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Résumé

Les feuilles séches de Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha pulegium ont donné un
rendement en huile essentielle de 1.41%, 1.61% et 0.16% respectivement.P. aeruginosa est
connue pour sa treés forte résistance a 1’action de la plupart des huiles essentielles. Les synergies
HE Tv + HE Mp (1:1) et HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) ont montré des résultats
intéréssants. Ces synergie ont inhibé la bactérie P. aeruginosa connue par sa résistance aux
antimicrobiennes.La CMI et la CMB différent significativement, ce qui confirme I'efficacité de
certaines huiles comme agents bactériostatiques ou bactéricides.L’huile essentielle ou la
combinaison utilisée a un impact significatif. Ceci suggere qu’il est possible d’optimiser les

mélanges d’huiles essentielles pour une meilleure efficacité antibactérienne.

Mots clés: Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha pulegium, huile essentielle, synergie,

activité antibactérienne.
Abstract

The dried leaves of Thymus vulgaris, Ammi visnaga, and Mentha pulegium yielded essential oil yields
of 1.41%, 1.61%, and 0.16%, respectively. P. aeruginosa is known for its high resistance to most
essential oils. The synergies of Tv EO + Mp EO (1:1) and Tv EO + Av EO + Mp EO (1:1:2) showed
interesting results. These synergies inhibited the bacterium P. aeruginosa, known for its resistance to
antimicrobials. The MIC and MBC differed significantly, confirming the effectiveness of certain oils
as bacteriostatic or bactericidal agents. The essential oil or combination used had a significant impact.

This suggests that it is possible to optimize essential oil blends for greater antibacterial efficacy.

Keywords:Thymus vulgaris, Ammi visnaga and Mentha pulegium, essential oil, synergy, antibacterial

activity.
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I. Introduction

La résistance aux antimicrobiens (RAM) est caractérisé par sa prévalence généralisée et ses
schémas en constante évolution, les organismes multirésistants aux medicaments (MDR)
créant de nouveaux défis chaque jour (Oliveira et al., 2024). Les mutations génétiques, le
transfert horizontal de génes et la pression sélective contribuent a 1’émergence et a la
dissémination de nouvelles souches résistantes (Oliveira et al., 2024). En regle générale, les
bactéries MDR sont associées aux infections nosocomiales (Duin and Paterson, 2020). La
résistance aux antimicrobiens constitue une menace majeure pour la santé humaine dans le
monde entier (Murray et al., 2022). L'intérét croissant pour la recherche d'une nouvelle
stratégie visant a protéger la santé humaine a conduit a s'intéresser de plus en plus aux
produits naturels issus d'especes végetales. Parmi ces différents types de substances
naturelles, les huiles essentielles (HEs) ont largement intéressés notre recherche scientifique,
notamment par leur puissante activité antioxydante, antifongique, anti-inflammatoire et
bactéricide (Bahri et al., 2013; Bahri et al., 2016 ; Bouyahyaoui et al., 2016 ; Abedelli et
al., 2017 ; Abdelli et al., 2018 ; Abdelli et al., 2019 ; Ouguirti et al., ; 2021 ; Amraoui et
al., 2022 ; Maameri et al., 2022 et Boussena et al., 2022). Il est probable que la multiplicité
des propriétés pharmacologiques des huiles essentielles est due a la diversité chimique de leur
composition et au résultat de ’interaction complexe entre les principaux composants et les
autres composants existants qui peuvent interagir pour produire des réponses synergiques ou
antagonistes (Aissi et al., 2016 ; de Sousa et al., 2023). Malgré les résultats prouvés des
huiles essentielles, une compréhension approfondie du profil de sécurité des huiles
essentielles est nécessaire pour les professionnels de la santé et de 1’industrie alimentaire afin
de maximiser leurs effets bénéfiques tout en minimisant les risques pour les utilisateurs
(Vostinaru et al., 2020). Dans ce contexte préoccupant, il devient impératif de chercher des
alternatives novatrices, capable de contrecarrer les effets négatifs, que ceux-ci soient minimes
ou totalement absents. La combinaison d'huiles essentielles apparait comme une réponse
prometteuse a ce dilemme. Ces concoctions d’huiles essentielles, loin d’étre banales, jouent
souvent sur des effets a la fois synergétiques et antagonistes, selon la maniere dont les
diverses substances qui les composent interagissent au sein d’une activité biologique précise,
gréce a la combinaison de différentes substances composant ces huiles (Cruz et al., 2020 ;
Yakoubi et al., 2021). Dantre étude on c’est intéréssé a mélanger les huiles essentielles de
trois plantes, Thymus vulgaris ((Li), Ammi visnaga (4s.+) et Mentha pulegium (_«5 dans des

mélanges binaires et ternaires a différents rapports (1:1, 1:2, 2:1, 1:1:1, 2:1:1,



12:2:1,1:1:2) afin d'analyser leurs interactions synergiques et/ou antagonistes les unes
sur les autres. Notre mémoire est composé de trois parties:
1. Une analyse bibliographique sur les plantes médicinales, les huiles essentielles et les
bactéries multirésistantes;
2. Une partie de matériels et méthodes et

3. Une partie de résultats et discussion.



I1. Partie bibliographique

I1.1. Les plantes médicinales

11.1.1. Généralités sur les plantes médicinales

La connaissance des remeédes traditionnels  déterminés  empiriquement  ou
ethnopharmacologie, constitue actuellement une base de données tres importante pour servir a
un développement scientifique rigoureux inhérent & la phytothérapie (Graza et al., 2011,
Bureau, 2018). L’Organisation mondiale de la sant¢é (OMS) estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires de 80 % de la population des
pays en voie de développement (Jiofack et al., 2010 ; Damus et Vonarx, 2019). A cet effet,
une stratégie pour la médecine traditionnelle a été adoptée pour 2014-2024 par cette
organisation, ce qui aidera les responsables de la santé a développer des solutions qui
participent a une vision plus large favorisant 1’amélioration de la santé et 1’autonomie des
patients (OMS, 2013). L'Organisation mondiale de la santé encourage les pays en voie de
développement a intégrer, dans leur systéeme officiel de santé, les remédes a base de plantes
dont les aspects, innocuité, efficacité et qualité sont garantis (Bouzabata, 2017).

Les plantes constituent un réservoir énorme de nouvelles molécules potentielles pouvant étre
a D’origine de nouveaux principes actifs et aboutissant a des médicaments (Alves et Rosa,
2007 ; Neal, 2017). On estime a 400000-500000 espéces de plantes dans le monde (WHO,
1999) dont trés peu sont exploitées en phytothérapie. La région méditerranéenne est un hot
spot (Vela et Benhouhou, 2007) relativement riche en plantes puisqu’on dénombre entre
15000 et 20000 espéces (Sofowora, 2010). De part sa situation géographique particuliére,
I’Algérie bénéficie d’une gamme tres variée de climats favorisant le développement d’une
flore riche et diversifiée (Vela et Benhouhou, 2007). Un grand nombre de plantes y poussent
spontanément. Ces plantes jouent encore un réle trés important dans les traditions médicales
et dans la vie des habitants en Algérie vue les prix exorbitants des médicaments (Hamilton,
2004, Miara et al., 2013). L'Algérie posséde une réserve de remedes a base de plantes, de
savoir-faire s'inscrivant dans le cadre de la médecine traditionnelle a usage humain, mais aussi
vétérinaire (Bouzabata, 2017). Seulement, 1’'usage d’une maniére empirique de ces plantes a
caractére médicinal et sans prescriptions normées, cause de nombreux problémes de santé
arrivant parfois au déces (Franz-Xaver, 2010). Par ailleurs, leurs propriétés biologiques
trouvent application dans divers domaines a savoir: la médecine, la pharmacie, la
cosmétologie, I’alimentation et I’agriculture.

Dans notre étude on c¢’est intéressé a trois plantes médicinales.

11.1.2. Thymus vulgaris



11.1.2.1- Description morphologique

Thymus vulgaris L. est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre de 20 a
30 cm de hauteur. Ses tiges sont dressées, ligneuses, rameuses et tortueuses a la base et ses racines
sont assez robustes (Bruneton, 2009). Ses branches sont minces, denses, ramifiées, blanchatres et
courtement velues (Teuscher et al., 2005), portant des feuilles persistantes de couleur vert
grisatre, subsessiles, opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a 12 mm de long
et de 0.5 a 3 mm de large. Les marges de leurs limbes sont enroulées sur la face ventrale ce qui
donne aux feuilles une forme générale d’aiguille (Bruneton, 2009). Les fleurs sont de petite taille
(4 a 6 mm de long), de couleur blanche a rose, bilabiées, zygomorphes, regroupées par 2 ou 3 a
I’aisselle des feuilles et rassemblées en glomérules ovoides (Teuscher et al., 2005). Le calice est
velu, hérissé de poils durs, vert, souvent avec des taches violettes, en forme de tube ventru a la
base, mesurant de 3 a 4 mm de long. Il est formé de 5 sépales soudés en 2 levres inégales, celle du
haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliée et arquée (Bruneton, 2009). La corolle est
bilabiée, blanchatre a violet pale et de taille variable (Teuscher et al., 2005). Le fruit est un
tétrakene brun clair a brun foncé qui renferme a maturité 4 minuscules graines (1 mm) (Bruneton,

2009). La période de floraison de I’espéce a lieu de mai a aoft.

Figure n°1 : Aspect morpho logique de Thymus vulgaris L. (Fayad et al., 2013).
11.1.2.2- Taxonomie
La situation botanique de 1’espéce Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous (Goetz et
Ghédira, 2012):
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliophytina



Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus vulgaris L.

Noms vernaculaires : Thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, frigoule, barigoule, thym
commun, thym cultivé et saatar ou zaatar (en arabe == ou _ic )) (Teuscher et al., 2005).
11.1.2.3. Répartition géographique

11.1.2.3.1. Dans le monde

Le thym est réparti entre 1’Europe, I’ Asie de 1’ouest et la méditerranée (Mabberley, 1997). Il
est tres répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), les montagnes
d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. Il se
trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madére et les Agores) et en
Himalaya. 1l peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon.

11.1.2.3.2. En Algérie

Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont localisées en
Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Quezel et Santa, 1962). Ces espéces sont
réparties le long du territoire national, du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et du constantinois
al’oranais (Kabouche et al., 2005).

11.1.2.4. Composition chimique

Thymus vulgaris renferme une huile volatile de couleur péle, jaune ou rouge, avec une odeur
riche, douce, herbacée et aromatique et un goQt persistant, corsé et épicé (Farrell, 1998).
L’huile est composée d’une quantité trés variable en phénols (20 — 80%) (Diaz-Maroto et al.,
2005) ; thymol (30 — 70%) et carvacrol (3 — 15%) en sont les majeurs constituants (Kuhn et
Winston, 2008). Elle contient également des alcools tels que linalool (4 — 6.5%) et o-
terpineol

(7.8 — 8.9%) (Goetz et Ghédira, 2012), des monoterpénes hydrocarbonés tels que p-cyméne
(15 — 20%) et y-terpinene (5 — 10%). Ces deux derniers sont les précurseurs biogénétiques du
thymol et du carvacrol. D’autres monoterpenes sont également présents maisen faible quantité
(0.5 - 1.5%) comme bornéol, camphre, limonéne, myrcéne, B-pinéne, transsabinénehydrate et
terpinene-4-ol (Peter, 2004). Les sesquiterpénes hydrocarbonés ne sont pastrés importants
dans I’huile, seul B-caryophylléne est quantitativement significatif (1 — 3%)(Peter, 2004).

Certains constituants comme le thymol, le carvacrol et lep-cyméne apparaissent en partie sous
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forme de glucosides ou de galactosides (Kitajima et al.,2004).L’espéce comprend également
des tanins, saponines, flavonoides (lutéoline, apigénine etleurs glycosides, quercitine,
naringénine, eriodictyol, cirsilinéol, salvigénine, cirsimaritine,thymonine, thymusine,
taxifoline, genkwanine, sakuranétine et vicénine-2), des acidesphénoliques (acide caféique,
rosmarinique, labiatiqgue et chlorogénique), des acides terpéniques(acide ursolique et
oléanolique) (Goetz etGhédira, 2012) mais aussi, de I’hydroxyjasmone glucoside (Kitajima
et al., 2004), desacétophénone glycosides (Wang et al., 1999) et des polysaccharides (Chun
et al., 2001).T. vulgaris est une espece tres connue pour son polymorphisme chimique. Elle
est

représentée par au moins sept chémotypes différents, définis en fonction du constituant
principal de son huile essentielle (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013). Deux ont une
structure phénolique : thymol et carvacrol et cing ont une structure non phénolique : géraniol,
a-terpinéol, thuyanol-4, linalool et 1,8-cinéole (Bensouilah et Buck, 2006). Cette variabilité
chimique dépend de plusieurs facteurs qui sont généralementd’ordres climatiques et
environnementaux mais qui peuvent aussi étre d’ordres génétiques etsaisonniers (Stade
végétale) (Loziene et al., 2007).

11.1.2.5. Usages

Thymus vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le monde
entier. Ces applications sont tres vastes et touchent particuliérement le domaine alimentaire et
celui de la médecine traditionnelle (Adwan et al., 2006). Son huile essentielle est exploitée en
aromathérapie et dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques
(Tisserand, 2014).

11.1.3. Ammivisnaga

Ammi visnaga L. ou visnaga Daucoides, est une plante aromatique avec un golt
aromatique,amer et légerement piquant(WHO, 2007), qui était connue dans les temps anciens
comme
lepaindePharaon,c’estunecourteherbeannuelleoubisannuelleindigénedelarégionméditerranéenn
e de [I'Afrigue du Nord, de [I'Asie et de [I'Europe (Khaliletal.,2020).
Danslespaysarabes,A.visnagaadenombreuxnomscommunstelsqueKhellaou« Noukha » et « Mataina
» en Algérie (Belkacem et al., 2016), « KhellaBaladi » (Al- Sanfi,2013), « Gazar sheitani,
Kammon habashi, Bizer Al-Khilla et Swak Al-
Nabi».EnTurquie,elleestconnusouslenomde«disotu,kilirethiltan»,etenAllemagne«
Zahnstocherkraut »(Khaliletal.,2020).Elleestégalementappelée« Tabellaout»
enBerbere,«Toothpick»enanglaiset«Herbe auxcure-dents»enfrancais(Bishretal.,2014).
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11.1.3. Taxonomie

Selon Bock, (2011), A. visnaga appartient a la famille des Apiaceae sa classification
estcomme suit:

Regne:Plantae

Division :Magnoliophyta

Classe :Equisetopsida

Ordre :Apiales

Famille :Apiaceae

Genre: Ammi

Espece:visnagaDaucoides

11.1.4. Morphologie

L’A. visnaga estune plante vivace pouvantatteindre une hauteur de 90 cm a 1,3meétre,
selonlafraicheurduterrain (Gattefossé,1952)(Figuren©2).

La racine : est pivotante cylindrique et de couleur brune claire, elle peut mesurerjusqu'a
50cmdelongueur(Khaliletal.,2020).

La tige : est cylindrique, dressée, tres ramifiée, densément feuillue, glabre et mesurejusqu'a
130 cm de longueur et 1,5 cm de diametre. Inflorescence en ombelle, sillonnéesurtout au
sommet, les rayons, trés renflés a la base, deviennent ligneux et servent decure-
dents(WHO,2007;Khaliletal.,2020).

Les feuilles : sont dentelées, en laniéres, de forme pennée ou ovale avec des
segmentslinéaires minces mesurant environ 20 a 30 mm de longueur et 0,5 a 1 mm de
diamétre.Elles sont vertes dans la région supérieure et blanc grisatre dans la partie
inférieure(WHO,2007;Khaliletal.,2020).Lafloraisonnormaled’A.visnagaest généralement de
juillet a septembre (parfois dés le mois de Mai dans les années séchesouzones xérophiles).

Les fleurs : sont blanches a pétales échancrés en deux lobes inégaux a pointe courbéeformant
des ombelles blanches inflorescent, chacune mesurant 6 a 10 cm de diamétre ;les tiges florales
sont allongées, jusqu'a 20 cm de long. Et les fruits sont ovales etbrunatresavec desreflets
violacés(Khaliletal.,2020).



st LNV
Figuren®2:Aspectde I’Ammi visnaga(Diraretal.,2014)
11.1.5. Répartitiongéographique
Ammi visnaga est trés fréquente dans le bassin méditerranéen (Khalfallah et al., 2011),
sonaire géographique est le nord d’Afrique, I’Europe, la région de la méditerranée
orientale,’Asie du sud-ouest, I’Amérique du Nord, 1’Argentine, le Chili, le Mexique et les
Tles del'Atlantique « Canaries, Acores et Madére ». En France, elle existe dans le Midi mais
plutétdans les champs sablonneux. Elle est cultivée en Egypte, en Inde, en République
islamiqued'lran, en Tunisie et en Fédération de Russie. Elle varie progressivement d'Est (Asie,
Egypte)enouest(Maroc,Espagne)(WHO,2007). En Algérie, A. Visnaga est uneplante
aromatique endémique (Brahmi et al., 2016), largementdistribuée dans le nord de I'Algérie,
aBoumerdes (Brahmi et al., 2014), a Constantine(Khalfallah et al., 2011), a Mostaganem
(Belkacem et al., 2016) et a Blida (Keddad et al.,2016).
11.1.6. Usage
La décoction de la khella est réputée pour avoir plusieurs propriétés curatives (Dirar et
al.,2014)elleesttraditionnellementutiliséecommetraitementdel'obstructiondesvoiesrespiratoire
sdansl'asthme,traitementdescrampesgastro-intestinales,traitementdesaffections associées a la
présence de calculs urinaires et pour les Iégers symptomes d'angine.(Al-Sanfi,2013).
Lesmédecinsarabespréconisentl’A.visnagacontrel'aménorrhée, lagravelleet,extérieurement,
contre le rhumatisme, la gingivite et la carie dentaire (Gattefossé, 1952).
Elleestégalementconnu pourguérirlevitiligoetlepsoriasis(Diraret al.,2014).
11.1.3. Mentha pulegium
Le nom "pouliot™ provient du latin « pulegium », qui lui-méme dérive de « pulex », signifiant
"puce"”, en référence a la capacité de la plante a éloigner ces insectes (Gamisans et
Jeanmonod, 1993). La menthe pouliot, connue sous le nom vernaculaire arabe "fliyou", est

largement utilisée en médecine populaire dans de nombreuses cultures (Agnihotri et al.,



2005). Elle se divise en deux sous-especes : « Mentha pulegium ssp. Vulgaris » et « Mentha

pulegium ssp. Pulegium » (Quézel et Santa, 1962).

11. 1.3.1.Description botanique

La famille des lamiacées, également connue sous le nom de labiées, comprend environ 258
genres et 6900 espéces, réparties de maniére cosmopolite mais principalement concentrées
dans le bassin méditerranéen (Botineau, 2010). Le genre «Mentha » regroupe entre 25 et 30
especes presentes dans le monde entier (Dorman et al., 2003). Les menthes sont des plantes
vivaces, herbacées, indigenes et trés odorantes, appartenant a la famille des labiées (Botineau,
2010). Depuis l'antiquité, elles sont utilisées de maniére trés diversifiee et jouent un rdle

important en thérapeutique (11 Edrissi, 1982).

Mentha pulegium L. est une plante a tiges dressées, fortement aromatique et a I'odeur intense.
Les tiges, a section carrée, sont plus ou moins dressées, de couleur verdatre ou grisatre, et tres
ramifiées. Les feuilles, opposées et petites, sont ovales ou oblongues, presque entiéres
(Iégérement dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole. Cette plante glabre mesure
entre 10 et 30 cm de hauteur et possede des inflorescences composées de nombreux verticilles
denses, feuillés et espacés (Quézel et Santa, 1962).

Figure n°3 : Aspect botanique de Mentha pulegium (Crstian , 2020)

11. 1.3.2. Classification botanique de Mentha pulegium L

Selon (Guignard et Dupont, 2004), la classification botanique de Mentha pulegium L,
communément appelée menthe pouliot, est indiqué dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification botanique de Mentha pulegium L (Guignard et Dupont, 2004).

Régne Végetal



Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotrylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Labiacees
Genre Mentha
Espéce Mentha pulegium L

11.1.3.3. Principale Utilisations Mentha pulegium
Voici un tableau 2. récapitulatif des usages traditionnels de la plante «Mentha pulegium »

selon les différentes formes utilisées :

Tableau 2. Principale utilisation du Mentha pulegium.

Propriétés/Utilisations Description Sources

Utilisée par les Chinois pour

Propriétés calmantes et . o
ses propriétés calmantes et (Kebissi, 2004 )

antispasmodiques _ _
antispasmodiques.
_ Considerée comme excitante o
Effet excitant ] (Kebissi, 2004)
par Hippocrate.
) Notée pour son effet o
Effet antalgique ] ] (Kebissi, 2004 )
antalgique par Pline.
Combat l'indigestion, les
crampes, les gaz intestinaux,
Troubles digestifs et et est carminative. Efficace )
) ) o (Baba Aissa, 2000)|
insuffisance biliaire contre les ballonnements et
les bralures d'estomac
(cholagogue).
Utilisée pour traiter le rhume,
la bronchite, la tuberculose,
la sinusite, le choléra, les
intoxications alimentaires, ( Baba Aissa, 2000)
Propriétés antimicrobiennes les flatulences et les coliques

intestinales.
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o o Utilisée pour eloigner les
Propriétés insecticides ) (Bremness, 2001)
insectes.

Appliguée pour
les points douloureux des

rhumatismes, et en compresses

Usage externe (Gardes et al., 2003)

contre la névralgie faciale

11.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles et les extraits de plantes médicinales ont une grande variété de
molécules. Ces dérivés végétaux ont largement intéressés notre recherche scientifique,
notamment par leur puissante activité antioxydante, antifongique, anti-inflammatoire et
bactéricide (Bahri et al., 2013; Bahri et al., 2016 ; Bouyahyaoui et al., 2016 ; Abedelli et
al., 2017 ; Abdelli et al., 2018 ; Abdelli et al., 2019 ; Ouguirti et al., ; 2021 ; Amraoui et
al., 2022 ; Maameri et al., 2022 et Boussena et al., 2022). Compte tenu de cette diversité,
différentes méthodologies étaient nécessaires pour optimiser I'extraction, la purification et la
caractérisation de chaque classe de biomolécules (Bahri et al., 2013; Bahri et al., 2016 ;
Bouyahyaoui et al., 2016 ; Abedelli et al., 2017 ; Abedelli et al., 2018 ; Abedelli et al.,
2019 ; Ouguirti et al., ; 2021 ; Amraoui et al., 2022 ; Maameri et al., 2022 et Boussena et
al., 2022).

11.2.1. Définition
Une huile essentielle est un mélange naturel complexe de métabolites secondaires lipophiles,

volatils, odorants et souvent liquides contenus dans des tissus végétaux spécialisés
(Bruneton, 2009). Selon la norme AFNOR NEF’T 75-006, « I’huile essentielle désigne le
produit obtenu a partir d’'une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrailnement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe, soit par distillation « seche ».
Elle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (AFNOR, 2000).
Cette définition détermine les huiles essentielles au sens strict. Mais, de ce fait, elle écarte les
produits obtenus en employant d’autres procédés d’extraction, comme I’utilisation de solvants
non aqueux ou I’enfleurage (Bruneton, 2009).

I1.2.2. Domaines d’application
Il existe une grande variété d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs milliers

d’entre elles ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion seulement
présente un intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des huiles
essentielles qui leur confére aussi bien des propriétés odorantes et aromatiques

qu’antimicrobiennes, mais aussi, les différentes utilisations possibles et leur colit de production
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(Fillatre, 2011). Ces caracteristiques offrent des débouchés importants dans de nombreux
domaines industriels, que ce soit dans I’industrie cosmétique, les secteurs de la santé, de I’agro-
alimentaire ou de I’agriculture (Fillatre, 2011).

11.2.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en oeuvre pour I’extraction des essences végétales. 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 (les flavonoides ou les tanins, par exemple), du
rendement en I’huile et de la fragilité de certains constituants des huiles aux températures élevées
(Hellal, 2011).

11.2.4. Activités antimicrobiennes

Il est connu depuis 1’antiquité que les huiles essentielles présentent des propriétés médicinales
nombreuses et variées telles que, les propriétés antiseptiques, antimicrobiennes, antitoxiques,
antivenimeuses, anti-oxydantes, antiparasitaires, diurétiques...etc. Récemment, on leur
reconnait des propriétés anticancéreuses (Bakkali et al., 2008).

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et en particulier, avec les groupements fonctionnels des composés majoritaires : les
phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les
aldéhydes et les composés terpéniques et cétoniques (Dorman et al., 2003). Les composés
minoritaires jouent aussi un réle important en renforcant les effets des composés principaux
(Bassolé et Juliani, 2012). L’efficacité d’une huile essentielle dépend ainsi de sa richesse en
composes phytochimiques ; plus elle est riche en substances actives, plus son activité est
importante.

11.3. Les bactéries multirésistantes

L’avénement de I’antibiothérapie, dans les années 1940, a complétement révolutionné le
domaine médical et entraine une réduction significative de la mortalité associée aux maladies
infectieuses. Malheureusement, la résistance bactérienne aux antibiotiques a rapidement
constitue un probléme de santé important a 1’échelle mondiale (Kraker et al., 2011 ; Diallo
et al., 2019). L’augmentation et la dissémination rapide des résistances bactériennes aux
antibiotiques sont probablement 1’un des problémes de santé publique les plus inquiétants de
ces derniéres années (Coates, 2012). L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) révele que
cette grave menace pour la santé publique n’est plus une prévision, mais bien une réalité dans
chaque région du monde (WHO, 2012). La propagation des bactéries multi résistantes (BMR)
et I’absence de nouveaux antibiotiques font courir un risque d’impasse thérapeutique de plus

en plus fréguent (Brun-buisson, 2010). Ce phénoméne se développe de plus en plus
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rapidement et de maniere quasi universelle et est particulierement marqué pour les germes
responsables d’infections nosocomiales (Le Loir et Gantier, 2009 ; Zahir et al., 2019). Dans
de nombreuses situations, seul un nombre restreint d’antibiotiques demeure efficace
(Chadliet EI Hamzaoui, 2008, Dinh et al., 2019).

11.3.1. Infections nosocomiales

Une infection est par définition, la pénétration dans 1’organisme d’un agent étranger (bactérie,
virus, champignon, parasite) capable de s’y multiplier et d’y induire des lésions pathologiques
(Delamare, 1999). L’infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite
d’une hospitalisation et si elle était absente a 1’admission a 1’hdpital (ou plus généralement
dans un lieu de soins), ce critere est applicable a toute infection (Denis, 2002).

11.3.2. Agents pathogenes

Les germes incriminés sont non seulement les pathogenes classiques mais aussi les germes
opportunistes possédant a priori un faible potentiel pathogéne qui dans certaines conditions
notamment un état fragilisé du patient, induisent des conséquences cliniques majeurs
(Wenzel, 1997). Les principaux germes responsables des infections nosocomiales sont les
bactéries, représentant la cause dans environ 90% des cas (Stobo et al., 1996). Il s’agit plus
particulierement des bacilles Gram négatif (60%) dont Escherichia coli (25%) et
Pseudomonas aeruginosa (11%) et des cocci Gram positif (30%) dont Staphylococcus aureus
(15%) et Enterococcus spp. (8%). Les especes bactériennes suscitées représentent 56% des
germes isolés des infections nosocomiales (Berrebi, 2009). Les bacilles Gram positif, les
cocci Gram négatif, les germes anaérobies et les mycobactéries peuvent également contribuer
dans I’apparition des infections hospitaliéres (Kadi et al., 1995).

I. Matériel et méthodes

I11.1. Le matériel végétal

Les trois plantes testées dans ce travail sont couramment utilisées dans la région de
Mostaganem pour le traitement de infections microbiennes. Les trois espéces étudiées sont :
Thymus vulgaris ((L=2, Ammi visnaga (4s.+) et Mentha pulegium (_=£). Elles ont été achetées

du commerce.

IT1.2. L’extraction des huiles essentielles par 1a méthode hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles des trois plantes a été réalisée par hydrodistillation a 1’aide
d’un hydrodistillateur. Pour chaque plante 150 g de mati¢re végétale ont été introduits dans un
ballon contenant 3 litres d’eau distillée. L’ébullition a été¢ maintenue pendant 3H a 1’aide d’un

chauffe ballon, la vapeur d’eau chargée en I’huile essentielle, traversent le réfrigérant ou elle
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se condense, puis est recueillie dans une ampoule a de décanter, 1’huile se sépare de I’eau par
différence de densité. L’huile recueillie est ensuite conservée dans une température de 0°C
dans des tubes verre stériles, recouverts de papier aluminium fermés hermétiquement afin de

la préserver de I’air et de la lumiére jusqu’a son utilisation (Abdelli, 2019).

II1.3. Le rendement de ’huile essentielle

Le rendement des huiles essentielles, exprimé en pourcentage, est calculé selon les normes

définé par PAFNOR (1986) et reprises par (Amraoui, 2021) a I’aide de la formule suivante :

R %= (MHE/ MV)*100

*Explication de la formule :
R% : rendement en I’huiles essentielles.
MHE : masse d’huile essentielle en gramme.

My :la masse de I’espece végétale en gramme.

Figure n°4 :Hydrodistillation par Clevenger pour extraction des huiles essentielles

I11.4. L activité antimicrobienne
111.4.1. Les milieux de culture employés :

Les milieux de culture employés pour de nombreux expérimentations microbiologique sont

les suivants :

14



Annexe n°1
-Milieu Hinton
-Milieu King b
-Bouillon nutritif
-Gélose nutritive
-Milieu hektoen

111.4.2. Les souches bactériennes étudiées : Les souches bactériennes utilisées dans non
travaille proviennent du laboratoire de microbiologie et biologie végétale. Ces bactériens
multirésistantes ont été isolée par Boussena, 2024. 11 s’agit d’Escherichia. coli, Pseudomonas

aeruginosa, Enterobacter hormaechei etEnterobacter Ludwigi
111.4.3. Réactivation des souches bactériennes :

Les souches bactériennes ont été conservées dans du glycérol a une température de 0 °C. Pour
les tester, une réactivation a été réalisée dans un bouillon nutritif a 37 °C pendant 24 heures.
Ces bactéries cliniqgues multirésistantes ont été isolées, identifiées et caractérisées
génétiquement a 1’hopital de Chlef (Boussena, 2024). Elles sont responsables des infections

nosocomiales.

Figure n°5: réactivation des souches en bouillon nutritif
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111.4.4 Test microbiologique de confirmation de pureté des souches bactériennes :

Aprés réactivation des souches bactériennes. Un ensemencement dans des milieux spécifiques
pour chaque souche et une incubation a 37°C pendant 24 h a été realise. Apres cela, une
coloration de gram et une observation au microscope optique a I’objectif X100 ont été faite

pour vérifier la pureté des souches bactériennes.

Figure n°6 : coloration de gram des souches bactériennes

111.4.5. Etude de la sensibilité des souches bactérienne aux antibiotiques

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques a été effectuée par la méthode de diffusion sur
disque de Kirby-Bauer en suivant les normes établies par CLSI (Ravi et al., 2023). Les
suspensions bactériennes ajustées & 108 UFC/ml macfarland ont été encemencées a I’aide d’un
écouvillon par étalement sur un milieu gélosé Mueller-Hinton. Ensuite a 1’aide d’une pince
stérile, les disques d’antibiotiques (Tableau 3.) ont été déposés a la surface de ce milieu. Les
boites ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24 heures. Cette expérience a été réalisée une

seule fois pour chaque souche bactérienne.

Tableau 3. Antibiotiques standards utilisés

Antibiotiques Code La Charge du disque
Amikacine AK-10 10ug
Gentamicine CN-120 120ug
Rifampicine RA-5 5ug
Chloramphénicol C-30 30ug
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I11.4.6. Etude de Pactivité antibactérienne in vitro des synergies des huiles essentielles

par la méthode de diffusion (méthode de Vincent)

L’¢tude a été faite par la méthode de diffusion sur les disques (aromatogramme). Cette
méthode a permis d’identifier 1’activité inhibitrice de croissance par la mesure du diameétre
d’inhibition autour des du disque. Les huiles essentielles ont ét¢ mélangées sous forme de
mélanges binaires et ternaire (1-1), (1-2-1). Nous avons préparé des suspensions bactériennes
dans des tubes contenant de I’eau physiologique, ajustée a 108 UFC/ml, et encemencé une
gélose de Mueller- Hinton a I’aide d’un écouvillon pour les bactéries (E. coli ; P. aeruginosa ;
E. hormaechei ; E. Ludwigi). Ensuite, nous avons déposé des disques en papier filtre stériles
sur la gélose ; ces disques ont été formés et préparés a partir de papier filtre cette opération a
été répétée deux fois pour chaque mélange, puis nous avons incubé les cultures a 37°C

pendant 24H pour évaluer I’effet antibactérien (Zaoui et al., 2024).
111.4.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice a été évaluée en utilisant des microplaques de 96 puits a
fond plat (Elgamouz et al., 2020). La préparation commence par la réalisation des solutions
meéres des huiles essentielles, dissoutes dans 3ml dediméthylsulfoxyde (DMSO). Ensuite,
190ul de chaque solution meére est déposée dans les premiers puits de chaque microplaque.
Du deuxiéme au dixiéme puits, 100ul de bouillon de culture liquide (milieu Hinton) est
ajouté. A 1’aide d’une micropipette, 100ul de la solution mére contenue dans le premier puits
est prélevé, puis des dilutions successives sont effectuées du premier au dixiéme puits, afin
d’obtenir les concentrations suivantes (30ul/ 15ul/ 7,5ul /...... jusqu’a 0,055pl). Cette
méthode est appliquée a toutes les microplaques.

Dans les 11es puits de chaque microplaque, 200 pL de milieu MH liquide sont ajoutés en tant
que témoins négatifs. Dans les 12es puits, 200 pL de la suspension bactérienne sont déposés
pour servir de témoins positifs. Chaque puits contenant 100 pL de dilution des huiles
essentielles dissoutes est complété par 1’ajout de 90 uL de bouillon MH et de 10 uL de
suspension bactérienne (a2 une concentration de 107 UFC/mL), afin d’atteindre un volume
final de 200 pL. Apres I’inoculation, les microplaques sont incubées a 37 °C pendant 24

heures.

Aprés 24 heures d’incubation, 40ul de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC) sont
ajoutés dans les puits des microplaques. Ces derniéres sont ensuite incubées a 37°C pendant

30 minutes supplémentaire (Elgamouz et al., 2020). Aprés incubation, 1’observation d’un
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changement de couleur dans les puits, notamment 1’apparition d’une teinte rose, indique la

présence et la croissance des bacteéries.
111.4.8. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La plus faible concentration ne présentant aucune croissance bactérienne correspond a la
concentration minimale bactéricide (CMB). Pour 1’évaluer, une goutte est prélevée a ’aide
d’une anse stérile a partir des puits ne montrant aucune croissance visible, puis ensemenceée en
stries verticales sur la surface d’un milieu MH gélosé. Les boites de Pétri sont ensuite

incubées a 37 °C pendant 24 heures.

IVRésultats et discussion

IV.1. Rendement en Huiles essentielles

Les rendements moyens en huiles essentielles des parties aériennes de Thymus vulgaris, Ammi
visnaga et Mentha pulegium par hydrodistillation ont été calculés en fonction de la masse du

matériel végétal traité. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 4.

Tableau 4. Rendement d’extraction en (%) de Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha

pulegium
Huile essentielle Thymus vulgaris Ammi visnaga Mentha pulegium
Rendement (%) 1,41 1,61 0,16

Les résultats du tableau 4. montrent que les feuilles seches de Thymus vulgaris, Ammi
visnaga et Mentha pulegium ont donné un rendement en huile essentielle de 1.41%, 1.61% et
0.16% respectivement.Ammi visnaga a donné le rendement le plus éleve. Ces valeurs de
rendement sont faible par apport au Thymus vulgaris de Mostaganem (2.2%) obtenu par
Abedelli, (2017), a ’Ammi visnaga (1.78%) de Mostaganem obtenu par Amraoui, (2022) et
au Mentha pulegium de Mostaganem (2.26%) obtenu par Bahri et al., (2025).

Concernant le rendement d’huile essentielle de Thymus, une étude faite par Giordani et al.
(2008) sur différentes especes algériennes du genre Thymus dont T. vulgaris récoltée de Souk
Ahras, a ’est du pays, a permis d’obtenir des rendements moyens en huiles essentielles allant
de 2 a 3%. Ces résultats sont superieurs du thym étudié. Une autre étude réalisée par Brada et
al. (2009) sur I’espéce provenant de Chlef située au nord ouest de 1’Algérie, a montré
également un rendement supérieur de celui du thym étudié et qui est de ’ordre de 1.41%.
D’autre part, des résultats proches aux notres ont été obtenus par T. vulgaris récoltée au nord
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du pays et plus exactement, a Blida et Boumerdes correspondant a des taux respectifs de
1.58% (Bouguerra et al., 2017) et 1.1% (Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015). En dehors de
I’Algérie, une étude faite par Jordan et al. (2006) sur T. vulgaris d’Espagne a donné des
résultats supérieurs aux notres (de 2.17 a 4.73%). Un rendement plus élevé en huile essentielle
a eté noté par Badi et al. (2004) pour le thym de Jordanie (5.40%). Tandis que des
concentrations proches aux nétres ont été rapportées en Iran (1.87%) (Kazemi et al., 2012),
au Mexique (1.7%) (Soto-Medivil et al., 2006), au Maroc (1.0%) (Imelouane et al., 2009).

Concernant le rendement d’huile essentielle d’Ammi,
uneétudefaiteparKhalfallahetal.(2011)surl’espéceAmmivisnagarécoltéecaConstantine, a 1’est
du pays, a permis d’obtenir un rendement en huile essentielle de 1.3%.Une autre étude a été
faite par Brahmi et al. (2014) sur [I’espéce provenant de Boumerdes,
aunorddupays,amontréedesrendementsde0.16,0.32et0.48%respectivementavantla  floraison,
pendant la floraison et aprés la floraison. Ces résultats sont nettementplus inférieurs du
rendement obtenu par I’Ammi visnaga étudié. En dehors de 1’Algérie, toutes les études
réalisées sur I’espéce Ammi visnaga, ont donné desrendements inférieurs au ndtre. Au Maroc,
Satrani et al. (2004), Zrira et al. (2008) et Soro etal. (2015) ontobtenu des rendements de
0.27,0.4%et0.13 % respectivement.En Tunisie,une étude réalisée par Khadhri et al. (2011), a
obtenu un rendement de I’ordre de 0.2%, et

enTurquie,Gunaydinetbeyazit,(2004)ontobtenuunrendementde0.1%.

Concernant le rendement d’huile essentielle de menthe poivrée obtenue par hydrodistillation
était de 2,85 %, sur la base du poids sec. Ce rendement est supérieur a celui obtenu par Attou
(1,37 % ; Attou 2017) et Benomarie et al. (0,73 % ; Benomarie et al., 2017). Ce pourcentage
est 1égérement supérieur a celui observé par Rached et al. (2,31 % ; Rached et al., 2025) et
identique a celui observé par Bouhaddouda et al. (2,69 % ; Bouhaddouda et al., 2016). 1l a été
rapporté que les espéces de Mentha avaient le rendement en huile essentielle le plus éleve en
été, lorsque les plantes étaient en pleine floraison, qu'en hiver, lorsque les plantes atteignaient
la fin de leur cycle de croissance (Kumar et al., 2022). Francais Ainsi, si I'on compare les
rendements pour une méme espece selon I'état de la plante fraiche (1,43 %) ou séche, le PM a
I'état sec est plus reproductible (Rached et al., 2025). De plus, des différences dans le
rendement des huiles essentielles de Mentha selon les régions géographiques ont été
rapportées (Kumar et al., 2022). La littérature a révélé que les teneurs en huiles essentielles

dépendent non seulement de la température, de I'humidite relative, mais aussi de la durée
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d'ensoleillement, du mouvement de I'air et des précipitations (Kastner 1969 ; Vernet et al.,
1977).

Les différences dans les rendements en huile essentielles observée varient en fonction de
lapériode de récolte et du sechage de la plantes (Satrani et al., 2004), la zone géographique
decollecte, la génétique de la plante, I’organe utilisé, le stade de développement et la période
(Vekiari et al, 2002). Le

laproductiond’huileessentielle,eneffet,enjourslonguneintensitélumineuseetunetempérature

deséchage climat peut aussi influencer
¢levé favorise la production d’huile essentielle, I’augmentation de la quantitéd’huile
essentielle avec la longueur du jour s’accompagne d’une augmentation du taux dematiere
séche par plante et de la teneur en huile essentielle (Burbott et Loomis, 1987). Selonl’étude
faite par Zrira et al. (2008), la technique d’extraction peut également influencer

lerendementenhuiles essentielles.

IV.2. Etude de Pactivité antimicrobienne des synergies des huiles essentielles

D’apres la littérature aucun travaille n’a été réalisé sur 1’effet antimicrobienne de la
combinaison des huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha
pulegium.Pour cela on va discuter les résultats obtenus dans cette étude.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des 16 huiles essentielles et de leurs
combinaisons : TV, AV, MP, AV + MP (1-1), TV + MP (1-1), TV + AV (1-1), AV + MP (1-
2), TV+ MP (1-2), TV + AV (1-2), AV + MP (2-1), TV + MP (2-1), TV + AV (2-1), TV+
AV+ MP (2-1-1), TV+ AV + MP (1-2-1), TV+ AV + MP (1-1-2), TV+AV + MP (1-1-1)]
issues de la synergie de trois huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha
pulegiumpar la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, nous a permis d’obtenir
les résultats présentés dans le tableau n°5.

N.B : Les résultats sont également illustrés en figures dans I’annexe 2.
Tableau n° 5. Evaluation de I’activité antibactérienne des 16 huiles essentielles et de leurs

combinaisons (aromatogramme).

Diamétres (mm)
Huile essentielle
E. coli E. hormaechei E. ludwigii P. aeruginosa
TV 20.78 £ 1.825 7.20 £ 1.205 20.54 £ 1.05 7.68 £ 0.975
AV 17.66 £ 0.6 13.13+0 20.06 £ 0.615 8.42 + 0.465
MP 7.17 £ 0.165 6.37 £ 0.375 7.18+1.18 0
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AV + MP (1-1) 9.44 +0.63 7.94 +0.46 12.77 +0.775 9.02 +1.53
TV + MP (1-1) 9.71+0.48 7.74 +0.265 10.07 + 1.63 14.48 +1.48
TV + AV (1-1) 18.26 + 0.58 8.21 +0.025 13.62 +0.23 7.96+£0.2
AV + MP (1-2) 7.64 £0.135 15.09 £ 1.095 6.61 +0.61 7.46 +1.46
TV + MP (1-2) 8.70 £ 0.375 7.17+0.16 7.31+131 8.88 £ 0.26
TV + AV (1-2) 181+11 7.63 +0.32 17.77 £ 0.655 8.40 £ 0.665
AV + MP (2-1) 10.93+0.4 6.30 £ 0.30 9.30 £ 0.035 6.67 £ 0.67
TV + MP (2-1) 22.23+1.33 8.97+1.14 15.64 +0.42 8.15+0. 96
TV + AV (2-1) 23.34+0.16 7.59+0.31 18.57 +1.44 9.86 + 1.46
TV+ AV+ MP (2-1-1) 18.03 +0.18 6.50 £ 0.50 11.91+0.20 7.23 +0.03
TV+ AV + MP (1-2-1) 13.50 + 1.505 0 10.09 + 0.47 11.70 £ 0.505
TV+ AV + MP (1-1-2) 18.52+0.75 16.74+0.48 7.41+0.32 13.25+0.54
TV+AV + MP (1-1-1) 13.13 +0.98 7.33+£0.775 10.67 £ 1.745 71

On a discuté les résultats obtenus des zones d'inhibition des 16 huiles essentielles et de leurs

combinaisons sur des souches bactériennes par souche bactérienne testée :

1. E. coli

Meilleurs résultats individuels :

* HE Tv (jusqu’a 22,61 mm) — trés bonne activité.
* HE Av (18-19 mm) — sensible a trés sensible.

* HE Mp (7-8 mm) — faible activité.

Meilleures combinaisons :

* HE Tv + HE Av (2:1) : jusqu’a 23,51 mm — tres forte synergie.

* HE Tv + HE Mp (2:1) : jusqu’a 23,57 mm — nette amélioration par rapport a Mp seul.
* HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) : 18,52 mm a 18 mm — bon effet combiné, surtout avec

une plus grande quantité d’HE Mp.

2. P. aeruginosa

Généralement trés résistant. Effets faibles & modérés :

* HE Mp (seule) : jusqu’a 6,25 mm — quasi inefficace.

Meilleures associations :
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*HE Tv + HE Mp (1:1) : jusqu’a 15,96 mm — effet modéré.

* HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) : jusqu’a 17,41 mm — meilleure synergie observée.

P. aeruginosa est connue pour sa trés forte résistance a l’action de la plupart des huiles
essentielles (Dorman et Deans, 2000; Burt, 2004). Les synergies HE Tv + HE Mp (1:1) et HE
Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) ont montreé des résultats intéréssants. Ces synergie ont inhibé la
bactérie P. aeruginosa connue par sa résistance aux antimicrobiennes.

3. E. hormaechei

Faible activite des huiles essentielles seules (en particulier HE Mp).

HE Av seule : jusqu’a 14,21 mm — sensibilité modérée.

Meilleures associations :

* HE Av + HE Mp (1:2) : jusqu’a 16,19 mm — bonne synergie.

* HE Tv + HE Av (1:1) : jusqu’a 9,23 mm — amélioration modeste.

* HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) : jusqu'a 7,41 mm — faible & modérée.

4. E. ludwigii

HE Tv seule : jusqu'a 22,35 mm — tres efficace. HE Av : 20,68-21,24 mm — tres efficace.
HE Mp : 6-8 mm — inefficace seule.

Bonnes synergies :

* HE Tv + HE Av (1:1) : 13,85-14,21 mm — effet réduit, pas de réelle synergie ici.

* HE Tv + HE Mp (2:1) : jusqu'a 15,98 mm — synergie modérée.

* Meilleure : HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) : jusqu'a 13,25 mm — bonne tolérance.

En conclusion de cette partie, on peut dire que :

« HE Tv (T. vulgaris) est la plus active seule, notamment contre E. coli et E. ludwigii.

« HE Mp (M. pulegium) a & lui seul une faible activité mais améliore certains synergies
(notamment contre P. aeruginosa).

* HE Tv montre une bonne activité seule, particulierement contre E. hormaechei et E.
ludwigii.

* Les meilleures synergies sont :

—HE Tv + HE Av (2:1) contre E. coli.

—HE Tv + HE Mp (2:1) contre E. coli.

—HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) contre P. aeruginosa.

Les trois huiles essentielles étudiées ont montré un effet antimicrobienne important.

Des travaux antérieurs confirment que I’huile essentielle de Thymus vulgaris possede un effet

antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes (Azaz et al., 2004 ; van
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Vuuren et al., 2009). Plusieurs études se sont concentrées sur I’importante activité inhibitrice
des huiles essentiellesd’Ammi visnaga, montrant leur efficacité contre divers micro-
organismes (Khalfallah et al., 2011; Brahmi et al., 2014; Satranietal.,2004).

Concernant I’huile essentielle de M. Pulegium, nos résultats sont similaires a ceux de
Mahboubi et Haghi (2008), Piras et al. (2019) et El abdali et al. (2024). Les Eos étaient plus
efficaces que les témoins positifs.

IVV.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)
La détermination des parameétres antimicrobiens (CMI et CMB) des huiles essentielles de T.
vulgaris, Ammi visnaga et Muntha pulegium a été effectuée seulement sur les germes ayant
présenté une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés dans le
tableau 6. Tableau 6. Valeurs de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Bactéricide
(CMB) (uL/mL) des huiles essentielles

E. coli E. hormaechei E. ludwigii P. aeruginosa
Huile essentille
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
TV 1.87 3.75 30 30 7.5 15 1.87 30
AV 15 30 15 30 30 30 15 30
MP 7.5 7.5 0.93 15 7.5 15 ND ND
AV + MP (1-1) 30 30 15 30 15 30 30 30
TV + MP (1-1) 15 30 15 30 15 30 30 30
TV +AV (1-1) 7.5 30 15 30 15 30 7.5 30
AV + MP (1-2) 7.5 15 7.5 30 3.75 30 7.5 30
TV + MP (1-2) 15 | 30 75 30 75 30 75 30
TV + AV (1-2) 75 | 30 15 30 15 30 15 30
AV + MP (2-1) 15 | 30 75 30 15 30 15 30
TV + MP (2-1) 7.5 30 15 30 3.75 30 7.5 30
TV + AV (2-1) 15 30 7.5 30 15 30 15 30
TV+AV+MP (2-1-1) | 15 | 30 15 30 15 30 30 | <30
TV+ AV + MP (1-2-1) 3.75 30 1.87 30 1.87 30 1.87 30
TV +AV + MP (1-1-2) 7.5 30 ND ND 15 30 7.5 30
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TV+AV + MP (1-1-1) 15 30 15 30 30 30 15

30

Une analyse statistigue compléte des valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) et de
concentration minimale bactéricide (CMB) (uL/mL) de diverses huiles essentielles testées contre
quatre souches bactériennes : E. coli, E. hormaechei, E. ludwigii et P. aeruginosa a été effectué.
L'ensemble de données comprend 16 huiles essentielles ou combinaisons différentes, chacune ayant
été testée pour ses valeurs de CMI et de CMB contre les quatre souches bactériennes. Les valeurs
manquantes sont signalées par « ND ».

Le tableau 7. Ci-dessous résume la moyenne et I'écart type des valeurs de CMI et de CMB.

Tableau 7. Résume la moyenne et I'écart type des valeurs de CMI et de CMB.

Bactérie Moyenne CMI  type Moyenne CMB-type CMB-type
E. coli 11.60 6.72 26.02 8.82
E. hormaechei 12.19 7.08 29.00 3.87
E. ludwigii 13.24 8.14 28.12 5.12
P. aeruginosa 13.75 9.55 30.00 0.00

Les figure 7 et 8 présentent les valeurs de CMI et de CMB par huile et par bactérie.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by Oil and Bacterium

Bacteria
B E_coli_ MIC
mmm E_hormaechei_MIC
mmm E_ludwigii_MIC
mmm P_aeruginosa_MIC

AV + MP (1-1)
TV + MP(1-1)
TV + AV (1-1)
AV + MP (1-2)
TV +MP(1-2)
TV + AV (1-2)
AV + MP (2-1)
TV + MP (2-1)
TV + AV (2-1)

TV+ AV+ MP (2-1-1)
TV+ AV + MP (1-2-1)
TV +AV + MP (1-1-2)
TV+AV + MP (1-1-1)

Oil

Figure n°7.Concentration minimale inhibitrice (CMI) par huile et bactérie
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Minimum Bactericidal Concentration (MBC) by Oil and Bacterium

30 Bacteria
s E_coli_MBC
W E hormaechei_MBC
B E ludwigii_ MBC

W P_aeruginesa_MBC

25¢

201

215t

10

AV + MP (1-1)
TV + MP (1-1)
TV + AV (1-1)
AV + MP (1-2)
TV + MP (1-2)
TV + AV (1-2)
AV + MP (2-1)
TV + MP (2-1)
TV + AV (2-1)

TV+ AV+ MP (2-1-1)
TV+ AV + MP (1-2-1)
TV +AV + MP (1-1-2)
TV4AV + MP (1-1-1)

Oil

Figure n°8 .Concentration minimale bactéricide (CMB) par huile et bactérie

Une ANOVA a un facteur a été réalisée pour comparer les valeurs de CMI et de CMB pour E.
coli entre les huiles. La valeur p obtenue était de 1,32e-05, indiquant une différence
statistiquement significative entre les valeurs de CMI et de CMB pour cette souche.

Cette analyse met en évidence une variation significative de I'activité antimicrobienne entre
les huiles et les souches bactériennes. L'ANOVA suggere que pour E. coli, la CMI et la CMB
différent significativement, ce qui confirme I'efficacité de certaines huiles comme agents
bactériostatiques ou bacteéricides.

IV.4. Détermination des valeurs CMB/CMI

Les résultats des valeurs CMB/CMI sont présentées dans le tableau 8

Tableau 8. Effets des huiles essentielles sur les différentes souches étudiées

E. coli E. hormaechei E. Ludwigi P. aeruginosa
L ¢ huile
i CMB CMB CMB CMB
essentielle Effet Effet Effet Effet
/ CMI [ CMI /| CMI [ CMI
TV 2 Bactéricide 1 Bactéricide 2 Bactéricide 16 Bactériostatique
AV 2 Bactéricide 2 Bactéricide 1 Bactéricide 2 Bactéricide
MP 1 Bactéricide 16 Bactériosta- 1 Bactéricide | ND ND
tique
AV + MP (1-1) 1 Bactericide 2 Bactericide 2 Bactericide 1 Bactericide
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TV + MP (1-1) Bactéricide 2 Bactéricide 2 Bactéricide 1 Bactéricide
TV + AV (1-1) Bactéricide 2 Bactéricide 2 Bactéricide 4 Bactéricide
AV + MP (1-2) Bactéricide 4 Bactéricide 8 Bactériosta- 4 Bactéricide
tique
TV + MP (1-2) Bactericide 4 Bactericide 4 Bactericide 4 Bactéricide
TV + AV (1-2) Bactericide 2 Bactericide 2 Bactericide 2 Bactéricide
AV + MP (2-1) Bactéricide 4 Bactericide 2 Bacteéricide 2 Bacteéricide
TV + MP (2-1) Bactéricide 2 Bactericide 8 Bactériosta- 4 Bacteéricide
tique
TV + AV (2-1) Bactericide 4 Bactericide 2 Bactericide 2 Bactéricide
TV+ AV+ MP (2- Bactericide 2 Bactericide 2 Bactéricide | ND ND
1-1)
TV+ AV + MP (1- Bactériosta- | 16 | Bactériosta- | 16 | Bactériosta- | 16 Bactériostatique
2-1) tique tique tique
TV +AV + MP (1- Bactericide | ND ND 2 Bactericide 4 Bactéricide
1-2)
TV+AV + MP (1- Bactéricide 2 Bactericide 1 Bacteéricide 2 Bacteéricide

1-1)

Une étude statistique des effets de diverses huiles essentielles et de leurs combinaisons sur

quatre souches bactériennes : E. coli, E. hormaechei, E. ludwigii et P. aeruginosa a été

réalisé. L’analyse comprend des statistiques descriptives, une représentation graphique des

valeurs CMB/CMI et un test ANOVA pour déterminer la significativité des effets.

La figure 3. a barres suivant affiche les valeurs CMB/CMI pour chaque huile essentielle sur

toutes les souches bactériennes :
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CMB/CMI of Essential Oils on Different Bacterial Strains

Strain
E_coli
E_hormaechei
E_ludwigii
P_aeruginosa

CMB_CMI
=]

TV+MP (1-1)
TV+AV (1-1)
AV+MP (1-2)
TV+MP (1-2)
TV+AV (1-2)
AV+MP (2-1)
TV+MP (2-1)
TV+AV (2-1)

=
o
o
=
z
<

TV+AV+MP (2-1-1)
TV+AV+MP (1-2-1)
TV+AV+MP (1-1-2)
TV+AV+MP (1-1-1)

Essential_Oil

Figure 9. CMB/CMI des huiles essentielles sur différentes souches bactériennes

Les résultats de 'ANOVA a deux facteurs (considérant la souche et I'huile essentielle comme

facteurs) sont résumés ci-dessous (Tableau 9.):

Tableau 9. Les résultats de I'ANOVA a deux facteurs

Source Somme des carrés  df Valeur F Valeur p
C(Souche) 32.6141 3.0 1.2632 0.2984
C(Huile_Essentielle) 542.407 15.0 4.2015 0.0001
Résiduel 387.2924 45.0 - -

L’huile essentielle ou la combinaison utilisée a un impact significatif. Ceci suggere qu’il est
possible d’optimiser les mélanges d’huiles essentielles pour une meilleure efficacité

antibactérienne.

Les meilleures synergies obtenus sont :
—HE Tv + HE Av (2:1) contre E. coli.
—HE Tv + HE Mp (2:1) contre E. coli.
—HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) contre P. aeruginosa.

Les trois huiles essentielles étudiées ont montré un effet antimicrobienne important. Beaucoup de
chose reste a faire dans le domaine de la synergie.
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V. Conclusion

Les résultats des rendements moyens en huiles essentielles des feuilles séches de Thymus
vulgaris, Ammi visnaga et Mentha pulegium sont de 1.41%, 1.61% et 0.16%
respectivement.Les différences dans les rendements en huile essentielles observée varient en fonction
de lapériode de récolte et du séchage de la plantes, de la zone géographique decollecte, la génétique de
la plante, 1’organe utilisé, le stade de développement, la période deséchage et le climat. Aucun
travaille n’a été réalisé sur I’effet antimicrobienne de la combinaison des huiles essentielles de Thymus
vulgaris, Ammi visnaga et Mentha pulegium.L’évaluation de ’activité antimicrobienne des 16 huiles
essentielles et de leurs combinaisons : TV, AV, MP, AV + MP (1-1), TV + MP (1-1), TV + AV (1-1),
AV + MP (1-2), TV + MP (1-2), TV + AV (1-2), AV + MP (2-1), TV + MP (2-1), TV + AV (2-1),
TV+ AV+ MP (2-1-1), TV+ AV + MP (1-2-1), TV+ AV + MP (1-1-2), TV+AV + MP (1-1-1)] issues
de la synergie de trois huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ammi visnaga et Mentha pulegiuma été
réalisée par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé.L’HE Tv (T. vulgaris) est la plus
active seule, notamment contre E. coli et E. ludwigii. L'HE Mp (M. pulegium) a a lui seul une
faible activité mais améliore certains synergies (notamment contre P. aeruginosa). L’HE Tv
montre une bonne activité seule, particulierement contre E. hormaechei et E. ludwigii. Les
meilleures synergies sont : HE Tv + HE Av (2:1) contre E. Coli, HE Tv + HE Mp (2:1) contre
E. coli et HE Tv + HE Av + HE Mp (1:1:2) contre P. aeruginosa. Les trois huiles essentielles
étudiées ont montré un effet antimicrobienne important. La CMI et la CMB différent
significativement, ce qui confirme I'efficacit¢ de certaines huiles comme agents
bactériostatiques ou bactéricides. L'effet antibactérien des huiles essentielles peut étre renforcé par
les interactions synergétiques et additives entre ces composés organiques, des constituants mineurs
contribuant potentiellement a I'activité globale. Ces composants sont connus pour inhiber la
transcription, la traduction de I'ADN et I'expression différentielle des protéines et enzymes impliquées
dans les processus cellulaires tels que le transport, la respiration, le métabolisme, la chimiotaxie et la
synthése des protéines. Ils modifient également la structure membranaire, augmentent la perméabilité
membranaire, perturbent le potentiel membranaire et provoquent la fuite du contenu cellulaire en

formant des pores.
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Les annexs

Annex n°1:

Milieux de culture
Bouillon nutritif (BN) (g/l)

Peptone. .. .o S5¢g
Extraitde viande..............ooiiiiiiiii i 25¢g
Chlorure de sodium............ccooiiiiiiiiiiii e 2.5g
Eau distillée.........cooiiiiii 500 ml

Gélose nutritive (GN) (g/1)

Peptone. ... .o.ooeiiiii 10g
Extraitde viande.............oooiiiiiiiiiii 3g
Extraitde levure.............ooooiiiiiiii 3g
Chlorure de sodium............ooeiiiiiiiiiiiiiii e, S5¢g
AT 18 ¢g
Eaudistillée..........coooiiiiiii e, 1000 ml

pH=7,3+0,2
Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l) :

Extraitde viande..............cooooiiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine.................coeeeeiininnnne 175 ¢
AMION. ... 15¢g
N 16 g
Eaudistillée..........cooviiiiiiii e 1000 ml
pH=7,3

Milieux King b

Peptone de CASEINE ......ccoevveiieiiieiiseeee e 10g
Peptone de VIande..........cccooeieiiieiiiieeee e 10g
GIYCAIOL ... 10ml
Dipotassium phosphate ...........ccccooeviiiiiiiic e 1.5¢
Magnésium SUITate ..o 1.50
AGAT i 189

Milieu Hektoen
Dissoudre 74.16g dans un litre d’eau distillée.



Annex n°2:

Les Photos de synergie

Souche 1




Souche 2




Souche 3
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