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Résumé

Depuis leur découverte au XXe siécle, les antigies ont connu un essor considérable dans le
domaine dans la santé. Cependant le mauvais tezitede ceux-ci a été le déclenchement des
résistances soit de fagon naturelle ou acquise.

Dans la recherche de nouvelles molécules bioactivesis avons tourné le regard vers
'aromathérapie dans le but d’une action synergmpuer les antibiotiques.

Nous avons choisi donc 6 huiles essentielles ayamfaible activité antibactérienne : la verveine
(Aloysiacitrodora), 'armoise blancheArtemisiaherbaalba), le romarin Rosmarinufficinalis),
I'origan (Origanumvulgare le myrte Myrtuscommuni¥ et I'oranger amerGitrus orantium.

Nous avons pu démontrer I'effet potentialisatels lalgiles essentielles sur l'activité de la
streptomycine aussi bien sur une souche Gram+wueng souche Gram-.

L’effet de potentialisation de I'activité antibigtie a été plus marqué sur la souche Gram+.

La meilleure activité synergique a été obtenue #tiede essentielle de I'origan qui a réduit la
CMlI de la streptomycine de 64 pg/mla 1 pg/ml.

Mots clés: antibiotique, résistance bactérienne, hie essentielle, streptomycine, activité
antibactérienne, verveine, armoise, romarin, myrteprigan, fleur d’oranger, synergie.
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Depuis leur découverte au début du XXeme sieeke ahtibiotiques ont permis de grandes
avancées en thérapeutique et contribué a I'essola dmédecine moderne. L'introduction et
l'utilisation en clinique des premieres classesntitaotiques ont considérablement réduit la
mortalité imputable & des maladies autrefois inuesa L'efficacité de I'antibiothérapie dans le
contrble et la limitation de la dissémination deers pathogenes a ainsi fait naitre I'espoir de
pouvoir éradiquer lI'ensemble des maladies infesteu Malheureusement, I'’émergence de
bactéries résistantes aux antibiotiques a mismmet@ cette vague d’optimisme.

Pour se protéger de I'action des antibiotiques,blactéries ont élaboré plusieurs stratégies
conduisant a la diminution de la concentration aicgtlulaire des médicaments et donc a
l'inefficacité de ces derniers.

Face a ce probleme de résistance, les cherchatiadopté deux axes de recherche, soit
développer de nouvelles molécules qui ne soient gga®re concernées par la résistance a
I'antibiothérapie, soit trouver des produits capablpar effet synergique, de restaurer la sensibili
aux antibiotiques déja existants et donc de restdeur utilité thérapeutique.

Dans la recherche de molécules bioactives, I'egpion des ressources naturelles apparait
comme une piste prometteuse car celles-ci constjtde par leur biodiversité, une grande réserve
de substances actives. C’est dans ce cadre queamons étudié I'effet des huiles essentielles de
six plantes aromatiques sur la potentialisatiofiabtivité antibactérienne de la streptomycine.

Cette étude préliminaire a pour but d’évalueniaesgie entre les huiles essentielles choisies

et un antibiotique déja disponible sur le marché.
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I. Les antibiotiques

1. Généralités

Les antibiotiques sont, par définition, des proslwiapables de tuer les micro-organismes
(bactéricides) ou d’inhiber leur croissance (bacttatiques) (Prescott al, 1995). L'étendue de
I'activité antibactérienne d’'un antibiotique défisbn spectre d’action : plus un antibiotique agit
des espeéces bactériennes différentes, plus sotrtespstlarge.
lls sont, majoritairement, d’origine naturelle oesddérivés de molécules naturellement produites.
Des substances antibactériennes d’origine syntietiont été également développées (Newman et

al., 2003 ; Singh et Barett, 2006).

Selon leurs propriétés structurales, les antibigsgsont groupés par familles ou classes

(Figure 1).
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Figure 1 : Structures de quelques classes d’antibiotiques

2. La streptomycine

La streptomycine est un antibiotique antibactéagiostatique et cytotoxique. Il appartient a
la classe des aminosides (ou aminoglycosides)t @afleurs le premier membre de cette classe a
avoir été découvert (en 1943). Il fut isolé a padtune souche d'actinobactériéStkeptomyces
griseus».

La découverte fut lI'ceuvre de I'étudiant Albert $zhaais le mérite rejaillit sur son
Professeur, Selman Waksman, qui obtint le prix Nalee physiologie ou médecine en 1952

(Wikipedia).
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3. La résistance aux antibiotiqgues

Les bactéries sont capables de se protéger dmiidétale des antibiotiques en réduisant la
concentration intracellulaire de ces derniers.

On parle de résistance naturelle lorsque toutesstegches d'une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. La résistance ditpiiae survient lorsque, seules, quelques souches
d’'une méme espéce, normalement sensibles a uncdiatiie, deviennent résistantes.

Plusieurs mécanismes de résistance bactérienneétéodécrits, tels que la modification de
la perméabilité membranaire ainsi que I'efflux fidés antibiotiques vers le milieu extracellulaire

(Figure 2)
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Figure 2. L'efflux, la destruction et la modification destiiotiques comme modes de résistance (Levy e,
2004)
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II. Les huiles essentielles

1. Généralités

Les huiles essentielles ont, a toutes époquesypé une place importante dans la vie
guotidienne des hommes qui les utilisaient autanir [se parfumer, aromatiser la nourriture ou
méme se soigner. La connaissance des huiles edsntiemonte a fort longtemps puisque
I'hnomme préhistorique pratiquait déja, a sa manié&netraction des principes odorants des plantes.
Il plongeait, dans un méme récipient rempli d'elas, plantes odorantes et des pierres brllantes. La
vapeur dégagée entrainait les molécules volagies le tout était recueilli a I'aide d'une peau
d'animal dont I'essorage donnait quelques gouttesiel essentielle [Robert, 2000].

Au fil des siecles, I'extraction et I'usage daagipes odorants des plantes sont développés,
notamment par les civilisations arabe et égyptierme leurs attribuent avant tout un usage
religieux [Sell, 2006]. Puis progressivement, cedes essentielles se font connaitre pour leurs
vertus thérapeutiques et deviennent alors des esrElirants des médecines traditionnelles.

De nos jours, la médecine moderne utilise les gettérapeutiques des huiles essentielles et
de leurs constituants. En effet, de nombreux coégpa®latils sont aujourd’hui des ingrédients
courants des préparations pharmaceutiques. Le thypamoexemple, est employé en soins dentaires
pour ses propriétés antiseptiques ou encore l'eligéuor ses propriétés analgésiques [Pauli, 2001].
Pour tenter de trouver de nouveaux remedes auwxfléetuels, la communauté scientifique s'est
récemment tournée vers les constituants des hesigsntielles, car un nombre non négligeable de
composés volatils, tels que tes sesquiterpenes, noottré des activités pharmacologiques

remarquables contre les maladies comme le cancaii®ewska et al, 2005].
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Les huiles essentielles constituent donc une santéeessante de nouveaux composés dans la

recherche de molécules bioactives.

2. Extraction des huiles essentielles

C’est Avicenne, médecin et philosophe (980-108u),produit la premiére huile essentielle
pure, une huile essentielle de roses. Pour celagetl au point un alambic. La distillation par la
vapeur d’eau autorisait I'extraction d’huiles esssles pures de trés nombreuses plantes. Avicenne

écrit de nombreux ouvrages médicaux dans lesduais uine large place aux huiles essentielles.

La technique d'extraction des huiles essentiellidsant I'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de Igdutautilisée a I'heure actuelle. La méthode est
basée sur I'existence d'un azéotrope de tempédiéimealition inférieure aux points d'ébullitiongde
deux composés, I'huile essentielle et l'eau, @EEment. Ainsi, les composés volatils et I'eau
distillent simultanément a une température infégea 100 °C sous pression atmosphérique
normale. En conséquence, les produits aromatiquetsentrainés par la vapeur d'eau sans subir
d'altérations majeures [Franchomme et al., 1990&xiste précisément trois différents procédés
utilisant ce principe: I'hydrodistillation, I'hydddfusion et I'entrainement a la vapeur d'eau.
Beaucoup de confusions regnent autour de [l'uiiisatde ces trois termes. Quelques

éclaircissements s'imposent donc.

» Tout d'abord)'hydrodistillation . Il s'agit de la méthode la plus simple et deaitl& plus
anciennement utilisée. Le matériel végétal est imgnelirectement dans un alambic rempli d'eau

placé sur une source de chaleur. Le tout est engaité a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
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condensées dans un réfrigérant et I'huile essensielsépare de I'hydrolat par simple différence de

densité. L'huile essentielle étant plus Iégérel@aa (sauf quelques rares exceptions), elle sernag

au-dessus de I'hydrolat (Figure 3).

Hydrodistillation ou distillation simple

1 : chauffe ballon
2 : eau distillée
3 : thermometre

i/ 6 4 : réfrigérant

5 : eau de réfrigération

6 : flacon de récupération
7 : plante

8 : huile essentielle extraite

Figure 3: Systeme d’extraction des huiles essentielledpdrodistillation

» Ensuite, ladistillation par entrainement a la vapeur d'eau Dans ce type de distillation, le
matériel végétal ne maceére pas directement dams Ieest placé sur une grille perforée au travers
de lagquelle passe la vapeur d'eau (Figure 4)

La vapeur endommage la structure des cellules algéét libére ainsi les molécules volatiles qui
sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Geénode apporte une amélioration de la qualité de
I'huile essentielle en minimisant les altératiogdrblytiques: le matériel végétal ne baignant pas

directement dans I'eau bouillante [Franchomme, ét980].

Vapaut s Surge Eau chaute
ik @i e

it o i

E s i
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Figure 4 : Systéme d’extraction des huiles essentiellegpaainement a la vapeur d’eau

» Enfin, la troisieme technique ddtydrodiffusion . Cette technique relativement récente est
particuliére. Elle consiste a faire passer, du hatg le bas (per descendum) et a pression réthuite,
vapeur d'eau au travers de la matrice végétalgahtage de cette méthode est d'étre plus rapide
donc moins dommageable pour les composés vol@gisendant, I'huile essentielle obtenue avec ce
procédé contient des composés non volatils ceujuidut une appellation spéciale: « essence de
percolation » [Franchomme et al, 1990 ; Richar®2]9

» Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990 est apparue une toutelletechnique appelée hydrodistillation
par micro-ondes sous vide (Figure 5). Dans ce pi&gd@ matrice vegeétale est chauffée par micro-
ondes dans une enceinte close dans laquelle laigmesst réduite de maniere séquentielle. Les
composés volatils sont entrainés par la vapeuu deanée a partir de I'eau propre a la plante. lls
sont ensuite récupérés a l'aide des procédés quasside condensation, refroidissement et
décantation. Ce procédé permet un gain de tempgpgte'extraction divisé par 5 a 10) et d'énergie
(température plus basse) considérable [Mengal é0a8].

L'extraction par micro-ondes fait aujourd’hui l'ebjde beaucoup d'études et ne cesse d'étre
améliorée [Chemat et al, 2006 ; Flamini et al, 2QQicchesi et al, 2007].

Réfrigérant a 5
air

Huile essentielle
Phase acqueuse s

Décoction —

Micro-Ondes —»|
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Figure 5. Systeme d’extraction des huiles essentiellestésspar micro-ondes

3. Composition chimigue des huiles essentielles

Les constituants des huiles essentielles peuvent@&partis en deux classes en fonction de leur
voie de biosynthese : les terpénoides et les pppanoides [Buchanan et al., 2000].

La classe des terpénoides est la plus variée aaunstructural. Les terpénoides, dont
25 000 sont connus comme métabolites secondaiéesiedt du précurseur isoprénique a cinq
carbones, l'isopenténylpyrophosphate. Les pluspé&trpénoides sont les hémiterpénoides (C5),
qui sont formés d’'une seule unité isoprénique. aeges molécules, appartenant a cette classe,
résultent de la condensation de plusieurs isopréA@ssi, les monoterpénoides (C10) sont
constitués de deux unités isopreniques alors gsiesdésqui-terpénoides (C15) sont formés par
'association de trois isoprenes. Les mono- etskEsquiterpénoides sont les plus représentés dans
les huiles essentielles.

Les phénylpropanoides, ou composés phénoliques,bsasynthétisés a partir des acides

aminés aromatiques que sont la phénylalanine tgtdaine. lls sont généralement caractérisés par
la présence d’'un groupement hydroxyle fixé a urecgbényle.
Les terpénoides et les phénylpropanoides confémemt huiles essentielles leurs propriétés
antibactériennes. L’activité de ces molécules dépenla fois, du caractere lipophile de leur
squelette hydrocarboné et du caractére hydrophdeledirs groupements fonctionnels. Les
molécules oxygénées sont généralement plus adivedes molécules hydrocarbonées. Une liste,
visant a classer les constituants des huiles esBesiten fonction de l'intensité de leur activige,
d’ailleurs été établie [Kalemba et Kunicka, 2003]

Les composés phénoliques, comme le thymol, le ceslat I'eugénol (Figure 6), sont, du

fait du caractere acide de leur substituant hydemXgs plus actifs. Aussi, il n’est pas étonnaat d
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constater que les huiles essentielles riches engfgiécomme les huiles de thym, d’origan et de

clou de girofle, démontrent les plus hautes aésvantibactériennes.
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Figure 6: Composés impliqués dans les activités antibaridds des huiles essentielles (Kalemba et
Kunicka, 2003)
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4. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Outre l'activité antibactérienne des huiles essdieS, leurs propriétés antioxydantes sont
depuis peu massivement étudiées. Le stress oxydaiifsurvient lors de déséquilibres entre la
production de radicaux libres et d'enzymes antiaryels, est en relation avec l'apparition de
maladies telles que l'alzheimer [Butterfield, 2Q02rtériosclérose et le cancer [Gardner, 1997].
Une fagon de prévenir ce stress oxydatif qui endageret détruit les cellules est de rechercher,
dans l'alimentation, un apport supplémentaire depasés antioxydants (vitamine &tocophérol,
BHT, etc.) [Béliveau, 2005].

Les huiles essentielles de cannelle, muscade, ddogirofle, basilic, persil, origan et thym
possédent de puissants composés antioxydants [R@0§]. Le thymol et le carvacrol sont les
composés les plus actifs [Braga et al, 2006]. Waét antioxydante des huiles essentielles est
également attribuables a certains alcools, éthétenes, et aldéhydes monoterpéniques: le tinalool,
le 1,8-cinéole, le géranial/néral, le citronelldlisomenthone, la menthone et quelques

monoterpenes: a-terpinene, y-terpinéne et I'atetpire [Edris, 2007].

Les huiles essentielles sont également utiliséemiéiau clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, lesr@s ou l'arthrite [Maruyama et al, 2005].
Plusieurs études ont, par exemple, mis en évidaut®ité anti-inflammatoire de I'huile essentiell
de Melaleuca alternifolia [Koh et al, 2002; Caléefithézet et al, 2004; Caldefie-Chézet et al.,
2006] et de son composé principal, I'a-terpinéarftét al., 2000.

Le potentiel thérapeutique trés varié des huileserdgelles a attiré, ces dernieres années,

l'attention de chercheurs quant a leur possiblévitictcontre le cancer. De ce fait, les huiles
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essentielles et leurs constituants volatils fontédavant I'objet d'études dans la recherche de

nouveaux produits naturels anticancéreux [Edri®7R0

Les huiles essentielles agissent au niveau deéeption du cancer ainsi qu'au niveau de sa
suppression. Il est bien connu que certains alispeadmme l'ail ou le curcuma, sont de bonnes
sources d'agents anticancéreux utiles pour prévi@pparition de cancer [Béliveau et al.,
2006].Certains de ces aliments contiennent des es@spvolatils dont I'activité chimiopreventive a
été mise en évidence [Pyun et al., 2006 ; Miln@§12 Milner, 2006].

Le géraniol, un alcool monoterpénique tres fréquaants les huiles essentielles, diminue la
résistance des cellules cancéreuses du cblon ()Céh8ers le 5-fluorouracil, un agent
anticancéreux.

L'huile essentielle de sapin baumier et un de sesposés, d-humulene, ont montré une
activité anticancéreuse significative sur plusieligaées cellulaires ainsi qu'une faible toxicité

envers les cellules saines [Legauit et al, 2003].

. Les huiles essentielles étudiées

Pour ne pas induire une résistance multiple ceebactéries, les produits potentialisateurs
de I'activité des antibiotiques ne doivent pas @nésr de pouvoir antibactérien intrinseque.

Nous nous sommes, ainsi, basés sur les résultais étude de I'activité antibactérienne de
23 huiles essentielles pour en choisir les moitises::
la verveine Aloysiacitrodora), I'armoise blancheArtemisiaherbaalba), le romarin Rosmarinus
officinalis), I'origan (©riganumvulgarg, le myrte Myrtus communi¥ et I'oranger ameritrus

aurantium [Bouhdid, 2009].
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1. Verveine (Aloysia Citrodora

Du nom scientifiqueAloysia Citrodora,la verveine odorante est une plante ligneuse
d’Amérique du Sud qui a un godt tres parfumé eliseg dans divers domaines culinaire,
commercial. Son huile essentielle est utilisée dansonde entier en raison de ses propriétés
sensorielles et médicinales.

Afin d’évaluer l'effet biologique sur la souchsitophilus granariusdeux chercheurs
algériens ont étudié la composition de I'huile esigfle deLippia citrodoraet les ont comparé par
rapport par a une autre étude faite en Argentime3iéj et al, en 2008. La composition chimique
de I'huile essentielle de citriodora feuilles est différente de celle observée en Atigen(Gillij et
al, 2008). La comparaison de ces résultats avéttdeature montre des différences qualitatives et
guantitatives dans la composition de l'huile. Ele&té dominée par les monoterpenes oxygénés
(43,83% contre 65,70%, Gillij et al, 2008). Lesngipaux composants étaient limonene (17,72%

contre 7,00%, Gillij et al., 2008), géranial (1£&%ontre 22,70%, Gillij et al., 2008), carvone
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(14,22% contre 0,80%, Gillij et al., 2008) et I'oeyde caryophyllene (12,38% contre 0,90%, Gillij

et al., 2008). [Safia Zoubiri, Aoumeur Baaliouand11].

2. Armoise blanche(Artemisiaherbaalba)

C’est une plante ¢ #8% 1892 dans les régions sémi-désertiques.
Elle est ligneuse basse et toujours verte.

L'especeArtemisia herba albagu armoise blanche, se rencontre a I'état spoistaméaroc.
Presque spécifique du Sud du bassin méditerraeiergffectionne les climats secs et chauds et |l
n'est pas rare de trouver des zones de plusiezasds de kilométres de rayon ou seule I'armoise
regne dans un paysage quasi-désertique. Le Maamhatbeaucoup d'importance a cette plante qui
constitue un excellent moyen naturel de lutte @bhdrosion et la désertification.

Désignée en arabe sous le nom de «Chih", I'arnibésehe posséde une grande renommeée
dans la médecine traditionnelle [Bellkhdar. J, 19T#n vieux dicton du sud marocain en est
l'llustration: «Qui connait le chih ne peut passer a coté sans egngre ».

L'étude qualitative de I'huile essentielle d'ArneoidancheArtemisia herba albadu Maroc
faite par Benijilali B. et Richard H a permis d'itidar 16 composés terpéniques: a-pinéne,
camphéne,B-pinene, sabinene, P-cymeéne, cinéole-k8, et B-thujones, camphre, myrténal,
cuminaldéhyde, terpinene-1-ol-4, trans-pinocarvboinéol, myrténol et I'acétate de bornyle, ainsi

gue la présence probable de deux compos@sglaiene et le y-élémene. Les trois cétonesi -
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thujones et camphre, représentent entre 60 et 89%huile essentielle totale [Benijilali B et al,

1980].

3. Romarin Rosmarinus officinalis

Rosemary (Rosmarinus ( : ée vivace avec des feuilles en

forme d'aiguilles de conit __Jion méditerranéenne et est un

membre de la famille des Lamiacées.

La composition volatile de ['huile essentielle demarin est l'objet de recherches
considérables ces dernieres années. L’huile esfientle Romarin contient principalement des
monoterpenes et dérivés monoterpéniques (95-9880c)yedte (2-5%) étant sesquiterpenes. Le
principaux composés volatiles sont le camphre etl,®cinéole, suivies par le bornéol, le
verbenone, I'a-pinene et le camphéne [Mehdi Jélahavi, 2011].

Le romarin est extrémement élevé en fer, du calceinde la vitamine B6. Il a une
réputation trés ancienne pour améliorer la mémeiteg été utilisée comme un symbole pour le
souvenir en Europe. L'acide carnosique, trouvé dansomarin, protége le cerveau contre les
radicaux libres. Il est utile pour remede d'anxié@llonnement, la migraine, hypertension,
céphalées et il peut également étre utilisé commaégasique local dans le traitement des douleurs

musculaires, des maladies rhumatismales [Naciarg2008].
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4. QOrigan (Origanumvulgare

Origanumvulgare « le la famille des Lansadésue d’Europe,
'origan s’est tres bien exporté au Moyen-OrienbnBu et reconnu par les peuples de I'Antiquité
pour son goQt prononceé et ses vertus medicinales

Jefferson Carneiro de Barros et ses collaboratnirsfait une étude sur I'huile essentielle
d’Origan en vue de savoir I'action antibactériesne Staphylocoques aerus. L’analyse par GC-MS
a montré que le carvacrol (57,71%) est le compesglus répandu dans I'huile, puis p-cyméne
(10,91%), g-terpinéne (7,18%), terpinene-4-ol (&p&t le thymol (3,83%) [Jefferson Carneiro et
al, 2009].

Des chercheurs ont fait des études sur l'actividdogiques de la dite plante et ont relevé

une forte activité antibactérienne et une actigiéfongiques sur des souches de Staphylococques

[Braho Z. LEina, 2013.
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Communémen est boser au port dressé. D’origine
meéditerranéenne ses feuilles sont longues ovaleppeisées de couleur vert foncé. Ses fruits sont
des baies oblongues ellipsoidales.

Des études ont été faites sur I'huile essentiagldigrte révélant ainsi leurs propriétés anti-
inflammatoires et anti-nociceptives. Elle est cosgmde produits majoritaires tels que 1,8-cinéole,

a-pinéne le linalol, 'acétate de bornyketerpinéol, le limonéne. L’activité antimicrobiesmriut

révélée assez importante sur la souchadida albicans[Davod Yadegariniat al 2006].

En herboristerie, les feuilles ddyrtus communisont classées astringentes, toniques et

antiseptiques.

Une infusion de feuilles sert, en usagterne, a gueérir les blessures et les ulcéregmu,

usage interne, a soigner les troubles digestifsiedires.

6. Bigardier ou oranger amefftrus aurantiunj :
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Le bigaradier(Citrus aurantium L. un arbuste aux feuilles en fuseau et luisantes. L
bigaradier, épineux, a fleurs blanches parfumées lds pétales sont bien déliés et plus grands que
celle de lbrangerdoux

Aujourd’hui, leMarocest I'un des premiers producteurs de cette fleant des produits

obtenus sont divers et trés recherchgdroli (pour laquelle 1 000 kg de fleurs sont nécessaires
pour produire 1 litre), eau dieurd’oranger, absolue dfanger(obtenue par extraction aux

solvants volatils des fleurs de l'oranger). Ettctemn loin deRabat- capitaledu royaume -, que

nous la retrouvons, plus précisément dans la radgadhémisset, complantée de milliers d’arbustes

et darbres aux feuilles en fuseau, persistantesluetantes: le€itrus aurantium plus

communément appelés bigaradiers, issus de la gfandile desrutacéegqui compte 900 espéeces,
réparties en 150 genres, a I'instar dgaumes

Plusieurs parties de l'oranger amer ont des prtégriéaditionnellement connues. Les
feuilles et les précieuses fleurs sont reconnuesrEsédativesde méme que les différentes huiles

essentielles qu'on en extraithulle essentielleles fleurs (ou essence werol) est reconnue pour

étre a la foigonique sédative eantidépressiveToutefois, I'utilisation la plus répandue demeure

dans lgparfumerieet lacosmétique
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Mateéeriels et Methodes
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1. Matériel végétal

Les plantes que nous avons étudiées ontcéetées chez un herboriste a Fés. Six plantes ont
été utilisées dans ce travail : la verveiddoysia citrodora),’armoise blancheArtemisia herba
alba), le romarin Rosmarinus officinalis) I'origan (Origanum vulgare),le myrte Myrtus

communi¥ et 'oranger amer ou brigadieCifrus aurantium).

L'huile essentielle est préparée par hydtitidison sur I'appareil de Clevenger (Figure?).
Le principe de cette méthode est basé sur un eetm&int des constituants volatils de I'huile
essentielle par la vapeur d'eau. Cette dernieregébade principes volatils est condensée dans un

réfrigérant pour donner de I'huile essentielle apiécantation.

Figure 7. Hydrodistillation par l'appareil Clevenger

2. Extraction des huiles essentielles
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L’huile essentielle a été extraite a patés plantes étudiées par hydrodistillation & I'alden
dispositif de type Clevenger. Cette méthode esédasr un entrainement des constituants volatils
de I'huile essentielle par la vapeur d’eau. Cettmiiére chargée de principes volatils est condensés
dans un réfrigérant pour séparer I'eau de I'husieeatielle aprés décantation.

Le matériel végétal sec est placé dans un ballmplieau 2/3 avec de 'eau distillée, puis porté
a ébullition. On maintient le chauffage a tempématdouce pendant 3 heures. Les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant et I'huile essenell’'eau se séparent par différence de densité.

Les huiles essentielles, étant moins dense que, e été récupérées

3. Souches bactériennes

Deux souches bactériennes de I’AmericaneT@plture Collection (ATCC) ont été utilisées
lors de ce travail PseudomonaseruginosaATCC 27853 (Gram négatif) ebtaphylococcus

aureusATCC 29213 (Gram positif).

4. Préparation de I'inoculum

Des tubes contenant le bouillon Tryptone-Soja swttulés a partir d’'une culture stock de la
souche bactérienne et incubés a 37°C pendant 24phrtir de la culture obtenue, une suspension
bactérienne a 0,5 McFarland est préparée dan®ale physiologique. La densité bactérienne de la

suspension obtenue est d’environ 1,5 108 UFC/ml.

5. Méthode de diffusion par disques

L’activité antibactérienne des huiles essentialé€té évaluée par la méthode de diffusion sur

gélose. La surface de la gélose Mueller Hintoreesemencée par inondation a partir de I'inoculum
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préparé. Des disques de papier filtre sont dépaséka surface de la gélose ensemencée. 20 ul de
lhuile essentielle a tester sont déposés sur Brudi. Le chloramphénicol (3Qg) et la
streptomycine (1Qug) sont utilisés comme antibactériens de référebes.boites sont incubées a
37°C pendant 24h. L’activité antibactérienne sduitapar I'apparition de zones d'inhibition autour

des disques.

6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) estteléninée, dans ce travail, par la technique de
micro-dilution en milieu liquide. Des séries deutibns doubles (5Ql), allant de 4 & 0,0038% v/v
dans le Bouillon Mueller Hinton (BMH) a 0,15% d’agaont préparées dans les puits d’une plague
de microtitration de 96 puits. A chaque puits sgoutés 5Qu du BMH a 0,15% d’agar inoculés a
partir de I'inoculum préparé en vue d’obtenir urenaentration cellulaire finale d’environ 106
UFC/ml. Les puits servant de controle ne contiehmpas d’huile essentielle. Les plaques sont
ensuite incubées a 37°C pendant 24 h. La CMI qoores & la plus petite concentration d’huile
essentielle qui ne produit aucune croissance eisibl

La CMI des antibiotiques est déterminée par la ménéthode dans le BMH sans agar. Les

concentrations testées vont de 254 a 0,5 pg/ml.

7. Synergie entre les huiles essentielles et la swaptcine

La synergie entre les huiles essentielles et ép&imycine a été évaluée par la détermination
de la CMI de la streptomycine en présence de dift&s concentrations de chacune des huiles

essentielles.
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La CMI des combinaisons est déterminée par la ndétlde microdilution en utilisant le

BMH a 0,15% d’agar. 50 ul de la dilution de I'hudssentielle a tester sont ajoutés aux puits d’une
plaque de microtitration contenant 50 ul des dhsdide la streptomycine. 100 ul de la suspension
bactérienne sont ajoutés au mélange. La concemntratictérienne finale étant de 106 UFC/ml. Les
plaques sont incubées a 37°C pendant 24 h. La ©Néspond a la plus petite concentration de la
streptomycine, en combinaison avec la dilution theile essentielle, qui ne produit aucune

croissance visible.
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Résultats et Discussion
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|. RESULTATS

1. Rendement en huiles essentielles

Les rendements en huiles essentielles sont calcoime suit :

(Masse de I'huile essentielle / Masse de la matiéggtale) x 100

Tableau 1. Rendement en huiles essentielles

Plante Partie utilisée Rendement en huile essentielle
Verveine Feuilles 0,44 %
Armoise blanche Partie aérienne 0,82 %
Romarin Partie aérienne 1,30 %
Origan Partie aérienne 1,86 %
Myrte Partie aérienne 0,70%
Oranger amer Fleurs 0,66 %

Comme le montre le tableau 1, le meill@mrdement en huile essentielle a été obtenu pour
I'origan suivi du romarin avec 1,86 et 1,30 %, mxdjvement. La verveine a donné le plus faible

rendement (0,44%).

2. Activité antibactérienne

a. Diffusion sur disque

Nous avons déterminé, qualitativementpdevoir antibactérien des six huiles essentielles
choisies et de deux antibiotiques disponibleseunarché, sur deux souches de bactéries Gram + et

Gram -. Les résultats obtenus sont résumés ddabléau 2.
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Tableau 2 Activité antibactérienne des huiles essentigtedes antibiotiques testés

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)

P. aeruginosaATCC 27853 S. aureusATCC 29213

Verveine - 9,33 +0,57
Myrte - 9,00 +1,00
Armoise blanche - 7,16 £0,28
Romarin - 7,33 +0,57
Fleur d’'oranger - 10,66 + 0,57
Origan ND ND
Chloramphénicol - 28,00 £ 0,00
Streptomycine 12,33 £ 0,57 12,50 £ 0,50

- > aucune inhibition, ND : non déterminé

Les diametres des zones d'inhibition erstegs (allant de 7,17 a 10,66 mm) montrent une
activité inhibitrice relativement faible des huilessentielles de la verveine, le myrte, I'armoise
blanche, le romarin et les fleurs d’oranger Suraureus Néanmoins, aucune activité n'a été
observée contrB. aeruginosa
Pour les antibiotiques testés, la streptomycine méme effet inhibiteur sur les deux souches alors

gue le chloramphénicol n’est actif que corteaureus

b. CMI des huiles essentielles et de la streptomycine.

Nous avons quantifié I'activité antibactéme des six huiles essentielles et de la streiomy
sur les deux souches microbiennes en déterminarst &MIs. Les résultats sont représentés dans le

tableau 3.
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Tableau 3: Concentrations minimales inhibitrices et bactdes des huiles essentielles et de la
streptomycine

P. aeruginosaATCC 27853 S. aureusATCC 29213

CMI* CMB* CMI* CMB*

Verveine >2 >2 >2 >2
Myrte >2 >2 >2 >2
Armoise blanche >2 >2 >2 >2
Romarin >2 >2 >2 >2
Fleur d’oranger >2 >2 1 ND
Origan >2 >2 0,25 ND
Streptomycine 64 ND 64 ND

*: 9% v/v pour les huiles essentielles et pg/mL plaustreptomycine

Aucun effet antibactérien dar aeruginosan’a été observé, aux concentrations utiliséest pou
toutes les huiles testées. L’huile d’origan eteceles fleurs d’oranger inhibe la croissanceSde
aureusa des concentrations de 0,25 et 1%, respectiveriamendant, les autres huiles se sont

montrées inactives.

c. Synergie entre les huiles essentielles et la streptycine.

Nous avons combiné chaque huile avecrigpttimycine afin de déterminer d’'une maniére
guantitative la capacité éventuelle des huilesresdies d’augmenter I'effet antibactérien de la
streptomycine (Tableaux 4 et 5). Pour toutes lakesetudiées, les concentrations utilisées sont
inférieures a leurs CMI, a I'exception de I'huil®dgan pour laquelle les concentrations utilisées

sont la CMI/2, la CMI et la CMIx2.
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Tableau 4 Concentrations minimales inhibitrices de la dwepcine en combinaison avec les huiles

essentielles contrg. aureus

CMI*
Verveine Romarin Myrte Armoise Fleur Origan
blanche d'oranger

0% 64 64 64 64 64 64
0,125% 16 32 32 64 64 2
0,25% 8 32 16 64 32 1
Gain 4/8 2/2 2/4 -/- -12 32/64
0,125/0,25
* ug/mL

Bien que les huiles essentielles de laaiae; du romarin et du myrte soient inactives @igs deux
souches bactériennes aux concentrations utilisfles,sont capables de potentialiser I'effet amtéa@en de
la streptomycine contré&. aureus Quant a l'huile d’origan, elle diminue de 32 fds CMI de la

streptomycine a une concentration de CMI/2. Audiet @'a été observé pour I'huile de I'armoise hiha.

Tableau 5 Concentrations minimales inhibitrices de la dwepcine en combinaison avec les huiles
essentielles contif. aeruginosa

CMI*
Verveine Romarin Myrte Armoise Fleur Origan
blanche d'oranger

0% 64 64 64 64 64 64
0,25% 64 64 64 64 64 64
0,5% 64 32 64 64 64 32
Gain -/- -12 -I- -I- -/- -12
0,25/0,5
*: ug/mL

PourP. aeruginosales huiles essentielles du romarin et de I'origat montré un faible effet synergique

avec la streptomycine a une concentration de 0&ftune activité n'est observée pour les autreshuil
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II. DISCUSSION

Le test de diffusion sur disques nous a permisaier d’'une maniére qualitative I'effet des
huiles essentielles sur deux bactéBesureugGram +) etP. aeruginosgGram -) en comparaison
avec deux antibiotiques mis sur le marché, la girepcine (aminoside) et le chloramphénicol
(phénicolé).

Toutes les huiles essentielles ont montré uneigctintibactérienne inférieure a celle des deux
antibiotiques de référence, aussi bien sur la so@am + que sur la Gram-.

Elles n'avaient pas d'effet suP. aeruginosa,pathogéne opportuniste bien connu par sa
résistance naturelle aux antimicrobiens convengtmalors qu’une faible activité antibactérienne a
été observée s@. aureusCertains travaux ont attribué la faible suscéigtbde P. aeruginosaaux
huiles essentielles et leurs composants a sa mamiaderne et a des systemes d'efflux actifs

[Longbottomet al, 2004; Papadopoulat al, 2008]

Nous avons trouvé des concentrations minimaleibiinibes (CMI) tres élevées pour les six
huiles essentielles étudiées (>2%) sauf pour laridg0,25%) et les fleurs d'oranger (1%) qui
avaient une CMI moyenne s@. aureusCes résultats peuvent étre expliqués par la pcésdu
carvacrol dans I'huile d’origan [Stojkavit al., 2013] et du limonene et dusterpinéol dans celle
des fleurs d’oranger [Haj Ammeaet al.,2012].

Donc, les huiles essentielles que nous avons eso&gient inactives ou peu actives sur les deux
souches bactériennes. De ce fait elles peuvenuéli®ees comme potentialisateurs de I'effet des

antibiotiques sans risquer d’induire de nouveléssstances chez les bactéries.
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L'utilisation des huiles essentielles, a difféentconcentrations, en combinaison avec la

streptomycine a permis de réduire dans la plupestods la CMI de cette derniére SuraureusEn
effet, & la concentration de 0,25% :

- l'origan a réduit de 64 fois la CMI de la streptarime,

- la verveine I'a réduite huit fois,

- le myrte I'a réduite de quatre fois,

le romarin et les fleurs d’oranger I'on réduitedirix fois.

Ces résultats nous permettent de conclure quehtiies essentielles parmi les six étudiées ont agit
d’'une maniere synergique avec la streptomycin@isaractérie a Gram $(aureus

Toutefois seules les huiles du romarin et dedami qui ont présenté un effet synergique avec la
streptomycine sur la bactérie a GramP= §eruginosa Elles ont réduit la CMI de I'antibiotique
deux fois a une concentration de 0,5%. Ceci esh dd résistance dB. aeruginosaaux huiles

essentielles utilisées.
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- Conclusion

Les antibiotiques sont les molécules extsaite microorganismes et ont permis une avancée
incroyable dans le traitement des maladies infesés. Cependant de par la mauvaise utilisation

des patients, il y a eu le développement des afgiss. De fagon naturelle et acquise, ces diverses
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résistances sont la source véritable de la résistdes antibiotiques et ont constitué un frein maje

dans le domaine de la santé.

Nous avons donc tourné un regard versitatbérapie en utilisant les huiles essentielles dan
I'objectif d'une synergie c’est-a-dire de pouvoirgmenter I'effet antibactérien des antibiotiques
afin de trouver une solution face a ce problemeddistance. Ce résultat s’est avéré positif casnou
avons bel et bien obtenue cette synergie. Cettergimest proportionnée a I'effet antibactérien de
I'huile essentielle.

Il serait intéressant de faire un fraatiement des huiles essentielles les plus actives pou
déterminer le ou les constituants responsablesette activité. L'étude de toxicité de ces huiles
permettrait, également, de déterminer I'indexe apéutique de celles-ci, afin d’avoir une vision
compléte sur la possibilité de leur utilisationtbeérapeutique.

Et enfin, 'utilisation des huiles essentielles @mbinaison avec un antibiotique sur une
souche résistance permettrait d’évaluer leur pawréversion de la résistance a I'antibiothérapie

Ce stage m’a été trés bénéfique caral permis de mettre a profit mes connaissances et
d’élargir mon champ de connaissance surtout enafiigiogie et par-dessus tout d’avoir un apergu

du vaste monde de la recherche.
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