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Résumé

Plusieurs recherches ont été concentrés sur les huiles essentielles extraites des plantes
aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de plusieurs
propriétés biologiques. Dans ce contexte, nous avons évalué in vitro I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles d’Artemisia herba alba provenant de la région de Béchar (Meridja) sur
la croissance de Staphylococcus aureus résistante a la méticilline.

Les huiles essentielles extraites d’Artemisia herba alba par la technique d’hydrodistillation
ont montré un rendement voisin de 1,491%.

En revanche, les résultats du screening phytochimique de la plante ont révélés la richesse
de la plante en différents groupes de métabolites secondaire tels que, les alcaloides, les tanins
galliques, les flavonoides, les saponosides, les hétérosides et les coumarines.

L’étude de I’activité antimicrobienne par aromatogramme, a montré que ’huile essentielle
d’Artemisia herba alba exerce une forte activité contre les trois souches étudiées (S. aureus
ATCC 6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus isolée d’'un ECBU) dont les
zones d’inhibition sont respectivement de 9mm, 26mm et de 14mm.

Les valeurs des diamétres des zones d’inhibition obtenues par le test de la
méticillinorésistance de S. aureus ATCC 6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus
isolée d’un ECBU sont respectivement de 15mm, 27mm et 30mm.

De plus, la méthode de la microplaque a permis d’obtenir les CMI pour S. aureus ATCC
6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus isolée d’un ECBU a des valeurs allant
respectivement de 0,625% ; 0,625% et 1,25% et a des valeurs allant respectivement de 5% ; 5%
et 5% pour la CMB.

Mots clés : Artemisia herba alba, huiles essentielles, SARM, screening phytochimique, activité

antimicrobienne, méticillinorésistance.




Abstract

Several investigations have focused on essential oils extracted from aromatic plants. The
various published results indicate that they have several biological properties. In this context,
we evaluated in vitro the antimicrobial activity of Artemisia Herba alba essential oils from the
Bechar region (Meridja) on the growth of meticillin-resistant Staphylococcus aureus.

The essential oils extracted from Artemisia Herba alba by the hydrodistillation technique
showed a yield close to 1,491%.

In contrast, plant phytochemical screening results revealed the plant’s richness in different
groups of secondary metabolites such as, alkaloids, gallic tannins, flavonoids, saponosides, the
heterosides and the coumarines.

The study of antimicrobial activity by aromatogram showed that the essential oil of
Artemisia Herba alba exerts a strong activity against the three strains studied: S. aureus ATCC
6538, S. aureus isolated from a skin wound, and S. aureus isolated from an ECBU with
inhibition zones of 9mm, 26mm and 14mm respectively.

The diameters of the inhibition zones obtained by the meticillin test for S. aureus ATCC
6538, S. aureus isolated from a skin wound, and S. aureus isolated from an ECBU are 15mm,
27mm and 30mm, respectively.

In addition, the microplate method yielded the MICs for S. aureus ATCC 6538, S. aureus
isolated from a skin wound, and S. aureus isolated from an ECBU with values of 0,625%;
0.625% and 1.25% respectively and values ranging from 5%, 5% and 5% respectively for CMB.

Keywords: Artemisia Herba alba, essential oils, MRSA, phytochemical screening,

antimicrobial activity, meticillino- resistance
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Introduction

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme medicaments. Les médicaments
a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques (Dibong et al., 2011).

L’organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que la médecine traditionnelle couvre
les besoins en soins de santé primaire de 80% de la population mondiale (OMS, 2013). Ainsi
de nombreuses études in vitro ont été réalisées par des médecins et des pharmaciens biologistes
avec des résultats concluants. Dans son livre Antiseptiques essentiels publié en 1938, René-
Maurice Gattefossé, le pere de I’aromathérapie, décrit déja la considérable avancée de la
recherche dans ce domaine.

Les infections acquises a 1’hopital sont une réalité préoccupante surtout dans des services a
haut risque tels que le service de chirurgie, qui recrute des patients extrémement vulnérables a
la colonisation et par conséquent a I’infection. Parmi les micro-organismes les plus incriminés
dans ces infections, Staphylococcus aureus qui occupe une place privilégiée par son pouvoir
pathogéne. En revanche, le bactériologiste britannique Alexander Fleming a lancé un
avertissement dans un article intitulé « Penicillin’s finder Assay it’s futur » publié dans le New
York Times en 1945. Il craignait qu’un mauvais usage de la pénicilline ne conduise a
sélectionner et a propager des formes mutantes de bactéries résistantes aux médicaments. Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2017) le développement de la multi-résistantes chez
les bactéries qui représentent une menace particuliere dans les hdpitaux qui sont responsables
des infections communautaires, sont un sujet d'inquiétude majeur pour les instances sanitaire,
ces bactérie sont devenues résistantes a un grand nombre d’antibiotique, ¢’est pour cela qu’ils
souhaitent prendre des mesures afin de lutter contre la résistance aux antibiotiques par des
antibiotiques efficaces pour notre systéme de santé. Les pistes de recherche sont nombreuses
mais I’exploration des ressources naturelles apparait comme des plus prometteuses car celles-
ci constituent, de par leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives
(Guinoiseau, 2010). Les huiles essentielles sont connues pour leur pouvoir inhibiteur contre
les bactéries pathogenes et multirésistantes (Tassou et Nychas, 1995).

Les huiles essentielles constituent un complexe de molécules bioactives qui possedent
diverses propriétés biologiques intéressantes. Par ailleurs, L’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est connue de fagon empirique depuis 1’ Antiquité.

Cette etude est résumee en deux parties :

+ Une étude phytochimique des huiles essentielles afin de vérifier la présence ou I’absence

de certaines familles chimiques.
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+ Une étude qui s’intéresse a tester in vitro ’effet des huiles extraites sur ’activité
microbienne de Staphylococcus aureus.
Pour cela nous nous sommes intéressées a étudier I’effet antimicrobien des huiles

essentielles d’Artemisia herba alba.
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I- Artemisia herba alba

I-1- Généralités sur les plantes médicinales

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes contenant toute une
gamme de matieres efficaces peuvent avoir des actions trés différentes suivant leur préparation
(Schauenberg et Paris, 2005).

L’effet thérapeutique reconnu de ces plantes, dépend de la nature chimique des substances
actives qu’elles contiennent ; c’est selon cet effet que les plantes médicinales sont réparties en
groupes. Ainsi, et tenant compte de la possibilité qu’une plante médicinale peut souvent traiter
a la fois plusieurs affections, une méme plante peut faire partie de plusieurs groupes de plantes
médicinales (Rubin, 1988). Mais les plantes médicinales ne deviennent utiles qu’aprés avoir
subi un certain nombre de transformations qui visent a libérer leurs principes actifs et a les
rendre assimilables par I’organisme. Pour cela, plusieurs techniques sont employées tel que les
traitements mécaniques (émulsion, pulvérisation...), [’expression, la dissolution, Ila
distillation...etc. (Rubin, 1988 ; Duraffourd et al., 1990). Une fois les principes actifs extraits
et leurs effets étudiés, ils sont présentés sous de nombreuses formes qui dépendent surtout des
voies d’administration justifiées par les maladies a traiter. On les appelle formes galéniques,
parmi lesquelles on trouve les infusions, les sirops, les teintures meres, les huiles essentielles,

les gélules faites de poudres...etc (Abayomi, 2010).

I-2- Phytothérapie et aromathérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie. La phytothérapie utilise I’ensemble
des éléments d’une plante, alors que 1’aromathérapie utilise les extraits aromatiques de la plante.
C’est une thérapeutique utilisant les essences, les huiles essentielles et les hydrolats aromatiques
des plantes médicinales.

La différence majeure entre ces deux derniéres reposes sur le fait que I'aromathérapie a une
action rapide mais courte et a l'inverse la phytothérapie a une action lente mais durable.

L’aromathérapie est classée parmi les médecines non-conventionnelles, naturelles ou
alternatives mais n'est pas considérée comme une médecine douce, en effet mal utilisée, elle
peut s'avérer toxique et dangereuse, elle s’apparente a la naturopathie. Elle peut étre utilisée
dans un but préventif, curatif pour des maladies physiques ou psychosomatiques ou dans un but

de mieux étre. On distingue deux types d’aromathérapie : L'aromathérapie de terrain, qui
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considere I'homme dans sa globalité, et l'aromathérapie symptomatique qui traite les
manifestations ou les causes d'une maladie.

Il faut souligner I’importance de la végétation dans notre monde, car sans elle, ni les
hommes, ni les animaux ne pourraient vivre. En effet, un septieme seulement des plantes
médicinales existantes renferment des propriétés curatives, et encore a condition que ces plantes

soient judicieusement choisies et soigneusement préparées (Feltz, 2018).

I-3- Présentation de la plante Artemisia herba alba

Connue depuis des millénaires, Artemisia herba-alba (I’armoise blanche) a été décrite par
l'historien grec Xénophon, dés le début de I'IVe siecle av. J.-C., dans les steppes de la
Mésopotamie. Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio Jordan Claudio
de Assoy del Rio, c’est une plante essentiellement fourragére, trés appréciée par le bétail et
surtout dans les steppes algériennes comme paturage d’hiver (Messail, 2011). Sa croissance
végétative a lieu a I’automne (feuilles de grande taille) puis dés la fin de I’hiver et au printemps
(feuilles plus petites) (figure n°l), la floraison commence en Juin et se développe
essentiellement en fin d'été (Gharbi et al., 2008). Plus de 300 différentes espéces de ce genre
se trouvent principalement dans les zones arides et semi-arides d’Europe, d’Amérique, de

I’ Afrique du nord, ainsi qu’en Asie (Proksch, 1992).

Figure n° 1: Artemisia herba alba (Mohamed et al., 2010).
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I-3-1-Description botanique
I-3-1-1-Partie aérienne

Artemisia herba alba est une plante vivace, la tige, ou partie ligneuse, ramifiée de 30 a 50
centimétres de long, trés feuillées avec une couche épaisse. La touffe des tiges est plus
importante selon la pluviométrie, les feuilles sont courtes, alternées, tres divisees, laineuses,
blanches, pubescentes et pennatipartites. Elles diminuent de taille au fur et a mesure que les
rameaux s'allongent. Cette diminution de taille des feuilles entraine une réduction considérable
de la surface transparente, et par conséquent, permet a la plante de résister a la sécheresse, et
les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites (3/1.5mm) et ovoides. L'involucre
est a bractées imbriquees, le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule
toutes hermaphrodites, sessiles et en bottes. Les fruits sont des akenes (Eloukili, 2013 ;
Gharabi et al., 2008).

I-3-1-2-Partie souterraine ou racine

L'armoise blanche possede des racines obliques nombreuses, ligneuse et épaisse, pénétrant
le plus souvent a une profondeur de 20 a 30 cm dans le sol et s'étalant horizontalement jusqu'a
50 cm avec une rhizosphere peu profonde (Negre, 1962), (figure n°2). Cependant, ce systéeme
racinaire peut trés bien se développer en profondeur dans les régions a sol plus épais (Yessef,
1985).

Tige

Racine principale

Racine secondaire

Figure n° 2 : Morphologie générale de la plante d’Artemisia herba alba (Eloukili, 2013).
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I-3-2-Noms vernaculaires

Artemisia herba alba est baptisé sous plusieurs noms mentionné dans le tableau n°® 1 :

Tableau n° 1 : Noms vernaculaires d’Artemisia herba alba.

Nom scientifique =~ Artemisia herba alba asso Quezel et santa 1963

En arabe : Chih Seddiek et al. 2011

N @82 En tamazight : Ifsi El Rhaffari 2008

Nom en francais Armoise blanche El Rhaffari 2008

Nom en anglais White wormwood Abass 2012
Référence

Nom en Italie Assenzio romano Seddiek et al. 2011

I-3-3-Systématique
La classification de 1’espéce Artemisia herba alba selon Julve en 2015 est comme suivit
(Figure n°3).

Reégne : Plantae

Embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotyléedones

Ordre : Asterale Tribu : Anthemideae
Famille : .4steraceae Genre : Artemisia
Sous-famille : Asteroideae Espéce : Herba alba Asso

Figure n° 3 : Taxonomie de I’espéce Artemisia herba alba (Julve, 2015).
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I-3-4-Ecologie

Sur le plan écologique, Artemisia herba-alba présente une plasticité relativement grande.
Elle se développe dans des bioclimats allant de I’étage semi-aride supérieur a 1’étage saharien
inférieur & pluviométrie moyenne annuelle entre 100 et 600 mm, sur des sols a texture fine,
limoneux argileux et limoneux sableux bien drainés. Elle semble indifférente aux altitudes, et
supporte le calcaire et des niveaux de salinité modérément élevés (Aidoud, 1988; Ouyahya,
1995). En Algérie, Artemisia herba alba trouve son optimum, en tant qu’espéce dominante,
dans I’étage bioclimatique aride et aride frais parfois semi-aride frais avec une pluviosité
moyenne de 100 & 300 mm (Djebaili, 1984 ; Aidoud, 1988). Elle se développe au fond des
dayas sur des terres meubles, sablonneuses et limoneuses en association avec 1’alfa (Stipa
tenacissima L.), le sparte (Lygeum spartum L.) et Noaea mucronata Forssk. Selon le Haut-
Commissariat au Développement de la Steppe (HCDS), la superficie totale du faciés a armoise
blanche en 2001 a été estimée a environ 2 millions d’hectares (soit 10% de la superficie totale
des parcours steppiques). Ce facies a connu une importante régression par rapport a la
statistique de 1970 qui enregistrait 3 millions d’hectares (soit une régression de 30%). Le
surpaturage, le défrichement et la mise en culture de zones plutdt propices a son développement,
accentuent de facon sensible et irrémédiable la régression de son aire de distribution, en
provoquant son recul au profil d’autres espéces peu palatables (Aidoud et al., 2006 ; HCDS,
2010).

I-3-5-Répartition géographique
[-3-5-1-Au niveau mondial

L’espéce d’Artemisia herba alba pousse dans I'ensemble des pays du bassin méditerranéen
(Nabli, 1989), (figure n°4). C'est une plante steppique des régions irano-touraniennes,
prédominante dans les steppes d'Espagne ainsi que dans le désert de Sinai (Segal et al., 1987).

Artemisia herba-alba est absente des zones littorales nord et se raréfie dans I'extréme sud
(Nabli, 1989).
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Figure n°® 4 : Distribution géographique d’Artemisia herba alba dans le bassin méditerranéen
(Aidoud, 1988).

I-3-5-2-Au niveau régional
Artémisia herba alba est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et au moyen
orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements

importants dans les zones désertiques (Hurabielle et al., 1981).

I-3-5-3-Au niveau local

En Algérie, Artémisia herba alba, connue sous le nom de « chih » ou encore appelé semen-
contra barbarie, couvre pres de six millions d'hectares dans les steppes, elle se présente sous
forme de buissons blancs, laineux et espacés (Boutekjenet, 1990). Et se développe dans les
zones bioclimatiques qui vont de la partie supérieure semi-arides a la partie inferieur
Subsaharienne (Gharbi et Sand, 2008), (figure n° 5). Artemisia herba-alba est distribuée dans
les zones steppiques sur une bande longue de 1200 km, allant de la frontiére Tunisienne jusqu'a
la frontiére Marocaine, et constituée des hautes plaines steppiques de 1’Ouest et du Centre, de
la cuvette du Hodna et des hauts plateaux Constantinois. C’est dans le Sud Oranais ou elle est
la mieux représentee en formant un paysage végetal tres monotone. Ses limites vers le Nord
s’étendent jusqu’a la bordure Sud de 1'Atlas tellien Orano-Algérois et le secteur de tell
Constantinois, et au Sud jusqu’a la région steppique présaharienne (piémonts Sud de 1’atlas

saharien et plateau saharien Sud). Elle est présente aussi dans le Hoggar a I’extréme Sud
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Algérien sur des altitudes allant jusqu’a 2000m. Des stations d’Artemisia herba-alba ont été

signalées par Debeaux dans les sahels littoraux du secteur Oranais (Bougoutaia, 2018)
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Figure n° 5 : Aire de distribution d’Artemisia herba-alba en Algérie (Bougoutaia, 2018).

I-3-6-Composition chimique

Artemisia herba alba constitue un fourrage particulierement intéressant. En effet, la plante
présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé que ne laisse préjuger son aspect (17 a
33%). La matiére séche apporte entre 6 et 11 % de matiére protéique brute dont 72% est
constituée d'acides aminés. Le taux de B-carotene varie entre 1.3 et 7 mg/kg selon les saisons
(Da Silva, 2004).

La valeur énergétique de I'armoise blanche, trés faible en hiver (0.2 a 0.4 UF/kg MS),
augmente rapidement au printemps (0.92 UF/kg MS) pour diminuer en été (0.6 UF/kg MS). En
automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de croissance et la valeur
énergeétique augmente de nouveau (0.8 UF/kg MS) (Eloukili, 2013).

Artemisia herba Alba est une plante riche en métabolites secondaires, parmi ces métabolites
on trouve des constituants volatiles, I’huile essentielle, des constituants non volatiles tel que les

flavonoides et sesquiterpénes lactones qui offrent une vertu médicinale. En plus des
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sesquiterpénes lactones et des flavonoides 1’analyse phytochimique a montré que la
composition des huiles essentielles de 1’Artemisia herba Alba est riche en monoterpenes,

triterpénespentacyc -liques, santonines, coumarines et tanins (Mohamed et al., 2010).

I-3-6-1-Composés polyphénoliques et flavonoides

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles.

A Détat naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétéroside
(Kheffach, 2015). Les principaux flavonoides isolés a partir de I'armoise herbe blanche sont :
la hispiduline, la cirsimaritine. Des flavones glycosidiques comme la 3- rutinoside, quercétine
et isovitexine sont aussi mis en évidence (Aouadhi, 2010). Il est noté aussi que la composition
biochimique d'une espéce végétale est liée directement a la qualité du substrat c'est-a-dire le sol
(Bouzidi, 2016).

I-3-6-2- Les sesquiterpene lactones

Les sesquiterpénes lactones sont 1’un des produits naturels les plus répandus chez les
espéces d’Artemisia et largement responsable de I'importance de ces plantes en médecine et en
pharmacie. Plusieurs types de structure des sesquiterpénes lactones ont été trouvés dans les
parties aériennes d’A. herba alba. Eudesmanolides suivi des germacranolides semblent étre les
types de lactones les plus abondants et présents chez cette espéce. Il a été prouvé qu’en Algérie
I’espéce Artemisia herba alba est riche en sesquiterpenes lactones (Mohamed et al., 2010).

I-3-6-3- Les Huiles essentielles

Au cours des dernieres decennies, I'huile d'Artemisia herba-alba, a été compléetement
étudiés et la diversité de la composition en huile provenant de plantes cultivées dans différents
pays et méme de différentes localités d’un méme pays ont conduit aux nombreux chimiotypes.
En régle générale, il a été signalé que I’huile était composée de monoterpénoides,
principalement oxygénés,comme le 1,8-cinéole, la chrysanthénone, le chrysanthénol (et son
acétate), les a/B-thujones et le camphre en tant que composants majeurs (Mohamed et al.,
2010).
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I-3-7-Usage de la plante
I-3-7-1-Usage en phytothérapie

En commun avec plusieurs d’autres espéces de ce genre, L’Artemisia herba-alba (Asso),
plante caractéristique du moyenne-orient et d’ Afrique du Nord (Feinbrun-Dothan, 1978), est
utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies y compris I’entérite et les
troubles intestinaux (Yashphe et al., 1987). Elle est aussi utilisée en tant que reméde de
I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Eidi et al., 2009). Cette espece a des vertus
purgatives évidentes jouant un grand réle dans le contrdle des vers intestinaux, en particulier
des ovins, mais pouvant également entrainer la mort de jeunes agneaux. L’infusion des feuilles
de cette espece sont utilisées en medecine traditionnelle pour soigner le diabete, bronchite,
abces, diarrhée et comme vermifuge. Plusieurs études scientifiques ont également prouvé
I’efficacité de I’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique (Barham et Trinder, 1972),
antiparasitaire,  antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien, antipyrétique,

antispasmodique et antihémorragique (Deyama et al., 2006).

1-3-7-2-Usage alimentaire
En alimentation, I'armoise blanche est considérée comme l'ardme de certaines boissons
comme le thé ou le café. Néanmoins, son usage dans l'industrie alimentaire reste tres limité a

cause de la toxicité de la béta thujone dont le taux ne doit pas dépasser 5mg/kg (Eloukili, 2013).

1-3-7-3-Activité antimicrobienne

Il a été prouvé par des chercheurs israéliens en 1979 que I'huile essentielle de 1’ Artémisia
herba alba est active contre quatre souches bactériennes : deux Gram+ (Staphylocoques et
Streptocoques) et deux Gram- (E. coli et Salmonella typhosa) et ceci en inhibant leur croissance
par une activité bacteriostatique (Eloukili, 2013).
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I1- Les huiles essentielles
11-1- Definition

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se
solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait
référence au parfum, a 1’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante et contrairement a ce
que le terme pourrait laisser penser, I’huile essentielle ne contient pas de corps gras comme
I’huile végétale (Anton et Lobstein, 2005 ; Bruneton, 1993), et elles se forment dans un
grand nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme secondaire (Angus et al.,
1976), leurs synthese et accumulation se font généralement au niveau des structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante (Cherif, 1991).

La définition des huiles essentielles a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO
qui ont donnés la définition suivante : « I’huile essentielle est le produit obtenu a partir d’une
maticre premicre d’origine végétale, soit par entralnement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de I’épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation. L’huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (AFNOR,
2000 ; 1SO, 1997).

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancees scientifiques, au niveau des
techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique. Parallelement, leur
utilisation a aussi tiré profit de I’avénement de 1’aromathérapie. René-Maurice Gattefosse a
créé, en 1928, le terme de I’aromathérapie (Besombes, 2008). La petite histoire dit qu’il aurait
découvert les propriétés de I'huile essentielle de lavande lors d'une explosion dans son
laboratoire de parfumerie en 1940, ce qui le brlla gravement. Il aurait trempé sa main dans un
vase plein d'huile essentielle de lavande et les brilures régressérent rapidement sans laisser de
cicatrice, ni d'infection. Il continua par la suite les recherches et les expériences dans ce

domaine puis publia en 1931 un ouvrage intitulé « Aromathérapie » (Autard, 2017).

I1-2- Répartition botanique

Les HES., sont largement répartis dans le régne végétal : Coniferes, Myrtacées,
Ombelliféres, Labiées. Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : sommités
fleuries, grains, feuilles, écorces, racines, rhizomes, fruits, bois, etc... Dans une méme plante,
elles peuvent étre présentes dans différents organes. La composition des HES., peut alors

varier d’un organe a 1’autre (Rhayour, 2002).
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11-3- Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
11-3-1-Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont liquides & température ambiante, volatiles, ce qui les
différencie des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées et leur densité est en
général inférieure a celle de 1’eau, elles ont un indice de réfraction (IR) élevé. Elles sont
liposoluble et solubles dans les solvants organiques usuels. (Bruneton, 2009). Elles sont
entrainables a la vapeur d’eau, et trés peu solubles dans I’eau et leur point d’ébullition varie
de 160°C a 240°C (Pardini et Lucheroni, 1996).

Elles sont aussi tres altérables, sensibles a 1’oxydation, donc de conservation limitée,

dissolvent les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore et réduisent certains sels (Legrand,

1978).

11-3-2-Propriétes chimiques

Les plantes vertes sont de véritables petites usines chimiques (Delaveau et al., 1985). Les
cellules végétales sont capables, en dehors de la synthese des composés fondamentaux de la
lumiere vivante (les protéines, les lipides et les sucres), de coordonner les multiples réactions
enzymatiques conduisant a 1’élaboration des huiles essentielles (Garnero, 1991). Sur le plan
chimique les huiles essentielles sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composes différents : les terpénes ; les composants aromatiques;
les composants d’origines diverses ; notion chémotype ; aldéhydes ; esters ; cétones ; lactones
(Croteau et al., 2000), et se caractérisent par différentes indices, indice d’acide, indice

d’ester, indice de saponification et indice de carbonyle (Charpentier et al., 2008).

11-4- R6le physiologique

Beaucoup de plantes produisent les HES., en tant que métabolites secondaires. Leur role
exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu, les HES., peuvent avoir
plusieurs effets « utiles » pour la plante : repousser ou au contraire attirer les insectes pour
favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques,
permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, réduction de la compétition des
autres especes de plante par inhibition chimique de la germination des graines, par protection
contre la flore microbienne infectieuse, action répulsive sur les prédateurs par godt et effets
défavorables (Bakkali et al., 2008).
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I1-5- Techniques d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en oeuvre pour I’extraction des essences végétales (Salle,
2004), les principales sont basées sur 1’entrainement a la vapeur, 1’expression, la solubilité et
la volatilité. En général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel
végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), de la nature des composés physico-chimiques (les
flavonoides ou les tanins, par exemple), du rendement en huile et de la fragilité de certains

constituants des huiles a des températures élevées (Crespo et al., 1991 ; Hellal, 2011).

11-5-1-Distillation

C’est une technique d’extraction des huiles essentielles utilisant ’entrainement des
substances aromatiques grace a la vapeur d’eau (Mann, 1987). La méthode est basée sur
I’existence d’un azéotrope de température d’ébullition inferieure aux points d’ébullition des
deux parties, ’huile et I’eau (Franchomme et Pénoél, 1990). Il existe précisément trois

différents procédés utilisant ce principe : I’hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur d’eau

et I’hydrodiffusion (Piochon, 2008).

I1-5-1-1-Hydro-distillation

L’hydro-distillation proprement dite, est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile
essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité (Lucchesi, 2005), c’est la méthode la plus
simple et de ce fait, la plus anciennement utilisée (Figure n°6). Elle consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a
ébullition généralement a pression atmosphérique, les vapeurs hétérogénes sont condensées
dans un réfrigérant et 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par simple différence de
densité. Cependant, 1’hydro-distillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et
trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005;
Elhaib, 2011; Boukhalfa, 2014). La chaleur permet 1’éclatement et la libération des
molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. La
distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors de la
décantation. La durée d’une hydro-distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre

plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter (Lucchesi, 2005).
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Figure n° 6 : Schéma du principe de la technique d’extraction par hydro-distillation
(Lucchesi, 2005).

1-Chauffe ballon. 2-Ballon. 3-Thermomeétre. 4-Réfrigérant. 5- Entrée et sortie d’eau.

6-Erlenmeyer. 7-Maticre a extraire 1’essence. 8- Couche d’huile essentielles mince.

11-5-1-2- Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est ’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles (Figure n° 7). A la différence de I’hydro-distillation, dans cette technique
le matériel végétal a traiter ne macere pas directement dans I’eau, de la vapeur d’eau fournie
par une chaudiére traverse la matiere végétale située au-dessus d’une grille. Durant le passage
de la vapeur a travers le matériel, les cellules s’éclatent et libérent 1’huile essentielle (La
vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant) qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur
pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique :
"’huile essentielle". Cette méthode apporte une amélioration de la qualit¢ des huiles

essentielles en minimisant les altérations hydrolytiques. (Franchomme et Pénoél, 1990).
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Figure n°7 : Schéma du principe de la technique d’extraction par entrainement a la vapeur

d’eau (Franchomme et Pénoél, 1990).

11-5-1-3-Hydro-diffusion

Cette technique relativement récente, est une variante de I’entrainement a la vapeur. Elle
consiste a faire passer du haut vers le bas et a pression réduite (0,02 — 0,15 bar), la vapeur
d’eau a travers la masse végétale (Figure n° 8). L’avantage de cette méthode est d’étre plus
rapide donc, moins dommageable pour les composés volatils. Cependant, I’huile essentielle
obtenue contient des composés non volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale « essence
de percolation » (Franchomme et al., 1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005). La
composition des produits obtenus est qualitativement différente de celle des produits obtenus
par les méthodes précédentes. Ce procédé permet un gain de temps et d’énergie (Bruneton,

1999).

mrrivee cde
v aprcar d"cane

F | L
o = - —-_= -
- = = -
—— = - ac- —_—=
srrzatricsl
== we=<t=xl o
-— -— - =&
-_— - u > - e~
- = - === -— —~—
s N e, e - ="
- cerrmmcdonnsacier -
= —— -
- o - e -_—
i —— ~ — - = !
— e —
B ——
t J Ihuaalac csscixticllc

Figure n° 8 : Schéma du principe de la technique d’extraction par hydro-
diffusion (Lucchesi, 2005).
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11-5-2- Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences (Roux, 2008). Les huiles
essentielles des fruits d’agrumes sont des produits fragiles en raison de leur composition en
terpénes et aldéhydes. C’est pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de matiere
premicre, est utilis€ un procédé totalement différent d’une distillation classique qui est
I’expression a froid (Lucchesi, 2005). Le principe de cette technique est basé sur la rupture
des parois des sacs oléiféres contenues dans 1’écorce des fruits (figure n° 9) ; le produit ainsi
obtenu porte le nom essence, qui est ensuite entrainée par un courant d’eau froide. L’émulsion

d’essence et d’eau isolée par décantation ou centrifugation (Ferhat et al., 2007).

Figure n°9 : Technique d’extraction a froid (Lucchesi, 2005).

I1-5-3- Extraction assistée par micro-ondes

Le pouvoir énergétique des micro-ondes a été mis en éevidence a la fin de la seconde
guerre mondiale, d’une fagon anecdotique par un physicien, le Dr., Spencer, suite a 1’oubli de
son sandwich sur un émetteur d’ondes, alors que jusqu’ici, les micro-ondes étaient
uniquement utilisées comme vecteur d’information, elles investirent les laboratoires de chimie
dans les années 80 (Mengal et al., 1993). Les premiers travaux utilisant les micro-ondes pour
extraire des composés organiques ont été publiés par Ganzler et coll. et Lane et Jenkins en
1986. Depuis cette date, 1’extraction végétale assistée par micro-ondes a été le fruit de
nombreuses recherches et de brevets (Chemat et al., 2006). Cette technique combine
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I’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Au début des années 1990
est apparue une toute nouvelle technique appelée hydro-distillation par micro-onde sous vide
(Figure n°10). Ce procédé est basé sur un principe relativement simple, la matrice végétale
est chauffée par micro-onde dans une enceinte close et dans laquelle la pression est réduite de
maniére séquentielle, sans 1’ajout d’un solvant organique ou d’eau. Les composés Vvolatils sont
entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre a la plante : Cette étape libere
I’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par le végétal. Ils sont
ensuite récupérés a I’aide des procédés classiques de condensation du distillat, composé d’eau
et d’huile essentielle, refroidissement et décantation pour la séparation. Ce procédé est
¢conomique que les méthodes classiques telles que I’hydro-distillation ou I’entrainement a
vapeur, il permet aussi un gain de temps et d’énergie (Mengal et al., 1993 ; Lucchesi et al.,
2004).

B
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Figure n° 10 : Schéma du principe de la technique d’extraction assisté par micro-ondes
(Lucchesi et al., 2004).

I1-5-4-Extraction par solvant organique

Cette extraction est basée sur le fait que les huiles essentielles sont solubles dans la plupart
des solvants organique, cette technique consiste a placés dans un extracteur un solvant volatil
et la matiére végétale a traiter (Figure n° 11). Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. Le produit obtenu est appelé : concréte, cette concréte pourra étre par
la suite brassée avec de 1’alcool absolue, filtrée et glacée pour en extraire les cires végeétales.
L’extraction par les solvants est trés couteuse a cause du prix de I’équipement et de la grande

consommation des solvants (Shellie et al., 2004).
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Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la
chaleur, la lumiére ou I’oxygene, en tenant compte des parametres techniques, économiques et
des propriétés physico-chimiques du solvant, telles que : la constante diélectrique, la
miscibilité avec d'autres solvants, sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de
faciliter son élimination, (Nickerson et Lickens, 1966 ; Hernandez, 2005). Les solvants les
plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1I’éthanol, le dichlorométhane et

I’acétone (Legrand, 1993 ; Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002).

thermormétre
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Figure n°11 : Schéma du principe de la technique d’extraction par solvant

organique (Lucchesi et al., 2004).

11-5-5-Extraction par CO2 supercritique

L’originalité de cette technique d’extraction réside dans le type de solvant employ¢ : le
CO2 supercritique. Au-dela du point critique (P=73,8 bars et T= 31,3°C), le CO2 possede des
propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz, ce qui lui confere un bon
pouvoir d’extraction, et qui est plus facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression. Le dioxyde de carbone est employé principalement comme un
fluide supercritique parce que c’est un solvant sain, non-combustible, peu couteux, inodore,
sans couleur, insipide, non toxique, et aisément disponible. Sa viscosité basse lui permet de
pénétrer la matrice pour atteindre le matériel a extraire, et sa basse chaleur latente
d’évaporation est un moyen élevé de volatilité qui peut étre facilement enlevé sans laisser un

résidu de solvant (Pellerin, 1991).
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Le CO2 permet I’extraction dans le domaine supercritique et la séparation dans le domaine
gazeux (Figure n°12). Il est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression
d’extraction choisie, ensuite il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal.
Apres le liquide se détend pour se convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un
séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant (Chemat, 2004).

L’avantage de cette technique d’extraction est la possibilit¢ d’éliminer et de recycler le
solvant par simple compression détente. De plus, elle permet d’éviter la dégradation des
composés thermosensibles offrant ainsi une huile de qualité supérieure. A ces différents
avantages, s’ajoutent ceux de I’innocuité, d’inertie et d’inflammabilité du CO2 (Carlson et
al., 2001 ; Lagunez Rivera, 2006 ; Wood et al., 2006). L’unique point faible de cette
méthode est le colt trés €levé des appareillages liés a 1’application de pressions de plusieurs

centaines de bars (Pellerin, 1991 ; Lagunez Rivera, 2006).

Stockage

€02 liquide CompresnacK

Condensateur Separateur

Extracteur

W

- CO2Z & loint supercrdique + oxtrait

Figure n° 12 : Schéma du principe de la technique d’extraction par CO2 supercritique

(Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

11-5-6-Enfleurage

Cette technique est employée en parfumerie, elle est réservée aux fleurs ou aux organes
les plus fragiles des plantes qui sont sensibles a 1’action de la température, elle consiste a
pratiquer une diffusion des composés odorants dans une masse de matiere grasse c'est-a-dire
une méthode d’extraction par le corps gras, elle met a profit la liposolubilité¢ des composants
odorants des végétaux dans les corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact
d’un corps gras pour le saturer en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade

florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu’on élimine sous pression réduite.
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Dans cette technique on peut distinguer, un procédé qui se fait a froid par diffusion des
aromes vers le corps gras, il s’agit d’une extraction par enfleurage ou la saturation (Figure
n°13), si par contre, il se pratique a chaud par immersion des organes végétaux dans le corps
gras, lesgraisses étant fondues au bain-marie (50°C — 70°C), il s’agit alors d’une digestion
(Besombes, 2008 ; Cordero et al., 2007).
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Figure n°13 : Schéma du principe de la technique d’extraction par enfleurage (Lucchesi et
al., 2004).

11-6- Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés différentes (Vila et al., 2002). Il en résulte que les huiles essentielles, constituées
des mélanges complexes de composés organiques, possédent des structures et des fonctions
chimiques trés diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants appartiennent, de fagon quasi
exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés
terpéniques (isopréniques, monoterpenes, les sesquiterpénes, les diterpenes et les triterpénes)
(Baser et Buchbauer, 2010) d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part. Elles peuvent également renfermer
divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils
(Bruneton, 1999).
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11-6-1-Les composés ternpéniques

Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes qui sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (C5HX) n avec une ou plusieurs fonctions chimique (alcool, aldéhyde,
cétone, acide, lactone...etc.) (Ait Hellal et Khemissi, 2010).

Les terpénes sont subdivisés selon le nombre d’unités isopréniques en : hémiterpenes (1
unité: C5), monoterpénes (2 unités : C10), sesquiterpénes (3 unités : C15), diterpenes (4
unités: C20), sesterpenes (5 unités : C25), triterpenes (6 unités : C30), carotenes (8 unités :
C40) et les polyisoprénes (n unités : C5n) (Hernandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre, 2011).

Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils. C'est-a-
dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée : monoterpénes et sesquiterpenes
(Bruneton, 1999).

I1-6-1-1-Monoterpenes

Les monoterpénes sont volatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et
représentent la majorité des constituants des HE, parfois plus de 90%. lls peuvent étre
acycliques (myrcéne, ocymeéne), monocyclique (terpinéne, p-ciméne) ou bicyclique (pinene,
sabinéne). A ces terpénes se rattachent un certain nombre de substances a fonction chimique :

Alcools, aldéhydes, cétones, et des esters (Bruneton, 1999 ; Hernandez-Ochoa, 2005).

11-6-1-2-Sesquiterpenes

Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes. Elle contient plus de 3000 molécules
comme par exemple : R-caryophylléne, B-bisaboléne,a-humuléne, abisabolol,farnesol.
Quelques exemples de séquiterpénes caractéristiques d’HE : carbure mono ou polyciclique,

alcools, cétones, aldéhydes, et esters (Helali, 2005).

11-6-3-Composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phenylpropane Ce-C3, qui sont beaucoup moins fréquents que les monoterpenes et
sesquiterpénes, ce sont trés souvent des allylphénols, propénylphénols, anéthol, aisaldéhyde,
Apiol, Eugénol, safrole,Asarones, Cinnamaldéhyde, cinnamyl, alcool. On peut également
rencontres dans les huiles essentielles des composés comme la vanilline (assez fréquente) ou

comme 1’authranilate de méthyle ; Les lactones dérivées des acides cinnamiques (les
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coumarines), étant, au moins pour les plus simple d’entre, entrainables par la vapeur d’eau

(Bakkali et al., 2008).

I1-7- Mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une
perturbation chémosmotique et une fuite d’ions (K+) (Cox et al., 2000 ; Souza et al., 2006).
Certains composés phénoliques des huiles essentielles peuvent altérer des systemes
enzymatiques dont, ceux impliqués dans la production de I’énergie cellulaire et la synthese
des composants structurels ou encore, perturber la fonctionnalité du matériel génétique
(Davidson, 2001 ; Pavel et al., 2009), Le mode d’action des huiles essentielles dépend du
type de microorganismes. En général, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que
les bactéries Gram positives grace a la structure de leur membrane externe. En effet, cette
derniére est riche en lipo- polysaccharides (LPS), ce qui la rend plus hydrophile, empéchant

ainsi les composés hydrophobes des huiles essentielles d’y adhérer (Cristiani et al., 2007).

11-8- Domaine d’application

Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de fabrication
de nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Les huiles essentielles peuvent avoir
d'intéressantes applications dans différents secteurs : elles sont utilisées dans 1’agroalimentaire
pour aromatiser la nourriture, dans I’industrie de la parfumerie, cosmétique et de la
savonnerie. On les utilise aussi dans la fabrication des adhésifs (colle, scotch ...), dans
I’industrie automobile, dans la préparation des sprays insecticides. L'homéopathie et
I'aromathérapie sont des exemples courants d'usage d'huiles essentielles en médecine douce
(Bakkali et al., 2008).

11-8-1-Désinfection de P’air

Les huiles essentielles sont composées d'un grand nombre de molécules volatiles. En
diffusion dans l'air ou diluées dans les produits de nettoyage, elles désinfectent, désodorisent
et parfument agréablement et naturellement l'air. Cette pratique réguliére prévient également
des affections microbiennes en renforcant les défenses immunitaires (Bakalli et al., 2008).
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11-8-2- Parfums et cosmétiques

Dans le domaine des parfums et cosmetiques, les huiles essentielles sont employées en
tant qu’agents conservateurs grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent
d’augmenter la durée de conservation du produit. Cependant, c’est surtout pour leurs
caractéristiques odorantes en raison de leur forte volatilité et du fait qu’elles ne laissent pas de
trace grasse, qu’elles sont utilisées, notamment dans la formulation de parfums, de produits

d’entretien personnels ou ménagers domestiques ou industriels (Aburjai et Natsheh, 2003).

11-8-3- En agroalimentaire

Les effets antimicrobiens de différentes especes d'herbes et d'épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi les huiles
essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arémes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antioxydants et antimicrobiennes sur plusieurs
bactéries responsables de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de
conservation alimentaires. Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides.

Elles sont utilisées en tant que pesticides car elles ne sont pas toxiques pour les plantes et
sont facilement dégradables et efficace contre les moisissures responsables des denrées

alimentaires lors de leurs stockages (Fillatre, 2011).

11-8-4-Pharmacie et aromathérapie

Les vertus thérapeutiques des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis tres
longtemps, notamment en Asie ou ces produits naturels constituent la base de la médecine
traditionnelle. 1l est donc logique de retrouver les huiles essentielles dans le domaine de la
santé avec des applications pharmaceutiques et aromathérapiques. En pharmacie, les huiles
essentielles sont majoritairement destinées a I’aromatisation des formes médicamenteuses
administrées par voie orale (Bruneton, 1999). De méme, elles peuvent étre utilisées pour leur
activiteé antiseptique, en particulier dans le milieu hospitalier (Edris, 2007).

De nombreux produits tels que les pommades, les crémes et les gels a base d’huiles
essentielles permettraient de faciliter 1’administration des médicaments par voie
transdermique étant donné la propriété de ces huiles a pénétrer aisément dans la peau
(principalement due aux terpénes). Ces produits sont généralement destinés a soulager les
entorses, les courbatures, les allergies articulaires ou musculaires (Razafindrakoto, 1988 ;
Dethier, 1996 ; Edris, 2007).
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11-8-5- Traitement des infections

Les huiles essentielles sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui
leur donne une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les
maladies et les infections. Le traitement des affections bactériennes et fongiques de la cavité-
buccale est un exemple parmi d'autres des domaines d'application de I'activité des huiles
essentielles (Fillatre, 2011).

11-9- Toxiciteé

De nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produit sur le marché, la
plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrite des données expérimentales
accumulées en vue d’évaluer le risque que présente leur emploi (Bruneton, 1999). Les huiles
essentielles sont présentées généralement comme « sans danger » mais sont aussi des
composés puissants (Degryse et al., 2008), par leur composition chimique complexe, les
huiles essentielles doivent étre utilisées avec une extréme prudence, du fait qu’elles peuvent
présenter de trés graves dangers lors d’une utilisation abusive ou aléatoire autonome qui est
souvent favorisée par le fait que bon nombre de ces produits sont distribués en dehors du
secteur pharmaceutique (Bruneton, 1999).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles
riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou photo-toxique (huiles riches en
furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). D’autres huiles essentielles ont un effet
neurotoxique (les cétones comme 1’a-thujone sont particuliérement toxiques pour les tissus
nerveux) (Franchomme et Pénoél, 1990). Il existe aussi quelques huiles essentielles dont
certains composés sont capables d’induire la formation de cancers (Homburger et Boger,
1968). En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigue faible ou tres faible par
voie orale, tandis que la toxicité chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999), reste a
savoir si dans leur emploi externe, les risques de toxicité sont fortement réduits (Bernadet,
2000).
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I11-1- Les infections nosocomiales
[11-1-1- Définition

Définir une IN n’est pas toujours aisé, les critéres de définition différent selon qu’ils sont
destinés au diagnostic et au traitement, ou alors qu’ils vont étre utilisés dans le cadre de la
surveillance épidémiologique (Comité technique des infections nosocomiales, 1999).

I1 s’agit, d’une facon générale, d’une infection contractée a 1’hopital et se manifestant dans
un délai supérieur a 48 heures aprés I’admission, a condition qu’aucune infection antérieure
de méme site n’ait été présente ou en incubation a 1’admission (Joly-Guillou et Régnier,
2005). Pour les infections d’une plaie opératoire, on considére comme nosocomiales les
infections survenues dans les trente jours suivant I’intervention, ou, en cas de mise en place
d’une prothése ou d’un implant, dans 1’année qui suit I’intervention (Comité technique des
infections nosocomiales, 1999), contrairement a une infection communautaire qui se definit
comme une infection survenant en dehors d’un établissement de santé. Elle est associée a la
présence de microbes (bactéries, virus, champignons, parasites) connus pour étre a 1’origine
des symptdmes observés (Roger, 2015).

Pour développer une infection nosocomiale, il faut que trois éléments soient réunis : un
agent infectieux ; un mode de transmission ; un sujet réceptif (Berche et al., 1988).

Parmi les facteurs qui favorisent la survenue d’infections nosocomiales, les gestes invasifs
qui créent des bréches dans le revétement cutanéomuqueux, la mise en place de matériel
étranger qui permet la formation de biofilms, la pathologie sous-jacente qui peut affaiblir les
mécanismes de défense de 1’hote, la proximité d’autres malades infectés, le non-respect des
mesures d’hygiéne par le personnel en contact avec les malades (Nauciel et Vildé, 2005). Ou
encore la mobilité des patients (fréqguemment transférés entre d'un établissement ou service a
l'autre) (Berche et al., 1988).

I11-1-2- Les principales infections nosocomiales

Les infections nosocomiales les plus frequemment rencontrées sont illustrées dans la
figure n°14.
(Al-Hajje et al., 2012 ; Le Loir et Gantier, 2009).
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Figure n°14 : Les principales infections nosocomiales en pourcentage (%)

(Al-Hajje et al., 2012 ; Le Loir et Gantier, 2009).

I11-1-4- Mode de transmission des agents infectieux
I11-1-4-1- Voie endogéne

Les infections nosocomiales sont endogeénes lorsque le malade s’infecte avec ses propres
germes a la faveur de certains soins invasifs (actes chirurgicaux, sondage urinaire, pose et
manipulation d’un cathéter, respiration artificielle...etc) et/ou en raison d’une fragilité
particuliére. On parle aussi d’auto-infections (Hocquet-Berg et Py, 2006 ; Hureau, 1999).
Les portes d’entrée sont les 1ésions des muqueuses et les 1ésions cutanées. Les germes a
potentiel infectieux sont les bactéries de la peau, de la surface des muqueuses et les germes

intestinaux disséminés sur les téguments (Hygis, 1998).
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I11-1-4-2- VVoie exogéne
a) Hétéro-infection

L’agent infectieux est transmis d’un malade a ’autre provoquant une infection dite
croisée ou hétéro-infection. Il est rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne. Le
plus souvent, I’infection est manuportée ou transmise par le matériel d’exploration ou de
soins. C’est le mode de contamination majeur lors de nombreuses épidémies et probablement
le plus sensible aux mesures prophylactiques traditionnelles (hygiene des mains, procédures

de désinfection et de stérilisation, sécurité de I’environnement) (Hygis, 1998).

b) Xéno-infection

C’est une infection qui sévit sous forme endémique ou épidémique dans la population
extrahospitaliere. Les agents infectieux sont importés a 1’hopital par le malade, le personnel
soignant, les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. Ils se
transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent a 1I’hopital des
victimes particuliérement réceptives et des conditions de transmission facilitées (Berche et
al., 1991 ; Hyqgis, 1998).

¢) Exo-infection

Cette infection est liée a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air non
stérile, eau polluée). Les matériaux a usage paramédical ou domestique sont utilisés aupres
des malades ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des infections
nosocomiales souvent épidémiques (Berche et al., 1991).

Le mode de transmission principal des SARM est tres certainement le contact direct ou
par I'intermédiaire de I’environnement, notamment d’objets divers. La transmission s’effectue
de I’animal a I’homme et inversement, par simple contact. Plus récemment, en 2004, il a été
démontrée une relation directe entre le portage de Staphylococcus aureus chez le porc, et le
personnel qui était en contact, a savoir les éleveurs de porcs (Aubry et al., 2004). Quelques
rares cas de SARM sont rapportés en Europe, dont un SARM ST398 récemment identifié en
portage chez un chien allemand, probablement transmis par son propriétair, (de profession
véterinaire), lui-méme 1’ayant acquis au contact de porcs (Nienhoff et al., 2009).
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111-1-3- Pathogénes impliqués dans les infections nosocomiales

L’origine du germe peut étre exogene (provenir d’un autre malade, du personnel, de
I’environnement) ou endogéne (provenir du malade lui-méme). Les infections nosocomiales
sont généralement dues a des bactéries commensales (c'est-a-dire des germes qui ne peuvent
vivre qu'au contact de notre organisme) ces bactéries sont souvent utiles au bon
fonctionnement du corps humain, ainsi la flore bactérienne résidant dans notre tube digestif
(staphylocoque doré, Pseudomonas aeruginosa...) est indispensable a la digestion ; en
revanche, si pour une raison ou pour une autre lors d'une intervention chirurgicale, ces germes
sont déversés dans la cavité abdominale et ils deviennent dangereux voir pathogenes, ou des
bactéries saprophytes, c'est-a-dire vivant dans I'environnement de I'homme (l'eau, l'air) et
pouvant le coloniser dans certaines conditions. Les principaux micro-organismes responsables
sont les bacilles Gram négatif (53%) et les Cocci Gram positif (33%) : Escherichia Coli
(21%), Staphylococcus Auréus (16%), Pseudomonas Aeruginosa (11%), Enterococcus spp
(8%). Ces quatre espéces représentent 56% des micro-organismes retrouvés dans les

infections nosocomiales (tableau n°2) (Alfandari, 1997).

Tableau n°2 : principaux microorganismes impliqués dans les infections nosocomiales
(Alfandari, 1997).

Microorganismes Proportions (%) Mode de transmission
Bacille Gram négatif 53
Cocci Gram positif 33
Esherichia coli 21
Staphylococcus aureus 16

Contact dont manuportage

Pseudomonas aeruginosa 11

Enterococcus spp 8

Candida albicans 2.7
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Morganelle spp 1.1

I11-2- Résistance bactérienne aux antibiotiques
[11-2-1- Définition
La résistance d’une bactérie a un antibiotique est la faculté pour cette bactérie de

supporter sans dommage une concentration de 1’antibiotique supérieure a celle que 1’on peut

réaliser dans 1’organisme (Charpentier et al., 2008).

I11-2-2- Résistance naturelle ou intrinseque

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. Ce
type de résistance est détecté dés les premicéres études réalisées sur I’ATB afin de déterminer
son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a
I’inaccessibilité de la cible ou encore son absence pour I’ATB. Par exemple, la résistance des
entérobactéries et du Pseudomonas aux macrolides ou des bactéries a gram négatif a la

vancomycine est naturelle (Lewis, 2009 ; Mandell et al., 2009).

111-2-3- Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un ATB préalablement sensible, ce qui
implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces changements
peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit 1’acquisition de génes par un

autre micro-organisme (Mandell et al., 2009).

111-2-3-1- Mutation chromosomique spontané (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux ATB
chez environ 10 a 20 % des bactéries. Les genes de résistance se situent alors dans le
chromosome de la bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractére, et la résistance ne

concerne généralement qu’'un ATB ou qu’une famille d’ATB ayant le méme mécanisme

d’action (Mandell et al., 2009).
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111-2-3-2- Acquisition d’un géne de résistance (évolution horizontale)

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogene représente la
majorité des cas isolés en clinique et s’observe aussi bien chez les bactéries a Gram positif
qu’a Gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par échange
direct de matériel chromosomique, soit par échange d’¢léments mobiles. Dans ce dernier cas,
les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situé a 1’extérieur et sur
certains éléments mobiles du chromosome, tels que les plasmides (Lewis, 2009 ; Mandell et
al., 2009).

I11-2-3- Résistance a la meticilline

Staphylococcus aureus est une des espéces bactériennes qui a su le plus s’adapter a la
pression exercée par les substances antibiotiques en développant des mécanismes de
résistance (Yves et Gautier, 2009). La méticilline ou pénicilline M sont des antibiotiques
bactéricides de la famille des Béta-Lactamines. Les béta-lactamines sont les antibiotiques les
plus couramment utilisés en clinique et leur nombre n'a cessé de croitre depuis la découverte
de la pénicilline G. Leur mode d'action est intimement lié a la structure de la paroi bactérienne
car elles vont inhiber des enzymes indispensables pour sa synthése, et entrainer par divers
processus la destruction de cette paroi et la mort bactérienne. En contrepartie, les bactéries ont
acquis des mécanismes de résistance de plus en plus complexes et variés mettant en jeu
différentes structures de la paroi bactérienne, afin d'échapper a I'effet bactériostatique et

bactéricide de ces antibiotiques (Gutmann et Williamson, 1987).

I11-2-3-1- Mécanisme de résistance a la méticilline
111-2-3-1-1- Résistance a la méticilline par acquisition du gene MECA

Il s’agit d’une résistance acquise par modification de la PLP2 (protéine de liaison a la
pénicilline), cible principale de nombreuses béta lactamines : les souches résistantes
expriment une PLP modifiée, la PLP2a, pour laquelle ces antibiotiques ont trés peu d’affinité
(Tomasz et al., 1991). Sa détection in vitro vis a vis des pénicilline M nécessite I’emploi de
conditions particuliéres de culture : inoculum lourd, température d’incubation de 30°C,

salinit¢ du milieu de culture. L’utilisation des céphamycines permet de contourner ces

difficultés (Felten et al., 2002).
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111-2-3-1-2- Génétique

Le géne mecA est porté par un fragment d’ADN additionnel présent chez les SARM et
absent chez les souches sensibles, appartenant a la famille des cassettes chromosomiques
stapylococcique mec (SCCmec). Ce sont des éléments mobiles qui outre le géne mecA
comprennent un ou deux genes de recombinases permettant I’insertion ou I’excision du
chromosome, ainsi que deux génes de regulation mecl et mecRl analogue des génes
régulateurs de la pénicillinase blal et blaRIl. Les génes mecl, mecA et mecRI forment le
complexe mec qui peut étre complet (complexe de type A) ou tronque (avec délétion totale de
mecl et délétion partielle de mecRI, complexe de type B) (Ito et al., 2003), Huit types de
SCCmec, ainsi que de nombreux sous-types et variants, sont actuellement décrits (Oliveira et
al., 2002). La régulation de I’expression de mecA est assurée essentiellement par mecl et
mecRI quand ils sont présents. En 1’absence de génes fonctionnels, une régulation en trans
peut s’établir avec les geénes analogues, régulateurs du géne de la pénicillinase. D’autres

éléments accessoires sont également impliqués dans cette régulation (Lowry, 2003).

111-2-3-1-3- BORSA

Cette acronyme pour « Boderline Staphylococcus aureus » désigne des souches de
sensibilité diminuée a la méticilline mais ne possédant le gene mecA. Les mécanismes
impliqués peuvent étre divers mais le plus fréquemment retrouvé est une hyperproduction de

la pénicillinase staphylococcique (Barg et al., 1991).

111-2-3-1-4- MODSA

Les MODSA ou « modified Staphylococcus aureus » constituent une sous-catégorie des
précédentes. Ce sont des souches de sensibilité diminuée, non seulement a la méticilline, mais
également a d’autres béta-lactamines, par modification des PLP endogénes, en particulier la

PLP4, ceci sans hyperproduction de la pénicillinase (Tomasz et al., 1989).

111-3- Staphylococcus aureus résistante a la méticilline

A ce jour, cinquante especes et sous-especes ont été identifiees au sein du genre
Staphylococcus. Staphylococcus aureus est le plus connu et est frequemment impliqué dans
I’étiologie d’infections et de toxi-infections variées chez I’homme. D’autres espéces de

Staphylocoques peuvent cependant causer des infections opportunistes. Ces infections,
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souvent nosocomiales, engagent parfois le pronostic vital et requiérent traitement adapté
(Fasquelle, 1974).

Staphylococcus aureus résistante a la méticilline est un important agent pathogéne
nosocomial chez I'hnomme et est de plus en plus impliqué dans les infections communautaires
associees a des personnes. Chez les animaux domestiques, les infections a8 SARM sont rares,
mais sont a la hausse, probablement en raison de l'augmentation de la prévalence de SARM
humaine dans la communauté (Weese et al., 2005). La prévalence des SARM dans le monde
est trés hétérogene et variable : elle varie avec les pays et les régions, avec la période d’étude,

les services et les conditions de vie des populations concernées (Touaitia, 2016).

111-3-1- Taxonomie

Du point de vue taxonomique le genre Staphylococcus appartient au phylum des
Firmicutes (bactérie a Gram positif), a la classe des Bacilli et a I’ordre des Bacillales. Outre
les Staphylococcus sp., la famille bactérienne des Staphylococcaceae comprend quatre genres
moins connus, Gemella, Jeotgalicoccus, Macrococcus et Salinicoccus. Les especes
phylogénétiqguement proches les plus connues sont les membres du genre Bacillus dans la
famille des Bacillaceae, qui sont au méme niveau que la famille des Staphylococcaceae. Les
Listeriaceae composent aussi une famille proche. Jusqu’a récemment, le genre
Staphylococcus était classé au sein du groupe des Micococcaceae avec notamment les genres
Micrococcus et Stomatococcus.

Les membres du genre Staphylococcus différent cependant de ceux du genre Micrococcus
entre autres par leur métabolisme anaérobie facultative, par un contenu en G+C compris entre
30 et 39% (contre 63 a 73% pour Micrococcus), par leur paroi contenant un peptidoglycane et
des acides teichoiiques et par la présence de peptide oligoglycine dans les ponts peptidiques
de la paroi. Les études génétiques ont permis de reclasser Micrococcus au sein du groupe des

actinomycetes (Fasquelle, 1974).

111-3-2- Morphologie

S. aureus est de forme sphérique (coque) et se regroupe généralement en amas (Figure
n°15). Ces petits amas, souvent qualifiés des grappes de raisin et c’est grace a I’examen direct
que la bactérie a été nommeée par Ogston (1884). En effet, son nom dérive du grec « staphyle»
qui signifie tout simplement grappe de raisin. Les staphylocoques ont été observés par Robert

Koch (1878) en Allemagne, puis reconnus par Louis Pasteur (1880) en France et aprés une
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coloration de Gram, ils se révélent étre des cocci Gram positif, d’environ 0,5 a 1 um de
diamétre. D'un point de vue macroscopique, cette bactérie se caractérise par la pigmentation
dorée de ses colonies, justifiant le nom vernaculaire de « staphylocoque doré ». Ces cocci sont
immobiles, non sporulés (Mayer-Schol, 2004 ; Robert, 2013).

Comme chez la majorité des bactéries Gram positives, I’enveloppe de S. aureus est
composée d’une seule membrane plasmique recouverte d’une paroi €paisse riche en
peptidoglycane et en acides téichoiques. La plupart des isolats infectieux possedent également
une capsule polysaccharidique externe contenant divers facteurs de virulence et permettant le

sérotypage des souches (Accarias, 2014).

-

.

Figure n°15 : Micrographie électronique a balayage colorisée de S. aureus
résistante a la méticilline sur la surface d’un pansement de plaie.

(http://cellimagelibrary.org/images/40593).

34


http://cellimagelibrary.org/images/40593

Staphylococcus aureus résistante a la méticilline

111-3-3- Situation épidémiologique de SARM dans le monde

Forestier ef al,, 2007 I 6+ %

Skiest et al., 2007 I 62,6 %

Elouennasset al., 2008 = e 57 o,
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Forestier ef al, 2007 — 10 %

Figure n°16 : Pourcentage de SARM dans le monde.

La situation épidémiologique de SARM dans le monde est en évolution continue selon les
données présentées auparavant (figure n°16), la figure n° 17 illustre la carte géographique de

la situation mondiale de cette derniére.
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Figure n°17 : Pourcentage de SARM par pays (ECDC., 2012).
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111-3-4- Situation épidémiologique en Algérie

Selon le 13°™ rapport d’évaluation du réseau algérien de surveillance de la résistance des
bactéries aux ATB (année 2011), I’analyse globale des données concernant 1’espéce
Staphylococcus aureus aboutit a un pourcentage de résistance a 1’oxacilline (pourcentage de
SARM) de 35,37 % des isolats. Les souches de S. aureus isolées en réanimation ont enregistré
les taux de résistances les plus éleves a la méticilline (45,74%) suivies dessouches multi
résistantes isolées en chirurgie (34%) et en médecine (18,5%). A Oran, le taux de SARM
représentait 54 % de I’ensemble des souches de Staphylococcus aureus identifiées, en 2010,
au niveau des services de réanimation adulte de ’EHUO (Dali-Yahia et al., 2010 ; AARN,
2011).

111-3-5- Mécanismes de diffusion des souches de SARM

111-3-5-1- Source de contamination

S. aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux qui
semblent constituer le principal réservoir de ce germe (Breche et al., 1988). 30 a 50% des
adultes sains sont colonisés, avec 10 a 20% de porteurs chroniques. Eliminé dans le milieu
extérieur cette bactérie peut survivre longtemps dans I’environnement. L’homme serait la
principale source de SARM pour 1’animal, mais ce dernier peut étre ensuite une source de

contamination pour I’homme (Guardabassi et al., 2004).

111-3-5-2- Colonisation et infection

Le caractere ubiquitaire des staphylocoques et leur virulence particuliere expliquent la
grande fréquence des staphylocoques tant en pathologie communautaire que nosocomiale. La
porte d’entrée est surtout cutanée (plaie, excoriation, point de pénétration d’un cathéter), plus
rarement muqueuse. L’infection peut toucher de nombreux sites. Les infections les plus
fréquentes sont les infections de plaies et de cathéters, les bactériémies, les infections
urinaires, de la peau et des tissus mous, ainsi que les pneumonies (Gillet et al., 2001). La
présence de SARM ne signifie pas systématiquement qu’il y a infection (cela ne peut étre
qu’une simple colonisation). La colonisation touche avant tout le nez, plus rarement le périnée
et le pharynx. Ces patients colonisés constituent un réservoir de SARM tres important, ceci
est d’autant plus que la quantité de bactéries dont ils sont porteurs est grand (Loulergue et
Tourret, 2003).



Staphylococcus aureus résistante a la méticilline

111-3-5-4- Mesures d’hygiéne face au SARM

Le tableau suivant indique les principales mesures d’hygié¢nes face au SARM (tableau

n°3)

Tableau n°3 : mesures d’hygiéne face aux SARM (Leonard et al., 2006 ; Lloyd et al, 2007).

Criteres

Eviter I’introduction de
I’infection

Eviter la transmission d’un
animal a ’homme ou de
I’homme a 1’animal

Eviter la transmission d’un
animal & un autre

Eviter la transmission
indirect

Mesures de controle

Détecter les animaux porteurs
(portage nasal) ou infectés
hospitalisés, et isoler I’animal
en attente d’un résultat
négatif.

Hygiéne des mains:

e Lavage des mains
correct a base d’une
solution alcoolique.

e Couvrir les blessures et
les Iésions de la peau.

e Utiliser des gants, des
masques, des
protections oculaires et
un matériel de
décontamination des
plaies a usage unique.

e Asepsie chirurgicale
stricte.

e Dépister les SARM sur
le personnel soignant.

Isoler tous les animaux
suspects :

e Ne pas les faires
transiter dans la salle
d’attente.

e Hospitalisation dans
un local «contagieux »

Mesures strictes de nettoyage
et desinfection :
e De toutes les surfaces
de contacts, y compris
les portes, les stylos,
les stéthoscopes.

Commentaires

Mesure les plus importantes
car une mauvaise hygiene des
mains est le vecteur principal
de contamination

Limites imposées par les
structures hospitalieres

La transmission a partir de
I’environnement pourrait étre
de plus grande importance
qu’en médecine humaine
(plus précisément en
médecine équine.
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IV-1- Matériel végétal
IV-1-1- Récolte

Artemisia herba alba a été récoltée a sa période de végétation en mois de décembre 2018
aux alentours d’une région, située a 10 Km loin de la commune Meridja, qui est située au
nord-ouest de la wilaya de Béchar (figure n°18). Dans cette région caractérisée par un climat
désertique, les populations d’Artemisia herba alba sont relativement abondantes. Les
températures annuelles moyennes sont de 20.5 °C et les précipitations annuelles moyennes
sont de 95 mm. Les coordonnées géographiques sont présentées ci-dessous (tableau n°4).

Tableau n°4 : Cordonnés géographiques de la récolte de la plante.

Nom scientifique Région Cordonnées Date de récolte

géographiques

Artemisia herba alba Commune de Altitude : 31.521 m 21 Décembre 2018

Meridja (Béchar) )
Longitude : 2°35°37°.0"W

Latitude : 31°30°43.8"N

Figure n°18 : I’ Armoise blanche de Meridja, Béchar.
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Figure n°19 : Situation géographique de la région de Béchar montrant la station de récolte

d’Artemisia herba alba.

IVV-1-2- Sechage
Le matériel végétal a été par la suite lavé et mis a sécher a I’ombre dans un endroit sec a
I’abri du soleil, aéré et & une température ambiante qui ne dépassent pas 40°C pendant 2

semaines afin de ne pas altérer la teneur en huile essentielle, préserver au maximum
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I’intégrité de sa composition chimique, et la couleur des feuilles pendant 15 jours (Gseyra,

2006). Et ensuite broyer et garder la poudre a sec pour effectuer les différents tests.

IV-1-3- Détermination du taux d’humidité

Le contenu en humidité de la plante a été¢ déterminé par le procédé de séchage a I’étuve.
Une quantité de feuilles fraiches d’une masse de 5g a été exposée a une température de 105°C
dans une étuve jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Twidwell et al., 2002 ; Bourkhiss et

al., 2009). Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

(poids a—poids B)
H% = x 100

poids a

Considérons :
+ 0 : Poids de I’échantillon (plante fraiche) en gramme ;
+ P : Poids de I’échantillon (plante séche) en gramme;

+ H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

I\VV-1-4- Recherche phytochimique
I\VV-1-4-1- Principe

La recherche phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Il s’agira de caractériser les
groupes chimiques qui permettront d’expliquer les effets thérapeutiques des plantes testées
(Guessan et al., 2009). Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation ou de coloration, soit sur la formation de complexes
colorés (conjugaison ou insaturation dans une molécule). Les tests de caractérisations
chimiques ont été réalisés sur la poudre préalablement préparées a partir des organes de la
plante a l'aide des reactifs de caractérisation. Cependant, cette étude a pour objectif de
déterminer les molécules bioactives existantes dans cette plante par le biais d’un screening
phytochimique, en utilisant des réactions de coloration/précipitation. Ce travail permet donc
de déterminer la richesse de cette espéce en métabolites secondaires, afin de la valoriser et de

I’exploiter dans divers domaines en particulier médicinaux et cosmétique (El-Haoud et al.,
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2018), en se référant aux tests décrits dans les travaux de Sofowora (1993), Bruneton (1993),
et Trease et Evans (2002).

IVV-1-4-2- Préparation des extraits

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode d’extraction en
macération, La macération est une operation qui consiste a laisser la poudre du matériel
végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une
extraction qui se fait a température ambiante (Lagnika, 2005). Les extraits préparés sont :

I’extrait aqueux, 1’extrait méthanolique et 1’extrait éthérique.

+ L’extrait aqueux
La préparation de I’extrait aqueux consiste a faire infuser 5g de poudre végétale dans
100ml d’eau distillée bouillante pendant 15 minutes, I’infusé est filtré et rincé avec de 1’eau

chaude de maniére & obtenir 100ml d’extrait aqueux (EIl-Haoud et al., 2018).

+ L’extrait éthérique

Il est préparé a partir d’une macération de 24H d’un gramme de poudre végétale dans 20
ml d’éther diéthylique, le mélange est ensuite filtré et complété avec de 1’étherdiéthylique
jusqu’a 20ml (Daira et al., 2016).

+ L’extrait méthanolique

5g de la matiere végétale sont macérées dans 60ml de méthanol pendant 24H a
température ambiante, le mélange est ensuite filtré et complété avec du méthanol absolu a
60ml (El-Haoud et al., 2018).

IVV-1-4-3- Analyses phytochimiques sur I’extrait aqueux :

I. Les Alcaloides
250ml de I’extrait aqueux sont traités avec 50ml d’acide sulfuriques (H2SO4) a 10%, une
macération de 24H a température ambiante est ensuite effectuée, le mélange est filtre et lavé a
I’eau distillée afin d’obtenir 50ml de filtrat. La solution aqueuse acide préparée auparavant est
divisé en trois tubes, le premier tube est additionné avec quelques gouttes du réactif de Mayer,

le deuxiéme avec le réactif de Wagner et le troisieme est considéré comme témoin. La
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présence d’alcaloides est distinguée par la formation d’un précipité de couleur blanc-jaunatre

pour la premiére réaction et brun pour la deuxieme.

ii.  Polyphénols
Caractérisation
a- Tanins
Sml de I’extrait aqueux sont prélevés et introduits dans un tube a essai auquel 1 ml d’une
solution aqueuse diluée de chlorure de fer (111) (FeCls) a 1% est ajouté. Le résultat positif est
distingué par ’apparition d’une coloration verdatre ou bleu noiratre. La différenciation des
tanins consiste a introduire 30ml de la solution a analysé dans un erlenmeyer de 50ml auquel
15ml de réactif de Stiasny sont ajoutés. Le mélange est chauffé au bain marie a 90°C pendant
15 min, la formation d’un précipité rose révéle la présence de tanins catéchiques. Le mélange
est ensuite filtré et saturé avec 5g de d’acétate de sodium, 1 ml d’une solution de chlorure de
fer (111) (FeCl3) a 1% est ajouté a ce dernier, ’apparition d’une coloration bleu-noire indique

la présence de tanins galliques.

b- Flavonoides :

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux (Middleton et al., 1993), plusieurs tests ont été réalisés pour la mise en évidence des
différents types de flavonoides comme suit : La caractérisation des flavonoides est réalisée
grace a la réaction de cyanidine. Pour se faire Sml d’infusé sont introduits dans un tube a
essais, ensuite 5 ml d’alcool chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties
¢gales en volume de 5 ml) et 1ml d’alcool isoamylique sont ajoutés, puis quelques copeaux de
magnésium sont additionnés. La formation des colorations suivantes conclut les résultats
suivants : Rose orangée (flavones), rose violacée (flavanones) ou rouge (flavonols,

flavanolols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool isoamylique (génines).

c- Anthocyanes
5ml de I’extrait aqueux sont prélevés et introduits dans un tube a essais auquel Sml d’acide
sulfurique (H2SO4) a 10% et 5 ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 50% sont ajoutés.
Le mélange est laissé au repos un instant, un test positif est révélé par une coloration bleu

violacé en milieu basique.



Matériel et méthodes

d- Leucoanthocyanes
La mise en évidence des leucoanthocyanes est effectuée par la réaction de la cyanidine
sans 1’ajout de copeaux de magnésium, et avec une mise en chauffage au bain-marie pendant
15 minutes. La formation d’une coloration rouge cerise ou violacée révele un résultat positif,

la présence des catéchols est révélée par 1’apparition d’une teinte brune-rouge.
iii. Composés réducteurs

5ml de I’extrait aqueux sont évaporés a sec dans un beécher au bain-marie, le résidu est
traité avec 1ml de réactif de Fehling (0,5ml réactif A plus 0,5ml réactif B), un résultat positif

est révélé par la formation d’un précipité rouge brique.
Iv. Saponosides

La caractérisation des saponosides est faite par la préparation d’un décocté a 1%. Pour se
faire 1 g de poudre végétale est introduite dans un erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml
d’eau distillée bouillante. Le mélange est maintenu en ébullition modérée pendant 15 minutes,
apres un instant de refroidissement, la suspension est filtrée et complétée a 100ml. Ensuite,
des volumes allant de 1 & 10 ml de décocté a 1% sont introduits successivement dans une serie
de 10 tubes a essais. 10ml d’eau distillée est introduite dans chaque tube a essais ; puis est
agité pendant 15 minutes a raison de 2 agitations par seconde, la hauteur du mousse supérieur
a lcm indique la présence des saponosides, et permet également le calcul de I’indice de

mousse comme suit :

1000
IDM =

+ IDM : Indice de mousse ;

+ N : numéro de tube dont la hauteur de mousse est supérieure a 1cm.

V- 1-4-4- Analyses phytochimiques sur I’extrait méthanolique

I. Hétérosides
10ml de I’extrait méthanolique sont introduits dans un bécher et évapores au bain-marie

jusqu’a sec, le résidu est repris avec 0,5ml d’anhydride acétique (C4HeO3) et 0,5ml de
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chloroforme (CHCI3). La solution est partagée en deux tubes a essais, I’un des deux tubes
sert de témoin et I’autre est traité avec 1 a 2ml d’acide sulfurique concentré (H.SOs). La
formation d’un anneau rouge-brun dans la zone de contacte des deux liquides plus le
changement de couleur de la couche surnageant indique la présence des hétérosides ;

» Couche surnageant verte : hétérosides stérolique.

» Couche surnageant violette : héteroside tritérpenique.

ii.  Terpénoide (test de SLAKOWSKI)

Iml de I’extrait méthanolique est traité avec 0,5ml de chloroforme (CHCIl3) et 0,6ml
d’acide sulfurique concentré (H2SOa), il se développe en présence de terpénoide un

anneau marron a I’interphase.
V- 1-4-5- Analyses phytochimiques sur I’extrait éthérique
I. Coumarine

Le test de la mise en évidence des coumarines consiste a faire évaporer Sml de 1’extrait
éthérique a sec, le résidu est ensuite traité avec 2ml d’eau chaude. La solution est partagée
en deux tubes a essais, dans le premier tube 0,5ml d’ammoniaque (NHsOH) a 25% est
ajouté, le deuxiéme tube sert de témoin. Une observation de la fluorescence du premier
tube sous une lampe UV a 265 ou 365 nm est effectuée, la présence d’une fluorescence

intense d’une couleur bleu verdatre indique la présence des coumarines.
ii.  Stérols et triterpenes

10ml de I’extrait éthérique sont introduits dans un bécher et évaporés a sec au bain-marie,
le résidu est dissous dans 1ml d’anhydride acétique (C4HsO3), puis avec 1ml de chloroforme
(CHCIg), la solution est partagée dans deux tubes a essais ; 1’'un des deux tubes sert de témoin,
I’autre est additionné avec 1 a 2ml d’acide sulfurique concentré (H2SO4). La formation d’un
anneau rouge brunatre et la couche surnageante devenant verte ou violette indique la présence

des stérols et triterpenes.
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1VV-2- Huiles essentielles
1V-2-1- Procédé d’extraction

L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a été isolée de toute la partie aérienne la plante

par la méthode d’hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger.
» Description du dispositif d’extraction

L’appareil utilisé pour I’hydrodistillation est de type Clevenger, il est constitué¢ d’un
chauffe ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon. Celui-ci est
en général en verre pyrex dans lequel on place le matériel végétal sec et 1’eau distillée, une
colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de 1’échauffement du ballon et un
collecteur qui recoit les produits de la distillation (Mengal et Mompon, 1994), (Figure n°
20).

Réfrigérant a eau

Huile

Lessenﬁeﬂe

-

Systéme

_ Clevenger
] assurant la
cohobation

Chauffe
ballon

Figure n°® 20 : Schéma du montage d’hydrodistillation (Clevenger)

(Mengal et Mompon, 1994)
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IV-2-2- Méthode d’extraction
L’extraction de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba consiste a introduire 300g de
matériel végétal sec (séchés pendant 48 h a I’étuve a 60 °C) avec 1 litre d’eau distillée dans un

ballon de 2 litres surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant.

L’ensemble est porté a ébullition pendant 3 heures a 1’aide d’un chauffe ballon. L huile
essentielle est alors entrainée a la vapeur d’eau, cette derniere est chargée d’huile essentielle,
traversent le réfrigérant et ensuite se condense en passant par le condensateur ainsi avant de
chuter dans une ampoule de décantation, 1’huile se sépare par la suite de 1’eau par différence
de densité. L’huile essentielle obtenue est ensuite conservée au réfrigérateur a une
température de 4°C dans un tube en verre opaque et fermé hermétiquement a 1’obscurité afin

de le préserver de ’air et de la lumiére jusqu’a son usage.
IVV-2-3- Calcul du rendement

Le calcul du rendement en huiles essentielles est estimé par le rapport entre la masse
d’huile essentielle recueillie aprés extraction et la masse de la matiére végétale seche, il est
exprimé en pourcentage (%) (Carre, 1953). Le rendement est calculé par la formule

suivante :

R = (MHe/ Mvs) x 100

+ R :rendement de I'huile essentielle en % ;
+ MHE: masse de I'huile essentielle en gramme ;

+ Mvs : masse de la matiére végétale seche en gramme.

IV-2-4- Mesure du pH

L’utilisation de la méthode de papier pH afin de déterminer le pH de 1’huile essentielle
d’Artemisia herba alba, un morceau de papier pH d’environ lcm de long est trempé dans
I’HESs, ensuite attendre un moment, puis une comparaison de la couleur prise par le papier pH

avec 1’échelle de teinte.
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IV-3- Procédé d’étude microbiologique :
1VV-3-1- Souches bactériennes testées

Pour mettre en évidence la capacité antibactérienne d’huile essentielle, trois souches
microbiennes ont été testés lors de cette étude, dont une souche référence de type ATCC 6538
(American Type Culture Collection) provient de I'institut Pasteur d’Alger, la deuxiéme est

isolée d’une plaie superficielle cutanée, et la troisiéme provient d’'un ECBU.

Tableau n° 5 : Liste des souches bactériennes testées

Famille Souche Gram Source
S. aureus ATCC Positive Institut Pasteur d’Alger.
6538
S. aureus isolés Positive Laboratoire vétérinaire de Mameéche,
de la plaie Mostaganem.
Staphylococcaceae  Superficielle
cutanee
S. aureus Positive Hopital Boudiaf, Béchar.
(ECBU)

IVV-3-2- Milieux de cultures utilisés
Les différents milieux de cultures utilisés dans ce présent travail pour la réalisation des

différentes analyses microbiologiques sont illustrés dans le tableau n°6 :

Tableau n° 6 : Milieux de cultures utilisés.

Milieux de culture liquide Milieux de culture solide
Bouillon nutritif (B.N) Gélose nutritive (GN)

Gélose Chapman

Bouillon Mueller Hinton (B. MH) Gélose Mueller Hinton (MH)

Gélose Viande-Foie (VF).



Matériel et méthodes

IVV-3-3- Préparation de I’inoculum bactérien

Les souches bactériennes été conservés sur Gélose nutritive en tubes inclinés a 4°C. La
préparation de I’inoculum consiste a prélever les souches conservées auparavant et les
inoculés dans 5ml de Bouillon nutritif, ces dernieres sont incubées par la suite a 37°C pendant
24h. Dans le but de purifier les Staphylocoques, chaque culture doit étre ensemencée en stries
sur une gélose (gélose nutritive et milieu Chapman), et incuber a 37°C pendant 24h, afin de
déterminer la viabilité de chaque souche avant son utilisation. Aprés une incubation de 24h a
une température de 37°C, 4 a 5 colonies bien isolées avec une anse ont été transférées dans un
tube de solution salée stérile (eau physiologique & 0.9%) ou dans un bouillon non sélectif
(bouillon de Mueller-Hinton). La culture obtenue doit étre de densité optique 0.08-0.1 qui est
’équivalent de 108 UFC/ml & 625 nm a 1’aide d’un spectrophotométre (Haddouchi et al.,
2009).

I'VV-3-4- Identifications
IV-3-4-1- Examen macroscopique
L’observation macroscopique consiste a décrire 1'aspect des colonies, obtenues sur milieu

solide, ainsi que la taille, le contour, la pigmentation, la consistance. L’étude de 1'aspect des

colonies nécessite une observation a 1’ceil nu, en lumiére naturelle ou artificielle.

IVV-3-4-2- Examen microscopique

L’observation microscopique, permet d’étudier 1’aspect morphologique des cellules d'une
espece microbienne au grossissement (Grossissement x1000). Elle comprend I'examen a I'état
frais (examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes) et I'examen aprés coloration, le

plus souvent sur frottis séchés et fixés (coloration de Gram).

IV-3-4-2-1- Examen a I’état frais
L’examen a 1’état frai permet 1’observation des bactéries vivantes. Ceci permet de mettre
en évidence leur mobilité, leur mode de groupement, et faire une approche de leur

morphologie

I\VV-3-4-2-2- Coloration de Gram
La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram qui

mit au point le protocole en 1884. C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les
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propriétés de la paroi bactérienne (forme bacille ou coque), et distinguer deux types de
bactéries, les bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). Celles-ci
différent par la composition de leur paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane, ou la
présence d’une membrane externe (Larpent, 1990). Les bactéries a Gram + apparaissent en

violet, et les bactéries a Gram — apparaissent en rose.

IVV-3-4-3- Identification biochimique
IVV-3-4-3-1- Mise en évidence du type respiratoire
La détermination du type respiratoire (ou type énergétique) d’une bactérie consiste en la

détermination du rapport qu’a cette bactérie avec 1’oxygeéne. Les bactéries ont des besoins

respiratoires spécifiques, elles sont soit :

+ Des bactéries aérobies strictes : Bactéries ayant besoin d’oxygene pour leur
respiration.

+ Des bactéries anaérobies strictes : La présence de 1’oxygene est toxique pour ces
bactéries.

+ Des bactéries aéro-anaérobies facultatives : La présence de I’oxygéne est facultative,
elles peuvent se développer en présence ou en absence d’oxygene.

+ Des bactéries micro-aérophiles : Bactéries se développent sous une faible pression
d’oxygene.

+ Des bactéries anaérobies aéro-tolérantes : Bactéries se développent en absence
d’oxygene mais elles tolérent la présence de ce dernier dans le milieu (Delarras, 2007
; Joffin et Leyrol, 2006).

La mise en évidence expérimentale de ces cing types respiratoires est réalisée par
I’ensemencement des souches sur la gélose viande-foie (gélose VF) par piqure centrale

jusqu’au fond puis on remonte en décrivant une spirale.

IVV-3-4-3-2- Test catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H.0,),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en HO et % O

(dégagement de gaz), selon la réaction suivante :

H202—»H20+ %2 O2



https://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne
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Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques. Pour se faire une
petite quantité de culture bactérienne est prélevée du haut des colonies a 1’aide d’une anse,
puis placée sur une lame, et a 1’aide d’une pipette Pasteur quelques gouttes de peroxyde
d’hydrogéne (H202) sont ajoutées. Une réaction positive se traduit par le dégagement de

bulles de gaz (oxygene).

I\VV-3-4-4- Test de la Staphylocoagulase
Le plasma humain est utilisé pour la détection de la coagulase libre produite par
Staphylococcus aureus. La coagulase est une protéine de 60kDa qui se fixe avec la
prothrombine sur un site de liaison situé en N-terminal. Elle forme avec la prothrombine un
complexe nommé staphylothrombine. Ce complexe va induire une polymérisation du
fibrinogene en fibrine et ainsi la formation d'un thrombus (Robert, 2013). On utilise le test de
la coagulase en tube comme marqueur de 1’identification de S. aureus en routine dans les
services de biologie. Ce test consiste a incuber a 37°C, un mélange de la souche a tester (0,5
ml) et du plasma de I’homme (0,5 ml) puis incuber a 37°C pendant 1h a 2h voire 24h. Un
témoin négatif est préparé en mélangeant le bouillon nutritif au plasma de I’homme.
Si la bactérie détient une coagulase, alors on voit apparaitre un caillot en inclinant le tube.

Le plasma est resté pris en masse au fond du tube (Verdier et al., 2007).

IVV-3-4-5- Test de la DNase (Désoxyribonucléase)
Certaines bactéries sont capables d’hydrolyser I’acide désoxyribonucléique grace a une
enzyme : la DNase. La mise en évidence chez Staphylococcus d’une DNase thermostable

suffit a I’identification de I’espéce aureus. La réaction catalysée est la suivante :

ADN + H20 ——* Nucléotides et/ou polynucléotides

Une enzyme coupe les acides désoxyribonucléiques (ADN) en nucléotides ou polynucléotides
en hydrolysant les liaisons phosphodiesters. La thermonucléase est caractéristique des souches
de S. aureus (ainsi que deux autres staphylocoques a coagulase positive) et elle n’est pas

détruite a des températures elevées (15 minutes a 100°) (Delarasse, 2007).

Les deux réactifs utilisés pour la recherche d’une DNase sont :
e L’acide chlorhydrique HCI 1mol/dm?, qui précipite les molécules d’ADN combinées a

des protéines.



+
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e Le bleu de toluidine qui se colore en rose en présence des composés d’hydrolyse de

I’ADN.

La premiére technique a 1’acide chlorhydrique, est effectuée par 1’ensemencement des
bactéries en strie a la surface de la gélose, ensuite incuber a 37°C jusqu’a obtention d’une
culture suffisante, en générale le temps est 24 h. Apres I’incubation, on inonde la surface

du milieu avec quelques millilitres d’HCI, on réaspire 1’excés, et attendre 10 a 15 min.

La lecture se fait sur un fond noir. Lorsque I’ADN est hydrolysé, un halo clair est visible au

pourtour de la strie, alors que ’ADN, sous ’action de I’acide, est a I’origine d’un précipité

blanchatre.

+

La seconde Technique au bleu de toluidine, A partir d’une culture en bouillon cceur
cervelle, on place un aliquote de la culture puis agitée de 24h au bain marie a 100°C, puis
on perce le milieu de cupules a 1’aide d’un emporte-piece ou d’une pipette Pasteur, on
préleve une goutte de bouillon bouilli et la mettre dans une cupule et faire de méme avec
une goutte de bouillon non chauffé. Ensuite on inncube durant 4h a 37°C et faire une
premiere lecture puis une deuxieme a 24h. Apres incubation, I’apparition d’une couleur
rose indique ’absence d’ADN donc DNase +, par contre, il se forme en présence d’ADN

une couleur bleu ce qui révéle un résultat négatif (DNase-).

IV-3-4-6- Antibiogramme

L’antibiogramme a été réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé selon les

normes préconisées par le Clinical Laboratory Standard institute (CLSI), et qui permet de

déterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

A partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures développée sur milieu Chapman, une colonie

est repiquée dans 10ml de bouillon MH. La densité optique de I’inoculum est mesurée et doit

étre entre 0,08 et 0,1 a 625 nm par I’utilisation d’un spectrométre (figure n°21) équivalente a
108UFC /ml (0,5 Mc Farland).

51



Matériel et méthodes

Figure n°21 : Mesure de la DO., de la suspension bactérienne.

Ensuite les boites de pétri sont coulés au préalable avec du milieu MH., auquel un
ensemencement par écouvillonnage est effectué, laisser secher de 10 & 15 minutes a une

température ambiante (Denis et al., 2011).

Des disques d’antibiotiques (tableau n°7) sont appliqués a 1’aide d’une pince stérile en
appuyant légeérement selon la standardisation nationale de 1’antibiogramme en médecine
humaine et vétérinaire de 1’année 201 let le comité de 1’antibiogramme de la société francaise
de microbiologie (2019) (Amari et al., 2012). L’incubation se fait & 37°C pendant 24 heures
(figure n°22).

La lecture se fait par la mesure du diametre des zones d’inhibition, la détermination du
diamétre est réalisée sur le fond de la boite de pétri fermée. Les résultats obtenus sont
comparés aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture correspondantes, afin de
classer la bactérie dans 1’une des catégories suivantes ; sensible (S), résistante (R) ou

intermédiaire (1).
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Tableau n°7 : Antibiotiques utilisés pour la réalisation de I’antibiogramme (Amari et al.,

Famille

Pénicillines

Aminosides

Céphalosporines

Macrolides

Antibiotiques
Ampicilline
Oxacilline
Amikacine
Tobramycine
Gentamicine
Céfazoline

Erythromycine

2012).

Abréviation
AM
OX
AK
TOB-TMN
CN
Kz

E

Charge de disque en pg

10

30
10
30
30

15
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Inoculum

Culture jeune de 18H sur milieu Chapman.

Ensemencement de la suspension dans 10ml
de bouillon M.H, ; DO =0,118

Couler 13,5ml de gélose
MH., fondu par boite

-

S Tn— /

Les boites  sont  ensuite
ensemencées par un écouvillon
stérile avec la  suspension
bactérienne

Les sept ATB., sont
déposés a I’aide d’une

O pince stérile a la surface
@ ® de la gélose. Incuber a

7 différents ATB utilisés: Ampicilline,
Oxacilline, Gentamicine, Amikacine,
Tobramycine, Erythromycine, Cefazoline.

® 37°C pdt 24h.

O Le test est appliqué pour chaque
une des trois souches testées

Figure n° 22

: Schéma de I’antibiogramme
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IV-3-4-7- Test a I’oxacilline

Ce test permet de détecter la résistance des staphylocoques a I’oxacilline et se fait dans les
conditions standards de 1’antibiogramme.

Pour se faire, repiqué a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures développées sur
milieu Chapman, une colonie dans 10ml de bouillon MH. La densité optique de 1’inoculum
est mesurée et doit étre entre 0,08 et 0,1 a 625 nm. Aprés 15 minutes, tremper un écouvillon
de dons, presser sur la paroi du tube pour enlever 1’exces, puis étaler a trois reprises sur la
surface entiére de la gélose M.H préalablement coulé, en tournant la boite apres chaque
application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum, aprés cela, des disques d’ATB
d’oxacilline sont appliqué a 1’aide d’une pince stérile. Les boites sont ensuite incubées a 37°C
pendant 18H. Les résultats positifs sont exprimés par 1’apparition d’une zone d’inhibition
autour des disques d’ATB. La mesure de diamétre de la zone révele la sensibilité ou la

résistance de la souche testée.

1V-3-4-8- Etude de Dactivité antimicrobienne des huiles essentielles

d’Artemisia herba alba (Technique d’aromatogramme)

L'aromatogramme est un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes d'analyser in
vitro l'activité antibactérienne des huiles essentielles capables de détruire les germes
pathogenes (Belaiche, 1979), suivant la méthode de Vincent qui repose sur le principe de
I’antibiogramme (NCCLS, 1997). Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de
diamétre, contenant 15 ul d’huile essentielles d’Artemisia herba alba, sont déposés a ’aide
d’une pince stérile a la surface du milieu gélosé MH, préalablement ensemencé avec 100 pl de
suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a 108UFC/mI (Haddouchi et al., 2009).
Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant
1H avant d’étre incubées & 37°C pendant 24H. Les essais sont effectués en triple. Le diamétre
de la zone d’inhibition formée autour de chaque disque détermine L’activité antimicrobienne
de I’huile essentielle (figure n°23). L’importance des diamétres des zones refléte I’impact de

I’huile essentielle sur la souche cible.
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S. aureus
@ ATCC 6538

Couler 13,5ml de gélose

M.H, par boite S. aureus
Mueller Himtom (ECBU)

Gitlong

S. aureus

(Plaie cutanée)

Les boites sont ensemencées avec la
suspension bactérienne correspondante
= 108 UFC/ml

L

I~ @
— /“mﬁ

. . _ ) _ ) - Le disque est déposé a la
Imbiber ensuite a I’aide d’une pince stérile les disques de papier Wattman || ¢rface de la gélose M.H.

dans I’HES d’Artemisia herba alba (contenance : 15 ul ; diamétre : 6mm)

Laisser diffuser une heure, puis incuber a 37°C pdt 24h.

(Les essais sont effectués en triple)

Figure n” 23: Schéma de I’aromatogramme
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IVV-3-4-9- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est definie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance microbienne de 90% (Skandamis et Nychas, 2001), sa détermination
a éte réalisée sur microplaque a fond en U.

Pour se faire, 60 ul d’huile essentielle est émulsionné avec 60 pl de DMSO, afin de
disperser les composés d’HES et d’améliorer leur contact avec les germes testés pour
I’obtention de la solution mére. Réaliser a partir de la solution mere les dilutions décimales de
raison de 2, sachant que le volume initiale est de 10 ul (5%), on obtient alors des
concentrations intermédiaires allant de 5% a 0,013%, ensuite les dilutions d’HES sont répartis
dans chaque puit a raison de 10 pl par cupule. Préparer a partir d’une culture pure de bactérie
en phase exponentielle, une suspension de la souche a étudié dans 10ml de bouillon MH
stérile, la suspension est ajustée a une densité équivalente a 0,1 a 625nm, ensuite inoculer les
cupules de la microplaque avec 10 ul de la suspension bactérienne, ensuite 10 ul de
bouillon MH sont répartis dans tous les cupules de la microplaque.

Les essais sont effectués en double, et pour chaque série un puit contenant 10 pl
d’inoculum + 10 pl de bouillon MH sert de témoin positif et un autre puit inoculer avec 10 pl
de DMSO + 10 pl de bouillon MH sert de témoin négatif. La microplaque est recouverte et est
ensuite incuber a 37°C pendant 24H (figure n°24). La lecture des résultats se fait a 1’ceil nue
par observation du changement de turbidité dans les cupules de la microplaque apres
incubation. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est représentée par les concentrations

d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI, 2002).

IVV-3-4-10- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB), est la concentration de [’agent
antimicrobien qui laisse au plus 0.01% de germes survivants. Le contenu des cupules dans
lesquels aucune croissance n’a été observé, a servi a ensemencer le milieu gélosé M.H et
ceux, par des stries de 5 cm de long a 1’aide d’une anse stérile en commencant par le tube
correspondant a la CMI. La boite de Pétri est ensuite incubée a 37°C pendant 24H (Oussou et
al., 2004). Les essais sont effectués en triple (figure n°25). La CMB a été caractérisée en
comparant la consistance des stries a celle d’une autre boite de Pétri préalablement préparée
appelée boite A. La CMB est la plus faible concentration d’huile essentielle capable
d’entrainer la mort d’au moins 99,99% des bactéries d’un inoculum. Cette valeur indique le

pouvoir  bactéricide d’huiles essentielles (Konan Kouadio et al, 2013).
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| 60 ul

60 pl de DMSO dans chaque eppendrof

w0

10-°

[ Préparation de la série des dilutions

Py bbby e e v

Transférer 10 ul de chaque dilution au cupule correspondant de la microplaque
(les essais sont effectués en double pour chaque souche)
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+ 10 pl d’inoculum correspondant a chaque souche

S : S. aureus (ECBU)
R : S. aureus ATCC 6538

H : S. aureus (Plaie cutanée)

58



Matériel et méthodes

Ajouter 10 pl de bouillon M.H dans toutes les cupules de la microplaque

2 A 2 2L 8200w
e BB o & 555
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En incubation a 37°C pdt 24h.

Détermination de la CMI

Souche S

Concentrations (%) n°de tube
5 1

2,5

1,25

Souche R

0,625

0312

0,156

0,078

0,039

V|0 |||l

Souche H
0,019

0,009

—
(=]

0,004

—
b

Figure n°24 : Schéma de la détermination de la CMI
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S. aureus
(ECBU)

S. aureus
(Plaie cutanée)

S. aureus
(ATCC 6538)

Couler 13,5 ml
de gélose M.H.,
par boite

Gelose

Mucller Hinton

)
O

(——

m | S. aureus
(ATCC
L 6538)
3 (ECBU)
I S. aureus
(Plaie
cutanée)
3 4 5 6 7 8 9 10 11

S. aureus (Plaie cutanée)

En Incubation & 37°C pdt 24h < ——
1
3
2
1

S. aureus ATCC 6538

S. aureus (ECBU)

Figure n°25 : Schéma de la détermination de la CMB
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IVV-3-4-11- Préparation de la boite A

La boite A est préparée comme suit : des colonies de 18H isolées a partir d’une boite
gélosée avec milieu M.H., sont inoculées dans 5ml de bouillon M.H., et incubées a 37°C
pendant 3H. Quatre dilutions successives sont effectuées en délayant 0,1ml de la préculture
dans un tube a essais de 10ml de bouillon MH., ce qui donne I’inoculum initial de dilution de
10°; les mémes étapes sont effectuées de 10 en 10 jusqu’au 10# aprés cela un
ensemencement en strie de 5cm de long a partir des 5 dilutions préparés auparavant est
effectué sur 3 boites de gélose M.H a I’aide d’une anse stérile, constituant ainsi les 3 boites A

pour les 3 souches étudiées (figure n°26).
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V-1- Matériel végétal
V-1-1- Taux d’humidité

Dans le but d’évaluer I'efficacité du séchage en terme de perte en eau, la valeur du taux
d’humidit¢ d’Artemisa herba alba a été déterminée. Le résultat est représenté dans le tableau
n° 8 et la Figure n° 27.

Tableau n° 8 : Valeur du taux d’humidit¢ de I'espéce Artemisia herba alba

Plante Poids de la plante Poids de la plante Taux d’humidité
avant séchage (g) apres sechage (9) (H%)
Artemisia herba 5 3.12 41.6%
alba

= Eau (%)
m Matiére séche (%)

Figure n°27 : Taux d’humidité de I'espéce Artemisia herba alba

A la lumiére de nos résultats nous avons constaté que la plante Artemisia herba alba a
présenté une teneur en eau de 41.6% ce qui signifie que la teneur en matiere seche a partir de
laquelle les huiles essentielles ont été extraites a été de 58.4%.

Des études réalisées par Gseyraen 2006 sur Artemisia herba alba récoltée a Oujda au Maroc,
ont montré que le pourcentage d’humidité est de 9.23%. Par ailleurs, le taux d’humidité trouvé
par Fenardji et al., en 1974 pour Artemisia herba alba originaire de Djelfa (Algérie) est de

6.87% se trouvant étre d’ailleurs légérement semblable par rapport a
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celui trouvé par Gseyra en 2006. Nos résultats ont présenté un taux d’humidité nettement
supérieur a celui obtenu par Gseyra en 2006 et Fenardji et al., en 1974.
Les variations rencontrées dans la teneur en eau de nos échantillons comparé aux travaux

précités, peuvent étre dues a des facteurs environnementaux tels que les conditions climaticques

et la répartition géographique (Besombes, 2008).

V-1-2- Recherche phytochimique
Les tests de caractérisation phytochimique réalisés sur les substances naturelles de la plante,
ont donné les résultats que nous présentons dans le tableau n° 9. Il révele la présence ou

I’'absence d’un groupe de métabolite secondaire.

Tableau n° 9 : Résultats du screening phytochimiques d’Artemisia herba alba

Composeés chimiques Remarque
Réactif de Wagner + précipité de couleur brunétre
Alcaloides —— -~ .
Réactif de Mayer +++ précipité de couleur blanc-jaunatre
Reéaction avec FeCls Tt coloration verdatre
Tanins Tanins catéchique - Néant
Tanins galliques ++ Coloration bleu-noiratre
Flavonoides Anthocyane ++ coloration bleu violacé
Leucoanthocyane - Teinte brune rouge
Saponosides ++ Présence de mousse
Composeés reducteurs - Néant
Stérols et Trapénoides ++ Anneau marron a I'interface
triterpénes
Hétérosides  Hétérosides stérolique ++ Couche surnageant verte
Hétérosides - Néant
tritepénique
Coumarines + fluorescence intense de couleur

bleu verdatre
(+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.
Le tableau ci-dessus (Tableau n° 9) représente les résultats du screening phytochimique de

la plante Artemisia herba alba. Nous apercevons que la partie aérienne de la plante contient

dans une certaine mesure, la présence des alcaloides apres les trois tests positifs de Mayer,
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Wagner et Drangendroff. Le test des tanins a montré la présence d’une coloration brune
verdatre, ce qui signifie que la plante contient les tanins catéchiques. Les mémes resultats ont
étés confirmés pour les flavonoides libres, les anthocyanes, les leucoanthocyanes, terpénoides,
stérols et triterpénes, hétérosides stéroliques et triterpéniques, et coumarines par la présence
d’une fluorescence. Quant aux saponosides, ils sont présents avec un indice de mousse de 125.
En effet, ce criblage phytochimique a montré I'absence des composés réducteurs et des tanins

galliques.

Une étude faite par Riachi etal., en 2015, et ont indiqués la présence des Flavonides, tanins,
stérols et triterpénes, et des coumarines de la plante Artemisia herba alba, d’autre part les
saponines et les alcaloides étaient absents. Cependant, Sellami et al., en 2010, confirment la
présence d'alcaloides. Dans des études antérieures, sur I'espéce d’Artemisia herba alba
indiquent que tous classes de composés sont présents dans le genre avec référence particuliere
aux terpenes et aux flavonoides selon Wright en 2002.

Des analyses faites par Dif etal., en 2016 ont montré que la plante est riche en polyphénols
tels que les phénols totaux, flavonoides totaux et tanins condensés. Une autre étude faite par

Mohamed et al., en 2010 a indiqué également la présence des stérols et tri terpénes.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par les travaux de Dif et al., en 2016 et
Sellami et al., en 2010. En effet, ces derniers ont signalé la présence des polyphénols tels que
les phénols totaux, flavonoides totaux, tanins condensés et alcaloides. Tandis que, Riachi et al.,
en 2015 ont rapporté respectivement, I'absence des alcaloides, et en dernier nos résultats

crédibilisent ceux obtenus par Mohamed et al., en 2010.

V-2- Huiles essentielles
V-2-1- Rendement en huile essentielle

Apreés une durée de 3 heures d’extraction de I'’huile essentielle par hydro-distillation a partir
de 300g de matiére végétale seche, (figure n°28). On a obtenu une quantité d’huile essentielle
dont le rendement de I'extraction de I'huile essentielle a été calculé en fonction de la masse du
matériel végétal traité selon la formule ci-dessous (Vagi et al., 2005). Les résultats obtenus sont

illustrés dans le tableau n°10.

R = (MHE/ Mvs) x 100
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Tableau n°10 : Les rendements en huile essentielle d’Artemisia herba alba.

Essai N° Rendement
1 1.472 %
2 1.481%
3 1.52%
Moyenne 1,491%

Les résultats du tableau n°10 montrent que la partic aérienne d’Atemisia herba alba a donné un
rendement en huile essentielle de 1,491%.

Une étude faite par Akrout en 2004 sur différentes plantes dont Artemisia herba alba récoltée de
Matmata en Tunisie, a permis d’obtenir des rendements moyens en huiles essentielles de 0.65%.

Ces résultats sont relativement inférieurs du rendement d’Artemisia herba alba récolté de Béchar
en Algérie.

Figure n°28 : Extraction de I'huile essentielle d’Artemisia herba alba par
hydrodistillation.
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V-2-2- Mesure du pH
L’huile essentielle d’Artemisia herba alba est neutre avec un pH égale a 7 (figure 29). Il
convient de souligner que le pH joue un réle déterminant au cours des réactions chimiques et

biochimiques et peut influencer les propriétés stabilisatrices d'une huile essentielle. Par

conséquent, cerésultat peut amener a un bon caractere stabilisateur contre les microorganis mes.

> >/

Figure n°29 : Résultats du pH de I'huile essentielle d’Artemisia herba alba
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V-3- Identification des bactéries

V-3-1- Examen macroscopique

Aprés une incubation de 24h a 37°C sur les deux milieux de cultures (Chapman, gélose
nutritive), Le développement bactérien sur le milieu Chapman montre que les colonies sont de
taille moyenne de 1a 2 mm pigmentées qui donne une couleur jaune-orangé et entourées d’une
aréole jaune dans c'est-a-dire il y a eu la fermentation du mannitol. Ces colonies sont arrondies
a bords réguliers, ce qui présente I'aspect macroscopique caractéristique du genre

Staphylococcus aureus (figures n° 30-31-32).

Le repiquage réalisé sur le Bouillon nutritive montre I'apparition d’un trouble aprés 24

heures d’incubation a 37°C.

Figure n°30 : Résultats de I’aspect Figure n°31 : Résultats de I'aspect
macroscopique de S. aureus ATCC 6538 macroscopique de S. aureus isolée d’une

(milieu Chapman) plaie cutanée (milieu Chapman)
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Figure n°32 : Résultats de I'aspect macroscopique de S. aureus
(ECBU) (milieu Chapman)

V-3-2- Examen microscopique
V-3-2-1- Etat frais

Les bactéries examinées a I’état frais apparaissent fixées et immobiles (Tableau n°11)

Tableau n°® 11 : Examens a I’état frais des bactéries.

Souches Mobilité
S. aureus (ATCC 6538) -
S. aureus (ECBU) -
S. aureus (Plaie) -

+: Mobile ;- : Immobile
V-3-2-2- Colorationde gram

Sur microscope optique et a immersion au grossissement x1000, la coloration de Gram
réalisée a partir des colonies distinctes, montre la présence des bactéries violettes donc a
coloration de Gram-positive et de forme Cocci (figures n° 33-34-35), les résultats obtenus

sont regroupés dans le Tableau n° 12
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Tableau n°12 : Coloration de Gram des bactéries étudiées.

Bactéries Coloration Gram

S. aureus ATCC 6538 Violet Positif

S. aureus isolée de la plaie Violet Positif
cutanée

S. aureus (ECBU) Violet Positif

Figure n°33: Résultats de la Figure n°34: Résultats de la
coloration de Gram (G x1000) de coloration de Gram (G x1000) de

S. aureus ATCC 6538

S. aureus isolée d’une plaie
cutanée

Figure n°35 : Résultats de la coloration de

Gram (G x1000) de S. aureus (ECBU).
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V-4- ldentification biochimique
V-4-1- Mise en évidence du type respiratoire :

Les résultats ont montré une croissance des souches en surface et en profondeur c'est-a-dire
que les souches ont un type respiratoire aéro-anaérobie facultatives ou anaérobie aérotolérantes.
Ce qui signifie qu’en présence d’oxygene en petite quantité est préférable pour le
développement de la bactérie mais elle peut s'en passer (figure n°36).

Figure n°36 : Résultats des tests respiratoires des bactéries étudiées.

V-4-2- Caracteres biochimiques :

Les observations morphologiques réalisées, sont complétées par la recherche des caracteres
biochimiques ; catalase, coagulase, et test DNase. Pour toutes les bactéries étudiées.
Les résultats sont indiqués dans le tableau n°13 et les figures n°37, 38, 39, 40.
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Tableau n°13 : Résultats des caractéres biochimiques des bactéries étudiées.

Tests
Bactéries Catalase =~ Coagulase DNase
S. aureus ATCC 6538
+ + +
S. aureus isolée d’une plaie + + +
cutanée
S. aureus (ECBU) + + +

+ : positive ; - : négative

Figure n°37 : Résultats du test coagulase des bactéeries étudiées (sang de I’homme).

Des chercheurs ont mis en évidence que la virulence n’était pas forcément liée au role de la
coagulase néanmoins la recherche de coagulase permet de différencier les souches potentielle ment
pathogénes. Enfin on peut considérer que le réle de la coagulase permet aux S. aureus de résister
aux anticorps et a la phagocytose par les leucocytes lorsquiils sont localisés dans un caillot

(Baddour etal., 1994).
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Figure n°40 : Résultats du test catalase de S. aureus (ECBU).
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La S. aureus posséde une activité catalase positive pour toutes les souches. Cette activité
enzymatique permet la dégradation du peroxyde d’oxygeéne en eau et dioxygéne qui se traduit
par le dégagement de bulles de gaz (oxygene). Par ailleurs, toutes les souches coagulent le
plasma. En effet, la production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus provoque une
coagulation du plasma qui se traduit par la formation d’un caillot de coagulation.

Les colonies de Staphylocoques sur milieu gélose a TADN sont des blanches, convexes,
brillantes, de 1 a 2 mm de diametre, sur le fond opaque du milieu et sont considérées
staphylocoques a DNase positive, car aprés 'ajout de 'HCI elles s’entourent d’une auréole
transparente révélatrice.

L’intégralit¢ de nos résultats y compris [Iidentification microbienne et caracteres
biochimique sont en accords avec ceux obtenus par les travaux de Rebiaihi (2012) et Robert
(2013). En effet, ces derniers ont signalé que S. aureus est une bactérie cocci a Gram positif,
immobiles, aéro-anaérobies facultatives possédant une catalase, une coagulase et une

thermonucléase.
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V-5- Etude de I’activité antimicrobienne vis-a-vis des agents antimicrobiens

L’appréciation de la sensibilité de Staphylococcus aureus testée par antibiogramme parla
méthode des disques, nous a permis d’obtenir les résultats ci-dessous (tableau n°® 14), (figures
Nn° 41-42-43-44-45-46).

Tableau n°14 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des antibiotiques exprimés par le

diamétre de la zone d’inhibition en mm (CASFM, 2019)

Agents Diameétres critiques S. aureus S. aureus S. aureus
antimicrobien (mm) ATCC 6538 (plaie cutané) (ECBU)
R I S @ (mm)  Remarques @ (mm)  Remarques @ (mm) Remarques
AK <14  15-16 >17 20 S 20 S 25 S
KZ = - - >5 - >5 - 5 -
E <18 - >21 24 S 27 S 20 R
TOB <18 - >18 25 S 23 S 27 S
CN <18 - >18 195 =~ R 28 S 30 S
OX @ - > 15 R 7S o RN
AM <13 14-16 >17 25 S <30 S 35 S

Toutes les valeurs des diamétres des zones d’inhibitions sont en moyenne de trois essais.
R : résistante ; S : sensible ; I : intermédiaire

AK : Amikacine , KZ : Céfazoline , E : Erythromycine , TOB : Tobramycine , CN : Gentamycine,
OX : Oxaciline , AM : Ampicilline .

Figure n°41 : Resultats de I’antibiogramme de S. aureus ATCC 6538.
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Figure n°42 : Résultats de I’antibiogramme Figure n° 43 : Résultat de I’antibiogramme

de S. aureus (Plaie cutanée). de S. aureus (ECBU).

Evaluation de la résistance de S. aureus ATCC 6538 aux
antibiotiques étudiés

30
27 —

<

* Diamétre critique (R) > Résultat ™ Diamétre critique (S)

Figure n°44 : Evaluation de la résistance de S. aureus ATCC 6538 aux antibiotiques étudiés.
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Evaluation de la résistance de S. aureus (plaie cutanée) aux
antibiotiques etudies

28

<20 >2
I <18 >21 <18 >18 I

(,\(\

* Diamétre critique (R) > Résultat ™ Diamétre critique (S)

Figure n°45 : Evaluation de la résistance de S. aureus (plaie cutanée) aux antibiotiques étudiés.

Evaluation de la résistance de S. aureus (ECBU) aux antibiotiques
etudiés

25
-— 20 >21

>17 <18 ' <18 >21 <18 >1

* Diamétre critique (R) > Résultat ™ Diamétre critique (S)

Figure n°46 : Evaluation de la résistance de S. aureus (ECBU) aux antibiotiques étudiés.
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On a constaté d’apreés les résultats illustrés dans le tableau n° 14 que les trois souchestestées
ont montré différents degrés de sensibilité a la plupart des antibiotiques disposés, les diamétres

des zones d’inhibition enregistrés varient entre 5 et 35mm.

En revanche, les résultats indiquent que Staphylococcus aureus ATCC 6538 est sensible a
I’ Amikacine, Erythromycine, Tobramycine, et a I’ Ampicilline, dont les diamétres d’inhibition
sont respectivement 20, 24, 25, et 25mm, de méme, elle a montré une résistance a I’oxacilline

(15mm) et a la Gentamycine avec un diamétre de 19,5mm.

Par ailleurs, Staphylococcus aureus isolée d’une plaie superficielle cutané s’est avérée

sensible vis-a-vis tous les antibiotiques testés.

En outre, les diamétres des zones d’inhibition de Staphylococcus aureus isolée du milieu
hospitalier d’'un ECBU indique sa résistance a 1’oxacilline (9mm), et a I’Erythromycine
(20mm), et sa sensibilité vis-a-vis I’Amikacine (25mm), Tobramycine (27mm), Gentamycine
(30), et a I’Ampicilline (35mm).

Nos souches sont résistantes a 1’oxacilline et en accord avec les résultats prouvés par
Mastouri et al., en 2006. Selon Daurel et Leclercq en 2008, la sensibilité des souches de S.
aureus aux bétalactamines varie selon la molécule, 80 % a 95 % des souches produisent une
pénicillinase qui inactive la pénicilline G et I’ampicilline, rendant leurs indications obsolétes
dans le cadre d’une infection a S. aureus. Une hyperproduction de pénicillinase peut étre
responsable de I’hydrolyse des pénicillines M.

La résistance des souches aux antibiotiques qui touche tous les pays mais avec des niveaux
variables peut étre expliquée par la consommation fréquente de ces derniers, ainsi le risque
d'acquisition des SARM dépend de nombreux facteurs dont certains de ces facteurs sont liés au
patient (flore cutanée, portage de staphylocoque résistant a la méticilline (SARM), pathologie
sous-jacente, infection préexistante,...), d’autres sont liés a I’environnement direct du patient
(bloc opératoire, qualité de I’air et de 1’eau, hygiéne de 1’équipe chirurgicale et des soignants,
matériel...). Selon Sadsad et al. en 2013 Staphylococcus aureus résistant a la methicilline
(SARM) s’est disséminé progressivement dans la majorité des établissements de soins a
1I’échelle mondiale avec une récente diffusion communautaire (Al-Ruaily et al., 2011 ; Ben
Saida et al., 2005 ; Mehndiratta et al., 2012), du fait qu’en Algérie, le taux de SARM est en
augmentation avec 4,5% en 2002 (Kesah et al., 2003) 33,2% en 2004 (Ramdani-Bouguessa et
al., 2006),45% en 2006 (Bekkhoucha et al., 2009) et de 52% en 2009 (Rebiahi et al., 2011).
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V-6- Détection de la méticillino-résistance

Les résultats du test a 1’oxacilline nous ont permis par rapport aux diameétre des zones
d’inhibition que Staphylococcus aureus (ECBU) été en mesure de résister a 1’oxacilline ce qui
explique sa résistance a tous les beta lactamines, et plus particulierement a la méticilline (figure
n°47), par contre la présence d’un halo claire autour le disque chez S. aureus isolée de la plaie
cutanée confirme sa sensibilité vis-a-vis la méticilline (figure n°48), en outre nos résultats

certifie que la souche S. aureus ATCC 6538 est résistante a la meticilline.

Figure n°47 : Résultat du test a ’oxacilline de S. Figure n°48 : Résultat du test a I’oxacilline de S.

aureus (ECBU). aureus isolée d’une plaie cutanée.

Selon Felten et al. en 2002, il a été démontré par une série de test a 1’oxacilline suivant la
méthode de diffusion de disque d’oxacilline que 96,4% de 83 souches de SARM étaient
résistantes a la méticilline . Une autre étude aussi faite par Velasco et al., en 2005 a constater
la présence de 94,1% de 51 souches de SARM comme étant méticillino-résistantes

V-7- Etude de D’activité antimicrobienne des huiles essentielles par la

méthode de Vincent (technique d’aromatogramme)

L’étude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles du genre Artemisia qui a été
déterminée qualitativement en utilisant la méthode de diffusion sur disques en milieu solide, a

permis d’obtenir les résultats illustrés dans le tableau suivant (tableau n° 15) :
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Tableau n°15 : Résultats de I’aromatogramme

Souches Diameétre (mm) Activité
S. aureus ATCC 6538 9 +
S. aureus isolée d’une plaie 26
, +
Cutanée
S. aureus (ECBU) 14 +

Suite aux résultats obtenus dans le tableau précédent n°15, on peut déduire que I’huile
essentielle d’Artemisia herba alba a exercé une activité inhibitrice importante contre les trois
souches testées, avec une échelle de diamétre de zone d’inhibition qui varie entre 9 et 26 mm.

Les diametres des zones d'inhibition nous ont permis de catégoriser les souches bactériennes
en fonction de leur sensibilité a I'huile essentielle testée. Nous remarquons que la plus large
zone d’inhibition a été obtenu chez Staphylococcus aureus isolée d’une plaie superficielle
cutanée, donc on la considéré comme la souche I’extrasensible a I’huile essentielle d’Artemisia
herba alba (26mm), en outre, Staphylococcus aureus (ECBU) a été consideré plus sensible
(14mm) que Staphylococcus aureus ATCC 6538 qui s’est avéré la plus résistante avec un
diamétre d’inhibition de 9mm (figures n° 49-50-51).

Figure n°49 : Aromatogramme de S. aureus ATCC Figure n°50 : Aromatogramme de

6538 par I’huile essentielle d’Artemisia herba alba. S. aureus (plaie) par [I’huile
essentielle d’Artemisia herba alba.
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Figure n°51 : Aromatogramme de S. aureus
(ECBU) par I'huile essentielle d’Artemisia

herba alba.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par les travaux de Bouzidi en 2016, qui a
également signalé la sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis les huiles essentielles
d’Artemisia herba alba.

Une autre étude faite par Imelouane et al., en 2010 confirme la haute activité
antimicrobienne de I’huile d’Artemisia herba alba contre les Gram positif (Staphylococcus
aureus) avec une CMI de 0.16mg/ml et avec un diamétre de zone d’inhibition de 28.17 mm.
Boudjelal en 2013 rapporte aussi que les huiles essentielles d’Artemisia herhba alba sont
capables d’exercer une activité antimicrobienne sur Staphylococcus aureus avec un diametre
de zone d’inhibition de 18 mm, ce qui confirme les résultats obtenus lors de cette étude.

Cette activité antibactérienne des HESs., pourrait étre expliquée par I’interaction moléculaire
des groupements fonctionnels des composants des HEs avec la paroi des bactéries, ce qui
provoque de profondes Iésions. On peut conclure donc que cette activité peut étre le résultat

d’un effet synergique entre plusieurs composés de cette HEs (Felice et al., 2004).
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V-7- Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI) et

bactéricide (CMB)

Les concentrations minimales inhibitrice et bactéricide de 1’huile essentielle d’Artemisia

herba alba ont été testés a des concentrations allant de 5% a 0,004%. Les résultats obtenus sont

montrés dans le tableau n°16. Par ailleurs, nous apercevons que I’huile essentielle d’Artemisia

herba alba a exercé une activité importante sur les trois souches testées, bien que les

microorganismes étudiés ne montrent pas la méme sensibilité. Cependant, les valeurs indiquent

que les trois souches sont inhibées & une concentration de 5% (Figure n°52).

Tableau n°16 : Valeurs des paramétres antimicrobiens des huiles essentielles d’Artemisia
herba alba exprimées en %

Souches
CMI
S. aureus ATCC 6538 0.625
S. aureus isolée de la 0.625

plaie cutanée
S. aureus (ECBU) 1,25

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

Artemisia herba alba

CMB CMB/CMI Activité
5 8 Bactériostatique
5 8 Bactériostatique
5 4 Bactéricide

CMB : Concentration Minimale Bactéricide

S. aureus
(ATCC 6538)

S. aureus

S. aureus
(Plaie) (ECBU)

Figure n°52 : Concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles d’Artemisia

herba alba vis-a-vis les trois souches testées.
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Selon Marmonier en 1990, si le rapport d’activit¢ CMB/CMI d’une substance
antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniere est qualifiée de substance bactericide et
si le rapport est entre 8 et 16, elle est alors dite bactériostatique. En se référant aux résultats
obtenus dans le tableau n° 16, nous constatons d’une part, que 1’huile d’Artemisia herba alba
est d’une activité bactéricide dont le rapport CMB/CMI est d’une valeur de 4 envers la souche
isolée du milieu hospitalier du test ECBU, néanmoins, le rapport CMB/CMI des deux autres

souches est estimé a 8, elles sont alors considérées comme bactériostatiques.

Des travaux antérieurs confirment que 1’huile essentielle d’Artemisia herba alba possede
un effet antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes. Notamment nos

résultats sont trés proches de ceux rapportés par Bouzidi en 2016.

Inouye etal., en 2001 ont réveélés que les bactéries a Gram+ sont généralement plus sensibles
aux huiles essentielles que celles 8 Gram-. Selon Friedman et al. (2002), les principaux facteurs
qui peuvent influencer les résultats d’un test de I’activit¢ antimicrobienne d’une huile
essentielle sont : les constituants majeurs des feuilles et des tiges de la plante ainsi les composes
présents en minorité pourraient avoir également une part de contribution a I’activité
antimicrobienne, la solubilité de I’huile essentielle (Burt, 2004), le microorganisme et la vitesse

de sa croissance.

Encore Haloui et al., en 2015 ont signalé que I'huile essentielle présentait un effet
antibactérien plus élevé avec des valeurs de CMI de 0.015, 0.5, 1 et 4% de moins que I’huile
essentielle d’Artemisia herba alba avec des valeurs de CMI de 0,625% et 1,25% contre S.

aureus ATCC 6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée et Staphylococcus aureus (ECBU).

Effectivement, les résultats obtenus sont en général en accord avec ceux rapportés par la
littérature. En outre, les résultats de la boite A sont en accord direct avec ceux obtenus dans la

détermination de la CMB qui s’est averé a 5% équivalent a = 1/20 pl/ml (figure n°53).
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S. aureus S. aureus
(Plaie) (ATCC 6538)

Figure n°53 : Boite -A- des trois souches testées.
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Conclusion

Les infections bactériennes sont la cause majeure de la morbidité et de la mortalité en milieu
hospitalier dont elle peut étre due a S.aureus résistante a la méticilline (SARM).

L’importance médicale de cette espéce bactérienne est sa capacité a provoquer de nombreux
types d’infections chez ’homme.

Ceci a conduit a réviser le traitement, du fait que le germe incriminé est résistant aux
antibiotiques prescrits. Les traitements antibiothérapiques restent cependant impuissants devant
une telle circonstance. Quoi que la méthode traditionnelle de I’utilisation de plantes
médicinales reste une issue pour traiter les pathologies d’origine microbienne.

Differentes plantes médicinales synthétisent des molécules odorantes, qui constituent les
huiles essentielles et les extraits phénoliques, capable d’exercer un effet équivalent a celui des
antibiotiques, et ce grace a la nature chimique de ces constituants.

Ce travail a été réalisé pour étudier I’effet antimicrobien des huiles essentielles d’Artemisia
herba alba sur la croissance de Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (SARM).

D’une autre partie, I’extraction des huiles essentielles d’Artemisia herba alba par hydro-
distillation a montré un rendement de 1,491%. En revanche, le criblage phytochimique
d’Artemisia herba alba a révélé la présence de différentes familles de métabolites secondaires.
Il s’agit essentiellement des alcaloides, des tanins galliques, des flavonoides, des saponosides,
des hétérosides et des coumarines. Ces constituants sont connus de par leurs diverses propriétés
biologiques pouvant étre utilisé comme remedes en médecine traditionnelle.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur trois souches bactériennes (S. aureus ATCC
6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus isolée d’'un ECBU), selon la méthode
de diffusion des disques, ces souches présentent une sensibilité vis-a-vis 1’huile essentielle
d’Artemisia herba alba, avec un minimum d’inhibition sur les deux souche S.aureus ATCC
6538 et S.aureus isolée d’un ECBU, sont respectivement de 9mm et de 14mm, et un maximum
d’inhibition sur S.aureus isolée d’une plaie cutanée qui est 26mm. Les résultats des tests
d'activite antibactérienne indiquent que I'huile essentielle d’4rtemisia herba alba présente un

degré élevé d'activité inhibitrice contre les souches testées.



Les résultats de la méticillino résistance, nous ont permis de constater que I’antibiotique
agit d’une maniére différente chez les souches testées. Les valeurs des diamétres des zones
d’inhibition obtenues de S. aureus ATCC 6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S.
aureus isolée d’un ECBU sont respectivement de 15mm, 27mm et 9mm.

A propos de la méthode de la microplaque a permis d’obtenir les CMI pour S. aureus ATCC
6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus isolée d’un ECBU a des valeurs allant
respectivement de 0,625% ; 0,625% et 1,25% et & des valeurs allant respectivement de 5% ; 5%
et 5% pour la CMB.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de notre étude, nous permet de dire que I’huile
essentielle de Artemisia herba alba a exercé une forte activité antimicrobienne vis-a-vis les
bactéries étudiées, S. aureus ATCC 6538, S. aureus isolée d’une plaie cutanée, et S. aureus
isolée d’un ECBU.

En perspectives de ce travail, il serait intéressant de pouvoir approfondir 1’utilisation des
huiles essentielles comme un reméde naturel contre les infection d’origine microbienne afin
d’optimiser la consommation abusive des antibiotiques, tout en explorant le risque de

I’antibiorésistance et en sensibilisant la sagesse de prise des antibiotiques.
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Annexe n°l: Composition des réactifs utilisés pour le screening

phytochimique des plantes

I- Caractérisation des alcaloides

a- Réactif de Mayer

Chlorure MercuriqUE. .......ccoceeveveese e 6.79
lodure de POtasSIUM.........ccuveiiiieieeie e 25¢
EaU diStillEe.....c.eevieeee e 200 ml

b- Réactif de Wagner

lodure de POtaSSTUM.........cvvieriirieierie e 29
JOOE. . e 1.27¢
EaU diStillEe.......ecieeee e 100 mi

I1- Caractérisation des tanins
a- Réactif de Stiasny
FOrMOIL @ 400, e e 10 mi

HCI CONCENEIE.....eeeeeeeeeeee e 5ml

Annexe n°2 : les milieux de culture

a- Bouillon nutritif (BN) (g/1)

Peptone. .. .oviii 10¢
Extraitde viande............oooviiiiiiiii i S5¢g
Chlorure de sodium............ccoiiiiiiiiiii e, 50
Eaudistillée...... ..o 1000 ml

pH =173
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b- Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone. ... .c.ovnii 109
Extraitde viande.............oooiiiiiiiiiii e 39
Extraitde levure...........cooiiiiiiiii 39
Chlorure de sodium...........coouiiiiiiiiiiiiii e 50
N 189
Eau distillée.........oooiiiii i 1000 mi
pH=7,3

c- Bouillon Mueller Hinton (BMH) (g/l)

Hydrolysat acide de CaSEiNe ..........ccccvvererneneneine e 1759
INfuSION de VIANDE .......cooviiiiii s 29

A 11 [ o] ISR 159
Eaudistillée..........oooiiii 1000ml
pH=74

d- Gélose Mueller Hinton (MH) (g/1)
Extraitde viande............ooooiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine...................ccoevviiiinnnn 17,5 @

AMIAON. ... 15¢g
N S 16 g
Eau distillée........ooooeiiiii 1000 ml
pH=7,3

e- Gélose a ’ADN (g/l)

Tryptone Bacto.........cooeviiiiiiiiii 20g
Chlorure de sodium............ccciiiiiiiiiiiiiieeieee, 5¢g
Acide désoxyribonucléique...........covviiviiiiiiiiiiinieiannn, 2g
N . | 15g
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Eaudistillée.........oooiiii 1000ml
pH=7,3

f- Gélose Viande Foie (VF)

Base viande foie..........cooiiiiiiii 30g
GIUCOSE. ...t 2¢g
AN 6g

Bau distillée........cooieiii i 1000ml
pH=7,4

Annexe n°3 : les étapes de coloration de Gram

1-On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne: on
agite la suspension afin de I'homogénéiser et d'éviter d'avoir un culot au fond du tube. Avec
I'aide d'une anse que I'on aura préalablement stérilisé (en la passant sous le bec benzéne), on
préleve un peu de la solution bactérienne en plongeant le fil de platine de la anse dans le tube a

essai.

2-On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'a

séchage.

3-On procéde a la fixation du frottis soit avec de I'éthanol a 90° (5 minutes) puis on enflamme

la lame ouon passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen.

4-La coloration au violet de Gentiane (colorant basique): la lame est plongée pendant 2 a 3
minutes (en fonction de la concentration) dans la coloration au violet de gentiane. Toutes les

bactéries sont colorées en violet puis rincer a I'eau démineralisée.

5-Mordangage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 20 secondes ;

Rincer a I'eau déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.
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6-Décoloration a I’alcool : verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée
obliquement. Surveiller la décoloration (5 & 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénetre dans la bactérie. La
coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des bactéries Gram-.

Si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+.

7-Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine : laisser agir de 30 secondes a 1
minute. Laver doucement a l'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a

40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram- sont colorées en rose.

Annexe n°4 : Résultats du Screening phytochimique

Métabolites Résultats
secondaires

1- Alcaloides

[ 111




2- Tanins

112
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3- Flavonoides
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4- Leucoanthocyanes

113
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5- Anthocyanes

6- Saponosides
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7- Terpénoides

[ 115
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8- Composés réducteurs

10- Stérols et tri terpénes
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9- Coumarines

11- Hétérosides stérolique et
triterpéniques
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