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Introduction

Introduction

Depuis toujours, les Hommes ont utilisé les plantes pour se soigner. On estime que
deux tiers des médicaments actuels ont une origine naturelle(Newmann et Cragg, 2007). Les
substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans les
industries : alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques, chimique. Parmi ces composés on
retrouve les métabolites secondaires utilisés en thérapeutique(Bahorun, 1996).Et parmi
lesquels on retrouve les composés phénoliques et les huiles essentielles.

Les HEget leurs composants ont montré d'excellents résultats contre les bactéries
multi-résistantes. Elles présentent simultanément plusieurs cibles dans les structures
bactériennes en raison de la complexité de leur composition(Kon et Rai, 2012).Beaucoup
d’HEs ont montré une capacité d’agir in vitroen synergie avec différents antibiotiques(Kon et
Rai, 2012).

Les HEs sont des mélanges complexes de composés volatiles issus du métabolisme
secondaire des plantes dites aromatiques. Elles peuvent contenir environ 20 a 60 composants
a différentes concentrations. Elles sont caractérisées par deux ou trois composés majoritaires a
des concentrations assez €levées (20 a 70%) comparativement a d'autres composés présents a
I'état de traces (Bakkali et al., 2007).

Les applications thérapeutiques des HEs sont connues depuis 1'Antiquité(Buchbauer
et al., 1993). Actuellement, environ 3000 HEs sont connues dont un dixiéme sont d’un intérét
commercial surtout pour I’industrie pharmaceutique, sanitaire, agro-alimentaire, cosmétique
(Bakkali et al., 2007).Ceci explique I’intérét porté par les chercheurs aux substances
naturelles.

Les HEg lesplus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques appartiennent a la famille des Lamiacées (thym, origan, lavande,
menthe)(Benayache, 2013).

L’objectif du présent travail est d’une part, I’évaluation de 1’activité antibactérienne
des HEs obtenues a partir des parties aériennes de Mentha aquatica L. et Origanum vulgare
L.de la famille des Lamiacées, et de Hyoscyamus albus L. de la famille des Solanacées, plante
trés peu étudiée, et d’une autre part, la détermination de la nature de I’interaction entre ces
HEs et certains antibiotiques ainsi que certains composés majoritaires.

Ce manuscrit comporte deux parties, la premiere est un recueil concernant les trois
plantes ¢tudiées a partir de la bibliographie. La deuxiéme partie présente le travail

expérimental qui rassemble en premier lieu le matériel et les méthodes utilisés pour
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I’extraction des HEs, la technique de 1’échiquier pour ’appréciation des différents effets
générés par ces HEs en association avec les composés des huiles essentielles et les
antibiotiques. Il s’agit soit d’un effet synergique, additif ou antagoniste en fonction du calcul
du FIC jhqex. Les résultats obtenus seront confrontés aux données bibliographiques.

Cette ¢étude constitue une ¢ébauche pour les chercheurs, qui complétée par d’autres
travaux sur la toxicité par des tests in vivo, pourrait dans un proche avenir confirmer
I’efficacité des substances bioactives (HE ou autres) utilisées pour vaincre les maladies

infectieuses.
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Chapitre 1 Généralités sur les plantes étudiées

I.1Mentha aquatica L..(Menthe aquatique)
I.1.1 Description botanique et classification
+»+ Description botanique
Il s’agit d’une plante vivace a rhizome long, rampant, tracant, chevelue. La tige, de 50 a
80 centimetres, dressée ou ascendante, se divise en rameaux opposés. Ses feuilles mesurent de
4 a 10 cm de long, elles sont ovales, opposées, courtement pétiolées, lancéolées, aigues,
dentées, sont d’un trés beau vert et se teignent de nuances rougeatres au soleil et de rouge
cuivré a ’ombre, elles sont recouvertes de gros poils sécréteurs arrondis dans lesquels
s’accumulent les substances volatiles odorantes(Benayad, 2008).
Les fleurs, violacées, forment des épis trés courts, ovoides, a I’extrémité des rameaux.
Le fruit, divisé en quatre parties, est entouré d’un calice persistant. Son odeur est puissante, sa

saveur piquante et rafraichissante (Jahandiez et al., 1934).

ene

Figure 01: Représentation schématique et photo de Mentha aquatica(Dhifi et al., 2011).
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+ Classification :

La classification classique de la plante Mentha aquatica, est présentée dans le tableau
N°L.
Tableau I : Classification botanique de Mentha aquatica. (Benayad, 2008).

Reégne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentha
Espéce Mentha aquatica

1.1.2 Répartition géographique

Elle est cultivée en Chine, Inde, Europe, Etats-Unis, Mexique, Cuba, Guatemala.

La Menthe aquatique est une plante des zones humideset lieux frais, prés des eaux
douces, fossés, mares, ruisseaux rivieres de 1'ensemble du territoire de 1'Europe sauf l'extréme
nord, le nord-ouest de I'Asie et le nord-ouest de I'Afrique. C'est une espece de lumiére ou de
demi-ombre, croissant dans la vase, les argiles et les tourbes (Rameau et al., 1989).

1.1.3 Composition chimique

L'analyse d'Andro ef al(2013) de plantes récoltées dans le sud-ouest de la Roumanie a
identifiée 41 substances en proportion variable suivant la phase du cycle : végétatif, floraison
ou sénescence, cette composition est représentée dans le tableau N° I1.

Tableau II : Composition de I’huile essentielle de M. aquatica suivant les phases

végétatives et floraison(Andro et al., 2013).

Huile essentielle de M. aguatica
Andro et alsB, suivant les phases Etatives et floraison
p

Phase\Compose | menthofurane | limonéne | trans-g-ociméne | B-caryophyliéne | ledol

vegetative % 56.59 9,91 5.59 3.595 3.29

floraison % 91.26 12,06 8.10 2.92 3.01

Le menthofurane, un composé hautement toxique, donne une odeur intense a la plante ;
il représente tout au cours du cycle, le composé principal, suivi par le limonene et le trans-f3-
ocimene (qui croit dans la phase de floraison), le B-caryophylléne, le ledol et le B-pinéne. Le

menthol n'a pas ¢été¢ détecté, et des traces de menthone n'ont été¢ détectées qu'en phase de
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sénescence(Andro et al., 2013). Plusieurs autres analyses de la menthe aquatique, effectuées
en d'autres lieux, ont donné des profils semblables, avec en général le menthofurane
majoritaire. Cependant d'autres chémotypes ont été observés comme celui analysé par Akbar
et al (2006).

Sur le plan phytochimique, les résultatsobtenues parBenomari (2014), montrent une
composition riche et variée en métabolites secondaires, etont permis de mettre en évidence
que :

e La plante a une teneur importante en stérols et stéroides, tanins et coumarines.
e Les anthocyanes ont aussi marqué leurs présences dans les deux extraits testés (éthanolique
et aqueux).
e [’utilisation de ’extrait hexanique dans ces tests a mis en évidence la présence d’acides
gras ainsi qu’un résidu arome indiquant la présence de molécules volatiles.
e Les alcaloides et flavonoides particularisent a un taux modeste 1’extrait aqueux.
Les résultats de I’analyse de la détermination du pourcentage en eau ont révélé un taux

de 79,39%, ce qui offre a la plante un caractere humide trés puissant(Benomari, 2014).
1.2 Origanum vulgare L.(Origan)
1.2.1 Description botanique et classification

+» Description botanique

Sous-arbrisseau vivace, trés ramifi¢, a racines rampantes €mettant des tiges pouvant
atteindre 50 cm (voir 1.2 m de hauteur), nombreuses, dressées et quadrangulaires, elles sont
souvent parcourues de rouge et duveteuses, recouvertes de poils veloutés ou soyeux.

Les feuilles sont opposées-décussées, courtement pétiolées, et de petite taille, leur limbe
est entier ou faiblement denticulé, ovale ou elliptique, glabre ou poilu, ponctué de poils
sécréteurs a leur face inférieur ; par simple frottement, elles dégagent une odeur aromatique
caractéristique.

Les fleurs sont regroupées en inflorescence de type panicule, fixées au sommet des
rameaux, les bractées elliptiques ont 4 a 5 mm de long et leur couleur souvent rouge foncé
varie selon les espeéces; la corolle gamopétale et rouge violet ou rose pale,
exceptionnellement blanche, de 4 & 7 mm de long ; le calice persistant et gamosépales et
pourvu de 5 dents égales ; les étamines sont en nombre de 4 ; I’ovaire est supére, bicarpellaire

et divisé€ en deux loges comportant chacune 2 ovules.
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Le fruit est un tétrakene lisse, brun, de 1 mm de long, chaque akéne qui le compose

reste longtemps soudé au fond du calice. La floraison a lieu de juillet a septembre(Teuscher

et al., 2005).

Figure 02: Représentation schématique et plﬂo d’Origanum vulgare(www.biolib.de)
% Classification

La taxonomie du genre Origanum est complexe et fait souvent I’objet de débats, de part
sa grande diversit¢ morphologique et chimique. En outre, cette complexité est renforcée par
les dénominations croisées entre nos différentes langues latines, ajoutant encore une certaine
confusion (Goust, 1999 ; Kintzios, 2002).La classification d’Origanum vulgare est
représentée dans le tableau N°III.

Tableau III : Classification classique de 1’espece Origanum vulgare L. (Morales, 2002).

Rang Nomenclature
taxonomique

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Astéridae
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
Genre Origanum
Espéce Origanum vulgare L.
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1.2.2 Répartition géographique

L’Origanum vulgare L. se présente toujoursdans un état sauvage en plaines et collines,
comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages. (Kaloustian et
al.,2003).

» Dans le monde

Le genre Origanum est I'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
(Naghibi et al., 2005).Selon Dob et al.,(2006), il existe prés de 350 especes d’origan réparties
entre I’Europe, 1’Asie de I’ouest et la méditerranée. C’est un genre trés répandu dans le nord
ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes
d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki,
2010).

» En Algérie

L’origan comprend plusieurs espeéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme
dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Mebarki, 2010). Il est représenté en Algérie
par de nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs
variabilités et leur tendance a s hybrider facilement.

1.2.3 Composition chimique

La sous-espéce Vulgare est celle que 1’on utilise majoritairement en tant que condiment
et comme espéce médicinale. Cependant, sa teneur en huile essentielle est assez faible.
Diverses variétés ont également été sélectionnées pour Etreutilisées en tant que plantes
ornementales (Kintzios, 2002).

Plus d’une centaine de composés ont été identifiés dans cette sous-espece, ce qui
représente 92,4% de la composition de son huile essentielle. C’est une huile riche en
hydrocarbures monoterpéniques ou sesquiterpéniques. La totalit¢ de ces hydrocarbures
représentent environ 59,0%. On retrouve également quelques monoterpénes tels que le linalol
ou le terpinen-4-ol. Contrairement aux autres sous-especes, les sesquiterpeénes sont présents en
quantités plus importantes (Kintzios, 2002).

Les huiles essentielles de cette sous-espéce sont le plus souvent composées
d’hydrocarbures mono- et sesquiterpeniques, et contiennent en quantités importantes des
sesquiterpenes oxygénés (oxyde de caryophylléne, spathulénol), et de faibles quantités de
composés phénoliques (Kintzios, 2002).

L’huile essentielle d’Origan contient du carvacrol, qui est considéré comme le composé

a valeur sensorielle, ainsi que d’importance antimicrobienne (Kintzios, 2002).
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De nouveaux composés sont réguliérement mis en évidence a partir de 1’origan et de ses
extraits. C’est le cas pour trois nouveaux composés polyphénoliques découverts il y a peu :
I’origanine-A, 1’origanine-B et I’origanine-C (Liu et al., 2012).

-Les flavonoides sont également des composés phénoliques, divisés en deux classes
chez les Lamiaceae : flavonoides sous forme libre et glycosides de flavonoides (Kintzios,
2002).

-Les terpénoides, plus d’une cinquantaine ont déja été isolés de 1’espéce Origanum
vulgare. On peut citer parmi les plus importants : sabinéne, B-ocimene, germacréne D, et
spathulénol(Venkateswara Rao et al., 2011).

-Les lipides et acides gras représentent quant a eux généralement environ 7% du poids
sec des feuilles des plantes (Kintzios, 2002). L’étude des graines de 1’espéce Origanum
vulgare a révélé leur composition en acides gras. Les principaux sont de nature linolénique,
linoléique, palmitique et stéarique (Azcan ef al., 2004).

1.3. Hyoscyamus albus(Jusquiame blanche)

La jusquiame blanche (Hyoscyamus albus L.), appartient a la famille des solanacées, et
au genre Hyoscyamus. Elle est localement connue sous le nom de « Sikrane ». Elle est tres
employée contre diverses maladies, dans la région Méditerranéenne et en Algérie (Jouzier,
2005).

1.3.1 Description botanique et classification
¢+ Description botanique

La jusquiame blanche est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle, qui mesure de 30
a 90 cm de hauteur, rameuse, visqueuse et velue, qui dégage une odeur forte. Les feuilles
entieres irrégulierement dentées sont ovales et longues, 5 a 10 cm sur la partie supérieure,
pétiolées et allongées. Les fleurs sont de longueur de 1 a 3 cm, bilabiées et disposées en
cymes scorpoides. Le calice est trés velu, campanulé, et divis€¢ en 5 dents. La corolle est
blanchatre ou d’un jaune trés pale. Le fruit est une capsule contenant plusieurs graines
blanches, enfermées dans le calice(Alphonse, 1864 ; Schultes et Hofmann, 1993 ; Goullé et
al., 2004).

Figure03 :
Photographied 'Hyoscyamus albus L.

(Jouzier, 2005).
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¢ Classification
Hyoscyamus albus L. appartient a ’embranchement des Spermatophytes, la classe des
Dicotylédones et a la famille des Solanacées. Sa classification est présentée dans le tableau
Ne1IV.
Tableau IV : Classification de Hyoscyamus albus L. (Jouzier, 2005).

Embranchement Spermatophytes
Classe Dicotylédones
Sous Classe Asteridae
Ordre Solanales
Super Ordre Solanales
Famille Solanaceaes
Sous Famille Solanoideae
Genre Hyoscyamus

Espéce Hyoscyamus albus L.

1.3.2 Répartition géographique

La Jusquiame pousse dans le midi de la France, on la trouve fréquemment dans la
Lorraine, le Languedoc et la Provence mais aussi subcontinent indien (Alphonse, 1864 ;
Benhouda et Yahia, 2014). Elle pousse sur les talus, les falaises, les friches et les plages de
galets en Europe, en Afrique du nord et en Asie (Guignard, 1998), comme on peut la
rencontré en Libye (Alghazeer et al., 2012).

» En Algérie

Le genre Hyoscyamus comporte une vingtaine d’éspeces, dont trois sont représentées
dans la flore algérienne Hyoscyamus muticus, Hyoscyamus niger et Hyoscyamus
albus(Quezel et santa, 1963). La jusquiame blanche ou Hyoscyamus albusdont le nom
vernaculaire est « Tesker », est une espece trés commune dans la zone tellienne et rare ailleurs
(Ghrib, 1965).

1.3.3 Composition physico-chimique d’Hyoscyamus albusL.

Hyoscyamus albus L. est trés riche en matiéres minérales. On peut noter la présence
d’une base volatile :le tétraméthyldiamineobutane ou tétraméthylputrescine servant a
I’identification. Elle renferme la coumarine, et le scopolétol. L’odeur désagréable de la plante
est due au tétramethylputrescine(Moreau, 1964 ; Roques, 1965).

Dans les graines, une dizaine de composés non alcaloides ont été isolés parmis lesquels

I’acide vanillique, le sistostérol, la rutine, le glycérol et 4 lignanamides. Ces dernicres
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présentent une certaine toxicité sur les cultures cellulaires . La plante contient aussi 15 a 20%
d’huile essentielle(Hammiche et al., 2013).

La feuille de la jusquiame est particulicrement riche en matiéres minérales qui
atteingnent 20%. Les flavonoides (rutoside) sont importants, le scopolétol n’est présent qu’a
1’état de traces (Paris et Moyse, 1981).

L’analyse phytochimique réveéle la présence d’alcaloides tropaniques, stéroides,
terpenoides, le 2,3-dimethylnonacosane et une grande quantit¢é de composés phénoliques
(dans les éxtraits méthanoliques) tels que les flavonoides, tanins condensés et saponines
(Mahmood et al,. 2001 ; Benhouda et Yahia, 2014).

+»+ Toxicité de la plante

La jusquiame blanche ou Hyoscyamus albus L. est une plante hautement toxique, elle

entre dans la composition d’un poison puissant. Elle est connue, au Maroc, ou elle est ajoutée

a la composition d’un poison, elle en augmente sa toxicit€ grace a ses propriétés

antiémétiques (Gregoire, 2009).
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II.1. Mentha aquatica

De part les avantages que suscite la Menthe Aquatique dans le domaine de la médecine
traditionnelle, on note la présence de deux travaux (Tunisie, Turquie) qui ont fait 1’objet
d’¢études des activités biologiques sur I’huile essentielle de la Menthe aquatique. Ces études
ont décelé une activité antioxydante importante avec une ICsy similaire a celui du
Trolox(Dhifier al.,2011).Ces mémes échantillons ont révélés que 1’huile essentielle de cette
plante posséde une activité antimicrobienne intéressante contre les bactéries du genre
Staphylococcus, Escherichia coli et Bascilus (Senatoreet al., 2005).

Elle donne une huile essentielle qui posseéde une forte activité antibactérienne, en
particulier contre Escherichia coli (Mimica-Dukiéet al.,2003).

Les phénols (carvacrol, thymol) possédent le coefficient antibactérien le plus élevé,
suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, terpinéol), aldéhydes (néral, géranial), etc.

Et parmi les propriétés les plus connues, on citera également :

»> Le pouvoir antiseptique:Les aldé¢hydes et les terpénes sont connus pour leurs
propriétés désinfectantes et antiseptiques et s’opposent a la prolifération des germes
pathogenes. Leur efficacité se révele en effet stable dans le temps et la preuve est faite
tous les jours de leur grande efficacité, 1a ou certains antibiotiques échouent
désormais.

» Le pouvoir antifongique: Aux mémes groupes que ceux cités plus haut, on ajoutera
les sesquiterpéniques et les lactones sesquiterpéniques, participent a ce pouvoir.

» Le pouvoir antiviral : les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques de la
menthe aquatique.

» Le pouvoir antiparasitaire: Le groupe des phénols possede une action
puissantecontre les parasites (Maache et Jemali, 1986 ; Asma, 2010).

I1.2. Origanum vulgare
¢ Activité antibactérienne

L’huile essentielle d’Origanum vulgare est un mélange complexe contenant des
monoterpénes hydrophobes, dont le carvacrol et le thymol, qui sont soupconnésétre
responsables de ses propriétés antibactériennes. Cette activité antibactérienne est donc
principalement due a la présence dans I’huile essentielle de ces composés phénoliques
(carvacrol et/ou thymol). De méme, la position relative du groupe hydroxyle au sein de la

structure phénolique peut contribuer au pouvoir antibactérien des composants de 1’huile
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essentielle. Les espéces a thymol sont en effet un peu plus sensibles que celles a carvacrol.
(Kintzios, 2002 ; Carneiro de Barroset al., 2008 ; Leite de Souzaet al., 2009).
% Activité antifongique

Les phénols sont considérés comme étant les antimicrobiens les plus puissants, suivis
par les alcools, cétones et éthers. L’augmentation du contenu en carvacrol de 1’huile
essentielle permet ainsi d’augmenter le potentiel antifongique, d’ou I’intérét de choisir un
chémotype riche en carvacrol. Cet effet est cependant dépendant du pH, ’effet fongicide est
ainsi plus important & pH 4 qu’a 6. Utilisé en quantité¢ suffisante, le carvacrol peut donc
inhiber la croissance et la production de toxine de certaines bactéries.

Les dérivés phénoliques pourraient également étre impliqués dans la réduction de la
respiration cellulaire, produisant alors une perte d’énergie cellulaire des levures.

Les terpénes, qui sont quant a eux présents dans différentes proportions, semblent
posséder un effet additif sur I’inhibition fongique.

En exposant les cellules, en contact avec I’huile essentielle d’origan, a la chaleur, celles-
ci se révelent encore plus sensibles a I’effet de I’huile essentielle (Kintzios, 2002 ; Vale-Silva
etal., 2011).

% Activité antioxydant

Un trés grand nombre d’études rapporte les effets antioxydants des différentes espéces
d’Origanum(Kintzios, 2002).

L’origan posséde des effets puissants de piégeage de radicaux hydroxy, comme c’est
¢galement le cas pour le thym et le clou de girofle. On attribue souvent cet effet antioxydant
aux composés phénoliques présents, méme si trés peu d’informations sont disponibles
concernant les mécanismes de cette action antioxydante. Ainsi, des composés phénolique non-
polaires comme le thymol et le carvacrol, I’acide rosmarinique, retrouvés dans les espéces
riches en huiles essentielles possédent des propriétés antioxydantes remarquables. Le pouvoir
antioxydant du thymol est cependant significativement plus important que celui du carvacrol,
mais moins que celui de I’acide rosmarinique (Liang, 2011 ; Lianget al., 2012).

L’effet antioxydant des plantes appartenant au genre Origanum est également la conséquence
de la présence de dérivés polaires hydroxycinnamiques et de glycosides de flavonoides.
L’Origan possede en effet des flavonoides (apigénine, eriodictyole,...), antioxydants
lipidiques efficaces durant le stockage et la cuisson des huiles végétales (Liang, 2011 ;

Lianget al., 2012).
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* Activité anti-mutageéne

Méme si encore aucune application clinique ou pratique de 1’origan n’est pratiquée dans
la prévention du cancer, de nombreuses études ont été réalisées concernant cette activité
anticancéreuse du genre Origanum (Bakkaliet al., 2007).

L’espeéce Origanum vulgare, et notamment son extrait aqueux, ont ainsi montré des
effets anti-mutagénes significatifs. Deux substances faisant partiec de la famille des
flavonoides et présents dans 1’origan, la galangine et la quercétine, agissent comme des agents
spécifiques pour diminuer la mutagénécité. Cependant, a plus fortes concentrations, la
quércétine agit elle-méme comme un agent mutagéne, mais diminue la mutagénécité quand
elle est utilisée a de faibles concentrations (entre 0,1 et 10 ug) (Kintzios, 2002).

Des composés phénoliques provenant de diversesplantes, dont Origanum vulgare, ont
inhibés fortement la formation de radicaux libres (cation de pyrazine) lors de la réaction de
Maillard, ainsi que la formation de composés mutagénes et cancérigénes amino-imidazo-
azaareénes formés a partir de créatinine (Kintzios, 2002).

% Activité dépigmentante

Il en a été déduit que les antioxydants seraient des bons promoteurs de la santé de la
peau. De plus, de nombreuses études sont effectuées concernant les effets dépigmentants qui
découlent de 1’origan, principalement sur le continent asiatique ou il existe une obsession de
la peau blanche.

Le contenu de ’espeéce Origanum vulgare en acide rosmarinique est d’environ 5%, sous
forme d’un dérivé dénommé Ov-8. Ce composé montrerait 1’avantage d’étre beaucoup plus
sur et moins toxique que l’arbutine ou I’acide L-ascorbique pour les cellules humaines
fibroblastiques.

Un nouveau composant identifi¢, 1’origanoside, a également montré ce méme effet
blanchissant de la peau. Ce nouveau glucoside phénolique est un solide orange isol¢ de la
fraction ¢éthyl acétate, extraite a partir des parties aériennes d 'Origanum vulgare (Lianget al.,
2009).

L’activité antioxydante de la vanilline et de I’acide vanillique, isolés de 1’origan, a
¢galement été étudiée, notamment pour son intérét en tant qu’agent anti-mélanogénique.
L’acide vanillique est, plus particulicrement, un puissant antioxydant, avec une activité
supérieure a 1’acide ascorbique sur les especes réactives a 1I’oxygene (Chou et al., 2010).

L’acide procatéchique, présent dans 1’origan, a également été étudié concernant ces
mémes propriétés. Cette molécule montre également une importance en tant qu’agent

antioxydant aux propriétés anti-mélanogénique (Chou et al., 2010).
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Ceci indique que toutes ces molécules, voire I’origan dans sa globalité, pourraient étre
exploités a ’avenir dans I’industrie cosmétique ou dans des compléments alimentaires pour
son action dépigmentante et anti-mélanogénique.

% Activité antiparasitaire

Le thymol serait le principal composant responsable de cette activité, expliquant la

supériorité de 1’action du thym par rapport a 1I’origan (Santoroet al., 2007).
% Activités diverses :

» Activité nématicide,

» Activité antispasmodique et urolithique ;

» Activité anti-glycémique ;

» Activité anti-thrombotique ;

» Action anti-inflammatoire (Oka et al., 2000 ; Barbosaet al., 2010 ;Ntalliez al., 2010).
11.3. Hyoscyamus albus

Peu d’études ont été réalisées concernant cette plante, et d’aprés nos recherches on
constate qu’elle posséde certaines activités biologiques telles que :
% Activité antibactérienne

Les polyphénols, contenus dans les extraits de cette plante, tels que les tanins et les
flavonoides comme 1’épigallocatéchine, la catéchine, la myrécétine, la quercétine, (Shan et
al., 2007) et lutéoline (Askunet al., 2009), sont des substances a fort pouvoir antibactérien.

% Activité antioxydant
Le pouvoir réducteur des extraits de I’espece Hyoscyamus albus L. est probablement du a
la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
comme donneur d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des
réducteurs et inactivateurs des oxydants. De méme quelques études antérieures ont
également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un

indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Hibiez al.,1992).










Materiel et methodes

I. Matériel et méthodes

Notre étude rentre dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques a travers la
détermination de I’activité antibactérienne de trois huiles essentielles extraites a partir de trois
plantes aromatiques Mentha aquatica, Origanum vulgar, de la famille des Lamiacées et
Hyoscyamus albus de la famille des Solanacées, seules ou associées a des composés
majoritaires tels que I’a-pinéne, 1’Eugénol, le Thymol, et I’huile essentielle de 1’Arbre a thé
(Melaleuca alternifolia) ou des antibiotiques tels que le Chloramphénicol, Céfotaxime,
Tétracycline et 1’Amoxicyline, sur quelques souches bactériennes a GRAM positif et a
GRAM négatif.
I.1. Matériel
I.1.1 Matériel végétal

Les trois plantes aromatiques utilisées dans la présente étude sont : Mentha aquatica,

Origanum vulgar et Hyoscyamus albus, elles sont présentées dans la figure n°4 —_—

(a) Mentha aquatica (b) Origanum vulgare

(c¢) Hyoscyamus albus

Figure 04 : Photographies des trois plantes utilisées.
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Les parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de Hyoscyamus albus ont été récolté au
moi de Février 2016 sur les montagnes du village de Béni-wihdan, commune de Boudjellil,
willaya de Bejaia et a une altitude de 780m, séchées pendant quelques jours dans un endroit
aéré, alors que Mentha aquatica et Origanum vulgare ont été achetées chez un arboriste a
Bejaia, cité¢ Tobal. L’étude effectuée sur les plantes a été réalisée au niveau du laboratoire de
microbiologie a I'université A/Mira, Bejaia.

1.1.2 Matériel biologique

Afin d’étudier D’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites, cinq souches
ont ¢été choisies pour leur pouvoir pathogéne pour I’Homme, ainsi que leur résistance aux
antibiotiques. Des antibiotiques et des composés majoritaires sont également utilisés et ils
sont représentés dans les tableaux V, VI et VIL
1.1.2.1. Souches bactériennes

Tableau V : Souches bactériennes utilisées

Bactéries Référence Classification
Escherichia Coli ATCC 4157 Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Micococcaceae
Salmonella Souche Hospitaliere Enterobacteriaceae
Entérococcus fécalis Micococcaceae
Pseudomonas putida Isolée d’eau souillée Pseudomonadaceae
1.1.2.2. Antibiotiques
Tableau VI : Antibiotiques utilisés.
Antibiotiques Formule chimique Référence
Amoxicyline C18H19N3O5S A 8523-25G
C.A.S :26787-78-0
Tétracycline CyH24N, O, 101317160
C.A.S :60-54-8
Chloramphénicol C11H12Cl,05 Produit par SPG Chine pour
Céfotaxime Ci6H17N507S, SOPHAL Adganle

1.1.2.3. Composés majoritaires

Tableau VII : Composés majoritaires utilisés.

Composés majoritaires Référence

Thymol Riedel — de Haén, FrademarK registered by Honeywell.
Eugénol 500350100, C.A.S.97-530. EINECS :202-589-1.New
office :315 place youville suite 343. Montréal, Québec.
a-pinéne 1012248651 zeppelinstra 7,76185 Karistruche,
Germany
Huile essentielle de I’Arbre a thé SCHONING GmbH et CO.KG, Porschestr.22/24. D-
(Melaleuca alternifolia) 12107 Berlin.
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Nb : L’huile essentielle de I’arbre a thé (Melaleuca alternifolia) est classé dans les huiles

essentielles et non pas dans les composés majoritaires tel qu’il est cité dans notre document.

1.1.2.4. Milieux de culture

» Le Bouillon nutritif est utilisé pour les cultures méres et pour la conservation des
souches.

» Le milieu Bouillon Mueller Hinton (BMH) a été utilisé pour la détermination des
paramétres de croissance (CMI et des CMB des HE, de leurs composés a 1’état pur et
des ATB).

» Solution d’agar a 0,2% a été utilisée pour préparer la solution mére et les dilutions de
chaque huile essentielle et composé majoritaire ainsi que celle des antibiotiques.

» La gélose nutritive, pour la culture des souches bactériennes.

1.2. Méthodes
I-2-1 Extraction des huiles essentielles
I-2-1-1 Récolte et séchage
Hyoscyamus albus a été récoltée et séchée dans un endroit aéré, tandis que Mentha
aquatica et Origanum vulgare ont été achetées a 1’état sec. Pour ’extraction des huiles
essentielles seules les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) des différentes plantes sont
utilisées.
I-2-1-2 Extraction
Nous avons utilis¢ la méthode d'hydrodistillation pour 1'extraction des huiles essentielles
des différentes plantes. La distillation a été effectuée par un appareil de type Clevenger
(Clevenger, 1928). Le temps d'extraction est de deux heures. (Figure 05). Il comporte :
1) Un support élévateur, un chauffe-ballon, un ballon de 2 litres.
2) Un systéme de refroidissement (un réfrigérant, de type Liebig, reli¢ a une pompe qui
fait circuler une eau froide, en continu, a travers ce dernier).
3) Une ampoule a décanter.
4) Deux coudes dont I’'un méale-male reliant le ballon au réfrigérant et ’autre femelle-
male (avec une sortie sous vide pour €viter I’explosion du systéme par augmentation

de la pression ; dans le Clevenger ce probléme est réglé par le systéme de cohobage).




Materiel et methodes

Figure 05 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger.

La chaleur provoque d™une part I'évaporation de I'cau et d autre part la libération de
I’HE, cette derni¢re est entrainée par la vapeur d’eau et condensée avec elle au niveau du
condenseur (réfrigérant) puis séparée de la phase aqueuse par différence de solubilité au
niveau de I’ampoule a décanter (Clevenger, 1928).

Pour les trois plantes, 50 grammes sont macérés (Hilan et al., 2006), dans 1 litre d’eau
de source pendant toute une nuit (16 a 20 heures). Puis ’eau dans le ballon est portée a
¢bullition (mais surveillé de tel sorte a ne pas trop dépasser les 100°C) pendant 2 heures. Une
série de treize extractions a été effectuée pour Mentha aquatica, douze pour 1’Origanum
vulgare et enfin une série de 19 extractions a été effectuée pour Hyoscyamus albus.

Aprés décantation des distillats, les HEs ont ¢été récupérées et complétement
déshydratées a I’aide du sulfate de sodium anhydre (Na,SO,), puis conservées au réfrigérateur
(0-4°C) dans des tubes fumés et bien fermés et a 1’abri de la lumiére, pour éviter toute
dégradation de I'huile essentielle due a l'action de I'air et de la lumicre (Sahin ez al., 2004).

Apres chaque extraction, nous avons déterminé le rendement en huile essentielle qui est
défini comme étant le rapport entre la masse d'huile essentielle obtenue et la masse végétale
seéche a traiter (Carré, 1953).

+ Rendement (Rd) en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse

d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal traitée (Mrabet et al., 1999).

Rd% =Mi/ M, * 100

Mi : masse de ’huile essentielle obtenue.

M) : masse du matériel végétal traité.
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I-2-2 Effets in vitro des huiles essentielles seules ou en association

La technique utilisée pour mettre en évidence ’activité antibactérienne des huiles
essentielles et I’effet de leurs associations était celle de la microdilution en milieu Bouillon
Mueller Hinton (BMH), appelée communément la méthode de I’échiquier. (Vaubourdolle,
2007). Toutes les étapes effectuées pour réaliser cette technique étaient conformes aux CLSI
(2006), anciennement appel¢é NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards).

Les associations ont été testées sur cing souches. Il s’agit de: E. coli, S. aureus,
Salmonella, P. putida et E. fécalis.
I-2-2-1 Préparation des inocula bactériens

Avant chaque test, les bactéries sont repiquées sur un milieu neuf (bouillon nutritif) et
incubées environ 6 heures a 37°C puis ensemencées sur gélose nutritive par la méthode des
stries et incubées pendant 18 heures a 37°C (afin d’obtenir des colonies jeunes et bien
isolées). A partir de ces colonies, I’inocula a tester est préparé et standardisé.
1.2.2.1.1. Standardisation des inocula bactériens

L’inoculum a tester doit avoir une charge bactérienne standard, exigée par CLSI,
(2006) (Clinical and Laboratory Standards Institute) pour les tests en milieu liquide (macro et
micro dilution), qui équivaut a une turbidité de 0,5 Mc Farland (~10® "¥/ml). Une solution
dite de Mc Farland a été préparée (annexe I). Une fois préparée, cette solution doit avoir une
densité optique (DO) comprise entre 0,08 et 0,13 a 625 nm. Les inocula sont comparés a cette
solution, ils doivent aussi avoir cet intervalle de DO, ce qui correspond a une charge de 10°
UFC/ml. Cette solution est ensuite ramenée & 10’ UFC/ml aprés dilution d’un dixiéme dans de
I’eau physiologique.
1.2.2.1.2. Préparation des dilutions

Etant donné la non miscibilité des huiles essentielles ou des composés majoritaires
dans 1’eau, une solution d’agar a 0,2% a été utilisée pour préparer la solution mere et les
dilutions de chaque huile essentielle et composé majoritaire ainsi que celle des antibiotiques.

La préparation de I’émulsion d’huile essentielle ou de composés majoritaires est
réalisée selon la méthode rapportée par Remmal ez al., (1993).

L’huile essentielle ou le composé majoritaire sont émulsionnés en ajoutant 100 ul de
la solution a 900 pl d’une solution aqueuse stérile a 0,2 % d’agar, pour faciliter la dispersion

de ces composés et faciliter leur contact avec le germe testé.
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Pour les antibiotiques ,10 mg de chaque antibiotique sont ajout¢ a 10 ml d’eau
distillée, a partir de cette solution 100 pl sont émulsionnée dans 900 pl d’agar pour préparer la
solution mere.

Les différentes dilutions des (1/2,1/4,1/8,...1/256) trois huiles essentielles, des
composés majoritaires et des antibiotiques sont préparées dans la solution d’agar pour obtenir
les différentes concentrations.

I-2-2-2 Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de I’échiquier

L’évaluation in Vitro de I’activité antibactérienne des composés testés, consiste a
estimer I’inhibition de la croissance des microorganismes en contact de différents produits, et
ceci par la méthode de dilution sur microplaque (technique de 1’échiquier), (Vaubourdolle,
2007).

La méthode de 1’échiquier est décrite par Eliopoulos ez al (2005), les volumes utilisés
ainsi que le temps d’incubation sont ceux exigés par le CLSI (2006) pour la technique de
dilution en milieu liquide (microdilution).

Notre travail est divisé en trois parties essentielles :

» L’activité antibactérienne de ’association des trois huiles essentielles (Mentha
aquatica, Origanum vulgare et Hyoscyamus albus), testé sur cinq souches
bactériennes.

» L’activité antibactérienne de 1’association des trois huiles avec les composés
majoritaires (Thymol, Eugénol, a-pinene et ’'HS de I’Arbre a thé), testé sur 5
souches.

» Et enfin I’activité antibactérienne de I’association des trois huiles essentielles
avec les antibiotiques (Amoxicyline, Tétracycline, Chloramphénicol et
Céfotaxime), testé sur 5 souches.

La figure 06 représente un schéma d’une microplaque de 96 puits qui a été utilisée

dans ce protocole.

A | /64
B | 132
C | 116
D| 18
E| 14
F
G
H

1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 06 : Schéma d’une microplaque de 96 puits
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Les différentes dilutions (concentrations doubles) de chaque agent antimicrobien sont
préalablement préparées en quantités suffisantes dans des tubes stérilisés (en verre) de 75x12
mm. Conservées a 4°C et a I’abri de la lumieres aprés chaque test, celles-ci ont été
renouvelées tous les deux jours dans d’autres tubes.

On procede comme suit :

» Le puit H1 (en rouge, sur la figure 6) contient 100 pul du BMH, 5 ul de I’inoculum
bactérien, et 50 ul de I’agar a 0,2% (témoin de croissance).

> A I’exception du puits H1, chaque puits de la ligne H (en abscisses) contient 100 pl du
BMH, 5 ul de I’'inoculum, et S0 pl d’une dilution de 1’agent antimicrobien A (de la
plus concentrée a la plus diluée), ces puits sont utilisés pour déterminer les CMBg de
I’agent antimicrobien A .

> A I’exception du puits H1, chaque puits de la colonne n° 1 (en ordonnées) contient
100 ul du BMH, 5 pl de I’inoculum, et 50 pl d’une dilution de I’agent antimicrobien B
(de la plus concentrée a la plus diluée), ces puits sont utilisés pour déterminer les
CMBg de I’agent antimicrobien B.

» Chaque puits du reste de la microplaque (en violet) contient les mémes quantités du
BMH, de I’inoculum, et 25 pl de chaque agent antimicrobien (combinaison des
différentes dilutions qui correspondent a celles des deux axes; de telle sorte que
chaque puits sera unique en ses combinaisons de doses), pour déterminer 1’effet de
I’association.

» Aprés 16 a 20 h d’incubation a 37°C, les microplaques sont examinées. Les puits 1a ou
il n’y a pas de croissance (puits clairs) contiendraient des concentrations inhibitrices.
des repiquages ont été effectués a partir de ces puits sur une gélose nutritive, cette
derniére est incubée a 37°C pendant 24 h. Les concentrations minimales bactéricides
correspondraient a celles dont les puits n’ont donné aucune croissance apres
repiquage.

L’effet de 1’association est déterminé par la formule suivante (vaubourdolle, 2007).

CMGE  CME
CM(A) CM(B)

FICIndex=

L’effet antibactérien est apprécié comme suit soit pour les FICs jpgex Ou bien pour les
FBCs index -
v' La synergie est définie par un FICpgex < 0,75.
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v" L’addition correspond a un FIC pqex =1.
v L’indifférence est définie par un FIC pygex compris entre 1 et 2.

v L’antagonisme est défini par FIC ypgex > 2.
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I1.1. Rendement en huiles essentielles
II.1.1.Mentha aquatica L.

Nous avons obtenu une huile de couleur jaunepaleavec une odeur aromatique forte et
fraiche.Les mémes caractéristiques trouvées par Bardeau, (2009) et d’autres ¢études Sylvain,
(2010).Le rendement en huile essentielle deMentha aquatica est del,01 %. Ce rendement est
important par rapport a celui qui est exploité industriellement qui est de (0,5-1%).(Edward,
1987).

Montes et al.(1986)rapportent que Mentha pulegiumde provenance de Chili a un
rendement en huile essentielle de 2,3%. Par ailleurs, Sivropoulouer al. (1995) ont obtenu une
teneur en huile essentielle de Mentha pulegiumrécoltée dans trois stations en Grece, de 'ordre
de 1,6 a 2%, par contre Teixeira Duarte er al. (2005), avancent que le rendement en huile
essentielle de cette méme espece végétale d'origine Brésilienne est trés faible, de 1'ordre de
0,42%. Ces valeurs sont nettement inférieures aux notres.

11.1.2 Origanum vulgare L.

Pour I'huile essentielle d’Origanum vulgare, elle est d’une couleur marron claire,le
rendement et de (1,35%)est inférieur,comparativement aux résultats rapportés pourOriganum
vulgare ssp. Hirtem(4,3%) d’Hongrie.(Vereset al.,2003), et celui d’Origanum vulgare
ssp.vulgare(2,31%) de la Turquie.(Sahiner al.,2004). Cette différence de résultats pourrait
étre expliquée par la différence géographique et climatique des régions de récolte, ainsi la
période de récolte (avant ou apres la floraison).(Vereset al.,2003 ;Prietoet al.,2005).

11.1.3 Hyoscyamus albus L.

Hyoscyamus albusa un rendement en huile essentielle qui est de 1’ordre de 0,10
%,d’une couleur transparente,il estfaible comparant a celui obtenu par un travail réalis¢ a
I’universit¢ de Bejaia (Anonyme) et qui est de 1’ordre de 0,32%, ce résultat montre que la
plante n’est pas riche en huiles essentielles.

Enfin, Desjobertet al. (1997),avancent que 1'é¢tude compléte d'une huile essentielle doit passer
par la prise en compte des facteurs édaphiques. Ainsi, les résultats obtenus nous permettent de
supposer que les différences des teneurs en huiles essentielles des différentes plantes sont
étroitement liées aux conditions culturales, tant climatiques; répartition géographique,
altitude, qu'édaphiques et nature du sol.

Lafigure O7représente les rendements en huiles essentielle d’Origanum vulgare ; Mentha

aquatica et Hyoscyamus albus.
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Figure 07:rendement en huiles essentielle d 'Origanum vulgare ; Mentha aquatica et
Hyoscyamus albus.
I1.2.Activité antibactérienne
I1.2.1. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB):

La CMB (Concentration Minimale Bactéricide) s'est avérée étre un bon prédicateur de
l'efficacité thérapeutique d'un antibiotique et est donc largement utilisée dans la recherche de
nouvelles substances actives.(Joffin etLeyral, 1996).

Le tableau N° VIII représente les CMB; de I’huile essentielle d’Origanum vulgare,
Mentha aquatica et d’Hyoscyamus albus sur les différentes souches bactériennes.
I1.2.1.1Activité antibactérienne des trois huiles essentielles seules

Tableau VIII : CMBs de I’huile essentielle d’Origanum vulgare, Mentha aquatica et

d’Hyoscyamus albus sur les différentes souches bactériennes.

CMB (mg /ml)
Bactéries HE HE de Mentha HE de
d’Origanum aquatica Hyoscyamus

vulgare albus
Escherichia coli 2.18 46.65 0.046
Staphylococcus aureus 4.37 11.66 0.046
Entérococcus fécalis 2.18 46.65 0.046

Pseudomonas putida 0.27 / /
Salmonella 0.27 46.50 0.046
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Ces résultats montrent que les huiles essentielles des trois plantes aromatiques :
Origanum vulgare, Mentha aquatica et Hyoscyamus albus ont une activité antibactérienne.

Ces huiles agissent différemment sur les bactéries testées, leurs CMBg varient entre 0.27
et 4.37 mg/ml pour I’'HE de Origanum vulgare, 11.66 et 46.65 mg/ml pour I’HE de Mentha
aquatica, et une valeur constante de 0.046 mg/ml pour I’'HE d’Hyoscyamus albus.

Staphylococcus aureus est la moins sensible vis-a-vis de 'HE d’Origanum vulgare
avec une CMB de 4.37 mg/ml, par contre avec ’HE de Mentha aquatica cette souche apparait
plus sensible, les autres souches ont le méme degré de sensibilité vis-a-vis de cette HE avec
une CMB de 46.65 mg/ml.

Une meilleure activit¢ de I’HE d’Origanum vulgare est observée vis-a-vis de
Pseudomonas putida et Salmonella avec une CMB de 0.27 mg/ml.

De nombreuses études ont montré que les activités biologiques des HEs des plantes
aromatiques sont liées a leur composition chimique et notamment aux composés majoritaires.
Cependant, des composés minoritaires peuvent interagir directement, ou d’une fagon
synergique ou antagoniste, pour créer un mélange doté d’activité biologique. (Burt, 2004 ;

Wang et al.,2012 ;Kheyaret al.,2014).

L’huile essentielle d’Origanum vulgare est un mélange complexe contenant des
monoterpénes hydrophobes, dont le carvacrol et le thymol,qui sont soupgonnés étre
responsable de ses propriétés antibactériennes.Cette activité antibactérienne est donc
principalement due a la présence dans I’huile essentielle de ces composés phénoliques
(carvacrol et /ou thymol). De méme,la position relative du groupe hydroxyle au sein de la
structure phénolique peut contribuer au pouvoir antibactérien des composants de 1’huile
essentielle.Les espeéces a thymol sont en effet un peu plus sensibles que celles a
carvacrol.(Kintzios,2002 ;Carneiro de Barroset al.,2008 ;Leite de souzaet al.,2009).

L’huile essentielle de Mentha aquatica posséde une activité antimicrobienne
intéressante contre les bactéries du genre (Staphylococcus, Escherichia coli et Bascilus)
(Senatoreet al., 2005).

I1.2.1.2 Activité antibactérienne des différentes associations

e Activité antibactérienne de I’association huile essentielle /huile essentielle

Les résultats de I’activit¢ antibactérienne de I’association de I’HE de /’Origanum
vulgare, Mentha aquatica etl’HE d’Hyoscyamus albus vis-a-vis des souches bactériennes

testées, sont présentées dans le Tableau N°IX.
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Tableau IX : Effets de ’association des trois huiles essentielles sur les souches bactériennes

testées.
Association Bactéries FBCiuaex | Effet de I’association

HE d’Origanum vulgare Escherichia coli 0.18 Synergie

et Entérococcus fécalis 0.51 Synergie
HE de Mentha aquatica |  Staphylococcus aureus 0.18 Synergie
HE d’Origanum vulgare

et

Salmonella 1.5 Indifférence
Hyoscyamus albus

Les isobologrammes montrant I’effet de 1’association de I’'HE d 'Origanum vulgare avec

I’HE de Mentha aquatica et son association avec I’HE d’Hyoscyamus albus sur les souches

bactériennes testées, sont présentées dans la figure n° 08.
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Figure 08 : Les isobologrammes indiquant les effets de 1’association des huiles essentielles
sur les bactéries testées.

Ces résultats montrent que I’association des huiles essentielles d 'Origanum vulgare et

de Mentha aquatica présente des effets synergiques sur trois bactéries : Escherichia coli,
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Entérococcus fécalis et Staphylococcus aureus. Les FBCgingex calculées sont entre 0.18 et
0.51. Elles sont inférieures a 0.75 ce qui indique ’effet synergique. (Vaubourdolle, 2007),
Alors que son association avec I’'HE d’Hyoscyamus albus a donné un effet d’indifférence sur
Salmonella, avec une valeur de 1,5.

Des études ont montré que les effets antimicrobiens des huiles essentielles sont liés a la
présence de groupements hydroxyles libres qui permettent une bonne solubilisation de ces
composés dans les milieux physiologiques aqueux(Knoblocher al.,1989 ;Giordani et
al.,2004 ;Ben Arafaet al.,2006). Certains de ces composés sont connus pour leur fort pouvoir
antimicrobien du fait de leur grande solubilité dans I’eau et donc de leur forte capacité a
accéder aux cellules microbiennes et a pénétrer les parois des cellules bactériennes et
fongiques (Knoblochet al.,1989).

Les plantes aromatique les plus connues pour leurs propriétés antibactériennes sont
celles a huiles essentielles riches en composés phénoliques comme 1’Eugénol, Thymol et
Carvacrol, ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries : E.
coli,Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp,
Helicobacterpylori.(Pauli,2001).

Activité antibactérienne de I’association huile essentielle / composés majoritaires

Le tableau N°X représente les CMB; des composés majoritaires, (Thymol, Eugénol, a-
Pinéne et Melaleuca alternifolia) testées sur différentes souches bactériennes.

Tableau X : CMBg des composés majoritaires, (Thymol, Eugénol, a-Pinéne et Melaleuca

alternifolia) testées sur différentes souches bactériennes.

Bactéries CMBmg/ml
Eugénol Melaleuca Thymol I’a-Pinéne
alternifolia

Entérococcus fécalis 12.75 1.35 0.0062 /
Escherichia coli 12.5 8.7 0.025 18
Staphylococcus aureus 12.75 / 0.0062 7.2

Pseudomonas putida / / 0.025 /

Salmonella / 8.7 / /

Ces résultats montrent que le composé majoritaire Thymol a une bonne activité
antibactérienne par rapport aux trois autres composés. Il est plus actifs que 1’HEsd 'Origanum
vulgare et Mentha aquatica, avec des CMBg variant de 0,0062 et 0,025 mg/ml. Par contre
I’Eugénol est le moins actif avec une valeur qui varie entre 12,5 et 12,75 mg/ml.

Escherichia coli est plus résistante a I’a-Pinéne avec une CMB de 1’ordre de 18 mg/ml,

suivie par Staphylococcus aureus avec une valeur de 7.2 mg/ml.
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Les deux bactéries (Escherichia coli et Salmonella) ont la méme résistance vis-a-vis de

I’huile de Melaleuca alternifolia (8.7mg/ml), par contre Entérococcus fécalis est plus

sensible a ce dernier avec une valeur de 1.35 mg/ml.

Zhiri et ses collaborateurs (2005) ont montré que le Thymol exerce un effet inhibiteur

et 1¢étal sur différentes souches bactériennes tellesqu’Escherichia coli et Staphylococcus

aureus, sur lesquelles il provoque des fuites d’ions potassium.

Les travaux de Ghalem et Mohamed (2008), ont indiqué que les composés majoritaires

peuvent ne pas étre nécessairement responsables de 1’activité antibactérienne des HEs.

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’association de I’'HE de /’Origanum vulgare et

Mentha aquatica avec descomposés majoritairesvis-a-vis des souches bactériennes testées,

sont présentées dans le Tableau N°XI.

Tableau XI : Effets des différentes associations, HE/composés majoritaires vis-a-vis des

souches bactériennes testées.

Associations Bactéries FBCindex Effet de 1’association
Entérococcus fécalis 0.56 Synergie
Escherichia coli 0.31 Synergie
Thymol Staphylococcus aureus 0.15 Synergie
Pseudomonas putida 1.5 Indifférence
Entérococcus fécalis 1 Addition
HE Eugénol Escherichia coli 0.50 Synergie
d’Origanum
vulgare Staphylococcus aureus 0.04 Synergie
Melaleuca Entérococcus fécalis 0.55 Synergie
alternifolia
Escherichia coli 1.25 Indifférence
a-Pinéne Escherichia coli 0.12 Synergie
Staphylococcus aureus 0.037 Synergie
a-Pinéne Staphylococcus aureus 0.13 Synergie
HE de Escherichia coli 0.009 Synergie
Mentha
aquatica Melaleuca Entérococcus fécalis 0.06 Synergie
alternifolia
Salmonella 0.51 Synergie
Eugénol Entérococcus fécalis 0.16 Synergie
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La figure n°® 09 présente les isobologrammes, qui montrent les effets des associations

HEg des deux plantes (Mentha aquatica et Origanum vulgare) avec les composés

majoritaires.
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Figure 09 :Isobologrammes montrant les effets des associations HEg des deux plantes

(Mentha aquatica et Origanum vulgare) avec les composés majoritaires.

D’apres les résultats présentés dans le tableau XI, I’association de 1’huile essentielle de
Mentha aquatica avec I’a-Pinéne, Melaleuca alternifolia et ’Eugénol a donné des effets
synergiques sur les quatre souches (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella,
Entérococcus fécalis), avec des FBCipgex comprises entre 0.009 et 0.51 qui sont inferieures a

0.75 selonVaubourdolle (2007),et aussi 1’association de 1’huile essentielled Origanum
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vulgare avec 1’a-Pinéne a donné des effets synergiques sur deux souchesavecdes FBCiygex de
I’ordre de 0.037pour Staphylococcus aureuset 0.12 pourEscherichia coli.

Par contre les associations entre 1’huile essentielle d’'Origanum vulgare avec les trois
composés majoritaires (Thymol, Melaleuca alternifolia et Eugénol) ont montré plusieurs
effets ; son association avec le Thymol, Melaleuca alternifolia a un effet synergique avec
des FBCingex de 0.15 et 0.56 sur Staphylococcus aureuset Entérococcus fécalis, alors que cette
effet est observé sur E. coli seulement en association avec le Thymol ; et son association avec
I’Eugénol a donné un effet synergique uniquement sur les deux souches Staphylococcus
aureus et E. Coli.

L’association de ’'HEd’Origanum vulgareavec 1’Eugénola révélé un effet d’addition
sur Entérococcus fécalis, un effet d’indifférence en association avec le Thymol,
surPseudomonas putida, et avec Melaleuca alternifoliasurEscherichia coli.

Il est bien connu que les bactéries GRAM négatives sont plus sensibles aux HEs que les
bactéries GRAM positives. Plusieurs €tudes testant 1’activité inhibitrice des HEs confirment
ce phénomene(Burt, 2004 ; Poole, 2004).

Delaquis et ses collaborateurs (2002), ont estimé que [’activité antimicrobienne de
certaines HEg pourrait étre attribuée a la présence des composés mineurs présents a 1’état de
traces,tels que le nérol, le bornéol, le linalol, 1’aldéhyde de cinnamyl, le carvacrol, le géraniol,
le myrténal et I’Eugénol connus pour son activité antibactérienne.

L’effet antimicrobien observé serait alors attribue a une ou plusieurs molécules
actives,présentes en forte ou faible proportion dans les HEs.De cette facon,différentes
combinaisons de plusieurs composés actifs peuvent générer des activités biologiques
¢quivalentes(Delaquiset al., 2002).

e Activité antibactérienne de ’association huile essentielle / antibiotiques

Parmi les antibiotiques testés, seulement deux (chloramphénicol et Céfotaxime) associés
avec I’HE de Mentha aquatica ont donné un effet bactéricide sur deux souches bactériennes,
une a Gram positif (Escherichia coli) et une autre a Gram négatif (Entérococcus fécalis).

Le tableau N°XII représente les CMB; desantibiotiquestestées sur différentes souches

bactériennes.




Résultats et Interprétations

Tableau XII: CMBq des deux antibiotiques surEscherichia coli et Entérococcus fécalis.

Bactéries CMB mg/ml
chloramphénicol Céfotaxime
Entérococcus fécalis 0.5 /
Escherichia coli / 0.1

A partir de ces résultats on note que les deux antibiotiques ont agit chacun sur une
souche bactérienne, chloramphénicol sur Entérococcus fécalisavec une CMB de 0.5 mg/ml et
Céfotaxime surEscherichia coli avec une CMB de 0.1 mg/ml.

Le chloramphénicol est un antibiotique de la Famille des Phénicoles, il agit sur les
bactéries GRAMpositivesetGRAMnégatives. Il se fixe sur unités 50 des ribosomes et induit
I’inhibition de la polymérase.

Le Céfotaxime fait partie des céphalosporines de 3°™ génération. Il a un large spectre
d’activité, Il agit aussi bien sur les bactéries GRAM négatives que sur les bactéries GRAM
positives. Le mode d’action des céphalosporines est identique au mode d’action des autres 3
lactamines, ils ont une action sur la paroi bactérienne, par toxicité sélective ; ils agissent sur la
synthése du peptidoglycane en inhibant les protéines liant la pénicilline(PLP).
(Mouhammedi,2006).

Les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’association de I'HE de Mentha aquatica
avec desAntibiotiquesvis-a-vis des souches bactériennes testées, sont présentés dans le
Tableau N°XIII.

Tableau XIII : Effets des différentes associations, HE /Antibiotiques sur les deux souches
bactériennes (Escherichia coli et Entérococcus fécalis).

Association Bactéries FBCingex Effet de
L’association
Huile essentielle Antibiotique
Mentha aquatica | chloramphénicol | Entérococcus fécalis 0.008 synergique
Céfotaxime Escherichia coli 0.26 synergique

Les isobologrammes montrant I’effet de ’association des HEg avec les antibiotiques

sont présentées dans la figure n’'10.
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Figure 10 :Isobologrammes montrant 1’effet de 1’association de I’"HEde Mentha aquatica
avec les antibiotiques

Cesrésultats montrent que 1’association entre I’huile essentielle de Mentha aquatica et
les deux antibiotiques (chloramphénicol, Céfotaxime) ont donné des effets synergiques avec
des FBCingex de 0.008 sur Escherichia coliet0.26 pourEntérococcus fécalis.

En dépit de la présence d'une grande quantité de travail consacrée soit a I’activité
antibactérienne des huiles essentielles, des antibiotiques ou auxcombinaisons antibiotiques-
antibiotiques, il y a un manque d'études sur l'effet antibactérien de combinaisons entre les

huiles essentielles et les antibiotiques(Kon et Rai, 2012).

I1.2.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) correspond a la plus faible concentration
capable d'inhiber toute croissance visible du germe. Elle mesure donc, un effet
bactériostatique et ne renseigne pas sur I'état de la population bactérienne, ne permettant
notamment pas de préciser si elle a été¢ tuée en partie ou totalement ou si elle a seulement
cessé de se multiplier (Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999).

I1.2.2.1Activité antibactérienne des trois huiles essentielles seules

Le tableau N°XIV représente les CMI; de I’huile essentielle d’Origanum vulgare et Mentha
aquaticasur les différentes souches bactériennes.

Tableau XIV : CMIs de I’huile essentielle d 'Origanum vulgare, Mentha aquatica et sur les

différentes souches bactériennes.

CMI (mg /ml)
Bactéries HE d°Origanum vulgare | HE de Mentha aquatica
Escherichia coli 8.75 1.45
Staphylococcus aureus 4.27 291
Salmonella 8.75 145
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D’apres les résultats obtenus, on a constat¢ que Escherichia coli et Salmonella sont
plus résistantes vis-a-vis de HE d’Origanum vulgare avec une valeur de CMI de 8.75 mg/ml,
par contre sont plus sensibles vis-a-vis de I’'HE de Mentha aquatica. Alors que
Staphylococcus aureusest plus sensible a ’'HE d’Origanum vulgareavec une CMI de ’ordre
de 4.27 mg/ml, et plus résistante vis-a-vis de I'HE de Mentha aquatica avec une valeur de
2.91 mg/ml.

L'activit¢ biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
compositionchimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur
tienta son«totumy ; c'est-a-dire, l'intégralit¢é de ses constituants et non seulement a ses
composésmajoritaires(Lahlou, 2004).

L’activité¢ antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée a leur
composition chimique, et en particulier a leurs composés majeurs. Elles agissent en
empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines.
(Gachkaret al., 2007; Rasooliet al., 2008).

L’huile essentielle d 'Origanum vulgare posséderait donc un effet inhibiteur intéressant
sur la viabilité cellulaire de Staphylococcus aureus, avec un taux de destruction rapide et
stable des bactéries (Carneiro de Barroser al.,2008;Leite de Souzaer al., 2009).Les
HEspeuvent aussi inhiber lasynthése de I’ADN, ARN, des protéines et des
polysaccharides(Coxetal., 2001).
11.2.2.2 Activité antibactérienne des différentes associations

e L’Activité antibactérienne de D’association huile essentielle / composés
majoritaires

Le tableau N°XVreprésente les CMI des composés majoritaires, (Thymol, Eugénol, a-
Pinéne et Melaleuca alternifolia) testées sur différentes souches bactériennes.

Tableau XV : CMIs des composés majoritaires, (Thymol, Eugénol, a-Pinéne et Melaleuca

alternifolia) testées sur différentes souches bactériennes.

Bactéries CMI mg/ml
Eugénol Melaleuca Thymol I’a-Pinéne
alternifolia
Escherichia coli 12.5 2.175 0.0015 /
Staphylococcus 12.5 4.35 0.0025 18
aureus
Salmonella 12.5 / 0.05 1.12

Ces résultats montrent que le composé majoritaire Thymol a une bonne activité

antibactérienne par rapport aux trois autres composés. Il est plus actif que les
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I’HE d 'Origanum vulgare et Mentha aquatica, avec des CMIS variant de 0,0015 et 0,05
mg/ml. Par contre I’Eugénol est le moins actif avec une valeur constante de 12,5 mg/ml.

Staphylococcus aureus est plus résistante a ’'HE deMelaleuca alternifolia et I’a-Pinéne
avec des CMI de l'ordre de 4.35 et 18mg/ml respectivement,par contreEscherichia coli
estplus sensibleau composé majoritaireMelaleuca alternifolia (CMI :
2.17mg/ml).Salmonellaestplus sensibleau composé majoritaire a-Pinéneavec une valeur de
CMI qui est de I’ordre de 1.12mg/ml.

Une association des huiles essentielle et de leurs composés majoritaires est réalisée dans
le but d’¢largir leur spectre d’action, d’obtenir une synergie, diminuer la durée du traitement
et de diminuer les concentrations en huiles utilisées (Essawi et Srour,2000).

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’association de I'HE de [’Origanum
vulgare et Mentha aquatica avec des composés majoritaires vis-a-vis des souches
bactériennes testées, sont présentées dans le Tableau N° XVI.

Tableau XVI : Effets des différentes associations, HE / composés majoritaires vis-a-vis des

souches bactériennes testées.

Associations Bactéries FIC jndex Effet de
P’association
HE d’Origanum Melaleuca Staphylococcus aureus 0.061 Synergie
vulgare alternifolia
a-Pinéne Salmonella 0.16 Synergie
Melaleuca Staphylococcus aureus 0.091 Synergie
alternifolia
HE de Mentha Escherichia coli 0.27 Synergie
aquatica
Staphylococcus aureus 0.12 Synergie
Eugénol Escherichia coli 0.24 Synergie
Salmonella 0.12 Synergie
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Les isobologrammes montrant I’effet de 1’association des deux HE (Origanum vulgare
et Mentha aquatica) avec des Composés majoritairessur les souches bactériennes testées, sont

présentés dans la figure n°11.
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Figure 11 : Les isobologrammes indiquant les effets de I’association des HE / Composés

majoritaires sur les bactéries testées.
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D’apres les résultats présentés dans le tableau N°XVI et ces Isobologrammes,
I’association de I’huile essentielled 'Origanum vulgare avec 'HE deMelaleuca alternifoliaa
donné des effets synergiques surStaphylococcus aureusavec un FICiygexde 0.061 qui est
inferieures a 0.75 selonVaubourdolle, (2007).

L’association de I’huile essentielle de Mentha aquatica avec I’a-Pinéne, Melaleuca
alternifolia et I’Eugénol a donné des effets synergiques sur les trois souches (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Salmonella), avec des FBCjyq4ex comprisentre 0.091 et 0.27 qui sont
inférieures a 0.75 selonVaubourdolle, (2007).

L’huile essentielle d Origanum vulgare, caractérisée par une haute teneur en thymol et
en carvacrol, a montré une forte activité inhibitrice sur des bactéries GRAM positives et
GRAM négatives(Saeedet al., 2009).

Selon certains travaux, 1’effet du carvacrol et du thymol purifiés de 1’huile essentielle
d’Origanum vulgare L. sur la souche Staphylococcus aureusde rétérence ATCC 43300 a
montré une forte inhibition de ces composés contre cette souche.D’apreés les résultats de
I’analyse chimique des huiles essentielles et de leur activité antibactérienne, on peut dire que
les huiles essentielles les plus efficaces contre ce pathogéne sont généralement les huiles
riches en monoterpenes oxygénés de nature phénoliques comme le thymol, le carvacrol et des
sesquiterpeénes monocycliques tels que le P-bisaboléne qui sont connus par leur pouvoir
inhibiteur des microorganismes. Cette activité antibactérienne peut étre aussi plus importante
lorsqu’il y a une synergie entre les constituants d’une méme HE(Pattnaiket al, 1997 ;
Nostroet al., 2004).

e Activité antibactérienne de I’association huiles essentielles / Antibiotiques

Parmi les antibiotiques testés, on a ces troisantibiotiques : chloramphénicol, Céfotaxime
et Amoxicyline, associés avec les deux HEs :Mentha aquatica et Origanum vulgare qui ont
donné un effet inhibiteur sur les souches bactériennes, deux a GRAM négatif (Escherichia
coli, Salmonella) et une autre GRAM positive (Staphylococcus aureus).

Le tableau N°XII représente les CMI; desantibiotiquestestées sur différentes souches

bactériennes.
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Tableau XVII : CMIg des antibiotiques sur/es souchesbactériennes testées.

Bactéries CMI mg/ml
Chloramphénicol Céfotaxime Amoxicyline
Escherichia coli / 0.1 0.1
Salmonella / 0.1 /
Staphylococcus aureus 0.1 / /

A partir de ces résultats on note que deux antibiotiques ont agit chacun sur une souche
bactérienne, Chloramphénicol sur Staphylococcus aureus avec une CMI de 0.1mg/ml
etAmoxicyline surEscherichia coliavec une CMI de 0.1 mg/ml, par contre Céfotaximeagit sur
les deux bactéries : Escherichia coli,Salmonella, avec une valeur constante 0.1 mg/ml.

L’huile essentielled 'Origanum vulgare a ainsi ¢été testée sur des souches
deStaphylococcus aureus, souche souvent retrouvées dans les cas de toxi-infections
alimentaires et dont le probléme majeur est la résistance a un trés grand nombre
d’antibiotiques voire a la quasi-totalité¢ du panel, d’antibiotiques existant(Alexopouloeset al.,
2011).

Les résultats de ’activité antibactérienne de 1’association de I'HE de Mentha aquatica
et ['Origanum vulgareavec desAntibiotiquesvis-a-vis des souches bactériennes testées, sont
présentés dans le Tableau N° XVIIL.

Tableau XVIII: Effets des différentes associations, HE /Antibiotiques sur les souches
bactériennes testées.

Association Bactéries FIC index Effet de
: : — L’association
Huile essentielle Antibiotique
Mentha Chloramphénicol |  Staphylococcus 0.12 Synergique
aquatica aureus
Origanum Céfotaxime Escherichia coli 0.068 Synergique
vulgare -
Salmonella 0.5 Synergique
Amoxicyline Escherichia coli 0.12 Synergique
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Les isobologrammes indiquant les effets de I’association des HEs Origanum vulgare et

Mentha aquatica) avec des Antibiotiques sur les bactéries testées, sont présentées dans la

figure n°12.
012 0,12
01 0,1
L QL
£0,08 \ 20,08
= = \
£0,06 W 20,06
e
= \ 3 \
£0,04 Eoo4
u N [ | \
0,02 \ 0,02
o ™ g o W \
0 10
Origanum vulgare 0 0rig4anum vuggare 8 10

Effet synergique sur Escherichia coliEffet synergique surEscherichia coli

0,12

o
i

o
0o

Chloromphéniol
o o @
o o
E &

AN

0,02

0 I-

~

0

T a gl

1 2 , 3
Mentha aquatica

4

0,12

0,1

rongphe’(giol
o o
o ®

~

20,04

0,02 -+

™=

~

0

A 4

2 4 8
Origanum vul?gare

10

Effet synergique sur Staphylococcus aureusEffet synergique sur Salmonella

Figure 12 : Les isobologrammes indiquant les effets de 1’association des HE / Antibiotiques
sur les bactéries testées.

Ces résultats montrent que I’association entre I’huile essentielle de Mentha aquatica et

le Chloramphénicol a donné des effets synergiques selon Vaubourdolle(2007),sur

Staphylococcus aureus avec des FIC jp4ex de 0.12, et I’association entre I’huile essentielle

d’Origanum vulgare et les deux antibiotiques (Amoxicyline et Céfotaxime) ont donné des

effets synergiques sur Escherichia coli avec des FIC jyex de 0.12 et 0.068 respectivement, et

sur Salmonella par son association avec Céfotaxime (FIC jgex :0.5).

Concernant les associations manquantes, cela est dii a une contamination par

Pseudomonas putida.
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Dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation de I’activité antébactérienne de trois huiles essentielles extraites a partir de trois
plantes aromatiques Mentha aquatica, Origanume vulgare et Hyoscyamus albus, seules ou
associées a des composé€s majoritaires ou des antibiotiques, sur cinq souches 8 GRAM positif
et 8 GRAM négatif.

Au terme de ce travail nous pouvons conclure que les trois plantes médicinales
(Mentha aquatica, Origanume vulgare et Hyoscyamus albus) ont un rendement acceptable en
huile essentielle et peut étre rentable a 1’échelle industrielle, Hyoscyamus albus a un faible
rendement ce qui indique que c’est une plante qui n’est pas riche en huiles essentielles . Les
trois huiles ont montré une activité antibactérienne, on observe une meilleur activité de I’HE
d’Origanum vulgare vis-a-vis de pseudomonas putida et salemonelle avec une CMB de 0.27
mg/ml.

L’association des huiles essentielles d’Origanum vulgare et de Mentha aquatica
présente des effets synergiques sur trois bactéries : Escherichia coli, Entérococcus fécalis et
Staphylococcus aureus. Les FBCs ingex calculées sont entre 0.18 et 0.51. Elles sont inferieures
a 0.75 ce qui indique I’effet synergique. Alors que son association avec ’HE d’Hyoscyamus
albus a donné un effet d’indifférence sur salmonella, avec une valeur de 1,5.

D’apres les résultats obtenues, on note que le composé majoritaire Thymol a une bonne
activité antibactérienne par rapport aux trois autres composés. Il est plus actif que les I’HE,
d’Origanum vulgare et Mentha aquatica, avec des CMBs variant de 0,0062 et 0,025 mg/ml.
Par contre I’Eugénol est le moins actif avec une valeur qui variant de 12,5 et 12,75 mg/ml.

L’association de I’huile essentielle de Mentha aquatica avec 1’a-Pinéne, I’'HE de
Melaleuca alternifolia et I’Eugénol a donné des effets synergiques sur les quatre souches , par
contre les associations entre I’huile essentielle d 'Origanum vulgare avec les trois composés
majoritaires (Thymol, 'HE de Melaleuca alternifolia et Eugénol) ont montré plusieurs
effets differents.

Parmi les antibiotiques téstés, on a deux, chacun agit sur une souche bactérienne,
chloramphénicol sur Escherichia coli avec une CMB de 0.1lmg/ml et Céfotaxime sur
Entérococcus fécalis avec une CMB de 0.5 mg/ml, ces résultats montrent que 1’association
entre I’huile essentielle Mentha aquatica et les deux antibiotiques ont donné des effets
synergiques avec des FBC jhgex de 0.008 sur Escherichia coli et 0.26 pour Entérococcus

fécalis.
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Concernant les CMIs (Concentration Minimale Inhibitrice), on a constaté que
Escherichia coli et Salmonella sont plus résistantes vis-a-vis de HE d ’Origanum vulgare avec
une valeur de 8.75 mg/ml, par contre sont plus sensibles vis-a-vis de I’'HE de Mentha
aquatica. Alors que Staphylococcus aureus est plus sensible a ’'HE d’Origanum vulgare avec
une CMI de I’ordre de 4.27 mg/ml, et plus résistante vis-a-vis de I’HE de Mentha aquatica
avec une valeur de 2.91 mg/ml, et on ce qui concerne les composés majoritaires,
Staphylococcus aureus est plus résistante a I’'HE de Melaleuca alternifolia et 1’a-Pinéne avec
des CMI de I’ordre de 4.35 et 18mg/ml respectivement, par contre Escherichia coli est plus
sensible a I’'HE de Melaleuca alternifolia (CMI : 2.17mg/ml). Salmonella est plus sensible au
compos¢ majoritaire a-Pinéne avec une valeur de CMI qui est de I’ordre de 1.12mg/ml.

Les deux antibiotiques ont agit chacun sur une souche bactérienne, Chloramphénicol sur
Staphylococcus aureus avec une CMI de 0.1mg/ml et Amoxicyline sur Escherichia coli avec
une CMI de 0.1 mg/ml, par contre Céfotaxime il agit sur les deux bactéries : Escherichia coli,

Salmonella, avec une valeur constante 0.1 mg/ml.

L’association des huiles essentielles (Mentha aquatica et Origanum vulgare) avec les
composés majoritaires et avec les antibiotiques a révelé des effets synergiques vis-a-vis les
souches bacteriennes : E. coli, S. aureus et Salmonella.

En général, a I’essor de la présente étude, on conclut que les huiles essentielles des
plantes médicinales étudiées sont doués d’activitées biologiques dues a leur richesse en
composés bioactifs, et leur association soit avec des antibiotiques ou des composés
majoritaires a illustré 1’activité antibacterienne, 1’intitulé de notre étude, avec des effets
synergiques. Il serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur ces plantes pour
mieux les valoriser, pour cela il serai intéressant :

» D’étudier d’autres combinaisans avec d’autres composés majoritaires ou minoritaires,
et avec d’autres antibiotiques vis-a-vis d’autres souches bactériennes ;

» D’étudier d’autres activitées biologiques(antifongiques, antiparasitaire,...) pour les
associations a effets synergique ;

» Réaliser des études in vivo afin de démontrer et d’évaluer d’autres activités
biologiques, des huiles essentielles ;

» Approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques de Hyoscyamus albus

L.;

» Faire des tests in vitro et in vivo pour évaluer d’autres propriétés telles que les effets

anti-tumoraux et anti-inflammatoires, vu son utilisation traditionnelle.
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Annexes

Annexes

Annexe I : Préparation du standard de McFarland

Ajouter 0,5 ml d’une solution de BaCl, (chlorure de baryum) d’une molarité de 0,048
mol/l (BaCl, a 1,175% masse/volume : BaCl,/H,0) a 99,5 ml d’une solution de H,SO4 (acide
sulfurique) d’une molarit¢ de 0,18 mol/l en agitant continuellement, puis vérifier si

I’absorbance de ce standard a 625 nm est comprise entre 0,08 et 0,13 (CLSI, 2006).

Annexe II : Constitution des milieux de cultures utilisés (1 L d’eau)

II-1 Eau physiologique

» Infusion de viande bovine :..............coooiiiiiiiiiiiiiii 2g/1
> Peptone de caseine @.........ovviiiiiiiiiiiiieii e, 17,5 g/l
P OAMIAON & Lo 1,5 g/l
pH 7,0
I1-3 Bouillon nutritif (BN)
P Peptone trypSiqUe: . .ooueiniit i 15 g/l
» Extraitdeviande : ... 3¢l
» Chlorure de sodium : ...........ooeiiiiiiiiiiiii e 6 g/l
pH 7,2
I1-4 Gélose nutritive (GN)
» Extraitdeviande : ..o, 3¢l
» Peptonedeviande : ..., 10 g/l
» Extraitdelevure @ ... 3 g/l
P A AT L 18 g/l
pH 7,3
II-5 Agar a 0,2%
P A AT L 2g/1

(Stérilisation a 120°C / 15-20 minutes)






Résumé :

L’activité antibactérienne de trois huiles essentielles extraites a partir de trois plantes
aromatiques, Mentha aquatica, Origanum vulgare et Hyoscyamus albus, seules ou associées a
des composés majoritaires ou des antibiotiques, a €té évaluée in vitro par la méthode de
I’échiquier en milieu BMH sur cinq souches bactériennes 8 GRAM positif et a GRAM
négatif. L’extraction des huiles essentielles est réalisée par I’hydrodistillation et a donné des
rendements de 1,01% pour Mentha aquatica, 1,35% pour Origanum vulgare et de 0,10%
pour Hyoscyamus albus. Les trois huiles ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis des
souches bactériennes testées, avec des CMBs variant entre 11,66 et 46,65mg/ml pour I’'HE de
Mentha aquatica, entre 0,27 et 4,37mg/ml pour I’HE d’Origan et une valeur constante pour
I’HE d’Hyoscyamus albus qui est de 0,046mg/ml. L’association des huiles entre elles ou avec
des composés majoritaires a donné divers effets dont la majorité sont des synergies, par contre
leur association avec les deux antibiotiques Chloramphénicol et Céfotaxime n’a donné que
des effets synergiques, et avec des CMIs variant entre 1,45 et 2,91mg/ml pour I’'HE de
Mentha aquatica et entre 4,27 et 8,75mg/ml pour 'HE d’Origan, toutes les associations
réalisées ont donné des effets synergiques sur trois bactéries, E. coli, S. aureus et Salmonella.
La combinaison des agents antimicrobiens et la recherche des effets synergiques, semble étre
une bonne approche pour traiter les maladies infectieuses et résoudre le probléeme de la
résistance aux antibiotiques.

Mots clés :Menthaaquatica, Origanum vulgare, Hyoscyamus albus, huiles essentielles,
association, composés majoritaires, antibiotiques, méthode de 1’échiquier, activité
antibactérienne.

Abstract:

The antibacterial activity of three essential oils extracted from three aromatic plants,
Mentha aquatica, Origanum vulgare and Hyoscyamus albus, solely or associated with major
compounds or antibiotics was evaluated in vitro by the checker-boardmethod in the BMH
middleagainst five bacterial strains GRAM positive and GRAM negative. The extraction of
essential oils is carried out by hydrodistillation and gave yields of 1,01% for Mentha
aquatica, 1,35% for Origanum vulgare and of 0,10% for Hyoscyamus albus. Three oils
showed anantibacterial activityagainst the bacterial strains tested, with CMBs ranging
between 11,66 and 46,65mg/ml for the EO of Mentha aquatica, between 0,27 and 4,37mg/ml
for the EO of Origanum vulgare and a constant value for the EO of Hyoscyamus albus which
is of 0,046mg/ml. The association between the oils or oils and majorcompounds gave various
effects mainlysynergic, on the other hand their association with the two antibiotics
Chloramphenicol and Céfotaxime gave only synergistic effects, with CMIs ranging between
1,45 and 2,91mg/ml for the EO of Mentha aquatica and between 4,27 and 8,75mg/ml for the
EO of Origanum vulgare.All associations carried out gave synergistic effects against three
bacteria, E. coli, S. aureus and Salmonella. The combination of the antimicrobial agents and
the research of synergistic effects, seem to be a good approach to treat the infectious illness
and to solve the problem of antibioticresistance.

Key words:Mentha aquatica, Origanum vulgare, Hyoscyamus albus, essential oils,
association, major compounds, antibiotic, method of the checker-board, antibacterial activity.
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