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Résume

Résumé :

Dans le cadre de ce travail, on s’est intéressé a 1’étude de 1’activité antibactérienne
et antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis récolté dans la région de
Laghouat (El-ghicha). L’extraction de L’huile essentielle a été réalisée par hydrodistilla-
tion. Aussi, 1’effet antimicrobien/antifongique des huiles essentielles extraites est effectué
sur quarte souches bactériennes et une levure par la méthode de diffusion des disques sur
milieu gélosé.

D’apres les résultats obtenus, on remarque que le rendement en huile essentielle de

la partie aérienne de Rosmarinus officinalis est de 0,75%.

L’étude de I’activité antimicrobienne/ antifongique par la méthode de diffusion des
disques a montré que ces huiles posseédent une bonne activité antimicrobienne surtout sur
Candida albicans soit une valeur de diamétre de la zone d’inhibition de 14,6mm. Pour
S.aureus, on a une valeur de diametre de la zone d’inhibition de 12 mm, avec un degré de

sensibilité variable pour les autres souches testées.

Mots clés: Romarins officinales L. huile essentielle, activité antimicrobienne, activité anti-

fongique, extraction.
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I-Introduction

I- Introduction

L’Algérie, capitale de la méditerranée est réputée par ses potentialités et biodiversité
écologique et naturelle. Elle renferme entre autres un trésor naturel connu sous le vocable
de plantes médicinales et aromatiques (Abdallah H et al., 2004). Les modes d’utilisation
de ces plantes soit sous forme d’infusion, tisane ou autre vis-a-vis de plusieurs maladies
ont ¢été transmis d’une génération a une autre et constituent un vrai patrimoine méritant sa
mise en valeur et révélation de ses mysteres (Goeb., 1999). Cependant, I’utilisation
rationnelle et précise nécessite toujours un support académique avec des recherches
pointues et des résultats concrets (Adsersen et al., 2006).

Ce dernier temps, le domaine de la phytothérapie et/ou 1’aromathérapie suscite de plus
en plus Dl’attention des chercheurs notamment ceux travaillant dans le domaine de la
microbiologie médicale ou clinique (Abdallah et al.,2004). Ces derniers continuent a
rechercher des nouvelles alternatives et/ou solution en relation par exemple avec la
résistance des microorganismes pathogénes aux antibiotiques (Small et Catling., 2000) et
de méme a exploiter le cadeau céleste pour en tirer profit de ses avantages en mettant en
valeur des molécules bioactives d’intérét pouvant faire 1’objet de plusieurs applications
d’excellence dans le domaine d’industrie pharmaceutique.

Les composés extraits a partir de ces plantes sont généralement des métabolites

secondaires, le plus souvent des huiles essentielles. Parmi ces plantes médicinales, nous
citant a titre d’exemple le romarin ou le Rosmarinus officinalis, plante si abondante et si
commune dans la région méditerranéenne. Elle est considérée comme une espéce trés
importante de la flore algérienne pour son utilisation et son efficacité en médecine
traditionnelle. Par ailleurs, 1’évaluation de ses propriétés antimicrobienne, en particulier
I’effet et/ou I’efficacit¢é de son huile essentielle sur des bactéries et champignons
pathogenes semble étre une approche intéressante et a fait ’objet de ce présent travail dont
nous visons a étudier I’activité anti-bacterienne vis-a-vis de quatre souches pathogenes
(E.coli, S.aureus, k.pneumonia, S. aureus (MRSA)) et antifongique (contre C.albicans) de
I’huile essentielle de romain.
Le présent travail est réparti en cing chapitres. Le premier chapitre une introduction, le
deuxiéme chapitre présente une synthese bibliographique aussi bréve que succincte sur la
plante en cause et quelques généralités sur les huiles essentielles .Dans le troisieme
chapitre nous décrivons le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser cette étude avec de
méme comme quatrieme partie une discussion des résultats obtenus. Enfin, une conclusion
énumérant les déductions soulevées et les perspectives qui en découlent sera également
présentée.
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1.1 Historique et origine du terme Romarin

Depuis I’antiquité, le romarin fut un symbole des fétes et funéraires d’excellence. 1l était
abondamment utilisé pour confectionner des couronnes, de méme, ses feuilles ont été
utilisées pour orner les tétes des etudiants en Gréce, car le romarin était reconnu pour avoir
une action stimulante sur les fonctions mentales. C’est grace a l'énigmatique reine de
Hongrie « Donna lsabella » qu'il a véritablement pris ses lettres de noblesses. L'histoire
veut qu'un ermite ait glissé dans une eau de romarin, la formule d’une éternelle jeunesse.
Celle-ci aurait permis @ Donna Isabella, septuagénaire, laide, paralytique et goutteuse de
retrouver la splendeur de ses 20 ans et de séduire un jeune Roi de Pologne( Bellakhdar.,
2006).

1.2 Etymologie et nomenclature

Le mot Romarin (Rosmarinus) dérive du latin; « Ros »: rosée, et « Marinus»: marin ou
de marin, ou encore du latin « rhusmarinus » (Sumac de mer).On l'appelle également

«herbe-aux-couronnes », et en provencal, «encensier»(Athamena., 2009).

Il est connu sous différents noms selon la langue utilisée et/ou la région dont nous
I’appelons en francais : encensier, herbe aux couronnes, Romarin, Romarin officinal. ;en
Anglais : Rosemary,enArabe et noms vernaculaire: Iklil al jabal, Klil, Hatssalouban,
Hassalban, Lazir, Aziir, Ouzbir, Aklel, Touzala (Ghédira et Goetz., 2012).

1.3 Description botanique

C’est un arbuste toujours vert de 0,5 a 2 m (Cabras et Coroneo .,2004). La tige
ligneuse est couverte d’une écorce grisatre et se divise en de nombreux rameaux opposés
(Naggar et Iharchine.,2015). Les feuilles sont étroites, linéaires, sessiles, opposées et
persistantes. Elles sont enroulées sur les bords, vertes a la face supérieure, velues et
blanchatres a la face inférieure (Naggar et Iharchine.,2015). Les fleurs sont d’un bleu
pale, maculées intérieurement de violet. Elles sont disposées en courtes grappes denses
(Bekkara et al.,2007).1l se forme quatre akénes simples par fleur (Khairi et
Boussaid.,2011).

A-Appareil végétatif :
+«+ Racine : la racine du Rosmarinus officinalis L. est profonde et pivotante.
¢+ Tige : arbuste ou sous arbrisseau, rameau de 0.5 a 2 metre cette tige est tortueuse,
anguleuse et fragile. L’écorce est linéaire a cyme plus ou moins simulant des
épis.(Sanon.,1992).
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< Feuille: linéaire, gaufrée, feuilles coriaces, sessiles, opposeées, rigides brillantes a
bords repliés verdatre en dessus plus ou moins hispides blanchatre en- dessous de
18a50x1.5a3mm.

Les feuilles séches dégagent une forte odeur et un gout amer. Elles contiennent jusqu’a a

2% d’huile essentielle oleumRomarinus =Oleumanthos, renfermant du Cinéol et du

Borneol, des alcaloides et des acides organiques. Ces feuilles, voire I’essence de romarin,

entrent dans la composition de nombreux produits Antirhumatismaux du fait de leur

fortement rubéfiant sur la peau alcool spritusrasmarinus (Janvola et Jinistodola., 1983).
Appareil reproducteur :

¢ Fleurs : en mai, trés courtes grappes axillaires et terminales. Chaque fleur environ
1cm de long de couleur purpurin ; bleu pale ou blanchatre en cloche bilabiée a levre
supérieure ovale entiere et a lévre a 2 lobes lancéolés. Levre supérieure en casque
Iégerement bifide.

¢+ Leévre inférieure a 3 lobes dont le médian est a 3 lobes dont le médian est large et
concave. Les 2 étamine sont plus longues que la corolle. L’ovaire présente 2
carpelles surmontées d’un style long courbe et bifide.

¢ Fruit : est tétrakéne de forme ovale située au fond du calice. Peut étre sous forme de

baie, seche et lisse (Figurel).

Figure 1: Feuille linéaire de Rosmarinus officinalis L.
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1.4 Systématique

Selon Quezel et Santa(1963),la classification taxonomique de Rosmarinus officinalis

L. peut étre donnée comme suit :
Regne : Plantae
Sous-regne :Tracheobionta
Embranchment : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Rosmarinus
Espéce  : Rosmarinus officinalis L.
1.5 Répartition géographique

L’aire géographique du Romarin est spécifiquement méditerranéenne. Ainsi, il est
répandu dans les pays européens a savoir la France, I’Espagne, et le Portugal. De 1’autre
c6té du Gibraltar, on le retrouve au Maroc en Algérie, en Tunisie et en Libye. On le trouve

sur les sols calcaires (Halal., 2010).
1.6 Récolte

La période de récolte et/ou la cueillette d’une plante est en relation avec la période de
floraison dont pour le cas du romarin, on peut la retrouver durant presque toute 1’année.
Dans la littérature, la période la plus adéquate=s’étend de Mai a Juillet et méme jusqu’a

Septembre.
1.7 Composition chimique de I’huile essentielle

Plusieurs travaux ont été réalisés sur la composition chimique de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L. en Algeérie, au Maroc, en Espagne, et en Afrique du Sud. Les

résultats sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Principaux composés de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. de

divers pays.
Composition Algerie Maroc (Derwich Espagne Afrique du Sud
chimique (oLt e etal., 2011) (Navaja et (Okoh et al., 2010)

al., 2007) al., 2007) ’
oPinéne 5.4 18.25 36.42 11.47
1, 8-Cineole 12.2 5.25 12.02 11.91
Camphene 7.2 5.02 11.08 5.70
1-Octen-3-ol 0.6 0.03 - -
Eucalyptol - = - 5.74
Borneol 10.6 3.10 4.00 -
Verbenene = = - -
Bornylacétate 53 4.35 2.13 9.19
Camphor = - - -
Verbenone = - - -
Verbenol = - - 17.43
B-Pinéne 8.5 - 3.67 1.12
Linalool 2.2 - 0.66 2.02
p-Caryophyllene 10.9 2.02 1.64 0.17

3-Octanone

B-Phellanderene

Limoneéne

Sabinene

11.8 Utilisation et applications du romarin

Ces arbustes aromatiques sont largement cultivés depuis I'Antiquité a des fins

médicinales, culinaires et ornementales. Le romarin a été utilisé a des fins médicinales

comme tonique cerébrale et comme médicament doux pour nettoyer le foie. Dans la Grece

antique et a Rome, Le romarin était censé renforcer la mémoire, ce qui explique son statut

de «plante du souvenir» et fidélité. (Begum et al., 2013).

En médecine traditionnelle, les infusions a base de tiges et de fleurs ont été utilisées

pour traiter les maux de téte et le rhume, anti-colique et dysménorrhée, et antispasmodique

(Al-Sereiti et al., 1999). Apres I'extraction des huiles essentielles, I'eau distillée des fleurs

-6-
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est également utilisée comme collyre pour améliorer la digestion et atténuer les maux de
ventre.(Argueta et al., 1994).

Les plantes médicinales ont joué un rble majeur en tant que source de substances
pharmacologiquement actives. L’essence de romarin est aujourd’hui un produit prometteur
pour les industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires, dotés de ses propriétés
chimiques. Les plantes médicinales ont joué un réle majeur en tant que source de
substances pharmacologiquement actives.(Hernandez.,2016).

Aujourd'hui, I'huile essentielle de romarin est un produit prometteur pour les industries
pharmaceutique, cosmétique et alimentaire, doté de ses effets chimiques (Takaki et al.,
2008), ainsi que de ses propriétés antioxydantes(Menghini et al., 2010 ).

Toutes ces activités biologiques fonthuile essentielle de romarin tres intéressante pour
I'industrie médicale, a la fois comme source de composants actifs et, de plus en plus,
pourson utilisation future potentielle dans les formulations de médicaments.Des
applications de R. officinalis en aromathérapie ont également été décrites dans plusieurs
publications. Des résultats prometteurs ontd’amélioration de la fonction cognitive chez les
adultes en bonne santé et les patients atteints de la maladie d’Alzheimer(Sayorwan et al.,
2013; Pengelly et al., 2012 ;Hernandez et al.,2016).

A-En Aromathérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles
extraites des plantes aromatiques pour prévenir ou soigner certaines maladies par voie

interne ou externe (Rajendran et al., 2014).

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis [’antiquité
(Hmiri et al., 2011). Ces huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne et d’origine fongique

(Billerbeck., 2007).

Elles présentent également des propriétés relaxantes, énergisantes, anti-inflammatoires,
et antioxydantes(AbougheAngone et al., 2014) ainsi que des propriétés anti cancéreuses
(ElQulilalami et al .,2013).

B-Parfumerie et cosmétologie

L’utilisation des huiles essentielles comme un composant dans la fabrication des
parfums, des savons, des detergents, des cremes, des lotions et des gels parfumées permet

de leur procurer un arobme agréable tout en préservant ces produits grace aux propriétés
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antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles (Khan et Abou-rashed., 2010;
Aburjai et al., 2003).

C-.Industrie alimentaire

Au cours des dernieres annees les consommateurs sont de plus en plus préoccupés par la
sécurité des aliments qui contiennent des agents conservateurs synthétiques (Bin Shan et
al., 2007).

Ces derniers ont eté utilisés dans les aliments pendant des décennies, ce qui peut
conduire & des conséquences négatives sur la santé Humaine (Nemet et Skrinjar, 2009).

Par conséquent, il y a eu un intérét croissant pour le développement de nouveaux types
de composés antimicrobiens efficaces et non toxiques et agents aromatisants naturels, tel
que les extraits d'épices et fines herbes utilisées comme additifs alimentaires et agents de

conservation des aliments (Bin Shan et al., 2007).

Dans cet optique I'usage des huiles essentielles est conseillé du moment qu’elles sont
connues a la fois pour leurs propriétés aromatisantes et antimicrobiennes et leur toxicité

réduite comparée a celle des additifs alimentaires synthétiques (Bassole et al., 2001).
1.9 Huiles essentielles et activités biologiques

Les huiles essentielles sont des essences extraites de plantes, avec un arbme propre a
chacune de ces derniéres. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et
odoriférantes présentes en faibles quantités dans le végétal. Elles sont obtenues
principalement des fleurs (rose, jasmin), des bourgeons (clous de girofle), des feuilles
(lavande, menthe), des racines (iris, souchet), des fruits (orange) et des graines (fenouil,
anis). Leur composition varie souvent selon les conditions climatiques et
environnementales. (Wylock., 1972). Elles sont trés volatiles et passent instantanément de
I’état liquide a 1’état gazeux (Aboughe Agone.,2014).

11.9.1 Origine et localisation des huiles essentielles

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des residus du metabolisme
végétal. Suite a la photosynthése au niveau des chloroplastes, 1’énergie produite (sous
forme de glucides, NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante et
indirectement a la biosynthese de multiples composés secondaires parmi elles les huiles

essentielles (Narishetty et al., 2004).

En principe, les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la
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plante, mais elles sont souvent présentes majoritairement dans : les brindilles, les fleurs, les
feuilles, les racines et les graines. Les cellules sécrétrices peuvent étre localisees a la
surface des différents organes de la plante, ce qu’on appelle localisation exogene, ou a
I’intérieur de 1’organe, localisation endogéne. Dans certaines especes végétales les deux
types de structure sécrétrice ont été observés (Werker et al., 1994 ; Charchari et al.,
2007).

11.9.2 ROle des huiles essentielles chez les plantes

Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, elles sont en général considérées comme des déchets du métabolisme ou des

sous-produits de I’activité métabolique d’une plante (Amiot., 2005).

Cependant, plusieurs effets apparents utiles ont été décrits telles que la réduction de la
compétition des autres especes de plantes (allélopathie) par inhibition chimique de la
germination des graines. Certains auteurs pensent que les huiles essentielles pourraient
avoir un role attractif vis-a-vis des insectes pollinisateurs et les microorganismes,

favorisaient ainsi la pollinisation (Bruneton., 1999;Guignard et Potier., 2000).

D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un role hormonal,
régulateur et catalyseur dans le métabolisme végétal, assurer leur ultime défense et

semblent aider la plante a s’adapter a son environnement (Fouché et al., 2000).

11.9.3 Techniques d’extraction

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales,
cette diversité est due a la variété des matieres et a la sensibilité considérable de leurs
certains constituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature
de la matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a

extraire et de I'usage de I'extrait.
Les principales méthodes d’extraction sont :

» Hydrodistillation.
L’Entrainement a la vapeur d'eau.
L'hydrodiffusion.

L'expression a froid.

Extraction par solvants.

Extraction par les fluides supercritiques.

YV V V V V V

Extraction par micro-ondes.
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Quel que soit le type d’extraction utilisé¢, Les étapes de l’extraction des huiles
essentielles d’origine végétale restent identiques. Il est nécessaire dans un premier temps
d’extraire de la matiére végétale les molécules aromatiques constituant I’huile essentielle,
puis dans un second temps de seéparer ces molécules du milieu par distillation
(Lucchesi.,2005).

11.9.4 Activités biologiques de I’huile essentielle de R.officinalis

a-Activité anti-oxydante

La demande des consommateurs pour des produits alimentaires sains offre la possibilité
de développer des antioxydants en tant que nouveaux aliments fonctionnels. (Ojeda-Sana
et al., 2013) ont publié que les huiles essentielles de romarin riches en myrcéne présentent
une forte activité antioxydante . Auparavant, (Wang et al., 2008) ont comparé les activités
antioxydantes de [I'huile essentielle de R. officinalis L. et de trois de ses
composants principaux (1,8-cinéol, o-pinéne et B-pinene) a l'aide du dosage 2,2-
diphénylpicrylhydrazyle (DPPH%) et du B-caroténedosage de blanchiment. Dans 1’analyse
du pourcentage de DPPH, I’huile essentielle de romarin a montré une activité antioxydante
plus forte par rapport aux étalons standards .Les fortes capacités antioxydantes de ces
huiles suggérent que I'huile essentielle de romarin fera une source d'antioxydants naturels
d’excellence, et donc une alternative potentielle aux conservateurs synthétiques utilisés
dans l'industrie alimentaire.

b-Activité antimycotoxique et antifongique

L’huile essentielle de romarin peut étre utilisée sans danger comme agent de
conservation dans certains types d’aliments pour les protéger contre les infections
fongiques. (Rasooli et al., 2008).

Pitarokili et al. (2008) ont testé I'activité antifongique de I'huile essentielle spontanée
de R. officinalis de Gréce contre cing champignons phytopathogeénes:

Sclerotinia  sclerotiorum,  Phytophthora nicotianae,  Sclerotium  cepivorum,
Fusariumoxysporum f. sp. dianthi et Fusarium proliferatum. Le champignon le plus
sensible était Ph.nicotianae, suivi de S. sclerotiorum,S. cepivorum, F. proliferatum et F.

oxysporum f. sp. dianthi.
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C-Activité anti-microbienne :

Les préoccupations du public concernant la sécurité sanitaire des aliments ont conduit a
la recherche de composants antimicrobiens naturels puissants. Entre autres [I'huile
essentielle de romarin est bien connue pour son activité bactéricide puissante. Dans cet
optique, (GOmez-Estaca et al., 2010) et d’autres chercheurs ont testé [l'activité
antibactérienne de I'huile essentielle de romarin contre 18 genres de bactéries, dont la
plupart sont des agents pathogénes alimentaires courants et des bactéries contribuant a la

détérioration des aliments (tableau II).

Certains auteurs ont également signalé un effet inhibiteur in vitro de I'huile essentielle
de romarin sur des micro-organismes pathogénes tels que E. coli, Bacillus cereus et

Staphylococcus aureus (Burt., 2004).

Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles, car il a été
démontré que les structures de paroi cellulaire hydrophiles de bactéries a Gram négatif
bloguaient la pénétration de composants hydrophobes a travers la membrane cellulaire
(Burt, 2004).

Les mécanismes par lesquels certains composants présents dans I'huile essentielle
exercent leur activité antibactérienne sont mal compris .(Ojeda-Sana et al.,2013) ont
signalé un effet bactéricide associé a des lésions de la membrane cellulaire causées par le
1,8-cinéol .Ces auteurs ont évalué les modifications de la perméabilité membranaire d'E.

Coli et d'Enterococcus faecalis apres un traitement au a-pinene ou 1,8-cinéol.

En ce qui concerne l'efficacité de I'huile essentielle par rapport aux composants
individuels qui définissent son chimotype, Il a été démontré qu'un effet synergique peut se
produire en combinant les composants volatils, principalement un mélange de 1'a-pinene et
le 1,8-cinéol (Jiang et al., 2011).

En plus de ces deux composants majeurs, les composés mineurs peuvent également
contribuer de maniére significative a l'activité antimicrobienne. Les bactéries du genre
Brochothrix thermosphacta constituent la microflore prédominante dans la viande
réfrigérée stockée dans une atmosphére modifiée a haute teneur en oxygeéne.
(Hernandez.,2016)

Bien que ces bactéries soient sensibles a I'huile essentielle de romarin, lorsqu'elles sont
utilisées dans une atmosphere modifiée, cette huile ne produit pas les résultats escomptés.

En effet, I'huile essentielle de romarin est non seulement inefficace contre B.
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thermosphacta a une concentration inhibitrice minimale (CMI) de 2, mais elle a également
un effet néfaste sur la qualités organoleptiques de la viande (Nowak et al., 2012). Par
conséquent, lI'application pratique des huiles essentielles peut étre limitée pour des raisons

de saveur (Hernandez.,2016).

Tableau02 : L’activité antimicrobienne qualitative de 1’huile essentielle de romarin sur

différentes souches bactériennes.

Souche Activité
Salmonella choleraesuis +++
Lactobacillus acidophilus ++
Listeria innocua ++
Citrobacter freundii +
Escherichia coli ++
Shigella sonnei +++

Pseudomonas aeroginosa -

Yersinia enterocolitica 44+
Brochothrix thermosphacta +
Staphylococcus aureus 4+
Bacillus cereus F++
Listeria monocytogenes +
Clostridium perfingens 4+
Aeromonas hydrophila 44+
Shewanella putrefaciens +

Pseudomonas fluorescens -

Vibrio parahaemolyticus ++

Photobacterium phosphoreum +++

+++ : totalement inhibé, ++ partiellement inhibé, +Iégerement inhibé, -pas d’inhibition
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I11.1 Introduction
Ce présent travail a pour but d’étudier I’effet de I’huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis sur la croissance des microorganismes. La partie expérimentale abordée peut

étre présentée en deux axes comme suit :

» L’extraction d’huile essentielle de I’espéce végétale.

» L’étude du pouvoir antibactérien de I’huile essentielle vis-a-vis des souches
bactériennes et fongiques avec la détermination de la concentration minimale
d’inhibition (CMI).

Un diagramme récapitulatif de la procédure suivie est donnée ci-dessous :

[ Récolte de la plante d’intérét }

AV

Extraction par hydrodistillation }

2

L’extrait des huiles essentielles de
plantes

V.

Prénaration du milieu de culture ]

s

[ Préparation de la dilution ]

<z

[ L’étude de ’activité antibacté- ]

@

Ve

-

Vs

Méthode de contact directe Détermination de CMI

Figure 02 : Diagramme genéral de la procédure expéerimentale.
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111.2 Matériel utilisé
111.2.1 Matériel biologique
111.2.1.1 Matériel végétal

Le mateériel végétal est constitué des feuilles de Rosmarinusofficinalis récoltées dans la
région de Laghouat (El ghicha ) durant le moins janvier 2019.Les coordonnées

correspondantes sont récapitulées dans le tableau 03.

Tableau 03: Situation géographique du site de récolte.

S Région de ) ) ) Date de
Nom scientifique ) Altitudes(m) Latitude Longitude .
récolte récolte
) o Laghouat,
Rosmarinus officinalis ) 1138m 33.9164° 2.5379° 1/02/2019
(El ghicha)

Aprés la récolte, les plantes ont été identifiées au laboratoire académique de
département de biologie de I'universit¢ de Laghouat a I’aide d’un spécialiste dans le

domaine. Une photo réelle d’une plante ainsi récoltée est présentée dans la figure 3.

Figure 03 : Rosmarinus officinalis (Original.,2019)
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111.2.1.2 Microorganismes testés
1. Souches bactériennes

1.1 Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a grouper en amas

irreguliers a la fagon d’une grappe de raisin (Dworkin et al., 2006).

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif .1l tient une place tres
importante dans les infections communautaires et nosocomiales. Ainsi, il possede une
coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres especes de staphylocoques.
(Hennekineet al., 2003)

Cette bactérie est tres répandue chez ’Homme et dans de nombreuses espéces animales.
Chez I’Homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains ayant la bactérie au
niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il développe rapidement des
résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu’aux
glyco-peptides (Dworkin et al., 2006).

1.2. Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est un germe de la famille des Entérobactériaceae. C’est un
bacille Gram négatif, aéro-anaérobie, immobile et capsulé. Les colonies bactériennes sont
volumineuses, bombées, brillantes et visqueuses (Kouch., 2015).

1.3. Escherichia coli

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
Gram négative, aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates. Ces bactéries

sont catalase positives et ne posseédent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990).

Elles font parties de la flore commensale de I’Homme et des animaux a sang chaud
(Euzéby., 2011).

Escherichia coli a la particularité de coloniser le tractus gastro-intestinal dans les
premiéres heures de la vie et il représente pres de 80% de la microflore aérobie (Vernozy
Rozand et Montet., 2001).

2. Souche fongique

2.1. Candida albicans

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Ezekowit et al.,
1991).
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Ainsi, elle se reproduit de fagcon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une

cellule mere, tout en formant des colonies blanches crémeuses.(Kabha et al.,1995).

Candida albicans appartient a la flore commensale des individus sains. Chez I’Homme,
cette levure constitue un sérieux probléeme de santé, notamment chez des patients

immunodéprimés et ceux sous thérapies immunosuppressives (Stahl et Ezekowitz., 1998).

Les souche microbiennes utilisées dans cette étude proviennent de 1I’ATCC,
(Tableau04).

Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA bio
Meérieux)

Tableau 04. Origine des souches utilisées dans test d’activité antibactérienne.

Souche Gram Code Origine
Staphylococcus
o . . ATCC 43300 LabVét-Lagh
aureusrésistant a la Positif
méthicilline (MRSA)
Klebsiella pneumoniae négative ATCC 4352 LabVét-Lagh
Escherichia.coli négative ATCC 8739 LabVét-Lagh
Staphylococcus aureus positive ATCC 29312 LabVét-Lagh
Candida albicans - ATCC 10231 LabVét-Lagh

MRSA : Staphylococcus aureus résistant & la méthicilline ; ATCC : American Type Culture

Collection ;LabVét-Lagh : Laboratoire Vétérinaire du la wilaya de Laghouat.

111.2.1.3 Matériel expérimental

Pour effectuer cette étude, on a utilisé les verreries, et les appareillages, et aussi un
ensemble des réactifs, des milieux de culture et des produits chimiques dont une

description detaillée est présentée dans I’annexe 1.
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111.3 Méthodes

111.3.1 Extraction de I’huile essentielle

La mise en ceuvre de I’extraction des produits naturels en général, et des huiles
essentielles en particulier, est confrontée a un certain nombre de problémes, qui sont le

plus souvent:
» La faible teneur de I’huile essentielle dans la matiére végétale.

» Les contraintes de récoltes saisonniéres du matériel végétal qui posent le souci

de son stockage.

Afin d’étudier D’activité biologique de notre huile essentielle, nous avons choisi
I’hydrodistillation comme méthode d’extraction d’huile essentielle. C’est le procédé le plus

simple et souvent utilisé.

. Cette technique est basée sur I’immersion d’un échantillon solide (végétal) dans 1’eau
portée & ébullition, la vapeur saturée d’huiles essentielles traverse un serpentin ou elle se
condense pour donner le distillat qui est composé de I’eau florale et de 1’huile essentielle

(Figure, 04).

Figure 04: Dispositif de I’hydrodistillation a I’échelle du laboratoire — Appareil

Clevenger (Original.,2019)
I11.3.1.1 Mode opératoire
Dans un ballon d’une capacité de 2 litres, on introduit 100 g de maticre végétale

découpée. Puis, on ajoute un volume d’eau qui correspond a 2/3 de la capacité du ballon.
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Ensuite, on adapte le ballon a I’appareil de condensation et on alimente le réfrigérant en

eau. Ainsi, le ballon et son contenu sont mis sur un chauffe-ballon.

Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont
dirigées vers le col de cygne (le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. Enfin le distillat
est récupéré dans un erlenmeyer recouvert d’un papier aluminium pour le protéger de la
lumiéere. On le conserve au réfrigérateur. L’ extraction des huiles essentielles dure plus de 2
heures.

I11.3.1.2 Caractéristiques de I’Huile essentielle

La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :

e Veérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur).
e Déterminer ses indices physiques (Rendement et densité).

A-Analyse physique

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physiques sont celles indiquées par
le recueil de normes de 1’ Association Francaise de Normalisation (AFNOR).

B-Détermination des rendements en huiles essentielles :

L’extraction par hydrodistillation d’huile essentielle de la plante étudiée a été menée
chaque jour, pour définir la valeur maximale du rendement en fonction du temps de
séchage et dans les mémes conditions de travail. Le rendement est défini comme étant le
rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue et la masse du matériel vegétal utilisé
pour cent (AFNOR, 2000). Aprés récupération des huiles essentielles, le rendement est
calculé par la formule suivante :

R4t=m/mo x100

RY : rendement en huiles essentielles (en %) pour 100 g de la matiére séche.

m : masse d’huiles essentielles récupérées (g)

My : prise d’essai du matériel végétal (g).

C-Mesure de la densité

La densité a été calculée en comparant la masse volumique (p) de notre huile essentielle

avec celle de I’eau. En pratique, un volume bien déterminé aura une masse précise du

quelle nous pourrons estimer approximativement concentration massique pondérale.

111.3.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne

Afin d’évaluer [’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Rosmarinus

officinalis, la méthode de diffusion sur milieu gélosé Muller Hinton a été adoptée.
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Selon Faucheére et Avril.(2002), I’aromatogramme est une méthode qui se réalise in
vitro. Elle est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée

antibiogramme ou méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gelosé.

Elle permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par
la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque imprégné d’huile essentielle
(Kheyar et al., 2014).

A- Test de sensibilité aux antibiotiques

Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec l’effet de nos extraits bruts. On a utilis¢ différents antibiotiques :
Gentamicine 10ug (CN), Acide Nalidixiqgue 30pg (NA), Imipenen 10ug (IMI),
Amoxicilline 30pg (AML), Ampicilline 10 pg (AMP). Le choix des antibiotiques a été fait
en fonction de la disponibilité. La Nystatin a été d’autre part testé en tant qu’antifongique

vis-a-vis de la souche du Candida albicans.

Les disques des antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu gélosé (Miieller-
Hinton Agar pour les souches bactériennes et Sabouraud pour la levure), préalablement
ensemencé avec un inoculum a 0.1 Macfarland des souches a étudier. La lecture fait aprés
24 heures d’incubation a 37°C pour les bactéries et apres 48 heures a 27°C pour la levure.
La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole
qu’avec les extraits des huiles essentielles de R.officinalis

B. Préparation des précultures

Les souches microbienne a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant du
milieu Mueller-Hinton Agar et la souche fongique a été cultivée dans des boites de pétri
contenant du milieu Sabouraud. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, un inoculum pour
chaque suspensionbactérienne et fongique d’une densité optique de 0.1 mesurée a 620 nm
a été préparé dans I’eau physiologique stérile.

C-Meéthode de diffusion sur gélose (méthode de Vincent)

L’évaluation de I’effet antibactérien d’huiles essentielle de R.officinalis est testée par la

méthode de la diffusion sur gélose selon les recommandations (NCCLS., 2000).

La méthode des disques est une méthode de diffusion des produits a tester a partir d’un
disque de papier (Whatman N°1) qui permet de mesurer qualitativement la sensibilité des
souches aux effets antimicrobiens (Aouni et al., 2013).
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La méthode des disques est choisie dans cette étude pour sa fiabilité et sa simplicité.
Cette méthode nous fournit des résultats préliminaires sur la sensibilité de la souche et
I’activité antibactérienne du notre HE, grace aux diamétres des zones d’inhibition

apparaissant autour des disques mesurées en millimetres (mm).

La souche bactérienne est préparée dans du milieu de culture approprié et adaptée aux
normes. Les disques imprégnés dans ’huile essentielle sont déposés a la surface de ces
milieux et incubés a 37 ‘C pendant 24 heures. Tous les essais sont effectués a deux

reprises.

La mesure du diamétre des zones d’inhibitions est transcrite dans différent symboles a
I’activité (Tableau 5) (Moreira et al., 2005 ).

Tableau 05: Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés. (Moreira et

al., 2005)
Diametres de la zone
o Transcription Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)
<8 - Résistant
9-14 + Sensible
15-19 ++ Trés sensible
>20 +++ Extrémement sensible

Pour chaque boite la mesure de la zone d’inhibition indique la sensibilité de ce
germe, nous avons deux actions proposées a se produire :
e Soit une action bactéricide ou nous ne remarquons aucune croissance microbienne
autour des disques.
e Soit une action bactériostatique, dont il y’a des zones d’inhibition autour des
disques disposés sur la surface de milieu de culture.
Une récapitulation de protocole expérimental est présentée dans 1’organigramme

suivant
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»
Souche de Réactivation de la souche
référence dans un par ensemecement en strie
milieu de dans la boite de Petrie

conservation /

==

Incubation a 37°C pendant 24 h

Milieu gélose nutritive

2 a 3 colonies

dans I’eau
physiologie

stérile.

4

) ~

) ¢

Imbibé les disques avec deux volumes différentes (20/40ul) de solution a tester a

I’aide d’une micropipette adéquate

L}

Incubation a 37°C pendant 24 h

L}

Absence ou présence de zone d’inhibition

Figure 05: Organigramme décrivant | procédure pratique suivie

-22.



III-Matériel et Méthodes

Avec une suspension fraichement préparée et ensemencée sur les milieux gélosés. Nous
imbibons un disque de papier Wattman stérile N°01 de 6 mm de diamétre avec trois
volumes différents (20et 40 ul) de dilutions croissantes d’extrait d’huile essentielle en
utilisant le DMSO comme diluant (1/2 :1/4) puis nous les déposons sur la surface de gélose

ensemencée ensuite les incubons 1’ensemble pendant 24 heures a 37 C°.

D-.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI (concentration minimale inhibitrice) est la plus faible concentration
d’antibiotique ou de substance antimicrobienne inhibant toute croissance visible aprés un
temps d’incubation de dix-huit a vingt-quatre heures. La CMI permet de définir la
sensibilité ou la résistance des souches bactériennes aux substances antimicrobiennes
(Kablan et al., 2008).

L’huile essentielle Rosmarinus officinalis a été diluée dans le DMSO
(Dimethylsulfoxide) afin d’obtenir une gamme de concentration de 0.3 - 3 mg/ml, Le
méme volume de DMSO est utilisé comme témoin négatif. La suspension microbienne est
préparée selon les normes 0,1 McFarland (Cavallo et al., 2005), 0,1 ml d’inoculum est

immediatement ensemencé dans la gélose a 1’aide d’un écouvillon.

La concentration minimale inhibitrice est la concentration qui correspond a le tube ou il

y a absence de croissance bactérienne.

(Aligianis et al., 2001) ont proposé une classification des extraits du matériel végétal
sur la base des résultats des CMI, comme suit :
» Forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml.
» Inhibition modérée : CMI varie de 0. 6 mg/ml a 1.5 mg/ml.
» Faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.
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V- Résultats

IV.1 Rendement des huiles essentielles

L’huile essentielle a été extraite de matériel végétal sec. Notre huile essentielle a été

obtenue par hydrodistilation, une méthode couramment utilisée pour I'extraction d'une

huile essentielle (Marie Elisabeth.,2005).Les paramétres organoleptiques de notre huile

essentielle sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR. (Afnor., 2000).

Tableau 06: Caractéristiques d’huile essentielle Rosmarinus officinalis

. Valeur pratique / o
Proprietes o Référence
Description
Rendement (%) 0,75 0.5-2
Densité (g/cm®) 0,9085 0,905-0,921
pH 6,03 6-7
Aspect Liquide mobile Liquide mobile, limpide
. Presque incolore
Couleur Jaune clair ) N
jaune pale
Odeur T Caracterlsthue,s fl’aIChe,’p|l‘JS.OU
moins Camphrée selon 1’origine

Nous avons obtenu un rendement en huiles essentielle équivalent & 0,75% pour le
romarin. Ces valeurs sont conformes aux normes AFNOR (0,5-2).Cela peut étre due aux
différents facteurs qui rentrent en jeu, parmi lesquels, nous citons ; la nature du sol, la
période de la récolte, la durée de séchage, le mode d'extraction. (Zabeirou et
Hachimou.,2005).

Le rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis obtenu (0,76%) est le méme
obtenu pour le romarin récolté du Blida (Mechri et Akhdif.,2016) mais inférieur a ceux
trouvés pour le romarin du Liban (1,5%) (Hilan et al.,2006) et celui de la Tunisie(1,85%)
(Ayadi .,2011).

Le rendement en huile essentielle est variable en fonction de la plante utilisée, le
matériel employé pour I’extraction et la méthode d’extraction aussi bien I’origine de la
plante. (Mechri et Akhdif., 2016).
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Rendement

_

Figure 06 : Rendement en huile essentielle obtenue.

Les propriétés physico-chimiques telles que la densité, le pH, constituent un moyen de

vérification et de contréle de la qualité des huiles essentielles (Afssaps., 2008).

En effet, Les paramétres physico-chimiques sont influencés par les conditions
édaphiques, climatiques ainsi que les conditions de cultures des plantes. Il est logique que
leurs valeurs soient différentes d’un endroit a un autre dans le globe (Kulkarni et al.,
1996; Juliani et al., 2006). Selon (Yerou et al., 2016), la densité de I’huile essentielle de

Rosmarinus officinallis L. est de 0.90 Ce qui indique une composition chimique complexe.
V.2 Activité antimicrobienne
IV.2.1 Résultats de tests de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Le tableau (07) reporté les valeurs, en millimétre, des zones d’inhibitions

atteintes avec les différentes souches bactériennes et la souche fongique respectivement.
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Tableau 07. Résultats de I’antibiogramme des germes étudiés en présence de quelques

antibiotiques.

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm)
S. aureus
E. coli | K.pneumoniae S. aureus :
(MRSA) C. albicans
10.2 +
AMP 10 pg 6+0 44+ 0 R -
1,838
AML 30ug 13.245+0,3 6+0 42.08+0,593 R -
CN : 10ug 26.98 = 20.485+0,261 23.185+ 0,53 24,185 + 0,435 -
NA : 30ug 21.01 17.55 £ 0,325 11.095+0,304 R -
IMI: 10ug 6.00£0.00 | 6.00+£0.00 18.05 £0,763 R -
Nystatin(10uQ) - - - - 27,205 £ 1,124

D’apres les résultats du tableau VII, on observe que les différentes souches de bactéries
étudiées reagissent differemment aux antibiotiques testés. Parmi les souches étudiées, la
souche S.aureus (MRSA) se révele multi-résistantes, tandis que les trois autres semblent

étre plus sensibiles

La levure Candida albicans était fortement inhibée par la nystatine (10 pg) comme

antifongique ou un diamétre d’inhibition d’environ 27 mm a été enregistré respectivement

De plus, la souche S. aureus a montré une sensibilité élevée en la comparant avec les
deux autres souches Gram négative .Généralement, les bactéries Gram-positives sont plus

sensibles par rapport aux bactéries Gram négatives (Abirami et al., 2012).

Ces derniéres ayant une membrane externe composé de phospholipides, de protéines et
riche en molécules de lipopolysaccharide .Leur membrane formant une barriere
imperméable (Bouterfas et al.,2014; Ambreeni et al., 2012) qui empéche l'entrée de
substance environnementale comme les antibiotiques et les anti-inhibiteurs (Mendes et al.,
2013). La membrane est également associée a I'enzyme dans I'espace périplasmique qui

sont capables de décomposer la molécule introduite de I'extérieur (Adaykalaraj et al.,
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2012). en revanche, les bactéries Gram-positives sont plus sensibles ayant seulement une
couche de peptido-glycane externe qui n'est pas une barriéere de perméabilité effective
(Abirami et al., 2012).

IV.2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur

disques

On a etudie in vitro le pouvoir antibactérien et antifongique de I’huile essentielle du
Rosmarinus officinalis, par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide.

L activité antimicrobienne de I’huile essentielle est estimée en terme de diametre de la
zone d'inhibition autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis de cing germes
pathogénes a savoir Escherichia coli (ATCC 8739),Staphylocaccus aureus(ATCC 29312),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM) (43300ATCC) et Candida albicans (ATCC 10231),apres une durée d'incubation

adéquate avec de méme une température convenable pour chacune.
Les résultats ainsi obtenus sont récapitulés dans le tableau VIII.

Tableau 08 : Résultats de I’effet de I’huile essentielle du Romarin diffusé aprés

méthode des disques

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Micrsoorganisme
C1 C2
(mg/ml) (mg/ml)
Escherichia coli 10,6£0.02 8.1+0,01
Staphylococcus aureus résistant a la
meéticilline
(SARM) 10+0 710
Klebsiella pneumoniae 11+0,1 8,9+0,02
Staphylococcus Aureus 12+0 8,5+0,04
Candida albicans 14,6+0,02 10,3+0,02

Selon les résultats de I’effet de I’huile essentielle du romarin sur la croissance des
microorganismes testés, on constate que les souches testes présentent une sensibilité

modérée vis-a-vis de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis.
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Une description des résultats obtenus via I’étude de I’effet de I’huile du romarin sur les
différentes souches microbiennes est récapitulée dans les figures 07, 08, 09, 10,11.

12
10

o N B O

cl c2

M zonne d'inhibition

Fig. 07: Effet de I’huile du romarin sur Klebsiella pneumoniae

12
10

[ zonne d'inhibition

Fig. 08: Effet de I’huile du romarin sur Staphylococcus Aureus
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C1 Cc2

M zonne d'inhibition

Fig. 09 : Effet de I’huile du romarin sur Escherichia. coli

10

cl c2

@ zonne d'inhibition

Fig. 10 : Effet de I’huile du romarin sur Staphylococcus aureus (MRSA)



IV-Résultats et discussion

16
14
12
10

O N B O

C1 C2

M zonne d'inhibition

Fig. 11: Effet de I’huile du romarin sur Candida albicans

31



IV-Résultats et discussion

L’analyse des résultats de I’effet de 1’huile essentielle du Romarin sur la croissance
des différentes souches microbiennes testées, montrent que [’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis est douée d’une activité antimicrobienne aussi bien contre les
bactéries Gram+ que Gram™ ainsi que contre la levure, ce qui est en accord avec les travaux
de (Ayadi et al .,2011) qui ont rapporté que 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

présente un effet antibactérien notamment sur les souches bactériennes & Gram négative.

De méme, (Lopez et al., 2005) rapportent que 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
a une activité inhibitrice vis-a-vis de la souche Staphylococcus aureus, Escherichia coli
Klebsiella. pneumoniae et Candida albicans, ce qui ne fait que confirmer les résultats de la

présente étude.

D’autre part, selon (Conner et Beuchat., 2000), I’action des huiles essentielles contre les
levures peut vraisemblablement étre le résultat de 1’affaiblissement des processus
enzymatique impliqués dans la production énergétique et la synthese de ses composants
structuraux, ce qui confirme la forte sensibilité de Candida albicans vis-a-vis de 1’huile
essentielle du Romarin lors de cette étude qui s’est traduite par 1’apparition d’une grande

zone d’inhibition.

Il est postulé que les différents composants des huiles essentielles montrent différente
degrés d’activité contre les bactéries Gram+ et/ou des bactéries Gram™ (Dorman et Deans.,
2000). Ainsi, la composition chimique des huiles essentielles peut varier selon plusieurs
facteurs intrinséques et extrinséques (Lahlou., 2004).

(Skocibusic et al.,2006) et (Sharififar et al.,2007) ont affirmé que ’activité antimicrobienne
des huiles essentielles est due entre autres a la présence des alcools a longues chaines et

des composés phénols qui inhibent la croissance des bactéries.

Selon (Griffin et al., 1999) et (Davidson et Naidu., 2000), les terpénoides et les
phénylpropanoides développent leur action contre les bactéries grace a I’interaction avec la

membrane cellulaire.

D’apres les résultats, on remarque que 1’huile essentielle du romarin posséde une
activité antibactérienne et antifongique, dont la souche la plus sensible est Candida
albicans. Alors que la souche la moins sensible est Staphylococcus aureus résistant a la

méticilline.
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IV.2.3 Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de
I’inoculum est capable de se développer apres disparition du composé inhibiteur (Mann et

Markham., 1998).

Nous rapportons dans le tableau, les CMI de notre extrait le plus actif de notre bactérie
lors de I’étude en milieu liquide, Les CMI sont inversement proportionnelles aux

changements de couleurs.

Tableau 09: Les valeurs de CMI (exprimée en mg/ml) relatives aux souches testées avec

le DMSO comme solvant

Espéces CMI (mg/ml)
E.coli 1.01
K. pneumoniae 0.8
S. aureus 0.6
C.albicans 0.3

( Yakhlef et al .,2011) ont proposé une classification des extraits du matériel végétal sur la

base des résultats des CMI, comme suit :
— forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml ;
— inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1.5 mg/ml ;
— faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.

Ainsi selon cette classification, on constate une forte inhibition de 1’extrait de d’huile
essentielle de rosmarinus officinallis sur les souches testés a eu lieu impliquant que

I’extrait de Romarin pourra faire I’objet d’un bactéricide et/ou fongicide d’excellence.

Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent s’expliquer par la présence de
composés antibactériens dans notre extrait de plante a différentes concentrations, mais

aussi par rapport au choix des techniques utilisées. (Yakhlef et al., 2011).
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Photo 12. Résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’extrait

du R.officnalis sur C.albicans.

(Boutabia et al., 2016) ont rapporté une étude détaillée sur 1’activité antibactérienne de
I’huile du Romarin de la région de hammamet (Tebessa-Algérie). Les résultats obtenus a
partir de l'aromatogramme ont montrés que les souches de Staphylococcus aureus et
Staphylococcus aureus (SAMR), ont été les bactéries les plus sensibles aux extraits du
Rosmarinus officinalis. (Jordan et ses collaborateurs.,2013) ont mentionné qu'une forte
proportion d'a-pinéne augmente I'efficacité des huiles essentielles du romarin contre
Staphylococcus aureus, tandis que la présence de 1,8 cinéole, comme le composé le plus

abondant, diminue considérablement I'efficacité de ces huiles.

(Makhloufi ., 2012) a rapporté a son tour dans sa these de doctorat une étude bien
précise sur l’activité antibactérienne de Romarin du Bechar et de valeur de CMI
équivalente a 0,5 a été estimé pour 1’extrait méthaolique de Romarin vis a vis de S.aureus

et E.coli.

En outre, (Giordani et al., 2008) ont rapporté une valeur de CMI équivalente a 0,2208
pg/ml,pour le romarin d’ Annaba Vvis-a-vis des ouches e » C.albicans mais dans I’étude de
(Ksouri et al., 2017) portée sur I’HE de cette méme plante, collecté da la méme région et
testé sur des isolats cliniques de, ces auteurs ont enregistrés des valeurs de CMI plus élevée
(2,399 a 3,108 mg/ml).

Etant donné que I’H E d’une plante aromatique est un mélange complexe de plusieurs

composés, I’attribution d’une propriété biologique a I’'un de ses composants reste difficile.
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Les composes majeurs sont généralement les garants des effets biologiques. En effet,
les analyses chromatographiques ont montrés que le romarin a un profil chimique dominé

Surtout par 1,8-cinéole et bornéol.

En général, dans des études réalisés a travers le monde, ou ils ont démontrés que ces
terpénes agissent sur l'intégrité cellulaire, I'inhibition des processus de respiration et de
transport d'ions et augmentent la perméabilité des membranes cellules fongiques (Lima et
al.,2005 ; Tangarife-Castafo et al.,2011).

Parallélement, dans cette espéce de romarin, le groupe de terpenes isolé par plusieurs
auteurs comme le bornéol, le camphre, la camphéne et le bornyle acétate,ont été signalés a

étre responsable de I’activité antimicrobienne par (Rasooli et al.,2008).

En effet, la sensibilité des micro-organismes peut varier selon le germe testé, la
composition de I’huile essentielle, la région et la saison de récolte car une méme huile
essentielle peut étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis

d’autres ou sans effet (Hermal.,1993).
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Conclusion

V- Conclusion

Les plantes medicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce travail, on a entrepris une étude sur I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis récoltée de la région d’El
Ghicha (Laghouat).

L’extraction de L’huile essentielle a été réalisée par hydro distillation. La valeur du
rendement en huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis est de 0,75%.

L’étude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des disques a montré des

résultats intéressants vis-a-vis a des microorganismes testes.

Les extraits ont un bon effet bactériostatiques sur les bactéries Gram positives par rapport
aux bactéries Gram négatif ainsi que sur la souche fongique utilisée. Parmi les souches
microbiennes étudiées, Candida albicans semble étre la souches les plus sensible vis-a-vis
des extraits, tandis que Staphylococcus aureus (MRSA) est la souche la moins sensible.

Les CMI enregistrées (Candida. albicans 0.3mg/ml, Staphylococcus. aureus 0.6mg/ml
Klebsella.pneumonia : 0.8mg/ml, Escherichia.coli :1.01mg/ml), d’une part, I’importance
d’activité antimicrobienne des extraits de R.officinalis, d’autre part, son efficacité

thérapeutique.

Il ressort de la présente étude que I’huile essentielle de R. officinalis étudiée peut étre
utilisée comme une bonne source naturelle d’agents antimicrobiens. Dans cette étude nous
avons utilisé des extraits bruts, ce qui ne nous renseigne nullement sur la nature des
composés responsables des activités antimicrobiennes observées. Par conséquent, comme
perspectives, il serait nécessaire d’effectuer d’autres travaux complémentaire afin d’isoler
et d’identifier la ou les substances responsables des activités antimicrobienne et de
déterminer leur mécanismes d’action et aussi d’évaluer d’autres activités biologiques de
cette plante médicinale et aromatique par exemples: activité antiparasitaire, anti-

inflammatoire et/ou antivirale.
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Résumé :

Dans le cadre de ce travail, on s’est intéressé a 1’étude de 1’activité antibactérienne et antifongique
de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis récolté dans la région de Laghouat (El-ghicha). L’extraction
de L’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation. Aussi, 1’effet antimicrobien/antifongique des huiles
essentielles extraites est effectué sur quarte souches bactériennes et une levure par la méthode de diffusion
des disques sur milieu gélose.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que le rendement en huile essentielle de la partie aérienne
de Rosmarinus officinalis est de 0,75%.

L’étude de I’activité antimicrobienne/ antifongique par la méthode de diffusion des disques a montré
que ces huiles possedent une bonne activité antimicrobienne surtout sur Candida albicans soit une valeur de
diamétre de la zone d’inhibition de 14,6mm. Pour S.aureus, on a une valeur de diamétre de la zone
d’inhibition de 12 mm, avec un degré de sensibilité variable pour les autres souches testées.

Mots clés: Romarins officinales L. huile essentielle, activité antimicrobienne, activité antifongique, extrac-
tion.

Abstract :

In this work, we studied the antibacterial and antifungal activity of the essential oil of Rosmarinus
officinalis harvested in the region of Laghouat (El-ghicha). The extraction of the essential oil was carried out
by hydrodistillation. Also, the antimicrobial / antifungal effect of the extracted essential oils is carried out on
four bacterial strains and a yeast by the diffusion method of the disks on agar medium.

From the results obtained, it is noted that the yield of essential oil of the aerial part of Rosmarinus
officinalis

is 0.75%.

The study of antimicrobial / antifungal activity by the diffusion method of the disks showed that
these oils have a good antimicrobial activity, especially on Candida albicans, ie a diameter value of the inhi-
bition zone of 14.6 mm. For S.aureus, there is a diameter value of the inhibition zone of 12 mm, with a vary-
ing degree of sensitivity for the other strains tested.

Keywords : Rosmarinus officinalis L.., essential oil, activity microbial, extraction.
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Annexes

Annexe 1 : Matériels non biologique utilisée dans le laboratoire

Verreries et

petite materiels

Tubes a essais
Béchers Fioles
Pipettes pasteur
Micropipette
Boites de pétri
Anse de platine
Papiers filtre Pince
Pissette Cuvette de
spectrophotométre
Portoir

Ciseau
Erlenmeyer

Coton-tige

Appareillage et
dispositifs

Réfrigérant
Bain marie
Bec benzene
Balance
Autoclave

Etuve

-47 -

Réactifs et
milieux des
cultures

L’eau physiologique

L’eau distillée

Muller-Hinton (M.H)
Sabouraud

Gélose nutritive (G.N)
L’eau javel

Agar Agar

Glucose

NACL

DMSO



