtances naturelle d’origine végétale.

L’armoise rouge Artemisia campestris a fait 1’objet de plusieurs récentes recherches
dans la médicine traditionnelle, I’industrie alimentaire et pharmaceutique. C’est une herbe
aromatique de la famille des Astéracées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-
oxydantes, anti microbiennes, largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en
médicine traditionnelle. La partie aérienne de cette plante est riche en métabolites secondaires
tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les huiles essentielles (Mirjalili et al.,
2007). Les huiles essentielle d’Artemisia campestris sont largement utilisé dans le traitement
de nombreuses infections telles que les infections bactériennes (Naili et al., 2010 ). D’aprés
nos conaissances, aucune étude n’as était realisé sur I’effet antibacterien de 1’huile essentielle
de I’Armoise rouge de la région de Laghouat.

Pour cela, nous nous sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antibactérien de 1’huile
essentielle de la partie aérienne d’Artemisia campestris de la région de la Laghouat (EI Milok)

obtenue par hydrodistilation sur des bactéries pathogénes en utilisant la technique de diffusion
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du milieu gélose Muller-Hinton. La concentration minimale inhibitrice (CMI) a était
determiné pour les souches sensibles a 1’huile essentielle par la méthode de microdilution.

Le plan de rédaction de ce mémoire est présenté comme suite :

La revue bibliographique de cette étude est articulée en trois chapitres. Le premier
chapitre aborde des généralités sur de l'espece étudiée (Artemisia campestris) et ses huiles
essentielles. Le deuxieme chapitre sur généralités sur les huiles essentielles et les Activité
antimicrobienne des huiles essentielles. Le troisieme chapitre donne un apercu sur les souches
microbiennes étudiées.

La deuxieme partie illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour 1’extraction
et I’évaluation des activités antimicrobiennes de 1’huile essentielle extraite des feuilles séches
d’Artemisia.

La troisieme partie expose les résultats obtenus suivis des interprétations et quelques
fois des comparaisons sont faites avec certains travaux réalisés dans le méme contexte et

d’une conclusion générale.
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Synthese bibliographique

Chapitre 1. Présentation de I'espéce étudiée

I- La plante Artemisia campestris

I-1 Genre Artemisia

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées : c’est 1’'un des genres le plus
répandu et le plus étudié¢ de cette famille, il contient un nombre variable d’especes allant
jusqu’a 400 especes (Mucciarelli et Maffei, 2002).

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les
acetylénes (Kundan et Anupam, 2010).

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés thérapeutiques,
elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie
alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007).

I-1-1 Artemisia campestris
1-1.2 Définition

Artemisia campestris L est assez commune sur les sols siliceux et les bords des riviéres
jusqu’a 1500 m. Les feuilles de cette plante sont largement utilisées dans la médicine
traditionnelle comme anti-venin, anti-inflammatoire. (LeFloc’h, 1983).

Artemisia campestris L a des propriétés allélochimiques inhibant la croissance et la
germination de certaines plantes qui I’entourent (Mirjalili et al., 2007).

I-1-3 Noms vernaculaires :

En Francais : Armoise champétre, Auronne-des-champs.

En Arabe : Allala, Tgouft.

Nom scientifique : Artemisia campestris L ( Quezelet Santa, 1962).

Figure 1 : Artemisia campestris L. dans la région de Milok ,Wilaya de Laghouat
(Bouzekri et Ben khamassi., 2017).
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I-1-4 Systématique d’Artemisia campestrisL

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris L est classée dans :

Régne: Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement: Spermatophyta

Sous-embranchement: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous classe :Asteridae

Ordre :Asterales

Famille :Asteraceae

Sous famille: Asteroideae

Tribu: Anthemideae

SousTribu: Artemisiinae

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia campestris L

I-2 Description botanique d’Artemisia campestris

Artemisia campestris L est une plante des hauts plateaux, elle est une plante vivace, sa

floraison est en mai a septembre. Elle est assez commune sur les sols siliceux et les bords des
rivieres. Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30
a 80 cm. Cette plante posséde des capitules trés petits, étroits (1 a 1.5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de
rouge, les fleurs périphériques sont femelles, les autres sont males, et a pédoncule muni de
poils blanchéatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia campestris sont glabres de couleur verte
foncee, les inférieures dipinnatiséquées, les supérieures pinnatiséqueées, les basales pétiolées
et auriculées, les tiges sont ligneuses a la base striée (David, Hervé., 1994 ; Ozenda, 1983 ;
Quezel et Santa., 1962).

I-3 Origine et distribution

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatique, qui

poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphére nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a 1’Himalaya
(Vernin et al., 1995), dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’ Australie

et I’Amérique du sud, Artemisia campestris est originaire de 1’ Asie (Kyeong, 2007).

I-4 Composition chimique

-
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Les huiles essentielles d’ArtemisiacampestrisL ont 1’objet de plusieurs travaux décrivant la
composition tres variée. Les premiers travaux effectués par Valant (2005) en Turquie
rapportent que le composé majoritaire de I’huile essentielle est le a pinéne (21%) suivie par b
pinéne (12 %), 1,8-cineole (8% ) , thujone (4% ), Alcool thujyl (15 % ), géraniol (13 % ), et
un composé non identifié (11 % ). D’autres travaux sur la composition de 1’huile essentielle
de cette plante effectuee par (Naili et al., 2010) en Italie ont mis en évidence le composé
majoritaire est le a-pinéne (15,3 %) suivie par b pinéne (9,8 % ), oxyde caryophyllene
(18.2%), Spathulénol (9.3 % ), limonene(4.9%) et 1,8-cineole (5.2% ).

Selon Bada Aissa (2000), cette plante contient : d’huile essentielle, glucosides, flavone,
stérols et tanins. En Algérie, ont montré que le composé majoritaire de cette I’huile est : (Z, E)
farnesol (10.3 % ) suivie par cedrol (5.4 % ), verbenone (3.8 % ) (Dob et al., 2005).

Enfin ont déterminé la composition chimique de 1’huile essentielle d’Artemisia campestris
L (Tableau 1) provenant de quatre régions différentes de Tunisie. Le composé majoritaire est
le b pinene (24% a 49.8% ) suivie par a pinene (5.9% a 12.5%), p-cymene (3.4% a 9.4 % ) et
le limonene (4.9% a 9.3%) (Akrout et al., 2001).

Tableau 1: Composition chimique de I’huile essentielle d’ArtemisiacampestrisL dans
la région de Matmata ( Tunisie), (Akrout et al., 2001)

Composés Teneur en % Composés Teneur en %
B pinéne 24— 49,8 a terpinéol 0,6-55

o pinene 59-125 Terpinene — 4 ol 0,7-1,9
p-cymene 34-94 Murolene 0,3-54
Limonéne 49-93 Cadinene 02-24
Bocimene 0,2-55 Spathulénol 1,2-8,9
Terpinene 2-6,5 B-Eudesmol 1-64

Nous remarquons que le composé majoritaire de 1’huile essentielle d’Artemisia campestris
L est le b pinene, avec des variabilités dans la teneur, sauf le cas en Algérie nous remarquons

que le (Z, E) farnesol (10.3 % ) est le composé majoritaire. (Dob et al., 2005).

I-5 Propriétés thérapeutiques de cette plante
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Les populations du Sud Algérien ’utilisent pour calmer les troubles digestifs (les douleurs
abdominales, maux d’estomac, les nausées...). Elle est utilisée en décoction pour les régles
irréguliéres ou pour I’accouchement. En usage externe, elle cicatrise les plaies et les brulures
(Saoudi et al., 2010).

Les feuilles de cette plante sont largement utilisées dans la médicine traditionnelle comme
anti- venin, anti-inflammatoire (Le floc’h,1983). Les huiles essentielles de cette plante ont
une activité, antibactérienne et antifongique (Akrout et al., 2001).
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Chapitre2. Généralités sur les huiles essentielles et leur activité
antimicrobienne
I- Généralités sur les huiles essentielles

I-1 Historique des huiles essentielles

Empiriquement reconnues depuis des siécles, la confirmation scientifique de ’activité
Antimicrobienne des huiles essentielles est récente. Elle ne date que début du siecle dernier
avec les travaux du Dr. Gatte fossé, le pere de I’aromathérapie en France. Depuis ce temps,
I’utilisation des huiles essentielles s’est développée jusqu’a devenir depuis plus d’une
vingtaine D’années, une sérieuse alternative & la médecine des antibiotiques dans les
pathologies infectieuses.

De nombreuses études traitent de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, qu’elles
soient Citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées
lors de congrés d’aromathérapie scientifique.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des médecines dites
aternatives,De nombreux procédeés utilisés dans la conservation des produits alimentaires crus
ou cuits, De substances actives exploitées dans les produits pharmaceutiques. Cette activité a
été utilisée derniérement pour la conservation du patrimoine bibliographique des musés (de
Billerbeck, 2000), Et elle est naissante pour traiter la qualit¢é de I’air dans les batiments
(Pibiri.,2001).

I-2 Définition

Le terme *huile* s’explique par la propriété que présente ces compos’s de se solubiliser
dans les graisses et par leurs propriété hydrophobe. Le terme *essentielle * fait référence au
parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Laib ,2011)

Les huiles essentielles appelées aussi essences, sont des mélanges complexes de substances
odorantes et volatiles contenus dans les végétaux .L’huiles essentielle est le résultat de la
distillation a vapeur d’eau des plants aromatiques pour en extraire 1’essence .Une essence et
une huile essentielle sont différentes notamment en raison des modifications chimiques qui
subissent a I’essence au cours, de sa distillation (Peyron L et Naves Y.R ,1977).

Toutes les plantes ne secréte pas d’huiles essentielles, certaines especes contiennent
vraiment des huiles essentielles, d’autres n’en contiennent pas. Parfois huile essentielle est
présent dans la plante entiere, parfois telle n’est présenté que dans une partie de la plante. De

plus, I’huile essentielle contenue dans les feuilles n’est pas forcement contenue dans les fruits

-
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de la méme plante, I’utilisation des huiles est donc complexe, il faut bien connaitre la plante et
leurs propriétés (Jacques G.Paltz S.A.1997).

Actuellement, leurs utilisations en parfumerie et en alimentation est considérables c'est
pour cette raison que I'organisme de normalisation AFNOR et ISO ont donné une définition
plus précise des huiles essentielles ; ces derniéres sont des produits obtenus a partir d'une
hydro distillation. .L'huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques (Baser et Buchbauer, 2010).

I-3 Classification

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens et grace a l'indice aromatique obtenu
par des aromatogramme, les huiles essentielles sont classées en groupes.
* Les huiles majeures
* Les huiles médiums
* Les huiles terrains (Caillet et Lacroix, 2007).

I-4 Répartition et localisatiion

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait,
selon Lawrence, 17 500 espéces aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituant
qui composants les huiles essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles, ex. :
Myrtaceaa, Rutaceae, Laminaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae,
Zingiberaceae, Piperacaea, etc.

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : (fleur, des
écorces, des bois, des racines, des rhizomes des fruits et des graines. Si tous les organes d’une
méme espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de cette derniére
peuvent varier selon sa localisation. (Bruneton, 1999).

La synthese et lI'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence des structures histologique spécialisés, souvent localisée sur ou a proximité de la
surface de la plante qui sont : cellules a huiles essentielles de Lauraceae, les poils secréteurs
des laminaceaes, poches sécrétrices des Myrtaceaes, des Rutaceaes, et les Laminaceaes, et les
canaux sécréteurs qui existent dans des nombreuses familles. 1l est intéressant de remarquer
gue les organes d'une méme espece peuvent renfermer des huiles essentielles de composition
différente selon la localisation dans la plante(Gonzalezet al., 2007).

I-5 Fonction

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles demeure le plus souvent

obscure (Bruneton, 1999).
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Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples (protection contre les
prédateurs de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition de la germination et de
la croissance, inhibition de la multiplication des bactéries et des champignons).

Il est souvent difficile de les préciser pour chaque cas particulier (Raud, 2003). Pour
quelques auteurs, ils pourraient constituer des supports a une « communication » (Bruneton,
1999). L’utilit¢ des huiles essentielles pour les plantes désertiques, a été rattachée a la
conservation d’une humidité indispensable a la vie des plantes, exposée a des climats
désertiques (Berche et al., 1989).

I-6 Propriétés physico-chimiques
I-6-1 Propriétés physiques

Les propriétés physiques des huiles essentielles se résument en leurs indices,
pouvoirrotatoire, viscosité, densité, solubilitt dans l'alcool, point d'ébullition et
congélation.Généralement incolores ou jaune pale, les essences sont liquides a
températureambiante. La nature huileuse des HEs, la rend liposoluble ainsi elles sont peu
solublesdans 1’eau mais le sont dans les solvants organiques apolaires, les huiles grasses,et
dans les alcools.

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a 1’oxydation. Elles ont
tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation de produits résineux,ce qui induit a
la perte de ses propriétés. Leur densité est en général inférieure a celle de ’eau (a ’exception
des huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).Elles
ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée (Baser et
Buchbauer, 2010).

I-6-2 Propriétés chimiques

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composées différentes,
appartenant a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques spécifiques :les
terpénes et les dérivés du phénylpropane biosynthétisé essentiellement a partir de 1’acide
shikimique (Bruneton, 1993).
1-6-2-1 Terpénes

Dérivés formellement de I’isopréne (C5SHS), les terpénes se différencient par le nombre n
d’unité Isopréniques qui les constituent : (C5H8)n, ce sont les principaux constituants des
inclusion Huileuses que I’on trouve dans certains tissus sécréteurs .

Ces huiles, légéres et réfringentes, donnant en se vaporisant les essences ,auxquelles
beaucoup De plantes doivent leur parfum :lamiacées (Menthe, Thym,Serpolet),Solanacées

(tomate),Rutacées (argumes), ect.

-
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I-6-2-1 Les monotérpénes en C10,sont dérivés du géranyldiphosphate. On peut citer le
géraniol de la Citronelle (non cyclique), le menthol de la monthe (cyclique), le limonénedes
argumes (cyclique), Le pinéne du pin(bicyclique).

1-6-2-2 Les sesquiterpénes en C15: sont dérivés du farnésyldiphosphate,diversement
cyclisés.Eux aussi Se rencontrent dans les essences :par exemple le farnésol(essensede
Camomille).(HENRICH et al., 2006).

1-6-2-2 Les composés d’origines diverses :

Il s’agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles contribuent
souvent aux aromes de fruits

e Composés issus de la dégradation d’acide gras (exemple : massoialctones de
I’écorce du Cryptocarya massoi kosterm)
e Composes issus de la dégradation de terpénes(exemple: Irones,C13
norisoprenoides)
e Composes azotés ou soufrés (exemple : pyrazines,buténethioates)
I-7 Facteurs de variabilité des huiles essentielles :
I-7-1 Les dénominations trompeuses du matériel végétal :
En effet, une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue (Garnéro, 1977).

I-7-2 Influence du cycle végétatif :

Des variations importantes peuvent se produire au cours du cycle végétal autant en ce qui
concerne le rendement et la composition chimique en huile essentielle.(Garnéro, 1978).

I-7-3 Influence des facteurs extrinseques :

Il s’agit 1a de I’incidence des facteurs de 1’environnement et des pratiques culturales
(I’apport d’engrais et I’influence des variations N, P, K, régime hydrique), la température,
I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime de vents exercent une influence
directe. (Bruneton, 1999). Ainsi les facteurs géographiques et édaphiques influence
(Garnéro, 1977).

I-7-4 La récolte du matériel végétal :

Le ramassage du matériel végétal pose tres souvent le probléme de la contamination par
d’autres especes végétales surtout s’il s’agit de plantes a croissance rapide ou de végétaux qui
poussent dans des lieux ou se trouvent de nombreuses autres espéces végetales ( Garnéro,
1977).

&
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I-7-5 Les transformations du matériel végétal

Le matériel végétal qui va subir I’hydrodistillation n’est pas toujours trait¢ immédiatement.
Des modifications physiques et biochimiques dues a l’action de I’air, du soleil, de
I’échauffement en tas peuvent se produire et se révéler facheuses pour la qualité de ’huile
essentielle, surtout s’il s’agit de fleurs (Garnéro, 1978).

I-7-6 Les hybridations ; Les facteurs de mutation, la polyploidie et les aberrations
chromosomiques :

Les hybridations introduisent 1’hétérogénéité dans un peuplement végétal (Garnéro,
1977). Une race chimique peut apparaitre par mutation. Ce cas a «été signalé avec 1I’exemple
pour le Houblon (Humulus lupulus L.) .Dans la plupart des cas, la polyploidie augmente les
rendements en huile essentielle (Carvi, Menthe, Camomille) (Garnéro, 1978).

I-7-7 Le polymorphisme chimique :

On entend par chimiotype, le type chimique d’une plante classé en fonction du constituant
majoritaire de ses huiles essentielles. Par ailleurs, on étend par chimiotype mixte ou
intermédiaire, le type chimique d’une plante classé en fonction de deux ou plusieurs
constituants majoritaires de prépondérances voisins (Berche ét al.,1989)

Pour une méme espece botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou « chimiotypes
». On a parfois utilisé I’expression de « formes physiologiques ». (Garnéro, 1977).

I-7-8 Influence du procédé d’obtention:

La labilité des constituants des huiles essentielles explique que la composition du produit
obtenu par hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange initialement
présent dans les organes sécréeteurs du végétal. Au cours de I’hydrodistillation, 1’eau, 1’acidité
et la température peuvent induire I’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des
isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc.

Il faut enfin signaler que la cinétique de distillation n’est pas la méme pour tous les
constituants d’une huile essentielle (carbures, alcools, cétones, etc.), la composition du
distillat varie en fonction du temps. (Bruneton, 1999).

I-8 Les propriétés pharmacologiques des huuiles essentielles :
I-8-1 Pouvoir antiseptique : s’exerce a I’encontre de bactéries pathogéne variées (des
souches antibiorésistantes) et peut également sur les champignons et des levures (candida)

comme la lavande,le girofle et I’Eucalyptus.
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1-8-2 Propriétés spasmolytiques et sédatives :de trés nombreuse drogues a huiles
essentielles (menthe,verveine...) sont réputées efficaces pour diminuer ou supprimer les
spasmes gastro-intestinaux, il est possible que ce type d’activité soit liée a une inhibition de
I’entrée du calcium dans les cellules.

1-8-3 Propriétes irritantes : aujourd’hui encore nombreuses sont les pommades, les
crémes ou les gels a base d’huiles essentielles destinés a soulage entorses, courbatures
claquages, sont utilisées par voie externe comme 1’essence de térébenthine provoquent une
augmentation de la micrcirculation.par voie interne, les huiles essentielles déclenchent des
phénomenes d’irritation a différents niveaux (Bruneton ,1999)

1-9 Méthodes d'extraction :

Différentes méthodes sont mises en ccuvre pour l'extraction de essences végétales.
En général le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du matériel végétal a
traiter (graines, feuilles, ...), de la nature des composes (par exemple, les I'huile essentielles,
huiles lourdes....). Le rendement en huile et la fragilité de certains constituants des huiles aux
températures éléves. Les principales méthodes d'extraction sont :
1-9-1 Distillation
Selon Piochon (2008), il existe trois différents procédés utilisant le principe de la

distillation : I’hydrodistillation, I’hydrodiffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau

Huile i : ;l Eau
i> | s |

Distillation a 1a vapeur d'eau

Figure2 : Schéma représenete la distillation a la vapeur d’eau
(http://education.denniskunkel.com)
1-9-2 L hydrodistillation

L’hydrodistillation est sans doute le procédé chimique le plus ancien, le principe était déja
connue et utilisé par les Egyptiens dés I’'IVéme siecle apres J.C. 1l s’agit de la méthode la plus
simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée. La matiére végétale est immergée
directement dans un alambic d’eau, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a
I’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et ’'H.E se sépare de

I’hydrodystilat par simple différence de densité.

|
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L’H.E étant plus légére que I’cau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat (Figure 4).
Cependant, 1’hydrodistillation posseéde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop

puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Bruneton, 1993).

Figure3 :photo représente ’appareild’hydrodistillation Clevenger (Bouzekri et Ben
Khamassi.,2017).
1-9-3 L hydrodiffusion
Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas, et
a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matiére végétale. L’avantage de cette méthode
est d’étre plus rapide donc, moins de dommageable pour les composées volatils.
1-9-4 L’entrainementa la vapeur d’eau
Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’eau.Il est
lacé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau (Figure 5).La vapeur
endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatile qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apport une amélioration de la qualité de

I’H.E en minimisant les altérations hydrolytique (Piochon, 2008).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
dhuile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur deau

Eau froide

Eau florale

Eau florale +
Chaleur —— ) )/ )) huile essentielle

LVATAVAVAVAN

Essencier

Figured: Schéma de I’appareil d’extraction par L’entrainement a la vapeur d’eau(Piochon,
2008).
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1-9-5 L’extraction par micro-onde sous vide

Extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine I’utilisation
des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la matiere végétale est
chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de
manicre séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formée a partir
de I’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a I’aide des procédés classiques
condensation, refroidissement, et décantation. Des études déemontrent que cette technique
possede plusieurs avantages tel que le gain de temps d’extraction, utilisation de petites

quantités de solvant, et un rendement d’extraction élevé (Figure6)(Hemwimon et al., 2007).

Figure5: Schéma de 1’appareil d’extraction par micro-onde sous vide(Hemwimon et al.,
2007).

1-10 Toxicité des HE

Les HE sont des molécules actives. Elles peuvent avoir de graves effets secondaires. Il est
important de respecter la posologie et la durée de la prise. Parmi ces effets, citons : des
allergisants ou hypersensibilisants, photosensibilisants dus aux furocoumarines,
neurotoxiques dus aux cétones, néphrotoxiques dus aux terpénes majoritaires dans 1’huile
essentielle de Térébenthine et des rameaux de Genévrier, hépatotoxiques dus aux phénols pris
pendant des laps de temps trop importants ou a doses massives L’eugénol, qui est I’'un des
constituants du Thym, est hépatotoxique. Chez 1’enfant, 10 ml eugénol peut conduire a une
insuffisance rénale. Il a été démontré que le linalol, I’un des constituants d’une autre espece
de thym, est cytotoxique pour les cellules de la peau humaine (Eisenhut, 2007 in Elkolli,
2008).

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigue par voie orale faible ou tres

faible : la majorité des huiles qui sont couramment utilisées ont une dose létale (DL50)
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comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus, Girofle...etc.) ou, ce qui est le plus fréquent,
supérieure a 5 g/lkg (Camomille, Lavande...etc.).

D’autres, une quinzaine, ont une DL50 comprise entre 1 et 2 g /kg : Basilic, Estragon,
Hysope (1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg ;
convulsions apparaissant dés 0,07 g/kg), de Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg),
ainsi que 1’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999).

I-11 Conservation des HEs

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous
certaines conditions, jusque cing ans. Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas
oublier de bien fermer les flacons. Il est préférable de les conserver dans un flacon en
aluminium ou en verre teinté (brun, vert, ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiére a une
température ambiante jusque vingt degrés. 1l existe des normes spécifiques sur I’emballage, le
conditionnement et le stockage des huiles essentielles (AFNOR NF T 75-001, 2010) ainsi
que sur le marquage des récipients contenant des HEs.

I-12 Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxigques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur connait également des
propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a son
«totum» ; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composés
majoritaires (Lahlou, 2004).

1-13 Domaine d’utilisation

I-13-1 Phytothérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour un certain
nombre De maladies. Cette spécialité préoccupe de plus des médecins et des pharmaciens qui
ont publié un nombre important d’ouvrages d’aromathérapie (Roulier.,1992).

Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes(infection

D’origine bactérienne ou Vvirale, troubles humoraux ou nerveux).En medecine
dentaire,plusieurs HE ont donné des resultats cliniques tres satisfaisants dans la désinfection
de la pulpe dentaire,Ainsi que dans le traitement et la prévention des caries . la listerine qui
est une solution constituée D’ HE de thymol et d’eucalyptol posséde une grande activité

bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque dentaire (Kato et al.,1990)
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-utilisation en aéro-ionisation :

Dans les locaux ,on peut aseptiser 1’atmosphere avec un ionisateur d’huiles essentielles.

Il se forme ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionisées, créant de 1’oxygene naissant
ionique, fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer 1’atmospheére(Taldykin.,1979).

Elles servent dans la fabrication du « paragerm »,solution volatile a base d’essences
naturelles

(citron, lilas) a activité bactéricide, acaricide et fongistatique qui s’est révélée sans aucune

Toxicité pour I’homme aux doses utilisées (Mallea et al.,1979).

I-13-2 Parfumerie et cosmétologie

L’utilisation des HE dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace
a Leur activité antiseptique et antioxydante ,tout en leur assurant leur odeur agréable.

I-13-3 Industrie alimentaire

En industrie alimentaire,on cherche toujours a avoir une conservation saine et de longue
duréePour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure.

Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans

L’utilisation des HE (Lis-Balchin et al .,1998).les plantes aromatiques et leur HE sont
utilisées dans la conservation des denrées alimentaires.parmi le groupe diversifié des
constituants Chimiques des HE, le carvacrol,qui exerce une action antimicrobienne bien
distinguée, est Additionneé a différents produits alimentaires en industrie agro-alimentaire.ils y
sont rajoutées Pour rehausser le gout et pour empécher le développement des contaminants
alimentaires(Bilgrami et al.,1992).

Plusieurs travaux ont montré que les HE de thym, d’origan, de cannelle et d’autres
plantes aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs
bactéries et champignons responsables de toxi-infections alimentaires(Beraoud et al.,1991).
I1-Activité antimicrobienne des huiles essentielles

11-1 Activité antimicrobienne

11-1.1 Activité antifongique

Selon Vokou et al. (1988), les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour
leurs propriétés antifongiques appartiennent a la famille desLabiaceae : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge,...etc. Etant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs préférent
étudier I’effet d’un composé isolé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de

I’huile. Ainsi P’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence
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de certaines fonctions chimiques. 1ls ne concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-
2-6- diméthoxyphénol) sont plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique et
hydro cinnamique). lls présentent également des propriétés fongistatiques tres marquées. Les
groupements méthoxy, a I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une
fongitoxicité significative.
11-1.2 Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des H.E, ilest, probable
que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un meécanismeunique,mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire(Marjorie.,1999).De facon générale, il a été
observé une diversité d’actions toxiques des H.Es surlesbactéries comme la perturbation de la
membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice deproton, fuite d'électron et la
coagulation du contenu protéique descellules (Gachkar et al.,2007).Le mode d’action des
H.E dépend en premier lieu du type et des caractéristiqguesdescomposants actifs, en particulier
leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrerdans ladouble couche phospholipidique
de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation
de la membrane(Cox et al., 2000).
11-1.2.1Mécanisme d’action antibactérienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique,et de la nature de
leurs composeés volatils majeurs(Caillet et al., 2007).D’une maniére générale leur action se

déroule en trois phases :

e Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
e Acidification de I’intérieure de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et

la synthése des composants de structure.
e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

11-1.2.2Méthode de détermination de ’activité antibactérienne
L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies

utilisées pour mettre en évidence ’activité antibactérienne des H.E, Le choix de la méthode
est conditionnée par I’insolubilité des H.Es dans les milieux aqueux, leur volatilité, et la

nécessité de les tester a de faibles concentrations.
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11-1.2.2.1Aromatogramme

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La
technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnes des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la
gélose laissant des zones vierges autour des disques appelée zone d’inhibition est
proportionnel a I’activité bactériostatique de H.E sur le germe testé (figure 7).On peut
exprimer cette activité soit en indiquant directement le diameétre de la zone d’inhibition en

millimétre, soit en traduisant en croix le degré d’activité (Guerin et Carret., 1999).

—

Doite de pétn
Ensemencement de la gélose

en nappe par 1ml de Finocihm Gelose Mucller Hinton

Depol aseplique d'un disque
mibibe de Mwile essenticlle

Z: zone d'inhibition

Croissmee microbienme

Figure 6:Méthode de détermination de 1’activité antibactérienne par

L’aromatogramme(Guerin et Carret., 1999).

11-1.2.2.2Méthode de diffusion en puits
Méthode proposée par Cooper et Woodmanen 1946 et, reprise par Shroeder et Messing en
1949. Elle assure une diffusion radiale de I’ H.E a partir d’un puits en donnant une zone
d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper un trou circulaire
dans la gélose et y verser une solution de I’ H.E de concentration connue.
L’ H.E diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la
gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).
11-1.2.2.3Méthode de la dilution
Les huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangees en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion

homogéne par un émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de
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microorganismes, apres incubation, on note la présence ou I’absence de culture. La lecture
peut-étre visuelle ou a I’aide d’un spectrophotométre, le degré d’inhibition est en rapport avec
la turbidité du milieu (Robert, 2000).
11-1.2.2.4Méthode de micro-atmosphere

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les biotes de pétri sur
milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du disque
imprégné d” H.E qui est déposé au centre du couvercle de la boite de pétri, renversée apres
fixation de 1’ H.E sur le disque (figure 8). Celui-ci n’est donc pas en contact avec le
milieugélosé. L huile s’évapore dans 1’atmosphére de la boite, elle peut exercer son effet

inhibiteur sur les microorganismes testés (Pibiri, 2005).

Citdose Mugdler Tmlon
/—r anlsenEcee & Tppe

| 1 W
[ — J4— Hiaite dl pelid
feilverste

l Incubation

L

[ N Développemett microbicn

Figure7: Méthode de détermination de I’activité antibactérienne par micro-

atmosphére(Pibiri, 2005)

11-1.2.3Détermination CMI

Cette technique de détermination des CMI par contact direct en milieu gélosé ou liquide,
consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de fagon homogéne et
stable dans le milieu de culture du germe étudié. Cette technique, trés fiable et reproductible
pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un probleme de diffusion et
d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une tres faible solubilité dans les milieux de
culture aqueux. Ce probléme a été résolu en partie par 1’utilisation d’émulsions des HE dans
des solutions de différents détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 ou le DMSO
(CLSI., 2007).
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Chapitre 3. Généraliteés sur les souches microbiennes étudiées
I-Géneralités sur les bactéries
I-1 Escherichia coli

C’est un bacille Gram négatif, de la famille des Entérobacteriaceae, anaérobie facultatif
possédant des cils péritriches et flagelles. C’est une bactérie commensale du tube digestif des
animaux et de I’homme. La présence des populations d’E. coli dans ’intestin crée une
compétition pour le territoire et les ressources alimentaires, limitant ainsi les invasions par
d’autres especes bactériennes (Blanc et al., 2006).

Certaines souches d’E .coli peuvent étre pathogénes, entrainant alors des gastro-entérites,
infections urinaires, méningites ou septicémies.

Ce sont des bacilles dont 70% sont mobiles, non sporulés, de 2,5 pm de long et 0,6 pm de
large A(figure 10). E. coli est utilisées en génie génétique pour I’obtention de I’insuline
glargine analogue de I’insuline humaine (Scheen., 2004).

Ce microorganisme n’existe pas normalement dans 1’eau et dans le sol, leur présence est
donc indicateur de contamination fécale.

Les caractéres biochimiques d’Escherichia coli sont :

e Gazen glucose +.

e Lactose, mannitol, sorbitol +.

e [- galactosidase +.

e indole +.

e rouge de méthyle +, Voges-Prokaeur -.

¢ phénylalanine-désaminse, uréase, gélantinase, malonate, adonitol, inositol, H2S, citrate
de simmons -.

La plupart des souches poussent sur milieu synthétique minimum (Singleton., 1984).

Figure8:Escherichia coli au microscope électronique

(http://education.denniskunkel.com).
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I-2 Pseudomonas aeruginosa

C’est un bacille pyocyanique (bacille du pus bleu) (du grec : puon, pus; et du latin:
cyaneus, bleu foncé), est maintenant désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa (du
latin : aes, airain, cuivre ; aerugo, roille d’airain, vert de gris; aeruginosus, couvert de
rouille). C’est une bactérie gram négative, batonnets (0,5-1 pum x 1,5-5 um). Elle est
extrémement mobile grace a une ciliature polaire en générale monotriche (figure
11)(Singleton., 1984).

Pseudomonas aeruginosa posséde souvent des granulations plus fortement colorées.

Cette bactérie qui vit a 1’état saprophytique dans ’eau, les végétaux, les sols humides ;
résiste mal a la dessiccation. Elle peut vivre en commensal dans le tube digestif de I’homme
et de divers animaux, et elle peut exercer un pouvoir pathogene chez certains de ces hotes.Sur
le plan médical, cette bactérie est habituellement inclus dans la liste des « bactéries
pathogénes », elle est définit comme un agent pathogene « opportuniste », car elle provoque
chez I’homme et I’animale es suppurations diverses, particulierement fréquentes en milieu
hospitalier (Scheen., 2004).

P. aeruginosaest capable de produire de nombreux métabolites diffusant dans le milieu
environnant, beaucoup d’entre eux sont toxiques, et sont susceptibles de jouer un réle soit
dans la virulence de la bactérie, soit dans la protection contre la maladie «rdle pathogéne
naturel » (Singleton., 1984).

Il montre également une capacité de résister aux antibiotiques, soit de facon native (par
I’expression constitutive de [B-lactamases, ou en raison d’une faible perméabilit¢ de la
membrane externe), soit suite a 1’exposition aux antibiotiques (acquisition de genes codant
pour des enzymes détruisant les antibiotiques, mutation de cible...) (Blanc et al., 2006).Les

caracteéres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa sont :

e Oxydase +.
e Indole -.
e urée-.

e TDA - (tryptophane-désaminase).

o H)S-.

e (élatine +.

e Nitrate-reductase +.

e ONPG - (orthonitrophényl-galactose).
e LDC - (Lysine-décarboxylase).

B
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e ODC - (Ornithine-décarboxylase).
e ADH + (Arginine-déshydrogenase).

N

g
Inc.
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Figure9:Pseudomonas aeruginosaau microscope électronique

(http://education.denniskunkel.com)

I-3 Staphylococcus aureus

Observés par Robert Koch enl1878 et puis reconnus par Louis Pasteur en 1880 le
Staphylococcus aureus, également appelé staphylocoque doré, (du grec « staphyle » qui
signifie grappe de raisin) est une cellule cocciforme de 0.8 a 1 um de diamétre (figure 12), a
Gram positif, immobile, non capsulé sauf de trés rares souches sont entourées d’un pseudo
capsule sporulé, isolé en diplocoques et le plus souvent en amas ayant 1’aspect d’une grappe
de raisin et pouvant causer plusieurs types d’infections. L’homme est considéré comme étant
un réservoir naturel de Staphylococcus aureus ; 30 a 40 % des adultes en bonne santé en sont
porteurs, c’est a dire que 1’on peut trouver ces germes temporaires ou permanents au niveau
de la peau et des muqueuses (fosses nasales, gorge, périnée, aines, nombril, aisselles)
(Euzéby, 2010).

Les premieres souches de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)ont été
décrites pour la premiere fois en 1961. Ayant développé une multi résistance avec le temps, le
type SARM est devenu problématique dans les années 90 (Singleton., 1984).

Suite a emploi excessif d’antibiotiques et & des mesures hygiéniques insuffisantes, un
pourcentage de plus en plus important de souches de Staphylococcus aureus devient
résistant a la meéthicilline. Cela signifie que ces souches sont résistantes a tous les

antibiotiques p-lactames(Blanc et al., 2006).

Les caracteres biochimiques de Staphylococcus aureus sont :

e catalase,coagulase +.

e oxydase -.
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e glucose + (sans dégagement de gaz).

e Mannitol +.

Figurel0:Staphylococcus aureusau microscope électronique

(http://www.bacteriainphotos.com).

I-4 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniaeest une bactérie appartenant a la famille des Entérobacteriaceae, elle
représente 1’espece type du genre Klebsiella. Elle fait partie de la flore commensale de la peau
et des muqueuses de ’homme et des animaux en faible quantité.

C’est un bacille Gram négatif de 1 a 4 um de long sur 0,4 a 0,6 pum de large(figure 13),

immobile généralement entouré de capsule polyosidique donnant un aspect muqueux

typique du genre. C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative (Blanc et al., 2006).

Les caracteres biochimiques de Klebsiellapneumoniae sont :

e Glucose +.

e Oxydase —.

e Catalase, Nitrate réductase, p-galactosidase +.

e Production H2S —.

e Tryptophane désaminase —.

e Voges-Prokaeur -.
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Copyright © 2007 Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

Figurell:Klebsiella pneumoniaeau microscope électronique

I-5 Bacillus cereus

(http://education.denniskunkel.com)

Bacillus cereus est un gros bacille (figure 14), a gram + mobile par une ciliature péritriche

capable de sporuler il persiste longtemps grace leur spores.

Bacillus cereus c’est une bacille responsable d’intoxication alimentaire peu fréquentes et peu

grave chez les sujets en bonne sante(Euzéby, 2010).

Les Caractéres biochimiques de Bacillus cereussont:

catalase +.
Oxydase —.
Gélatinase +.
Uréase—.
Maltose +.

Saccharose +.

Figure 12:Bacillus cereus au microscope électronique

(http://www.bacteriainphotos.com).
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I. Matériels
1.1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans ce travail, comporte la partie aérienne (les fleurs et les
feuilles) de Artemisia campestris.
1.1.1. Lieu et période de recolte
L’espéce Artemisia campestris a été récoltée de la commune d’El MILOK a10 km de la
willaya de Laghouat. L’échantillonnage est effectué¢ durant le mois de Mars 2017, ou on a

observé que le développement et la diversité floristique d” Artemisia sont au stade maximal.

Figurel3:Photo Artemisia campestris L. (Bouzekri, 2017).

1.1.2.Préparation et nettoyage du matériel végétal

Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la bonne
conservation de notre plante, un séchage a 1’air libre et a I’obscurité pendant une semaine a
été réalisé, afin de préserver au maximum 1’intégrité de leurs molécules. La plantes séchées
est ensuite conservée a I’abri de la lumiére et I’humidité pour étre utilisée ultérieurement.

1.2. Souches microbiennes

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes
impliquées fréeqguemment dans la contamination et 1’altération des denrées alimentaires. Les

souches testées ainsi que leur origine sont indiquées dans le Tableau (2).

B
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Tableau2: Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité

antimicrobienne.

Gram Code Origine
Staphylococcus aureus = ATCC 6538 MNHN
” Bacillus cereus '§ ATCC 25921 LAPRONA
% Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 LAPRONA
§ Escherichia coli % ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumoniae E IBMC Strasbourg MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris).
LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels (Université de Tlemcen).

Il. Méthodes

11.1. Procédé d’extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essenticlle a été effectuée par hydrodistillation grace a un appareil
du type Clevenger(Figurel5).Cette technique est basée sur I’immersion d’un échantillon
solide dans I’ecau portée a ébullition. La vapeur saturée d’huiles essentielles traverse un

serpentin ou elle se condense pour donner deux produits : 1’eau et 1’huile essentielle.

Figure 14 : Photo représente le dispositif d’hydrodistillation (Clevenger) utilise pour

I’extraction de 1’huile essentielle. (Bouzekri et Ben Khamassi.,2017).
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e Mode opératoire

150 gramme des feuilles et des fleurs séchées ont été mises dans une fiole de 2000 ml qui
fut remplie avec 1200mld’eau distillée, la fiole avec son contenu a été mise sur le chauffe-
ballon. Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans la fiole sont
dirigées vers le code cygne (le coude) qui relie la fiole avec le réfrigérant. Une fois arrivées
dans le réfrigérant, elles se condensent rapidement et se retrouvent dans 1’ampoule a
décantation qui permet la séparation immédiate de 1’essence par sa densité.Aprés4 heures
d’extraction, 1’huile essentielle a été recueillie dans un petit tube & essaient verre hermétique
et recouvrit de papier aluminium pour le protéger de la lumiere. On le conserveur réfrigérateur
4 °C.

I1.1.1Calcul de rendement

Le rendement en H.E est le rapport entre de poids de H.E extraite et le poids de la
biomasse végétale a traiter(AFNOR, 1992).Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et
calcule par la formule suivante :

R = (%) x 100
Avec :
R: rendement en H.E en %.
P, Poids de H.E en gramme.
P,: Poids de biomasse végétale en gramme.
I1.1.2Détermination de la densité de ’HE

La densité relative de I'huile essentielle est le rapport de la masse d'un certain volume de
I'nuile et la masse d'un égal volume de I'eau distillée (AFNOR, 1992). La densité est calculée
selon la relation suivante :

_ Pyg

D =—
Pg
PHe : poids de I’H.E en gramme.

Pe : poids de méme volume d’eau en gramme.

I1.3. Evaluation de ’activité antibactérienne
Le test de sensibilité des souches vis-a-vis de notre extrait a été effectué selon la méthode
de diffusion des disques décrits par Wyllie (2000).

-
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11.3.1. Les milieux de culture

Suivant les méthodes employées, et selon les souches, nous avons utilisé les milieux de
cultures suivants :Milieu liquide BHIB ; Milieu liquide Bouillon nutritive ; et Milieu Mueller
Hinton et I’eau physiologie. La composition chimique de ces différents milieux de culture se
trouve en Annexe.
11.3.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans ce test sont regroupés dans le Tableau(3).Le choix des

antibiotiques a été faiten fonction de la disponibilité et selon les souches testées.

Tableau 3:Les antibiotiques utilisés dans ce test et leur concentration

Abréviation et concentration L’antibiotique

NA : 30ug Acide Nalidixique

IMI: 10ug Imipenéme

CN: 10ug Gentamicine

AML : 30ug Amoxicilline

AMP :10 ug Ampicilline

CTX :30ug Céfataxime

FOX: 30ug Cefoxitine

AK : 30ug Amikacin

TIM85ug Ticarciline+Acide
Clavulanique

11.3.3. Méthode de diffusion (méthode des disques)

La méthode de diffusion en milieu gélosé ainsi appelée permet de prévoir avec certitude
I’efficacité in vitro de I’huile essentielle, il s’agit en fait d’une appréciation qualitative de
I’activité.

L’aspect quantitatif sera ensuite estimé par la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI).

11.3.3.1. Préparation de I’inoculum

Préparation de pré-culture :
Les tests antimicrobiens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24 heures)
en phase de croissance exponentielle.
La réactivation des souches est effectuée par ensemencement de 1’espece bactérienne dans un
milieu liquide I’eau physiologique. Aprés incubation pendant 24 heures a 37°C, un deuxiéme
repiquage est réalisé dans des boites de petri contenant de la gélose (MH) et puis incubées
a37°C pendant 18 a 24 heures.

-
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Préparation de la suspension : A partir des cultures jeunes sur (MH) .on préléve 3 a 5
colonies bien isolées et identiques dans 9ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex
pendant quelques secondes .la standardisation de la suspension 106 UFC/ml, est réalisée a
I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm on admet une DO
comprise entre 0,08 et 0,1.
11.3.3.2.Test de P’activité antimicrobienne
L’aromatogramme consiste a déposer des disques de papiers filtres imprégnés d’huiles
essentielles sur la surface des géloses ensemencées par le germe a tester et de mesurer les
diamétres d’inhibition en millimétre (mm) aprés incubation (Guerin et Carret., 1999).
e Mode opératoire
» Ensemencement : est effectué par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement
préparé, 1ml de chaque suspension de culture microbienne de concentration
d’environ(10°UFC/ml) et une DO entre 0,08 et 0,1.
> Dépdt de disques :A 1’aide d’une pince stérile, on préléve un disque de papier
Wattman® 2 de (diameétre : 6mm)préalablement stérilisés sont déposés a la surface de
gélose ensemencée apres avoir été chargé de 10 pl d’huile essentielle.
» Incubation :Les boites sont incubées pendant 24 a 37°C.
» La lecture : se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a 1’aide d’un pied de coulisse sur le fond de la boite.
11.3.3.3.Test de sensibilité aux antibiotiques
Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec I’effet de nos extraits des huiles essentielles.
Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, ensemencé avec
une culture pure de la souche a étudier.
La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole
qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.
On a utilisé neuf antibiotiques en fonction de la disponibilité (Tableau 3). La lecture des
résultats se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque

d’antibiotique a I’aide d’un pied de coulisse sur le fond de la boite.
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11.3.3.4.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI

Pour déterminer la valeur de la CMI de I’'H.E de Artemisia, une serie des dilutions
suivantes :1/4000 a 1/50estétablie dans des tubes & essais contenant 9 ml de bouillon B.H.I1.B
contenant 0,5% de Tween 80.Les tubes a essais sont ensuite inoculés par les cultures
bactériennes préparées dans 1’eau physiologique a une densité optique de 0,08 a
0,1déterminée a 620nm. Les tubes sont incubés pendant 24 h a 37°C.La CMI sera donnée par
la concentration de I'huile essentielle du premier tube qui ne montre pas une croissance
(trouble) visible a I'ceil Nu(KATO et al.,2000 ; Aligiannis et al., 2001).
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l. Les caractéristiques de I’huile essentielle de Artemisia campestris:
L'huile essentielle de Artemisia campestris est extraite par la technique d'hydrodistillation
a partir de la partie aérienne (feuilles et fleures). L’HE obtenue est liquide mobile, d’une

coloration jaune claire et d’une odeur caractéristique fraiche (Figure 16).

Figurel5 :Photo de I’H.E de Artemisia campestris obtenue par hydrodistillation. (Bouzekri et
Ben Khamassi.,2017).

Les paramétres organoleptiques de I’huile essentielle de A. campestris sont en accord avec
ceux répertoriés dans les normes AFNOR (AFNOR, 1992).

I.1. Rendement et densité de ’HE

La premiére quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue par
la technique d’hydrodistillation.

Le Tgouft de la région de Laghouat renferme une teneur plus ou moins élevée en HE. Le
rendement d’extraction ainsi obtenu est de 0.85% avec une densité de 0.677.

La variation des teneurs en HE du Tgouft récolté de différentes zones géographiques peut-
étre due aux facteurs climatiques, a la localisation géographique, le cycle végétatif de la
plante, de la méthode d’extraction utilisée, des conditions de séchage de la plante, et des
facteurs édaphique (Khia et al., 2014).

I1. Pactivité antimicrobienne

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits sont regroupés dans le
(Tableau 5), Les valeurs indiquées sont les moyennes de deux mesures. L’action
bactériostatique se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier
chargé d’huile essentielle du Tgouft. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une

bactérie a une autre (Gachkar et al., 2007).
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I1.1. Résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Le Tableau (4) reporte les valeurs, en millimétre, des zones d’inhibitions
atteintes avec les différentes souches étudiées.

Les résultats montrent que les neuf antibiotiques possedent des effets distincts sur les
bactéries testées. On observe que les différentes souches bactériennes réagissent différemment
aux antibiotiques testés.

Selon Duraffourd et al. (1990) la sensibilit¢é d’un germe est nulle pour un diamétre
inférieur ou égal a 8 mm ; la sensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14
mm. Elle est moyenne pour un diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou
égal a 20 mm le germe est trés sensible.

Selon cette classification et d’aprées les résultats indiqués dans le Tableau 4 on constate que
parmi les souches étudiées a Gram Négatif Pseudomonas aeruginosa se révele résistante vis-
a-vis de la plus part des antibiotiques testé et Klebiciella pneumoniae a une sensibilité élevée
aI’NA, I’'CN, I’'CTX, ’FOX, et I’AK mais résistante vis-a-vis de I’'IMI, ’AML et ’AMP. La
bactérie E. coli est résistante seulement a I’IMI.

Concernant les souches Gram positif, Staphylococcus aureus est sensible pour toute les
antibiotiques mais résiste a I’IMI, tandis que Bacillus cereusest plus ou moins résistante.

D’apres ces résultats on remarque que les bactéries a gram positif sont plus sensibles a la
majorité des antibiotiques testés par rapport aux bactéries a Gram Négatif. Nos résultats sont
similaires par rapport a ceux trouvé par Yang Jianget al.(2011).

La sensibilité ainsi que la résistance des souches microbiennes testés aux différent

antibiotique sont représenté dans figure (16).
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Staphylococcus aureus Bacillus cereus

Figurel6 : sensibilité des microorganismes aux différents antibiotiques testés.



http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://www.google.dz/search?hl=fr&lr=&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Escherichia+coli&spell=1
http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart

Tableau4: Activité antimicrobienne des antibiotiques exprimée par le diamétre d’inhibition en millimétre.

Résultats et discussion

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Antibiotique Gram Negatif Gram positif

Ec Pa Kp Sa Bc
NA : 30ug 21.2+0.424 6+0 17.55+0.777 7.8+£0.141 11.55+0.353
IMI: 10ug 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0
CN : 10ug 21.075+0.007 | 19.65+0.212 | 20.5+0.424 27.15+0.494 24.15+0.07
AML:30ug 10.5+0.282 6+0 6+0 44.55+0.07 6+0
AMP:10 pg 10.35+0.07 6+0 6+0 41.75x0.777 6+0
TIM:85 pg 12.45+0.07 6+0 6+0 29.2+0.424 6+0
CTX:30ug 28.05£0.494 | 14.3+0.141 | 29.75+0.636 25.2+0.424 6+0
FOX:30ug 23.55+0.07 6+0 17.8+0.565 28.4+0.424 12.4+0.141
AK:30ug 24.35£0.212 | 25.25+0.212 | 20.8+0.282 28.15+0.353 27.1+£0.141

Ec : Escherichia coli ; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Kp : Klebiciella pneumoniae ; Sa : Staphylococcus aureus ; Bc : Bacillus cereus
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I1.2. Résultats des tests antimicrobiens des huiles essentielles par les méthodes des
disques de diffusion

La méthode de diffusion des disques (10 ul HE/disque) nous a permis de mettre en
évidence le pouvoir antimicrobienne de I’huile essentielle d’Artemisia campestris, vis-a-vis de
cing bactéries. Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits sont regroupés dans

le (Tableau 5). Les valeurs indiquées sont les moyennes de deux mesures.

Tableau 5: Diamétres (mm) des zones d’inhibition de I’effet antimicrobien de I’HE du Tgouft

détermineé par la méthode diffusion sur disque (10 pl/disque).

. . ] Diameétre de la zone
Gram Microorganismes testes
d’inhibition (mm)

. Bacillus cereus 13.25+0.777
Positif

Staphylococcus aureus 16.45+0.777

Bactérie

Pseudomonas aeruginosa | R

Négatif Escherichia coli R

Klebiciellapneumoniae R

R : résistance

D’aprés le Tableau (5), nous constatons facilement que la plus part des souches
microbiennes testées présentent une sensibilité nulle vis-a-vis de I’huile essentielle
duArtemisia campestris. L’activité antimicrobienne de I’'HE du Tgouft est faible lorsqu’elle
est comparée par rapport a celle des antibiotiques (Figurel7). Seulement, deux bactéries
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus ce sont montrées sensibles a I’'HE.

Les bactéries Gram négatif, ayant une membrane externe composée de phospholipides, de
protéines et riche en molécules de lipopolysaccharides, leur membrane formant une barriere
imperméable (Euzéby, J. P., 2010). qui empéche l'entrée de substance environnementale
comme les antibiotiques et les anti-inhibiteurs (Marjorie MC., 1999).la membrane est
également associée a I'enzyme dans l'espace périplasmique qui sont capables de décomposer
la molécule introduite de I'extérieur en revanche, les bactéries Gram-positives sont plus
sensibles ayant seulement une couche de peptidoglycane externe qui n'est pas une barriere de
permeabilité effective (Euzéby, J. P., 2010).
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Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Staphylococcus aureus Bacillus cereus

Figurel7: diamétres des zones d’inhibition de I’huile essentielle d’Artemisia campestrissur

les cing souches testés.

Nos résultats sont accord avec ceux trouvés par d’autres chercheurs. D’aprés Al Jahid et
Elamrani (2017) ont signalé que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sont
résistantes par contre Staphylococcus aureus et Bacillus sp sont sensibles vis-a-vis de
I’huiles essentielles d’Artemisia campestris. Ces auteurs one trouvé des zones d’inhibition de
12, 10, 72.6 et 18.5 mm pour Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus
aureus et Bacillus sp, respectivement.

L’activité antibactériennes de 1’huile essentielle d’Artemisia campestris peu étre due aux
monoterpenes tels que le myrcene, le pinene , I’ocimene, le cymene, le sabinene camphre qui

son les composés majoritaies de cette huile (Gherib, 2009).
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11.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI

La CMI a été déterminée pour I’ensemble des souches microbiennes testées et les résultats
trouvés sont représentés dans Tableau (6).

Tableau6 : les concentrations minimales inhibitrices de 1’huile essentielle d’Artemisia
campestris.

Souche bacterienne CMI
(mg/mL)
Bacillus cereus 2.36

Staphylococcus aureus | 3.08

Selon Aligiannis et al. (2001) ont propose une classification des extraits du matériel
végétal sur la base des résultats des CMI comme suit :

e Fort inhibition : CMI inférieure a 500ug /ml.

¢ Inhibition modérée : CMI varie de 600 a1500 pg/ml

e Faible inhibition : CMI supérieureal600 pg /ml.
D’aprés cette classification on peu dire que I’huile essentielle d’Artemisia campestris

exerce une faible inhibition sur les deux souches bactériennes S.aureus et B. cereus. Cete

derniere est la plus sensible vis-a-vis de I’huile essentielle.
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CMI :3.08 mg/ml

Figurel9: Photo représente la CMI de Artemisia campestris sur Staphylococcus aureus.
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes medicinales aromatique a regu un grand intérét dans
la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes aromatique représente une source abondante
de substances et de composés naturels bioactifs en particulier les huiles essentielles et d’autre
part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans
effets secondaires.

Durant ce travail, nous avons pu étudier les propriétés antibactériennes de 1’huile
essentielle d’Artémisia compestris de la région de Laghouat. L’extraction de [I’huile
essentielle de cette plante ont été réalisée a 1’aide du procédé d’hydrodistillation. D’aprés les
résultats qu’on a obtenus Artemisia campestris renferme une teneur relativement faible en
huile essentielle.

L’évaluation du I’activité antibactérienne, par la méthode des disque nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérien de 1’huiles essentielle vis-a-vis de cinq bactéries.
L’huile essenticlle d’Artemisia campestris inhibe la croissance des bactéries a Gram positif
(Bacillus cereus et Staphylococcus aureus) par contre elle a une faible activité antibactérienne
sur Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli. D’apres les valeurs d la CMI Bacillus cereus
semble étre la souche la plus sensible vis-a-vis de cette huile.

Il serait envisageable de réaliser d’autres expériences complémentaires surtout pour
identifier les agents antibactériens présent dans 1’huile essentielle en réalisant une analyse
chromatographique en phase gazeuse et également de rechercher d’autres activités

antimicrobiennes tels que I’activité antifongique.
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Annexes I

Composition de différents milieux utilisés :

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB) :

Composition :

Infusion de cervellede veau...................ooeoiiiiiinn.. 12.5¢
Infusion de coeur de beeuf..........ooooiiiiiiii 5.0g
PEPIONE. . 10.0g
GIUCOSE. .ottt 2.0g
Chlorure de sodium...........cceoviiiiiiiiiiii e, 2.0g
Phosphatase di sodique...........ccovviiiiiiiiiiiiiiieen . 5¢g
pH=7.4

Mueller-Hinton agar (M.H.A) :

Infusion de viande de beeuf............... 300 cm3
Peptone de Caséing..........ccevevevevveereenennn.. 17.5¢
Amidonde mais...............ooeiiiiiiil 1.5¢
AGAN i e 17g
Eaudistillé...........oooiviiiiiiiin 1000ml
PH e e 7.4

Eau physiologique :
Eaudistillé ... 1000ml
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Annexes I1

Antibiogramme :

Bacillus cereus
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Escherichia coli



http://www.google.dz/search?hl=fr&lr=&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Escherichia+coli&spell=1
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Staphylococcus aureus



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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Klebsiella pneumonia
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Pseudomonas aeruginosa



http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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Tableau: les diamétre d’inhibition en millimétre des antibiotiques et antifongique standards.

Escherichia coli | Pseudomonas Klebiciella Staphylococcus | Bacillus cereus
(ATCC 8739) aeruginosa pneumoniae | aureus (ATCC 25921)
(ATCC 27853) (IBMC (ATCC 6538)
Strasbourg)

FOX: 30ug 23,63 6 20,755 27,355 6
CN: 10ug 26,98 22,77 20,485 23,185 26,085
NA : 30ug 20,92 6 17,55 11,095 17,99
KZ: 30ug 20,995 6 24,03 41,32 6
IMI: 10ug 6 6 6 18,05 6
SXT: 25ug 24,595 6 19,095 22,135 6
AK : 30ug 25,855 27,525 22,415 24,55 25,69
F:300ug 23,785 6 20,07 20,595 21,615
AML:30pg 13,245 6 6 42,08 6
CT 10ug 14,63 12,7 11,875 7,84 6
Clp :5ug 37,295 33,095 34,9 32,105 31,295
FOS: 50ug 17,08 33,75 15,905 43,94 21,825
CTX :30ug 34,2 20,26 32,95 23,875 6
AMP:10 ug 19,68 8 8,8 38,535 6
TIM:75ug 10,2 6 6 44 6
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Annexes II11
L’espece étudiée :

Artimisia compestris
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