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Résumé

Vecteurs de contamination, les milieux de I'envitement hospitalier disséminent les micro-
organismes a de longue distance, et contribueitiéusement a leur transmission a divers supports
inertes. Les infections ainsi favorisées peuverd &iduites par la maitrise de I'environnementaet |
mise en place d’'une bonne stratégie de désinfection

En raison de l'augmentation a I'échelle mondialelaeésistance des bactéries aux molécules
synthétiques, nous avons réalisé cette étude imds& RDEHM, dont les objectifs principaux étaient
d’évaluer l'action antibactérienne de moléculesurddles (huiles essentielles) et d’optimiser les
facteurs influencant cette activité.

L’évaluation de I'activité antibactérienne de 7 lbsiessentielles khymus vulgaris, Origanum
majourana, Eucalyptus camaldulensis, Lavandula cioffilis, Cymbopogon citratus, Juniperus
thurifera, Juniperus phoenicea » a été réalisée par la metthedliffusion sur gélose, sur 35 souches
isolées de I'environnement d’hémodialy&taphylococcus aureuStaphylococcus coagulase négatif,
Streptococcus Bacillus sp Bacilles Gram négatif oxydase positive, Bacill&sam négatif oxydase
négative fermentaires et non fermentaires). Ellmantré que une inhibition de Ila croissance
bactérienne de la majorité des souches testéegdagqmurcentages de sensibilités variant de : 20%
100%. La détermination de la CMI a révélé une timmaen fonction de 'huile, la CMI minimale était
de 200mg/ml (pour les bacilles Gram positif oxydpssitive), la CMI maximale de 0.99 mg/ml (pour
lesBacillus spet les bacilles Gram négatf oxydase négative nondiataire).

L'optimisation des facteurs influencant I'activiédtibactérienne des HEs, a montré que I'huile de
thymus vulgarigliluée dans DMSO, utilisée en absence de lumietme température de 10°C et une
humidité de70%, permet d’obtenir la meilleure dtdiantibactérienne.

Il serait recommandé de : Désinfecter I'environnemaospitalier (air, surface,..) selon un
protocole établi suite & des recherches scienéifigpermettant de réduire aussi bien le risque
infectieux que la résistance des germes.

Mots clés: Huile essentielle, activité antibactérienne, infattnosocomiales, plans d’expérience
LRDEHM, Fes, Maroc.
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FST FES

% : Pourcentage

°C : Degré Celsius

BGN : Bacilles gram négatif

BGNONF : Bacilles gram négatif oxydase négative fermaatai
BGNONNF : Bacilles gram négatif oxydase négative non feriaiee
BGP : Bacilles gram positif

BGPOP : Bacilles gram positif oxydase positive

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DMSO : Dimethyl sulfoxyde.

DO : Densité optique.

DRS: Direction Régionale de la Santé

FST : Faculté des sciences et technique

HEs : Huiles essentielles

IN : infection nosocomiale

LRDEHM :Laboratoire Régional de Diagnostic Epidémioleagiet d’'Hygiene du Milieu
ml : millilitre

MS : Ministére de la Santé

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Stantid
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

Oxydase N: oxydase négative

Oxydase P: oxydase positive

PAM : plantes aromatiques et médicinales
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S. aureus Staphylococcus aureus

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah ﬁ

St.A : Staphylococcus aureus
S. non pathogenesStaphylococcus non pathogénes

S.A.R.M: Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
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L’hopital est un lieu ou l'on traite, mais c’estadgment un lieu ou l'on peut contracter des

maladies infectieuse§l].En hémodialyse, I'immunodéficience des patients, ¢é&rconstances
d’exposition au sang, I'environnement contaminép faccroitre le risque infectieux en le rendant
la 2eme cause de morbidité et de mortalité apeeadeidents cardio-vasculaifes.
En France, I'incidence des infections bactériemm@ée en 2003, était de7 infections pour 100
mois de dialyse. En outre, les bactériemies sosporesables de plus d&® % des déces par
infection. Les taux varient entB4 et 16,9/100patients /année (sd7 a 1,4100 patient-mois) et
sont de I'ordre d@,92cas pour 1 000 séances de dia[\3e

Vecteurs de contamination, les milieux de I'envitement hospitalier disséminent les
micro-organismes a de longue distance, et contnibunsidieusement a leur transmission a divers
supports inertegt]

Si I'éradication de ces infections est impossibie fdit que le risque de contracter de telles
infections ne peut jamais étre nul, la réductiont@e baser sur la maitrise de I'environnement, et
exige d’'instaurer une démarche de prévention senba®tamment sur des aspects organisationnels
et techniques, le contréle et la désinfection rigow [5].

Pour assurer un statut hygiénique de I'environnérf@uipements, l'air, surfaces), des traitements
de désinfection se basent sur l'utilisation de @dés physiques (UV, traitement thermique...) et
sur des agents chimiques. L'efficacité de ces ageanrie d’une application a une autre et d’'un type
de produit & l'autre...[6].

L’augmentation de la résistance des bactéries @rskg molécules synthétiques et chimiques
telles que les antibiotiques et les détergentsstdtae une menace réelle puisque leur efficacité
décroit au fil du temps et ils ne sont plus congisléecomme la solution quasi universelle aux
infections graves.

De ce fait, les traitements a base de plantes wesid le centre d'intérét des chercheurs
scientifiques qui tentent d'ores de trouver desyditives efficaces et accessibles a partir deugtrod
naturels extraits de plantes médicinales et arguesi qui connaissent de nos jours un regain
d'intérét et jouissent d'une popularité grandiss§fit

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre sujeedberche intitulé :

« Evaluation de I'activité antibactérienne des hues essentielles sur des germes isolés de
I'environnement d’hémodialyse de I'hdpital Al Ghasani et criblage des facteurs influencant
cette activité par les plans d'expérience »

Les objectifs de ce travail étaient de :

» Réaliser une enquéte d’évaluation portant surilifation des huiles essentielles/ plantes
aromatiques ;

» Evaluer l'activité antibactérienne des huiles esdes sur des germes préalablement
isolés de I'environnement d’hémodialyse ;

» Déterminer la concentration minimale inhibitriceM( ;

> Cribler les facteurs influencant I'activité antibédenne des huiles essentielles ayant
prouvé une efficacité élevée, par la méthodologemans d'expériences.
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I- Les infections nosocomiales

A- Définition

L’'adjectif « nosocomial » vient du gremososmaladie, komein= soigner,asokomein »,
signifiant « hopital ». Il désigne selon le dicti@ire (Le Robert) ce qui se rapporte a I'hdpieal,
selon le dictionnaire (Littré) ce qui est relatifx hépitaux.

Au sens courant, I'infection nosocomiale est uriedtion contractée dans un établissement de santé
[8].

Selon I'OMS, une infection nosocomiale ou infectlurspitaliere peut étre définie comme étant
une infection survenant a I'hépital ou dans unaétiablissement de santé, chez un patient admis
pour une raison autre que cette infection et chgzcgtte infection n’était ni présente ni en
incubation au moment de I'admission. Cette débnitinclut les infections contractées a I'hopital
mais qui se déclarentapres la sortie, et égalelagnnfections professionnelles parmi le personnel
de I'établissement. Le délai entre 'admissioneetiébut de l'infection doit étre de 48-72 heures
pour les infections bactériennes et varie selgréldode d’incubation ; il peut étre plus long es ca
d’infections virales. Il est admis d’exclure leddctions materno-foetales survenant dans les 48
premieres heures de v[6, 10, 11].

B- Généralités

Le caractere nosocomial est basé essentiellemel& délai écoulé entre I'admission et le début
de linfection. Ce délai doit étre supérieur a larék d’incubation de l'infection. L’infection
nosocomiale survient :

- Apres les 48 premiéres heures d’hospitalisatiore :délai de 48 h correspond a la durée
d'incubation minimum d'une infection aigué liéerg bactérie a croissance rapide,

- Dans les 30 jours apreés intervention chirurgicsielfirurgie),

- Dans l'année qui suit la mise en place de matét@lurgical (implant ou prothese...).
L’infection peut se déclarer pendant le séjouhapital ou apres la sortie de I'hopifaPR].

L’infection nosocomiale peut étre : bactérienngale, parasitaire, fongique, a prions.... et

cliniguement ou microbiologiquement identifiablentractée dans une structure de soins, pouvant
concerner soit le malade, soit le personnel soigdarfiait de son activitgd].

Elle peut étre localisée et/ou, généralisée :

» L'infection localisée :

Elle se développe habituellement a partir de pallaigpel facilement identifiables :

- Aprés une intervention chirurgicale ;

- A partir d'un matériel étranger, par exemple urfedtion urinaire sur sonde, ou une otite ou
sinusite aprés intubation naso-trachéale ;

- Suite a une défaillance organique tardivement égaitpar exemple un trouble de la
déglutition peut étre responsable d'une pneumapashi n'est pas prévenu par une
protection des voies aériennes supérieures, ouainage suffisant des sécrétions trachéo-
bronchiques.

» L'infection généralisée ou septicémie :
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Elle est habituellement secondaire a un foyer trdag local : cas par exemple de l'infection
urinaire, et de la suppuration chirurgicglée].

C- Modes de transmission des infections nosocomiales
Les bactéries qui provoquent des infections nosaespeuvent s’acquérir de plusieurs facons

* A partir de la flore permanente ou temporaire du pdient :

Les bactéries présentes dans la flore commensaequent des infections opportunistes en cas
de transmission vers d’autres sites que leur hahbé#aurel (voies urinaires), des lésions tissutaire
(plaies) ou en cas d’antibiothérapie inadéquatgucéavorise leur prolifération.

Ainsi, les bactéries peuvent causer des infectagenes, comme c’est le cas par exemple de
bactéries a Gram négatif présentes dans les vagestives qui sont frequemment a lorigine
d’infections du site opératoire apres une intenoengbdominale ou d’infections urinaires chez les
patients porteurs de sondés].

» A partir de la flore d’'un autre patient ou d’'un membre du personnel :

Les bactéries se transmettent d’'un patient arBade plusieurs fagons : par contact direct entre
patients(mains, gouttelettes de salive ou autepsdes biologiques) ; par l'air (gouttelettes ou
poussiéres contaminées par les bactéries d’'unnpatigoar le personnel qui contamine lors des
soins les patients(mains, vétements, nez, gorgejjeyient un porteur temporaire ou permanent et
transmet ensuite les bactéries a d’autres patpartsontact direct lors des soins ; par des objets
contaminés par le patient (y compris le matérietlicad),les mains du personnel, les visiteurs ou
d’autres sources environnementales (eau, autnggddig, aliment$)3].

» A partir de la flore présente dans I'environnementdes soins de santé

Plusieurs types de microorganismes survivent bas denvironnement hospitalier :

- Dans l'eau, les milieux humides et parfois dans plesluits stériles ou des désinfectants
(Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobactejium

- Dans des articles tels que le linge, le matériadioa et les fournitures utilises pendant les
soins. Un nettoyage approprié des locaux limitenadement le risque de survie de bactéries car la
plupart d’entre-elles nécessite un environnemeatudhou humide et des éléments nutritifs pour
survivre ;

- Dans les aliments ;

- Dans les poussiéres fines et les noyaux des geititelémises en toussant ou en parlant (des
bactéries de moins de 1in de diamétre restent en suspension dans l'airgmermusieurs heures
et peuvent étre inhalées de la méme facon quelessigres finefl3].

D- Facteurs favorisants les infections nosocomiales
Les facteurs favorisants I'acquisition des infeetimosocomiales peuvent étre liés :
> Aux patients :
- Ages extrémes (nouveaux nés, prématurés et sges$; a
- Poids extrémes (malades obéses et dénutries);
- Atteints de maladies générales (diabete, hémoathigrands brdlés;
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- Ayant bénéficié d’interventions chirurgicales losiyd
- Sous traitement a base de stéroide, de médicamemsinodépresseurs ou de
radiothérapie.
» Alenvironnement :
- Inadaptation de la conception architecturale;
- Ergonomie au sein de I'hdpital (circuit de circidatdu matériel et du personnel);
- Inadaptation de I'équipement sanitaire.
» Aux pratiques médicales :
- Gestes thérapeutiques invasifs : sondage vesathkteérisme veineux ;
- Périphérigue ou central : protheses vasculairegiebpédique§lO].

E- Germes en causes

Les microorganismes présents dans I'environnemespitalier sont extrémement variés, ils
comportent :

» Les bactéries : elles sont responsable®/8des infections nosocomiales ;

» Les champignons dont la responsabilité augmengadugeen plus ;

* Lesvirus;

* Les agents transmissibles non conventionnels (ATN(@ipns[10].

F- Caractéres généraux des bactéries de I'environneminospitalier

1- Bactéries a Gram négatif
a- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosat un bacille Gram négatif qui mesure 1,5 a 3,5lhest non sporulé
et mobile par une ciliature polaire (Sleigh et Tunh 1998). Il pousse facilement sur milieu
ordinaire (Carbonnelle et al., 1987). Il tolere dempératures allant de 5 a 42°C (Sleigh et
Timbury, 1998). P. aeruginosa se distingue des réiné&téries par son métabolisme oxydatif
(Oxydase-positive) et son incapacité a croitrerexéebiose (elle est aérobie stricte). (Carbonnelle
et al. 1987).
Pseudomonas aeruginosast une bactérie pathogene opportuniste responshseinfections
nosocomiales (Carbonnelle et al., 1987). Son habs#hle tractus gastro-intestinal des animaux et
de 'Homme, l'eau et le sol (Sleigh et Timbury, 899Il est résistant a plusieurs antibiotiques.
Toutefois, les drogues anti-pseudomonales majexanasles amino-glycosides, certafiiactames
(pénicillines, céphalosporines) et les polymyxi(teleigh et Timbury, 199g)L4].

b- Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannést un bacille a Gram-négatif non fermentant, priése¢ souvent une

multi-résistance aux antibiotiques. Ce germe esisid@ré comme un pathogene opportuniste
occasionnellement responsable d’infections nosoalesiisporadiques ou a caractere épidémique.
Les infections causées le plus souvent par ce geamkles infections pulmonaires en particulier
chez les patients intubés et ventilés en réanimgligtalité globale associée de 40- 70 %), les
septicémies, les infections de plaies, et les titas du tractus urinaire.

Capable de survivre de facon prolongée (> 8 j) dangnvironnement sec (sols, surfaces, linge,
matériel de literie), sa transmission s’effectue pieis souvent de facon manu portée par
lintermédiaire du personnel soignant ou par adresiion a partir de matériel contaminé
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(humidificateur, matériel de ventilation,..). Cethactérie est frequemment retrouvée en milieu
hospitalier dans des milieux aqueux et humidesaflay savons, eau distillée, eau des systemes
d’humidification).

A la différence d’autres especeAdinetobacterqui sont des colonisants habituels de la péau,
baumanniiest rarement isolé au niveau cutané, mais il edbiparetrouvé a I'état de portage
asymptomatique oro-pharyngé ou rectal chez desmathospitalisésl5].

c- Stenotrophomonas maltophilia

Les souches detenotrophomonas maltophilisassemblent des bacilles a Gram négatif,
d'environ 0,5 um de diamétre sur 1,5 um de longusam sporulés, aérobies, oxydase négative,
catalase positive, nitrate réductase positive, il@®lgrace a la présence de plusieurs flagelles
polaires, possédant des fimbridea mobilité est constamment observée a 18 °C, maitines
souches sont immobiles a 37°C.
Deuxiéme espéce de bactéries a Gram négatif a&wluite isolée a I'hbpital, a partir de I'eau des
stérilisateurs, des éviers, des machines a glaseplbcs opératoires, de divers désinfectants, des
circuits de ventilation, du matériel médical etrahgical (cathéters, bronchoscopes, spirométres,
nébulisateurs, machines a dialyse...) et parfois, ©hains du personnel soigndag|.Elle est
responsable d'infections nosocomiales principalémieer les individus immunodéprimés ou traités
avec des antibiotiques a large spectre ou hos@taldurant une longue période, ou hospitalisés
dans des unités de soins intensifs.

d- Legionella pneumophila
c’est une bactérie a Gram négatif, anaérobie stiecta famille desegionellaceaeNaturellement
présente dansdauet dans lepoues elle est responsable d'umaladierespiratoire lalégionellose
Elle colonise fréequemment les réseaux d’eau, notmries réseaux d’eau chaude sanitaire, les
installations delimatisation ainsi que les tours aéro-réfrigérantes.

2- Bactéries a Gram positif
a- Staphylococcus

Les bactéries du gen&taphylococcusont des cocci a Gram positif, groupés en amast dga
forme de grappes de raisin, immobiles, non sparakialase positive et oxydase négative. Le genre
Staphylococcusegroupe 35 especes (44 espéeces et sous-esgatgyatique meédicale courante,
les espéces les plus fréquentes qui causent dadianfs ou des colonisations sontafreus, S.
epidermitis, S. capitis, S. haemolyticus, S. hanii saprophytices S.warneri17].

b- Streptococcus

Les bactérie$treptococcus feacalsont des cocci a Gram positif, ronds ou ovoidesygges
en paires ou en chainettes plus ou moins longuatomt le diamétre mesure 0,5 a 0, 9 um
(Carbonnelle et al, 1987; Sleigh et Timbury, 1998¢robies et anaérobies facultatives, ces
bactéries poussent sur des milieux ordinairesretlas milieux contenant des sels biliaires. llstson
capables de pousser a une température de 45°CQuavgatimum de croissance a 37 °C (Sleigh et
Timbury, 1998).
Streptococcus feacaliest responsable des infections cutanéomuqueusa®gs(pthirurgicales,
brulures, blessures), des infections métastasi@ershe et al., 1989). On le retrouve au niveau de
l'intestin de 'THomme et des animaux (Sleigh et Bimy, 1998). Il est sensible a I'ampicilline et la
pénicilline G (Berche et al., 19§24].
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G- Conséquences des infections nosocomiales

L’aggravation de la maladie ayant motivé I'’hospsation, la prolongation du séjour hospitalier
sont les conséquences indésirables des infectiosscamiales. Il en résulte aussi des dépenses
supplémentaires qui sont une charge considérablel@® patients et pour le systéme de santé. Aux
Etats Unis, ces dépenses supplémentaires songestithet,5 a 5, 7milliards de dollars par gi0].

H- Risque infectieux en hémodialyse
1- Causes

L’hémodialyse est un acte invasif qui impose ureac@sculaire itératif (fistule artério-veineuse
native ou prothétique, cathéter veineux centraduté séance d’hémodialyse comporte le risque de
transmission d’'un micro-organisme pathogene a ahapeau du processus d’épuration : eau de
dialyse, solutions concentrées, générateur, lighnescces vasculaires. Le patient hémodialysé est
exposé aux risques non spécifigues d’infections &éx soins auxquels s’ajoutent les risques
associés a la spécificité des techniques d’épuratitra rénale (hémodialyse, hémo-diafiltration) et
aux conditions de réalisation de ces dernieres
[18].
Le risque infectieux en hémodialyse aussi est faggpar I'altération des fonctions immunitaires
causée par l'insuffisance rénale elle-méme (altaratirecte ou indirecte des fonctions neutrophiles
et lymphocytaires) ; ainsi que par I'épuration axténale qui induit la libération des cytokines
possédant des effets dépresseurs sur le systemaitaire[11, 12].
Ceci explique pourquoi l'insuffisance rénale didgsest caractérisée par une fréquence élevée de
complications infectieuses et une mauvaise rép@nsa vaccination au sein d'une population
particulierement agée et aux comorbidités nombeeuskabete, affections cardiovasculaires,
hémopathies, cancers .[18].

2- Epidémiologie de I'infection nosocomiale en hémodigse

a- Infections bactériennes

En hémodialyse, les infections sont représentésmnasllement par les bactériémies (BAC) et
par les infections sur acces vasculaires (IAV)e€kont considérées comme des indicateurs de la
gualité des soins et sont d'importance préedomiramterme de morbidité et de mortalité. Elles font
I'objet prioritaire de surveillance épidémiologique

En effet, les taux globaux d’infections sont essnpér la littérature entre 2,6 et 7,6 infections
pour 100 mois de dialyse; 48 a 89 % des bactérgntiez les patients hémodialysés sont reliées a
une infection des voies d'accés vasculaire. Le thpeces est le plus important facteur prédictif de
l'infection avec les fistules natives, moins a uiscgue les fistules prothétiques (RR 1,47), les
cathéters tunnélisés (RR 8,49), et non tunnélR&s9,87
(CLIN, 2010). Si les entérobactéries productricesbéta-lactamases a spectre élargi et certaines
souches dAcinetobacter baumanmié doivent pas étre négligé&aphylococcus aureuésistant a
la méticilline (SARM) est la principale BMR en tegnde fréquence, isolée dans les établissements
de soins.

Considérées au départ comme des bactéries affgunianipalement les patients hospitalisés dans
les unités de soins intensifs, les SARM sont agibwii isolés dans tous les types d’établissements
et tous les types de services. Leur émergenceneéqua micro-organismes pathogenes a été décrite
au début des années 1980].

En hémodialyse Staphylococcus aureusst le principal micro-organisme a l'origine des

infections bactériémiques. Le taux de colonisatiorSARM, ainsi que la proportion de ces
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infections varient considérablement selon le caeté&pidémiologique local et I'année considérée.
La surmortalité des infections dues aux SARM alér@ontrée.

Selon la littérature, ce taux est de 12 a 30 %kwmope (2006, 2007). Aux USA, il est de 33%
(1994 a 2001), et de 65% selon des données ré&géaie

Des souches dB. aureusrancomycine-résistantes (SARV) ont été observéamment aux USA
chez3 patients sur 7, relevaient de I'hnémodidliSe

Le pourcentage de résistance &saureusa la méticilline (SARM) est de 24 % dans le réseau
DIALIN (données 2008)19].

b- Infections virales

Les risques d’infections virales sont cliniquemesyrésentés par trois virus hématogenes que
sont le virus de I'hépatite B (VHB), de I'hépati@ (VHC) et le virus de 'immunodéficience
humaine (VIH).

Parmi 8 245 patients inclus en dialyse en 2008demnts), seuls 83 malades étaient infectés par
le virus de I'hépatite B (1,1%) et 123 du virusltepatite C (1,7%).64 malades étaient porteurs du
virus VIH, dont 35 au stade SIDA.

Pour le VHB et le VHC, les risques de contaminatsamt représentés par la contamination
interne du générateur (notamment avant les mesleregcurisation des capteurs de pression) mais
surtout, la contamination externe du génératedesgtsurfaces, les injections et les manipulatiens d
flacons multidoses avec la réutilisation de malgrie manque de respect des précautions standard
d’hygiéne.

Pour le VIH, depuis la sécurisation du circuit detdansfusion sanguine, le virus étant plus
fragile dans le milieu extérieur, le risque de s$rarssion est surtout associé a un défaut
d'application stricte des précautions standardygigme, notamment par le biais de matériels
souillés.

Par rapport a la population générale, le groupe mhsents hémodialysés conserve une
prévalence de I'hépatite C plus élevée, avec udigma Nord Sud et une hétérogénéité entre les
différentes unités de dialyse. Les seéroconversidasnovo sont particulierement suivies et
analysées.

Bien que les manifestations cliniques soient meigres, la survie du patient dialysé porteur
du virus de I'hépatite C est diminuée méme apassplantation.

Contrairement au temps passé en dialyse (propagtechnique de dialyse), les autres facteurs
de risques restent comparables a ceux de la papulggnérale en raison :

» de la sécurisation de la transfusion sanguine,

» de l'utilisation des agents stimulant I'érythropsegoour limiter les transfusions,

e du respect des mesures d’hygiene universelle @&s0@ux protocoles de soins comme

moyens de lutte contre les transmissions croisées
« du traitement bien qu’imparfaitles patients ayant eu une séroconversion misevidange
suite aux dépistages systématiques recommandeés.

L’hépatite B présente des mécanismes de transmissides facteurs de risque similaires a ceux
de I'hépatite C. La lutte contre ces facteurs dgue, renforcée par la vaccination des personeels d
santé et des patients exposés, a egalement perngs diminution de [lincidence des
séroconversiongnais il persiste des occurrences épidémiques.
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Bien que la prévention de la séroconversion VIHsepsur les mesures d’hygiéne de base, les
progres récents des thérapies antivirales permaiten nette amélioration de la survie en dialyse
des patients hémodialysés VIH-positifs.

Il y a eu une augmentation de la prévalence détiion a VIH chez les hémodialysés entre 1997
et 2002 (0.39% versus 0.5%) avec de fortes prévesepour I'lle-de-France et les départements et
territoires d'Outre-Mef18].

3- Prévention des infections nosocomiales en hémodiséy

La prévention des infections nosocomiales en héahgx# repose sur :

e L’application des précautions standards ou précastijénérales d’hygiéne a respecter lors de
soins a tout patient, tels que le lavage des miammrt de gants, le port de sur blouse.

e L'application des recommandations pour la préventides AES: elles englobent la
vaccination du personnel contre I'hépatite B, lanfation des professionnels aux précautions
standards.

» La prévention des infections lors de dialyse miulle se basant essentiellement sur I'’hygiene
des patients (bon niveau d’hygiene quotidienneyagaropre et adaptée).

» L’application des recommandations d’organisatioarda prise en charge des patients : telles
gue I'acces limité, I'existence de vestiaires esdritaires.

* L’entretien systématique des équipements et swgfauglobant le nettoyage, la désinfection
et la réfection du lit, la protection des télécomuhes par une housse plastifiée lavable.

* Le respect des recommandations pour la prise ergehdes patients infectés, comme la
protection des patients susceptibles (cas desnpatadteints du VHB,..), I'isolement dans une
chambre individuelle (cas des patients atteintsiderculose).

* Le respect des recommandations concernant la comeefes locaux comprenant la surface
qui doit étre suffisante pour I'ensemble des cormaptss et permettant la circulation aisée du
personnel, la qualité des matériaux facile a nettey a désinfecter.

* Le respect de la désinfection et de la maintendesegénérateurs d’hémodialyse : se basant
sur la conception et/ou la réalisation de la chaledraitement d’eau et/ou de maintenance, le
renouvellement des filtres, la désinfection desoats.

* Le traitement des dispositifs médicaux : se basanta désinfection et les caractéristiques du
désinfectant21].

ll- Les Huiles Essentielles
A- Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges complEx@posées de plusieurs constituants qui
peuvent atteindre jusqu’a 300 molécules ou PpAA. L’huile essentielle est le produit obtenu a
partir d'une matiere premiere d’origine végétaleit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I'épicarpe fraisad@ins agrumes, soit par distillation. L’huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqerudes procédés physiqy2s].
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B- Historique d'utilisation des huiles essentielles

Les premieres preuves de fabrication et d'util@atiles huiles essentielles datent de I'an 3000
avant J.C. (Baser &Buchbauer, 2010). Les huilesrgidles semblent donc avoir accompagné la
civilisation humaine depuis ses premiéres gendssségyptiens puis les grecs et les romains ont
employé diverses matieres premieres végétales @uesies produits qui en découlent, notamment
les huiles essentielles. Ces utilisations concemailifférents domaines : parfumerie, médecine,
rites religieux, coutumes paiennes, alimentatitn, e

L’étape byzantine de la civilisation a permis ltigsration des bases de la distillation et, avec
'ére arabe de la civilisation, I'huile essentielldevient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers liaille, Avicenne, médecin et scientifique persan, a
défini précisément le procédé d’entrainement a dpeur. L'lran et la Syrie deviennent les
principaux centres de production de divers typesxtddits aromatiques. Par la suite, les huiles
essentielles ont bénéficié des avancées sciergffijgau niveau des techniques d’obtention et de
'analyse de leur composition chimiq{@3]. En Afrique noire les feuilles de tabac malaxéessdan
'eau étaient utilisées pour lutter contre les ntioues. Au Maroc, I'utilisation des plantes contre
les invasions de moustiques est une pratigue tnésaate, surtout dans les régions rurales. De nos
jours, la médecine moderne utilise les vertus fheraques des huiles essentielles et de leurs
constituants. En effet, de nombreux composés \®knt aujourd’hui des ingrédients courants des
préparations pharmaceutiqyed].

C- Localisation, Fonction et Répartition

La synthése des huiles essentielles et leurs lations sont généralement reliées a la présence
de structures histologiques spécialisées, souwveatisées sur / ou a proximité de la surface de la
plante. Ce sont des cellules a huiles essentidibssauraceaeou deszingiberaceae des poils
sécréteurs detamiaceae des poches sécrétrices ddgrtacea®uRutaceae des canaux des
Apiaceaeou desAsteraceal5]. La fonction biologique des térpénoides des hugkesentielles est
mal connue. Il est toutefois vraisemblable qu’ild an rdle écologique, on remarquera que le réle
de certains d’entre eux a été établi expérimentheraussi bien dans le domaine des interactions
végeétales (agents allélopathiques, notamment iehils de germination que dans celui des
interactions végétal-animal : protection contrepgesdateurs (insectes, champignons) et attraction
des pollinisateurf26].

Environ 1% des especes combinées des essencesrasgérisent par le grand nombre
d’espéeces a essences gu’elles groupent et enyiarties labiés (Thym, Menthe, Lavande, Origan,
Sauge, etc.), les Ombelliferes (Anis, Fenouil, Amgée, Cumin, Coriandre, Persil, etc.), les
Myrtacées (Myrthe,Eucalyptus), et les Lauracéesn(@uaier, Laurier-sauce, Canne]R¥].

D- Propriétés physiques et chimiques des huiles esseties

1- Propriétés physiques
Liquides a température ambiante, les huiles esskastisont volatiles ce qui les différencie des
huiles dites « fixes ». Elles ne sont que tréesmaré colorées. Leur densité est généralement
inférieure a celle de I'eau a laquelle elles s@méyalement peu miscibles voire non miscibles.
Liposolubles, elles sont en revanche solubles Bensolvants organiques usugls].

2- Composition Chimique
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Les huiles essentielles sont des meélanges complexesariables de constituants qui
appartiennent quasi exclusivement a deux groupesctésisés par des origines biogénétiques
distinctes : le groupe des terpénoides et, beauoonips fréquents, le groupe des composeés
aromatiques dérivés du phénylpropane. Elles pewdgaiement renfermer divers produits issus de
processus dégradatifs mettant en jeu des condstonan volatile$28].

2-1- Terpénoides
Dans les huiles essentielles, il s'agit essentiediaet des terpenes les moins volatils, c’est-a-dire
ceux de masse moléculaire peu élevée : mono- @isepenes.
Les especes intermédiaires étant porteuses dedosatationiques a réactivité variable, il existe
plusieurs milliers de composés décrits.

2-1-1- Monoterpenes
Les carbures sont presque toujours présents. lisepé étre acycligues, monocycliques ou
bicycliques. lls constituent parfois plus de 90%’'deile essentielle (Citrus, térébenthines).

2-1-2- Sesquiterpenes
lls ont une variabilité structurale de méme naiguwe les monoterpenes. L'allongement de la
chaine avant cyclisation lors de leur synthése angenle nombre de cyclisations possibles, d’ou la
tres grande variété de structures connues.

2-2- Composés aromatiques
Beaucoup moins fréquents que les terpénoides,ntales dérivés du phénylpropane (C6-C3) ou
en C6-C1 (vaniline). Certaines huiles essentig@sportent également des lactones dérivées des
acides cinnamiques (les coumarih28).

2-3- Composes d'origines diverses

Ces produits résultent de la transformation de oubds non volatiles, par dégradation des
acides gras ou des terpénes. lls sont présentdatahgiles essentielles lorsqu’ils sont entraiesibl
dans la vapeur d’ed@8].

E- Facteurs de variabilité de la composition des huiteessentielles

Etant formées de mélanges généralement complesesiuiles essentielles présentent une trés
grande variabilité, tant au niveau de leur compmsitqu’au plan du rendement des plantes
d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer pafféents facteurs, que nous pouvons regrouper en
deux catégories :

» Facteurs intrinséques, liés a I'espece, au typelalee, a I'organe concerné, a linteraction
avec I'environnement (type de sol ou climat, ...petdegré de maturité du végétal concerné, voire
au moment de la récolte au cours de la journée ;

» Facteurs extrinséques, en lien avec ou la méthedéakction (Besombes, 200R9].

1- Facteurs intrinseques
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Les cellules productrices d’huile essentielle paivee situer dans différents organes, il est
possible d’obtenir différentes huiles selon lestiparsélectionnées d’'une méme plante. Ainsi les
huiles essentielles extraites a partir des baids®teuilles de piment ne sont pas identiques.

Les travaux de Maffei et Sacco (1997), ont mongsg différences de composition des huiles
essentielles en raison d’organes différents (st fleurs) et de sous-especes différentes.

Le stade végétatif au moment de la récolte esacteur déterminant pour le rendement et la
composition de I'huile essentielle des plantes aeandulaobtenu par clonage (Fantino, 1923).

2- Facteurs extrinseques

Huang et al. (1995) ont montré l'influence des rod#s d’extraction sur la composition des
huiles essentielles.

Le stockage des matiéres premieres avant distiigieut également influencer la composition
et le rendement des huiles essentielles. Fanti@60jla noté des pertes considérables d’huile
essentielle lors d’'un stockage prolongé au congéfatnais peu d’évolution de la composition.

Par ailleurs, le temps de stockage des huiles gslben apres extraction tend aussi a modifier la
composition de ces huiles. D’aprés Carette (20@8)huiles essentielles se conservent entre 12 et
18 mois apres leur obtention, car avec le tempss lpropriétés tendent a décroitre.

D’autres travaux ont mis en évidence l'influencd’degine géographique de la matiere
premiere Verzeleetal.,, 1988) [29].

F- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

1- Hydro distillation
Cette méthode est réalisée en 2 étapes :

> La partie de la plante contenant la molécule aaéxtrest placée dans un ballon avec de
'eau et quelques morceaux de pierre ponce powreste brassage de la solution. En chauffant,
'eau s’évapore entrainant avec elle les molécallematiques. En passant dans un réfrigérant, I'eau
se condense et tombe dans un erlenmeyer ou ibssibte de distinguer 2 phases bien distinctes :
I'huile essentielle dessous, et, 'eau aromatiquel{ydrolat) chargée d’espéeces volatiles contenues
dans la plante et ayant une densité plus élevée ;

> On récupére les 2 phases huile essentielle / eanatique, chargée d’espéces volatiles,
dans une ampoule a décanter. Apres avoir laisséseede contenu quelques secondes, il est
possible d’éliminer totalement I'eau aromatiquendl reste alors plus que I'huile essentielle dans
'ampoule a décanter (Figure suivani&)].

Réfrigérant (ou condenseur)

-

Thermométre —p q_:“:i._‘.‘?m"'“'-.' — / ,J..';-l
IR
‘}I{“‘-_q \\\\._h_\ \
' W 'r"'h"‘_/ |I Erlenmeyer
; , eal Fa ) —~
Décoction sai)
2 2 - -
Chauffe-ballon ~ i Huile essentielle |
- /—-. + Eau Y
Support €lévateur % ST

Extraction Des deux phases

Figure n°1: schéma des étapes de I'hydrodistillatida]
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2 -Distillation a vapeur saturée

Le principe de la distillation a vapeur saturée lestnéme que celui a I'hydrodistillation. Le
matériel végétal n’est pas en contact direct a\sawl] il est placé sur une grille perforée au-dessu
de la base de I'alambic. La vapeur d’eau travensastructure des cellules végétales emporte avec
elle les composés volatils. Le distillat est eresuiicupéré par condensation, et les phases sont
séparées ensuite par décantafiiy].

3- L’hydro diffusion

Cette méthode différe de la distillation a la vapseulement par le fait que la vapeur entre dans
alambic par le haut, donc au-dessus des plamesion par dessous. La percolation convient
parfaitement aux bois ou aux matériaux fibreux,l@aapeur peut s’y infiltref32]. Cette technique
est employée usuellement dans les industries pquoduction a grande échelle

FST FES

4- Expression ou pressage a froid

Ce mode d'obtention ne s’applique qu'aux fruits gitanes Citrus spp) par des procédés
mécaniques a température ambiante. Le procédéstei@dsexercer sous un courant d’eau une action
abrasive sur toute la surface du fruit. Aprés élation des déchets solides, I'huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par centrifugation.
La plupart des installations industrielles permétten fait la récupération simultanée ou
séquentielle des jus de fruits et de I'huile eseéa{30].

5- Enfleurage

Cette méthode se rapproche quelque peu de I'eixtnggér solvants volatils, mais dans ce cas on
utilise des graisses comme solvant. Ces dernigrast &lles aussi une forte affinité avec les
composés odorants, cette méthode peut étre réaidsmd ou a chaud, et on obtient ainsi des
absolues de pommagi0].

6- Extraction par CQ supercritique

Le terme supercritique signifie que le £®ous pression et a une température de 31°Qyupeetr
entre 'état liquide et I'état gazeux. Lorsqu'itteans cet état, il est capable de dissoudre lésshu
essentielles. La matiere végeétale est chargée krisacteur ou est ensuite introduit le €O
supercritique sous pression et réfrigéré. Le mé&aegj ensuite recueilli dans un vase d’expansion
ou la pression est considérablement réduite. Le €€&vapore et il ne reste plus que l'huile
essentielle qui est proche du naturel et sans tfas®lvant.
En outre, le C@Qest non toxique, incolore, inodore et ininflamnegalde qui permet des conditions
de sécurité supérieures (Figure suivafia)34].
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Figure n°2 : Schéma du systéme d’extraction Qi@s solide§30]
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7- Extraction assistée par Micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et l@sasits transparents aux micro-ondes pour
extraire de facon rapide et sélective des prodhitsiques de diverses substances (Paré, 1997). Le
matériel végétal est immergé dans un solvant temesp aux micro-ondes de maniere a ce que seul
le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont cfedfeau présente dans le systeme glandulaire et
vasculaire de la plante, libérant ainsi les pradudlatils qui passent dans le solvant (non chauffé
On filtre et on récupére ensuite I'extrait. L'exttian par micro-ondes a le grand avantage de
réduire le temps d’extraction a quelques seconBean€e lda, 1996). Ce procédé (Fig. 7), trés
rapide et peu consommateur d’énergie, livre unyitagli est le plus souvent de qualité supérieure
a celle du produit d’hydro distillation traditionee (Bruneton, 1999). Par ailleurs, I'analyse des
huiles essentielles obtenues par cette méthodenéréngelon Scheffer (1996) que la composition
gualitative des huiles essentielles était la méoeeaglle des huiles obtenues par distillation reais
pourcentage des constituants variait de manierefisigtive [35].

FST FES
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Figure3 :Principe schématisé de I'appareillage d’hydrodaidn sous micro-ondg3s]

G- Techniques d’analyse des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles est une opératéicate nécessitant la mise en ceuvre de
plusieurs méthodes. Ces derniéres sont utilisatd@s I'industrie pour controler la qualité et la
régularité en vue d’'une bonne commercialisatiopoetr y déceler une éventuelle spécificité en vue
de sa valorisation.

1- La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

C’est une méthode de choix pour la séparation diétange complexe de produits volatils. La
séparation des constituants de I'H.E est baséelesyphénoméne d'adsorption des différentes
substances a l'état vapeur sur la paroi du t[#88. Cette méthode permet d’effectuer
lindividualisation des constituants a partir d’'échillons de l'ordre du milligramme voire du
microgramme. Son principe est d’'injecter dans Ietesye, les mélanges a séparer et durant son
passage a travers une colonne, les molécules quinigituent sont distribuées. Cette distribution
dépend des interactions sélectives selon la pgldatchaque partenaire qui en décide. Il en résulte
donc un certain temps de rétention pour chacurtaieposants du mélange injecté. Cette valeur est

mesurable, elle renseigne sur les différents picshdomatogrammi87].
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Les techniques de couplage de la CPG avec desideelsnspectroscopiques (SM, IRTF) ont
permis une approche beaucoup plus précise de tifiation.

2- Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spextrétrie de Masse (CPG/SM)

Si la chromatographie permet a elle seule de sépareectement les différents constituants d’un
mélange, il est néanmoins délicat de se livrer a imerprétation structurale permettant une
identification certaine car les paramétres déedietta rétention sélective des solutés au travela de
colonne sont souvent lourds a manier, et dansulzapl des cas, peu reliés aux édifices moléculaires
organiques. L'idée de coupler une autre méthodesighg d'investigation aprés séparation
chromatographique, dans le but d’ajouter a la clatographie une deuxieme dimension analytique,
s’est concrétisée dés 1960 dans la combinaisoe émtchromatographie en phase gazeuse et la
spectrométrie de masse CPG-SM (De Maack et Sab86rd]35].

Le principe de cette méthode consiste a transfiele gaz vecteur (phase mobile) les composés
séparés par chromatographie en phase gazeuseedgpectrométre de masse au niveau duquel, ils
vont étre fragmentés en ions de masse variablesla@éparation sera en fonction de leur masse.
La comparaison informatique du spectre d’'un picoima avec une ou plusieurs librairies de
référence permet son identification a condition dmesimilitude des spectres, inconnus et de
référence, soit suffisante et que les indices denté&n soient identiques dans des conditions
opératoires comparables (Desjobert et al., 1997n&pon, 199935].

Le couplage de la chromatographie en phase gazmasela spectrométrie de masse (CPG/SM)
permet d’effectuer simultanément la séparatioraealyse des différents constituants d’'un mélange
complexe

H- Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreusegéacbiologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiqoestre les maladies infectieuses d'origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries andtaires ou au niveau de la microflore vaginale
et d'origine fongique contre les dermatophytes (HDMUDI, 2008)[38].

1- Activité antimicrobienne

Les vertus antimicrobiennes des plantes aromatigiesnédicinales sont connues depuis
I'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le&llit du 26™ siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. Cependant, cettsaitdn se basait sur des pratiques traditionnelles
[38].
L’activité antimicrobienne des huiles essentiellest principalement liée a leur composition
chimique majeure et en particulier & la natureetiesd composés majoritaif&7].
Les terpénoides et les phénylpropanoides ont mang@ctivité antimicrobienne.
En effet, elle est admise que l'activité antibaetdme des huiles essentielles se classe dansd’ordr
décroissant suivant la nature de leurs composésradjes :
Phénol>alcool>aldéhyde>cétone>oxyde>hydrocarburessters.
L’activité antimicrobienne des HE a fait I'objetuii grand nombre de publications a I'échelle
internationalg40].

La complexité de la composition chimique des ludssentielles, toute laisse a penser que ce
mode d’action est assez complexe et difficile &neerdu point de vue moléculaire. Il est trés

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0)35602953 Fax:212 (0)356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah

L 1 Faculté des Sciem@t Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

probable que chacun des constituants des huilentedtes ait son propre mécanisme d’action,
d’'une maniere générale, leur action se déroulecem phases :

* Attaque de la paroi bactérienne par I'huile esiglle, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cetkga

* Acidification de l'intérieur de la cellule, blogut la production de I'énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

* Destruction du matériel génétique, conduisara mort de la bactérid1].

2- Mécanisme d’action

Du fait de la variabilité des quantités et des ifgafes composants des huiles essentielles il est
probable que leur activité antimicrobienne ne pas attribuable a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire.

0 Le mode daction des huiles essentielles dépendpemier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en paeidelur propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidiquéadeembrane de la cellule bactérienne. Cela
peut induire un changement de conformation de Ialnane, une perturbation chémo-osmotique et
une fuite d’ions (K+): ce mécanisme a été obsemax &huile de l'arbre a thé sur les bactéries
Gram+ Staphylococcus aureust Gram-E. coli) et les levuresGandida albicankin vitro.

o Certains composés phénoliques des huiles essestialierferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme I'enzyme ATRssepar action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant darsanslocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de 'ADP. Une inhinitide la décarboxylation des acides aminés
chezEnterobacteraerogenasaussi été rapportée.

o0 Les huiles essentielles peuvent aussi inhibergéhege de 'ADN, de I'ARN, des protéines
et des polysaccharides.

0 Le mode d’'action des huiles essentielles dépendi alis type de microorganismesn
général, les bactéries Gram- sont plus résistamesles Gram+ grace a la structure de leur
membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure liséries Gram- est plus riche en
lipopolysaccharides et en protéines que celle degghies Gram+, ce qui la rend plus hydrophile ;
ceci empéche les terpenes hydrophobes d’'y adiéeanmoins, certains composés phénoliques de
bas poids moléculaire comme le thymol et le canlgueuvent adhérer a ces bactéries (MALECKY
; 2008)[42].

I- Techniques d’études du pouvoir antibactérien des hies essentielles
La technique utilisée pour déterminer le pouvoiimaitrobien des HE a une grande influence
sur les résultats. Des difficultés pratiques vetirde I'insolubilité des constituants des HE dans
I'eau, de leur volatilité et de la nécessité detéster aux faibles concentratigas].

1- Techniques en milieu liquide.
1-1- Méthode de disques de Sarbach.
L’essence est déposée a différentes concentragiondes disques en papier filtre de 10 mm de
diameétre, I'ensemble est placé dans des tubesa &=ns chaque tube, est réparti un certain
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volume de bouillon nutritif ensemencé. Une agiatinécanique est assurée pendant toute la durée
de l'incubation.

L’action bactéricide totale est confirmée par regige en milieu liquide d’'une anse prélevee sur le
milieu liquide de subculture. Le pouvoir bactéreighartiel est apprécié par I'évaluation du
pourcentage de survivants par repiquage en mitbdeg43].

1-2- Méthode de Maruzuella
Elle permet I'étude du pouvoir bactéricide en bouil aprés solubilisation de I'HE dans
I'éthanol. Les solutions méres sont préparées tiéatmanol 95%, la solution alcoolique est ensuite
répartie a differentes doses dans le milieu liqumiéalablement ensemencé. Aprés la durée
d’incubation, on effectue des subcultures qui pé&iené d’évaluer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI)[43].

2- Techniques en milieu solide.

2-1- La méthode de diffusion sur les disques stés
Elle est appelée aussi technique de I'aromatograrfitesconsiste a utiliser des disques formés

par des papiers filtre stérilisés de 6 mm de dieeseimbibés d’huiles essentielles et déposés a la
surface d'un milieu gélosé, ensemencé par inondaiaec une souche bactérienne en bouillon
nutritif de titre connu. Aprés incubation a 37°Cngant 24 heures, les zones d'inhibition
apparaissent autour des disques stériles sontéasfis]. Les essais sont répétés trois fois, la
lecture des résultats se fait par la mesure du éti@md’inhibition exprimée en mm (Figure
suivante).

Disque de papier . -
mmbibé d'huile Tapdis bactérien
— e

essentielle e =0 S T

== C)

7 ; Incubation a 37°C et
PO LA EL R — / i 1
endant 24 heures ‘ :

bactérien T~ - p x\k:r___‘___ﬂ_d_!,./
i o -
Boite de Pétri Diamétre

avec gelose d'inhibition

nutrithve

Figure n°4 lllustration de la méthode des aromatogrammestmite de Pétri [44]

2-2- La méthode des puits.

Elle correspond a la technique des disques stéarkas légerement modifiee. Elle consiste a
faire des trous dans la gélose coulée et solidégsemencé par inondation avec une souche
bactérien dans les boite de pétrie et a les remjplir volume donnée d’HE qui va diffuser dans la
gélose. Apres incubation a 37°C pendant 24 helgssgones d’'inhibition apparaissent autour des
disques stériles sont évalu¢4s].

2-3-Méthode de micro-atmosphére
C’est une technique d’étude en phase vapeur. Sooige est d’ensemencer une boite de pétri
avec les germes tests, tandis que 'on déposgugsigouttes d’HE sur un papier filtre au fond et
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au centre du couvercle. La boite est incubée coleven bas. Il se produit une évaporation des
substances volatiles. La lecture de la croissades germes ou de leur inhibition, se fait apres
incubation[46].

3- Détermination de la CMI

La CMI n'est pas, pour une bactérie donnée, unstaote biologique. Elle est définie par le
Comité de I'Antibiogramme de la Société FrancaiseMicrobiologie (CA-SFM) comme étant la
plus faible concentration d’'une gamme de dilutidfentibiotique de demi en demi qui entraine
l'inhibition de toute croissance bactérienne visibl

La méthode par dilution successive en milieu sodisiela méthode de référence pour déterminer
la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Cattermination exige une standardisation
rigoureuse du protocole expérimental (influencdideculum, du délai séparant ensemencement et
observation, milieu de culture), toute modificatiates conditions expérimentales rendant
I'interprétation difficile[46].

Ill. Données botaniques et pharmacologiques des pites étudiées

Vu limportance et I'étendu du champ de la recherdn ce qui concerne les plantes
meédicinales, aromatiques et alimentaires, condiaies et toxiques, nous avons choisi quelques
plantes aromatiques et évalué I'activité antibaetére de leurs huiles essentielles.
En se basant sur divers facteurstels que la fregued’apparition, le rendement, l'intérét
thérapeutique probable, la culture possible etitemées bibliographiques, les plantes sélectionnées
sont : Thymus vulgarisOriganum majorana Eucalyptus Lavandula officinalis Cymbopogon
citratus, Juniperus thuriferaet Juniperus phoenicea
Les annexes 1 et 2 Montrent respectivement letoplat la classification des plantes choisies

1- Thymus vulgaris(thym)
1-1- Historique

Dans ses divers pays d’'origine, le thym était coamwualité d’aromate depuis I'antiquité, bien
gue I'on ne sache pas avec exactitude quelles espie thym étaient utilisées a cette époque.
Dioscoride (2™ moitié du £’ siécle) et Hippocrate (460 & 370 av. J.-C.) letinanent déja dans
leurs écrits. Ce sont les Romains qui I'ont intibdun Angleterre. Comme de nombreuses autres
plantes médicinales et aromatiques, son usage réeahdu dans toute I'Europe, dés le début du
moyen age grace aux moines bénédictins.
Le thym entrait dans la composition de diversegpgmations (alcoolature vulnéraire, baume
tranquille, baume podeldoch) et faisait aussi pattis espéces vulnéraifés].

1-2- Origine et culture

Le thym est originaire des régions méditerranéenaekouest de I'Europe jusqu’au sud de
I'ltalie. Il est cultivé en Europe, aux Etats-Umeisdans d’autres régions du monde.
Il pousse bien sur des endroits naturels, surlégkrs et calcaires, mais il prospére tout aussi bi
sur sols fertiles argileux mais non détrempesediessite des endroits bien ensoleilles et supporte
relativement bien la sécheresse.
Il développe mieux son ardme sur les sols pauvresqqis, rocaille de garrigue) que dans les
endroits de fortes gelées. Une protection est retmmiée durant I'hiver. Sa multiplication se fait

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0)35602953 Fax:212 (0)356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah

L 1 Faculté des Sciem@t Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

par semis superficiel (germination a la lumieréglisé en mi-avril ou plus rarement en aodt, en
rangées écartées d’environ 20 a 30 cm, de pré@raumcsol 1éger et sablonneux. Une préculture
sous chassis dés la mi-mars, suivie d’'une plamak&initive, est également possipé].

1-3- Usage traditionnel et médicinal

En médecine populaire, le thym est utilisé souméde bains aromatiques (en respectant les
restrictions d’emploi usuelles) ou en compresséparées apres infusion a 5 %, pour le traitement
complémentaire des pathologies hivernales et edegsurit. Des extraits de thym sont utilisés par
voie orale dans le traitement des dyspepsies etsatitbubles gastro-intestinaux.
Des applications par voie externe d’extrait de thgont préconisées dans le traitement de plaies
superficielles, du rhume et des affections de Mt€&€abuccale. L’huile essentielle et le thymol
entrent dans la composition de pommades antiseggtigti cicatrisantes, de sirops antitussifs et de
préparations pour inhalatigas].

% Indications actuelles

Selon I'agence du médicament (1998), la feuillegtsommités fleuries sont indiqués :

= Dans le traitement symptomatique de la toux et wlesbles digestifs (ballonnement

épigastrique, lenteur a la digestion, éructatifiaijlence) ;

= Dans la médication de petites plaies apres lavagedant ;

= En cas de nez bouché et de rhume ;

= Comme antalgique dans les affections de la cavitédde et/ou du pharynx ;

= En bain de bouche pour I'hygiéne buccale.

En Allemagne, la Commission E précise que la feudt les fleurs sont utilisées dans le
traitement symptomatique des bronchites et de dmueache, ainsi qu’en cas d’'inflammation des
voies respiratoires supérieures.

L’huile essentielle et le thymol entrent dans lanposition de diverses spécialités (pommades
antiseptiques et cicatrisantes, sirops pour lgetreent des affections des voies respiratoires,
préparations pour inhalation).

L’huile essentielle est largement utilisée en ari@@pie comme antiseptique, alors que le
thymol comme antiseptique externe et intestindteetans la composition de spécialités destinées a
'antisepsie buccale et au traitement d’irritatiaosanées.

Le thym est utilisé sous forme de bains aromatigaesc une température comprise entre 35 et
38 °C et une durée limitée entre 10 & 20 min),iajpsen traitement complémentaire en cas
d’affections aigues ou chroniques des voies reiess ou de prurit lié a une dermatose. On
I'utilise aussi en frictions, diluée a 10 %, potaiter les douleurs rhumatismales et les névralgies
[48].

1-4- Composition chimique
D’aprés ELOUALI LALAMI A, EL-AKHAL F, 2013. Les résultats de I'analyse des huiles
essentielles par CPG-SM montrent que les composaajsurs deThymus vulgarissont ley-
terpinéne (22,25 %) et le thymol (41,39%). Nous/afes pas pris en considération les composés ou
les constituants dont les concentrations sont <(4P%o

1-5- Toxicologie
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Le potentiel de sensibilisation du thym est faib@uelques réactions allergiques ont été
observées ponctuellement, mais il existe des mwa&ttroiseées avec d'autreamiaceae L’huile
essentielle n’est responsable d’aucune sensilidisahez les sujets de plus de 12 [&.

2- Lavandula officinalis (Lavande)
2-1- Historique et origine

Depuis 1981, la lavande vraie fait I'objet d’ungaltation d’origine contrdlée (AOC) : Lavande
fine de Haute Provence, afin de lutter contre lacaorence des essences étrangeres et identifier une
production de haute qualité. Les plantes doivenet &ir une aire géographique située a une altitude
minimale de 800 m et seulement dans certains d&parits : Vaucluse, Drome, Alpes de Haute
Provence et Hautes Alpes. Au total, 284 commurgartycipent47].

La lavande est un arbrisseau buissonnant pouviaimicdie 1 m de hauteur. Les feuilles, linéaires
et de couleur gris vert, ont une longueur variaritee3 et 5 cm. Lors de la floraison, la plante
développe de longs pédoncules non ramifiés ternpaésies épis dont la couleur varie du mauve
pale au violefLis-Bachlin, 2002).

2-2- Usage traditionnel et médicinal

L’huile essentielle de la lavande est préparéeegpairainement a la vapeur d’eau a partir des
sommités fleuries deavandula angustifoligLavande vraie ou lavande officinale, la fleur s&h
contient 8 ml/kg d’huile essentielle) ou delatifolia (Lavande aspic) (1, 8).

D’aprés I'agence du médicament (1998), la fledegtsommités fleuries de angustifoliaMill
sont préconiseés :

» Pour le traitement symptomatique des états neumies de l'adulte et de I'enfant,
notamment en cas de troubles mineurs du sommeil ;

» En cas de petites plaies aprés lavage abondant ;

» Pour le traitement de I'érytheme solaire, bralusaperficielles et peu étendues, érythéme
fessier ;

» En cas de rhinite ou de rhume ;

» Pour I'hygiene buccale.

Selon la commission E du BfArM, l'huile essentielie la lavande est utilisée en cas de
nervosité et d'insomnie, de problemes gastro-iimask d’origine nerveuse et, en bain, pour les
troubles fonctionnels de la circulation (8).

La monographie de 'HMPC de Mars 2012 ne recormaétson indication en cas de symptomes
légers de stress, de fatigue et comme aide au sihnuo®el uniguement sur la base d’'un usage
ancien[28].

L’effet anxiolytique a été démontré dans de nombesuvétudes, comme cela est rapporté dans
I'évaluation de 'HMPC d’Avril 2011.

L’étude de Woelk et Schlafke, comparant l'action ldheiile essentielle dd.. angustifolia
'action du lorazépam, est jugée comme ayant un mgeau de preuves et une méthodologie
satisfaisante. Cependant I'absence de groupe mastele faible nombre de patients ne permettent
pas de conclure a une activité bien étaaig.

2-3- Composition chimique
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D’aprés L.Imene (2011), 82.59% des composants de I'huile esséntide Lavandula
officinalisre présentant la somme des pourcentages des camgpadatenus, ont été identifies
dont67.29% sont des dérives monoterpéniques oxgg@el5.3% sont des hydrocarbures
monoterpéniques. Il semble que les composantshdédd’essentielle deavandula officinalissont
des mono terpenes. Les composants majeurs dencddesont :Linalyl acétate (15.26%), Linalool
(10.68%), 1,8- cineole (10.25%)erpinene (11.2%) et camphor (11.2%26).

2-4- Toxicologie

Dans son évaluation de Mars 2012, 'HMPC rappore guivant plusieurs études cliniques,
I'huile essentielle de lavande a une trés faiblecit®, y compris cutanée, et entraine de tressrare
cas d’allergies.

Une étude a montré une cytotoxicitévitro sur des cellules humaines de I'huile essentielle de
lavande mettant en cause le linalol et I'acétatdirddyle. Une étude plus récente rapporte une
activité génotoxique sur des cellules humainesutfisnit le linalol et mettant en cause I'acétate de
linalyle.

Chez le rat, 'administration orale de linalol s&sdioses croissantes jusqu’a 1000 mg/kg/jour n'a
démontré aucun effet sur le développement du foetus

Aucune étude n’a été réalisée sur I'embryo- ouoktdtoxicité, que ce soit chez 'Homme ou
'animal.

On notera la présence de limonene tératogeneesfddses et de camphre toxique pour la mere
et le foetus (un cas de mort foetale) par voieedfd].

3- Cymbopogon citratu&Citronnelle)
3-1- Historique et origine

Originaire d’'Inde, du Sri Lanka et de tout I'espaed-asiatique, la citronnelle a une longue
tradition et est utilisée depuis des siécles, et seulement dans la cuisine ou la médecine. Les
parfums et les huiles fabriqués dans I'espaceigs@tont été importés au A7 siecle par des
navigateurs anglais, francais et hollandais en [gjrou ils étaient trés appréciés par la noblesse
européenne.
Il est intéressant de mentionner que l'on extrdiind variété de citronnelle, le palmarosa
(Cymbopogon martinii), également appelé «géraniuea thdes», le composant principal de
I'«huile essentielle de géranium des Indes» qui Btdme ajoutée, mélangée a de I'huile de rose, a
des produits contre les insectes.

Son nom botanique « Cymbopogon » est dérivé des grets kymbe = «nacelle» et pogon =
«barbe», il se référe a ses épis en forme de egoeiteurs de nombreuses fleurs qui font songer a
une barbg50].

3-2-Usage traditionnel et médicinal
La citronnelle est rafraichissante, sudorifiquesiaféctante et calmante. Il n'est donc pas
étonnant que son huile essentielle soit non seuleméisée pour nettoyer une peau grasse ou en
bain relaxant, mais également en soulagement ragid=as de mycose du pied et en présence de
poux.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0)35602953 Fax:212 (0)356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah

L 1 Faculté des Sciem@t Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

En usage interne, elle est efficace contre leslgnods digestifs, les douleurs d’estomac et les
diarrhées ainsi que le traitement de la fievre.
En outre, I'huile essentielle de citronnelle erdems la fabrication d’'un grand nombre de produits
cosmétiques, savons et parfuf28].

3-3- Composition chimique
D’aprésRISCH S.J, CH.T (1997),les principaux constituants de citronnelle sontiteal dont
la teneur varie entre 65 et 86%, renferme dansni@&smes proportions du néral et du géranial, le
myrcene traces jusqu’a 20%, le camphéne trace%w@et e géraniol 2a 10%, ils sont accompagnés
d’acétate de géranyle, de linalol, de nérol, d®wdllal et de 2-méthylhept-5-en-2-one.
Selon MENUT.C, BESSIERE.TM, l'étude de la composition chimique de leurs huiles
essentielles a permis de décrire un seul chémakymymbopogonproximus a pipéritone(7(84).

3-4-Toxicologie

La toxicité des huiles essentielles du Citronnelié liée a la présence de citral (DL50 = 460
mg/kg chez le rat). Cet aldéhyde dont la tératagénia été observée chez le rat, est un irritant
muqueux et cutané ayant un effet sédatif & fortesesl Ingérée dans la nourriture a des doses
toxiques par des rates gravides, le citral n’a pgoe qu’une baisse minime de la taille et du poids
foetal.

En outre, I'inhalation de citral chez le rat n’ssg#emontré d’activité sur le développement feetal
a part une diminution du poids foetal et une hypgplasseuse.

Une réduction des follicules due a une dégénéresades oocytes associée a des morts foetales a
été observée apres administration chez le ratQ@8ev®)/kg/jour de citral par voie intrapéritonéale e
460 mg/kg/jour par voie dermique. Aucun des nouwessl n'a survécu apres 100 jours de
traitement topique.

Ces résultats contradictoires donnent des conciggidférentes selon les bases de données en
toxicologie, ainsi Reprotox@ classe le citral comma@’interférant pas avec le développement
embryonnaire chez le rat » alors que Reprotext@akse comme tératogene chez I'aniféal.

Il n'existe pas de données chez 'lhomme.

4- Origanum majorana(marjoline)
4-1- Historique et origine

La marjolaine Qriganum majorangest une plante annuelle de la famille des laneisicéultivée
comme plante condimentaire pour ses feuilles argoed. C'est une espece, trés proche de
l'origan, qui posséde des feuilles de 1 a 2 cnodg,lopposées, d'un vert grisatre, de forme ovale
entiére. Ses fleurs sont petites, blanches ou nsawisposées en groupes serrés a l'aisselle des
feuilles avec deux bractées en forme de cuilléferg et Channe- Ming, 1999).
Cette herbe s'emploie sous forme de feuilles fem@u séchées, seule ou en mélange avec d'autres
herbes, pour aromatiser de nombreuses préparatitinaires. La marjolaine est connue aussi pour
ses propriétés anaphrodisiaques. C'est une plaoteatique tres utilisée en cuisine, notamment
dans les mets culinaires méditerranéens, son tastentielle est connue pour sa propriété
antiseptique. (Furia et Bellanca, 1971).

Au Maroc, il est rencontré dans le Rif, le pré- Bifle Moyen Atlas. Autrefois, I'utilisation de
I'origan était plus médicinale que culinaire.
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Les Grecs utilisaient les feuilles pour faire dataplasmes soulageant les muscles douloureux.
Les Romains I'employaient dans les cas de morsdeeserpents et scorpions. Aujourd’hui,

'origan est utilisé en infusion en cas de rhumeeaar stimuler la digestion. L’huile essentielle

d'origan est un antiseptique puissant, mais il é&gilement recommandé contre les douleurs

spasmodiques, la fatigue et le stress.

Sa saveur puissante et poivrée en fait un aronmgteriant des cuisines méditerranéer{b@s

4-2- Usage traditionnel et médicinal

Outre ses qualités aromatiques trés appréciéesiisime; la marjolaine dispense de différents
bienfaits médicinaux. Elle est recommandée notamhimeontre les spasmes intestinaux,
lesflatulenceset les nausées. Elle a aussi des propraétggiiarrhéiquesCette plante permettrait
encore de stimuler 'appétit, la production de gastriguevoire de calmer les accées de la toux.
Des vertuantiseptiquegtantalgiguedui sont enfin reconnues. lile essentiellele marjolaine
est indiquée dans le traitement des douleurs &iies ou erbains de bouche, contre les aphtes
Cependant avant toute utilisation, il est préfératd demander conseil a votre médecin ou a votre
pharmacien52].

4-3- Composition chimique

D’aprésKahouli.l,( 2010), I'analyse de I'huile essentielle de la marjolaipeianis d'identifier la
présence d'une trentaine de composeés, représemgmburcentage 94,33 % du volume total de
I'huile essentielle. Les composés principaux deedatile essentielle sont le terpinén-4-ol a raison
de 38,3%, I'a-terpinéne a raison de 12,586tdipinene a raison de 8,1%,odterpineol a raison de
6,9% et I'acétatemyrcényl a raison de 4,5%. Orowete, aussi, du p-propényl d'arisole (1%), de
I'hydrate-cis-sabinene (1,1%), du spathulénol @)13du p-cis-menth-2-en-l-ol (1,62%), du p-
cymeéne (1,97%), dulinalool (2,31%), du terpinol¢2g88%), du p-phellandrene (2,18%) et de I'
phellandréne (2,12%52].

4-4-  Toxicologie
Déconseillée chez les femmes enceintes, la mar@kst totalement contre-indiquée dans le cas
d’asthme et de terrain épileptique ; elle peut eadss irritations cutanégs3].

5- Eucalyptus camaldulensiéEucalyptus)
5-1- Historique et origine

Reméde aborigéne utilisé depuis des milliers d'aanéur son continent d'origine,
I'Australie, I'eucalyptus fournit la nourriture exclusive du koala, un derge animaux fétiches.
Mais il est par ailleurstilisé depuis des milliers d'annéespour de nombreux usages, dont des
usages medicinaux. Il s’est trés rapidement dépél@ans le reste du monde.

L'eucalyptus était a l'origine planté dans des ganarécageuses, pour les assécher, car il joue
un vrai réle de pompe. Cet usage, trés développe [@s aborigenes vivants en Tasmanie, avait
pour conséquence d’éradiquer les insectes, portieunsaladies.

Les feuilles étaient de plus utilisées par les igBaes poutraiter les fievres (notamment la
malaria), d’ou son nom darbre a la fievre. Son gaesas'est ensuite développé dans de
nombreusemédecines traditionnellegchinoise, indienne et grecque).
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La production massive d'huile essentielle d'eutcat/p débuté au milieu du XIX° siecle, en
Australie[28].

5-2- Usage traditionnel et médicinal

La note explicative de I'agence du médicament (199&que que la feuille d’eucalyptus peut
étre utilisée au cours des affections bronchiqigsta et bénignes, ainsi que pour le traitement de
la rhinite et du rhume.

La commission E du BfArM précise que l'huile esselld d’eucalyptus est usée dans les
inflammations des voies respiratoires.

La monographie communautaire de 'HMPC du 31 o&obp07, rapporte deux indications
d’'usage traditionnel : traitement de la toux ass®ciu rhume et traitement symptomatique des
douleurs musculaires localisées, celles-ci uniquersier la base d’un usage ancien.

De nombreuses études démontrent les activités iandibrennes, antifongiques et antivirales
(Herpes virus) de I'huile essentielle d’eucalyptus.

Actuellement, elle entre dans la composition de lm@ux médicaments dispensés en pharmacie,

ainsi que dans celle de nombreux produits d'hygiemeaireg28].

5-3- Composition
Pour étre conforme a la Pharmacopée Européenndgel&ssentielle d’eucalyptus doit contenir
au moins 70%, du 1,8-cinéole, des traces jusqu’'adf%-pinene, moins de 1,5% dipinéne,
moins de 1,5% dua- phellandréne, des traces jusqu’a 12% du limom@meoins de 0,1%.camphre
[28].
Il existe de nombreux chémotypesEdtalyptus I' E. radiata Sieberex appartient aux huiles
essentielles d’eucalyptus a phellandréne et ain@ebpectivement présents a 40 et 50%).

5-4- Toxicologie

Une étude de tolérance cutanée de I'huile esskentiEucalyptus ne rapporte aucune réaction et
conclut sur son excellente tolérance cutanée.
Cependant, de nombreux cas d’intoxication a I'he#sentielle d’eucalyptus ont été publiés. Un
rapport de 2002 les recense. Les quantités ingeegest entre 1 et 220 ml. Les symptémes décrits
sont des troubles gastro-intestinaux suivis d’'ugprelssion du SNC et coma transitoire. Deux
patients durent étre dialysés (21 et 220 ml ingéeésleux déceés furent constatés (3,5 et 5 ml
ingérés).
Un cas d'intoxication sévere a été rapporté endtaahez un homme de 58 ans apres ingestion de
4 a 5 gouttes d’huile essentielle pure. Ont ét@tds des lésions aigués des poumons et du ceeur,
une tachycardie et une hypotension. La plupartsyesptomes et des anomalies biologiques ont
disparu apreés traitement.

Constituant principal de l'huile essentielle d’elyptus, le cinéole a été rendu responsable de
brhlures gastriques, nausées, vomissements, \&rtagghycardie et suffocation chez I'enfant (de un
mois a 3 ang]28].
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6- Juniperus phoenice@Genévrier rouge)

6-1 Historique et origine

Le genrebotanique  des genévriers, également appelé poiwle pauvre, nom
scientifique Juniperus, familides Cupressacéaesomporte un grand nombre d'espéces, des variétés
« rigides » aux aiguilles piquantes et des variétésuples » au feuillage en écalilles.

D'origine américaine, asiatique, africaine et eégmsme, cet arbre atteint couramment 4 a 15 m
de haut dans la nature, et méme 25 a 30 m pouairnest especes. Il supporte les sols pauvres,
eventuellement tres calcair@sest souvent associé aux coteaux calcaresrance), sablonneux et
secs, jusqu'a 4 500 m d'altitude. Certaines esplrgenévrier peuvent vivre plus de 1 00Q ans

Le genévrier était une plante appréciée des Grazsras et des RomainSes derniers utilisaient
I'huile de cadeobtenue en chauffant le bois de genévrier :sgtgait a la toilette des morts.

Dans ['Antiquitéet au Moyen Age le genévrier était utilisé comme pangcée
ses fumigationgtaient réputées désinfectantes (notamment @sliséns les rues pour combattre
les épidémies de pestéde cholérget le « vin de genievre » avait des vertus digués[54].

6-2- Usage traditionnel et médicinal

Seuls le genévrier commuguniperus communiset le_ genévrier cadgduniperus oxycedris
sont comestibles. Les baies, les jeunes poussessumadut les cones, préparés en infusion, ont des
effets diurétiques, stomachiques et digestifaadiaient été utilisés contre I'asthme
Plus qu'un traitement des digestions tres difficéé des gaz intestinaux, les baies de geniévite son
ajoutées préventivement lors de la préparatiorptigs un peu lourds afin de faciliter leur digestio
[54].

6-3-Composition chimique

Trois constituants chimiques dominent I'huile etséla des rameaux de phoeniceasp. |l
s'agit de b-pinene (34,23 %), dad-3-carene (20,64 %) et du limonéne (14,56 %) acemn@s
d'autres constituants avec des pourcentages muoipgrtants : acétate odterpényl (6,80 %) J-
pinene (4,65 %), terpinolene (4,12 %ugbhellandrene (2,19 %). En revanche, un seul doiast,
I'a-pinéne, est majoritaire dans I'huile essentieds truits de Mehdia avec un pourcentage de
79,08 %. D'autres composés sont également présiams cette essence, mais a des teneurs
relativement faibles 3-3-carene (5,72 %f3-pinene (3,10 %) et limonene (3,09 %). On note iauss
gue certains composés tels que le myrcendelpinéne, le myrcénol, le trans-pinocarvéol, le
terpinen-4-ol, b-terpinéol et le citronellol sont spécifiques auite essentielle des rameaux
deJ. phoeniceasp.ycia. Inversement, d-fenchéne, le camphéne, le verbenéeneoeghumuléne
sont caracteéristiques de I'essence des fruitsttie sTmus-espedes|.

6-4- Toxicité
Un usage excessif du genévrier peut provoquerrdables rénaux et ne doit pas étre utilisé en
cours de grossesfe].

7- Juniperus thurifera(Genévrier thurifere)
7-1- Historique et origine
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Le Genévrier thurifereJuniperus thuriferal.(Cupressaceae), est un arbre endémique de
guelques pays riverains de la méditerranée : Adgddiaroc, Espagne, France (Corse comprise) et
Italie. Mais cette essence extraordinaire est awartune gymnosperme. Elle appartient a I'un des
Embranchements taxonomiques les plus anciens dhe ghpparu au Paléozoique, précisément au
Dévonien, il y a 300 millions d’années. Néanmosm) épanouissement évolutif s’est produit au
cours du Mésozoique, principalement au Jurassiguye, 150 millions d’années, période ou 10 000
espéeces environ de gymnospermes se sont difféesndiette importante diversité a été plus tard
affectée par les événements géologiques et chamgeianatiques divers jusqu’au point de perdre
90% de ses effectifs. Il ne reste plus aujourddue 1 000 especes vivantes de gymnospermes
(Ruiz de la Torre 2006) et c'est a juste titre deigrofesseur Gaussen (1968) parlait dans ses
ouvrages monographiques des « gymnospermes ast@ll®ossiles ». Encore plus surprenant,
aujourd’hui nous pouvons ajouter a ces deux soospgs celui des « fossiles vivants », I'un des
derniers, découvert en 1994 aux antipodes, étantVddemianobilis Araucariacée des Blue
Mountains, prés de Sydney (Australie) (Woodford 7)g&5].

7-2- Usage traditionnel et médicinal

Les feuilles delJ. thurifera peuvent étre aussi utilisées en décoction commetifilmu en
cataplasme contre les migraines, maux de téteselaitions. La drogusanina,tirée de la décoction
des feuilles du genévrier thurifere, de saveur anedra forte odeur, serait un produit dangereux
selon J. Nauroy (1954 : 20). Ces mémes feuilles @assi employées contre les hémorroides.

Les usages médicinaux des produits issus des gersegn pays berbére viennent d’avantage de
la distillation de leur bois pour I'obtention d’heliet de goudron, plutét que de I'exploitation de
leurs baies comme c’est le cas en Europe en plitigour le genévrier commuyf. Communis)Les
baies bleues de cet arbre moins présents en AfriueNord que le genévrier roug@e
Phoenicea)sont parfois utilisées comme condiment mais ne Emhpas avoir engendré d’emplois
généralisés comme aromate ou remeéede stomachiqtisemigue, expectorant, sédatif, etc., si
anciens sur les rives nord de la Méditerranée (uoiPortes 1993 et J. Bellakhdar, 1997, p. 271-
274)[56].

7-3- Composition chimique
Les résultats obtenus montrent que les fruits sohes en essences monoterpeniques (60%)
telles que k—pinene (13%) et le verbinone (6%). Les feuillemtsoches en sesquiterpenes
cycliques (87%) dont les composées majoritairestifiés sont d-cadinene(6%) et b- caryophyllene
(5%), alors que le bois est aussi riche en compssgguiterpeniques (58%) avec le cedrol (13%)
comme constituant majoritafge].

7-4-  Toxicité

C'est une plante hautement toxique. Il ne fautlpa®nfondre avec lgenévrier communqui
peut se rencontrer dans les mémes habitats maidedofruits sont comestibles. Cette toxicité est
due a ses huiles essentielles qui contiennettidwneet dusabinol En outre, le pyrogallol bloque
complétement le circuit intestinal, les animaux guiont consommé meurent rapiderfterit

IV. Généralité sur les plans d’expérience
1- Définition
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La méthodologie des plans d’expériences corresponde série d’essais définis a partir d’|
stratégie optimalepermettant laprédiction d’'une réponse avec tainimun d'erreurs et un
minimum d’essaisur la base d’'un modéle post

Selon la [Norme ISO 35-3]: Les plans d'expériencesorsstituent essentiellement u
planification d'expériences afin d'obtenir des ¢osionssolides et adéquates de maniere efficas
économiqug58 ].

2- Conception
La répartition des essais n’'est pas une sélectiohasardou a l'intuition; elle respecte di
critéres statistiqu¢sa].

3- Laformule du probléme

L’étude d'un phénomene peut, plus souvent, étre schématisé de la maniére se: on
s'intéresse a une grandeur Y, que nous appellgransa suite réponse qui dépend d’'un gr
nombre de variablesi XXy, ..., Xn, que nous appellerons par la suite fac{&8r59].

Facteurs de « bruit =
controlables

Facteurs Boite noire
controlées « le procédeé »

. Réponse(s)

Facteurs de « bruit »
incontrolables

Figure n°5:La formule du problemgs8,59]

4- Modélisation des plans d’expérience

La modélisation mathématique consiste a trouver fonetior ftelle que: Y =f (X1, Xy, ..
,Xn). Une méthode classique d'étude consiste en larmég la réponse Y pour plusievaleurs de
la variable Xtout en laissant fixe la valeur des- 1) autres variables. On itére alors cette métt
pour chacune des variables. Ainsi, par exemplegss avons 4 variables et si I'on décide de dc
5 valeurs expérimentales a chacurelles, nous sommes conduits & effectt* = 625 expériences.
Ce nombre élevé dépasse les limites de faisakdlitten temps qu'en codt. Il faut donc réduir
nombre d'expériences a effectuer sans pour autadtepsur la qualité des résultaecherchés.
L'utilisation d'un«plan d'expérient» donne alors une stratégie dans le choix des méil
d'expérimentation. Le succes des plans d'expésedeaes la recherche et l'industrie est lié
besoin de compétitivité des entreprises: ils peaenetune mélioration de la quité et une
réduction des col{$0].

5- Domaine expérimental d'intéré

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
8 212(0)35602953 F:212(0)35608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah

L 1 Faculté des Sciem@t Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Le domaine expérimental possible (ou domaine daiplkte) est le sous-ensemble du domaine
des facteurs contenant les expériences réalisables.

Dans la pratique, ce domaine est souvent lui-m&aueitrau domaine expérimental d'intérét dans
lequel nous recherchons les informations dési&E¥s

Facteur 2

> Facteur 2
- +
Figure n°6 : Emplacement des points expérimentaux dans leatheexpérimental

6- Domaine d’application

Il s’applique :

» Aux études techniques avec détermination des ootagt tolérances.

A l'optimisation de processus.
A I'étude des moyens de fabrication.
Aux essais de mise au point.
Aux essais d’endurance.
Aux essais de laborato[B9)].

VVVVYVY

7- Avantages de la méthode par rapport a une méthodexpérimentation traditionnelle
Ses avantages sont nombreux, il s’agit :
D’effectuer moins d’essais.

La précision et I'optimisation des résultats.
La stratégie d’essais : essais planifiés.
L’interprétation graphique simple.
La révélation d’interaction entre les parametres.
Les conclusions fiables.
» La capitalisation du savoir-faii%9].
8- Différents types des plans d’expériences
Il existe plusieurs types des plans d’expériencesite :

A\

YVVVVYVY

+ Plan de criblage :
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Il est congu pour déterminer les facteurs les piysortants affectant une variable de réponse.
Les facteurs peuvent étre quantitatifs ou qual#tatideux niveaux uniquemgo0].

FST FES

+ Plan de mélange :
Ce type de plan nous permet de connaitre si un@lugieurs propriétés dépendent de la
proportion de chaque constituant dans le mélang#ést
La démarche générale des plans de mélange comsistduire la variation d'une réponse en
fonction des constituants du mélange par la relatio f(X;) avec Xi =1 et i varie entre 1 et k (le
nombre total de facteurf0].

+ Plans de modélisation :relation mathématique lie réponses mesurées auiables
associées aux facteUfsl]
» Plans factoriels complets a deux niveatix

Ces plans permettent I'étude de k facteurs a raigodeux niveaux (-1, +1) par facteur. lIs
renferment toutes les combinaisons possibles destéurs a leurs deux niveaux.

Pour étudier k facteurs, sur la base des planerfalst & deux niveaus, il faut réaliseréssais, d'o
le nom de plans‘@onné & cette famille de plans.
La matrice des essais comporte k colonne$ kgr2es[58].

» Plans fractionnaires & deux niveaux :

Les plans fractionnaires a deux niveaux sont dasspbptimaux, permettant de réduire la charge
expérimentale, proposée par un plan factoriel cetmpn focalisant sur les effets les plus
intéressants.

Un plan factoriel complet comporté’ @ssais et permet d'estimer, non seulement less effes
facteurs, mais aussi toutes leurs interactionsilpless De ce fait, on est toujours ameneées a faire
plus d'essais pour collecter moins d'informatioasles interactions d'ordre supérieur ou égal a 2
sont négligeables et ne peuvent rien nous apporter.

La solution proposée par les plans fractionnaimssiste a utiliser pour I'étude de k facteurs les
matrices des effets des plans complet. 2'avantage de ces plans est évident: la charge
expérimentale est divisée pdrgar rapport aux premiers plans, p est le nombriadeurs aliasés

« confondus » délibérément, c'est-a-dire qui ot migeaux de méme alternance dans la matrice
des expériencd89].

1- Type et période d’étude
Il s’agit d’'une étude prospective, réalisée sur daete de 5 mois allant du 13 janvier au 31mai
Elle a comporté 3 volets :
- Le 1®a comporté une enquéte de recueil des informagicéninaires sur I'utilisation des
huiles essentielles/ plantes aromatiques et |dfica@tés.
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- Le second a consisté en une évaluation de I'aétaittibactérienne des huiles essentielles
sur des germes préalablement isolés de I'enviroenedihémodialyse. Il a englobé :
» Un aspect qualitatif réalisé pour tester l'activité antibactériennes dhuiles
essentielles
» Un aspect quantitatif effectué pour déterminer la concentration midéma
inhibitrice (CMI).
- Le 3eme a consisté en un criblage des facteurseimfant I'activité antibactérienne des
huiles essentielles ayant prouvé une efficacit&/ééle par la méthodologie des plans
d'expériences.

2- Lieu d’étude
Ce travail a été réalisé au laboratoire mgliale diagnostic épidémiologique et d’hygiene du
milieu de I'hnépital Al Ghassani de la ville de Feés.

3- Analyse des données recueillis

Une grille d’évaluation comportant plusieurs volses rapportant aux plantes aromatiques /
huiles essentielles, a été élaborée, distribuédhamard et remplies par 200 participants. Les
variables étudiées sont montrées en annexe 3 @hténéssé notamment : |'utilisation, le type des
huiles essentielles, le motif d’'usage, etc.
Les grilles remplies ont été traitées par le ladiEixcel, version 2007.

4- Evaluation de l'activité antibactérienne et détermnation de la concentration minimale
inhibitrice des huiles essentielles
4-1- Matériels
4-1-1- Matériel végétal : huiles essentielles

Le choix des plantes est basé sur leur dispordkélit Maroc, leur rendement, ainsi que sur la
recherche bibliographique visant les plantes nidgalies et aromatiques dont les huiles sont
connues par leur activité antiseptique et antibeiae,
Les plantes retenues sont :

X/

s Thymus vulgarigThym)

X/

% L’origanum majourangMarjoline)

% EucalyptusamaldulensigEucalyptus)
Lavandula officinaliLavande)

« Cymbopogon citratfCitronnelle)
Juniperus thurifergGenévrier thurifére)

Juniperus phoenicea (Genévrier rouge)

X/
L %4

*0

X/
L %4

X/
L %4

4-1-2- Matériel biologique : Souches bactériennes
Nous sommes intéressés a des souches bactérispléEside I'environnement (surface, air, ..)
du centre d’hémodialyse de I'hopital Al Ghassarg. hombre total de souches est de 35. Leur
répartition est montrée dans le tableau suivant.

Tableau n°1: Liste des souches bactériennes testées
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. Code des Nombre des
Identification de la souche Type de Gram . .
souches testées souches testées

Staphylococcus aureus St.A 7
St,aph.ylococcus coagulase N St NG 5
negative Positif
Streptococcus Str 3
Bacillus sp Ba sp 5
Bacille a Gram négatif et
oxydase positive BGNOP 5
Bacille a Gram négatif et
oxydase . négative Négatif BGNONF 5
fermentaires
Bacille a Gram négatif et c
oxydase_ négative, nomn BGNONNF
fermentaires

4-1-3- Matériel et consommable utilisé
Le matériel et le consommable utilisé aussi biear g@valuation de I'activité antibactérienne
gue pour la détermination de la concentration maténmnhibitrice, comprend :
* Matériel de stérilisation: autoclave (121+3°C)atrf pasteur (175£5°C) ;

 Etuvesréglé a 37£1°C;
* Matériel pour préparation et conservation de miiele culture : balance, bain-marie,
réfrigérateur réglé a 5+3°C ;
» Boites de pétri en verre stériles,
* Bec benzen,
* Pince,
* Micropipette réglable,
» Cones stériles,
* Pipettes jetables,
* Disques commercialisés de diamétre 6 mm,
e Tubes eppendorfset tubes a hémolyse stériles,
* Milieux de culture : Plat count agar (PCA), Bouilddeartinfusin (BHI), Muller Hinton,
I'agar-agar 0,2%
* Solvants : Diméthyle sulfoxyde (DMSO), Ethanol, A§a2%.
N.B : La composition, la préparation, et les contr@ealités des milieux de culture sont décrits
en annexe (annexe 4).
4-2- Méthodes
A-Repiquage des souches sur gélose nutritive
Les souches bactériennes testées ont été préatatilésnlées et conservées au surgélateur a -
80+5°C. Elles sont ensemencées dans le milieu PilGAcabées a 37+1 °C pendant 24 h, pour
obtenir des cultures fraiches.
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B-Préparation de I'inoculum

A patrtir de la gélose nutritive (PCA),uninoculum@dl1FC/ml a été préparée pour chague souche
bactérienne par un ensemencement du milieu Bhhlcebation a37°+1C pendant 3H.

C- Etude de l'activité antibactérienne des huilesssentielles : Aromatogramme
1. Technique

La méthode choisie est la méthode des disquesrd’aga
L’ensemencement de l'inoculum préalablement prépar homogénéise, a été réalise
aseptiquement, par inondation du milieu Muller dmtAprés 15 a 30min, les disques stériles ont
éte déposés a l'aide d’'une pince stérile dans teedinoculées. L'imprégnation des
disques par I'huile a été ensuite effectuée a mad 5ul / disque. L'incubation a été effectuée a
37+£1°C pendant 18 a 24heures (annexe 5).

2. Lecture et expression des résultats

Apres 18 a 24 H d’incubation, une mesure du diagndas auréoles d’inhibitions en mm, a
'aide d'un pied a coulisse, a été réalisée. Lemtne de la croissance microbienne se traduit par la
présence d’'une auréole transparente autour dugjigipntique a la gélose stérfig2].

D- Détermination de la concentration minimale inhibtrice (CMI)
Elle a été achevée pour les huiles essentielle® ayantré une efficacité élevee.
Avant le déroulement des différentes étapes suipaur la détermination de la CMI, nous avons
d’abord repiqué les souches sur gélose nutritivenstiite préparé I'inoculum en se basant sur la
technique décrite dans le paragraphe (4-2-A etB}-Nous avons par la suite dilué les huiles et
enfin procédé a leur mise en contact avec leshasusactériennes.

1. Dilutions des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été dissoutes dansmiétliyle sulfoxyde (DMSO).Des dilutions
successives au demi ont permis de préparer une g@amendilution allant de 200a 0.99mg/ml,
sachant que la concentration de la solution mehdgque huile est de 200mg/ml.
N.B : Avant chaque passage a la dilution suivante, uitateg au vortex a été effectuée.

2. Détermination des CMI

La méthode utilisée est la méthode des disquesd’ag

L’ensemencement de lI'inoculum a été réalisé agapthent, par inondation du milieu Muller
Hinton. Apres 15 a 30min, les disques stérilesav@itdéposés a I'aide d’'une pince stérile
dans les boites inoculées. L'imprégnation des disqpar les dilutions successives de I'huile,
préalablement effectuées, a été realisée aprésdaméisation au vortex, a raison de 10 ul / disque.
L’incubation a été effectuée a 37£1°C pendant 28keures (annexe 5).

E- Outil d’analyse
Le traitement des donnés est fait a I'aideEbeckl.

5-  Criblage des facteurs influencant I'activité antitactérienne des huiles essentielles
5.1.Plan de criblage
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Le plan de criblage adopté est un planpteckett et Burman. Ce choix est justifié par la
rapidité et I'efficacité de la sélection des facsemmfluents. Le nombre de répétition dans ce pktn
un.

5.2. Matériels
Les caractéristiques du plan de criblage sontdeameétres et le domaine expérimental.

A. Paramétres retenus pour I'expérimentation
Pour réaliser le plan de criblage correspondarddcilité antibactérienne des huiles, on retient
comme facteurs :
X1 : Type d’huile essentielle
X2 : Température
X3 : Lumiere
H4 : Humidité
X5 : Dilution :

B. Domaine expérimentale
Les facteurs retenus et les niveaux étudiés sprésentés dans le tableau suivant.

Tableau n°2 Domaine expérimentale

Facteurs Unité Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Huile Huile de tr_lymus Huile d.’origanum
vulgaris majorana
Température °C 10 35
Lumiére sans avec
Humidité % 50 70
Dilution ul DMSO AGAR 0. 2% ETHANOL

5.3.Démarche méthodologique

La mise en ceuvre d'un plan d’expérience pour étuldiesurface de réponse d'un systéme

expérimentale et trouver un optimum peut se résselen la procédure suivante :

1- Définir le probleme a étudier ;

2- Sélectionner la réponse et les facteurs contr&gble

3- Définir le domaine expérimental, en fixant les @iue des facteurs sélectionnés ;

4- Choisir un modéle ;

5- Choisir un plan d’expérience tenant compte desitiond propres au probléme a traiter ;

6- Realiser les essais ;

7- Traiter les données par un logiciel adéquat ;

8- Interpréter la validité du modeéle postulé et la8igativité des coefficients ;

9- Sélectionner les coefficients significatifs si ledeéle est valideé ;

10-Prédire les niveaux des facteurs a I'optimum ;

11-Faire un essai complémentaire en appliquant lesuvsloptimales des facteurs pour valider
les conclusions.
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5.4. Logiciel utilisé
Pour la réalisation de ces expérimentations, diliséule logiciel NEMROD-W

Notre étude a comporté plusieurs volets se rapporéax plantes aromatiques / huiles
essentielles. Dans | volet, nous avons réalisé une enquéte portantasaonsommation des
plantes/huiles essentielles ; dans le second votets avons évalué l'activité antibactérienne et
déterminé les CMI des huiles essentielles sur aeme@s isolés de I'environnement du centre
d’hémodialyse de I'hopital Al Ghassani; dans lents volet, nous avons criblé les facteurs
permettant d’améliorer I'action antibactérienne deties essentielles efficaces.

A- Analyse des données recueillies

Durant I'enquéte, nous avons analysé et exploit® @lles comportant chacune 18 questions,
soit 3600 gquestions. Cependant, nous n’allonseptés que les résultats des volets qui nous ont
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paru les plus intéressants, notammla fréquence d'utilisation, le type des huiles atisHles
utilisées et le motif d'usagee reste de résultats est montré en anne

1- Fréquence d'utilisation des huiles essentiell

Comme le montre la figur@3, nous avons noté qua Imajorité des participantutilisent
frequemment les huiles essentielles, soitfréequence de 86%.

4%

Houi
Hnon
i autre

Figure n°7 : Fréquence d’utilisation des huiles essenti

2- Type deshuiles essentielles utilisé

La figure suivanterepréseni les types des huiles essentielles utilisé®s remarque que la
majorité des participastutilisent I'huile d'olive, soit un pourcentage 28%. Les autres huiles sc
aussi utilisés mais a des fréquences relativenmastfaibles

: M Argan
B Amande

H Olive

M Thym

M| avande
M Menthe

Figure n°8 : Distribution des types des huiles essentiellesas!

3- Motif d’'usage des huiles essentiell
Le motif d'usage des huiles essentielles, illustaé@s la figure 5, a montré que les huiles :
plus utilisées a des fins cosmétiques, soit un d’utilisation de 80%
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M Cosmétiques cheveux/ peaux
M Gripe
i Anti-douleur

M troubles digestifs

Figure n°9: Distribution du motif d'usage des huiles essersdt

4- Connaissance des propriétés des huiles essentie

On remarque que les propriétés des huiles essest@innues par | participans, sont I'action
antalgique et antiHarrhéique (troubles digestifs) (24%), suivis paction antimicrobienne et |
régulation hormonale (15%). D’autres propriétés été aussi notées, mais a des fréque
relativement plus faibles.

M A: Action antimicrobienne
M B: Désinfectant

m C: Action antalgique

W D: Actif contre les virus

B E: Cicatrisante

H F: Anti-hemorragique

1 H: anti-diarrhéique

i |: Régulation hormonale

K: Ne sait pas

2%

Figure n°10: Propriétés des huiles essentis connues par les participe

B- Evaluation de I'activité antibactérienne des huiles essentielles

L’activité antibactérienne de 7 huiles essentieke®té évaluée sur 35 souches isolée
I'environnement d’hémodialyse (malades, air, sweades générateurs, des tablesLa méthode
de diffusion des disques, était la méthode chi
Les diametresdes auréoles d'inhibition ont été mesurés. Les hsmaicont été interprété
comme étant :
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Souches Identification HL | H2 | H3 | Ha | H5 | _H6 [ H7 a R
Mesure du diamétre () en mm, Interprétation ésista
M25 Staphylococgus (46)s | (60),S (9.5),! (15)s | (10),1 (20),s (10),1 ntes
M28b aureuspathogénes | (90)s | (90),S (20),s | (7),R | (12),1 (38),S | (12),1
M36b St.A (41)s | (35),S | (15),S | (19)s | (11,1 | (20),S | (12),1
.Sl
D <
8mm
- M
odér
emen
t
sensi
bles :
Si
8mm
<D
<
14m
m
- Sensibles :Si 14mm < D < 20mm
- Tres sensibles :si D>20mm

Les résultats de I'activité antibactérienne sorrenés exclusivement a partir de la mesure du
diameétre des auréoles d’inhibitions en mm.(voirtplamnexe 7)

1- Détermination de la sensibilité globale des huilegs-a-vis des souches testées
Les diametres d’inhibition et leur interprétatiam sensibilité et résistance, sont représentés dans
le tableau suivant

Tableau n°3 : Diameétres d’inhibition et sensibilité globale auwilas essentielles vis-a-vis de
toutes les bactéries testées
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M47b (39)S | (41.5)S | (17.5)S | (9.5)] | (11),1 | (10),I | (10),I
M51b (37)S | (48),S | (14),S | (10),I | (9),1 | (19),S | (11).I S -
M53 (39)S (38),S (22.5)5 | (18)S | (9.5),l (15),S (12),1 sensi
M56B (35)S | (60),S | (13),1 | (14)S | (A1)l | (14),S | (12),1 ble -
G12 36)S | (70).s | 0),s | 38)S | (105) | @5),s | (13).] T ’
G14 _ |l @ns| @3),s | @s) | @8)s | (95), | @8).s | @5),s| inter

Bacille gram négatif médi

oxydase positive

G29 e e (38)5 | (28).S | 121 | (@)1 | O.R | @16)S | QO 1| . ;
G36 9s | (57),S | (35),S | A7)sS | (11),1 | (10),1 | (85), S R:
G37 35)S | (27),S | (10),1 | (20)S | (6.5)R | (20.5)S | (15), 5| résist
G16 (26)S | (34),S | (10),1 | a7n)s | (9,1 | (80), S | (13), | amfe
G21 Bacill gram négati (26)S | (43),S | (32),S | (11),1 | (10),I | (36),S | (11.5)] s
Ala °X¥granf:n’:§§2“"e @8)s | @5),s | @l | @6s| @5R| @), | (9 z(:]‘t‘;‘;
E46a BGNONF @35 | @ns | Go.s | ass | @2.1 | an.s | as). s| es de
Eola @6)S | (41),S | (35,5 | ),R | @6),S | A1), | | ("),R Ia_
=15 sensi

(38)s | (30),s | (12),1 (18)S | (10.5)] | (13),! (9.5),1 bilité

E34 Bacille gram négatif| (90)S | (90),S | (27), S | (34)S | (90),S | (13),l | (40),S ainsi

E27 OXV‘:srsrﬁe”nétgﬁte” non ooys | (@0),s | (45),s | @0)s | (90),s | (40),s | (75),s| Gu€

E26 BGNONNF ©@0)s | (90),s | (90),s | 9)s | @0),s | (20),s | 35)S rés:;
E24 (90)s | (90),S | (90),S | (40)S | (90).S | (37).5 | A7.S | ance
G50 (83)S | (90,5 | (12,1 | DS | (15),5 | (23)s | @), s| des
G52 Bacillus sp B34S | (75).S | (27).S | 19)S | (10).1 | (16).S | (12).1 bacté
T1 Ba sp 44)S | (60),S | (7),R | (20)I | (95).1 | (22),S | (20).1 fes
T2b (30)S | (54),S | (24),S | (20)S | (1), | (13),1 | (1n), | testee
E3la 305 | (18).S | (85) | (6L,R | A1)l | (6),R | (6),R | S aux
G55 39S | 60).s | @o).s | @yl | @aoyi | an. | @z, | differ
Gse | ‘Staphylococoumn a5 T (90),S | (13)1 | (27)s | (21). S| (18).5 | (15). entes
G33 paétoﬁi“es 19)S | (16),S | @), | (2.1 | @l | 9. | @5Rr | huile
G34 : 16)S | (24),S | _(10) | (11,1 | (7).,R | (13),1 | (15),S s
G35 (245 [ (305)S | (10) | (@)1 | (10),] | (11,1 | (LR | essen
Gaa 7DS | @8).5 | nl | @2 | ZBR | a1 | @®.0 | .
G45 S”epgt’coccus @Bas | (8.5 | an | 2. | 7. R | (0. | @e5r| tele
G47 ' 26)S | (27,5 | (15R | LR | ZBR | (.1 | (65)R s

sont représentés dans les figures suivantes :

2- Evaluation de la sensibilité desStaphylococcus aureusis-a-vis les huiles essentielles
testées
La figure suivante représenté les % de sensililits souches @&aphylococcus auretsstées
aux huiles essentielles étudiées. Ces souchest@nsadées de prélevements nasaux de malades
hémodialysés et sont résistantes a I'oxacilline.
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Figure n°11: % de sensibilité di souches d&taphylococcus aurewss-a-vis des huiles
essentielles testées

On remarque que les huiles essentielleThymus vulgarisde marjolin, d’Eucalyptus et de
Genévrier thurifere ont un large spectre d’actiles ont agi contre les souchesStaphylococcus
aureusmais avec des efficacités différen

Les huiles essentielles deymus vulgari et de marjoline ont exercé une activité bitrice
maximale, soit un pourcentage d’inhibition de 100és diamétres d’inhibition ont varié de 3!
90mm), alors que le Genévrier thurifére et 'Eupalg ont montré respectivement un pourcen
d’inhibition de I'ordre de 85.7% (avec des diammecompris entre 10 et 38 mm), et de 71% (e
des diametres de 9.5a22.5 n

L'HE de Lavandulaofficinalis a exercé une activité inhibitrice moyenne-a-vis des souches
de Stapylococcusestées, soit un pourcentage de 57% (diametrelsiiiion de 7 é19mm).
Cependant, 'HE de Citronnelle et celle de Genéunege ont exercé une activité antibactérie
intermédiaire (D < 14, soit comp entre de 9 a 12mm).

3- Evaluation de la sensibilité des souches (Staphylococcusoagulase négativevis-a-vis
les huiles essentielles test¢
La figure suivantereprésente les % de sensibilité des sot de Staphylococct coagulase
négative testéesua huiles essentielles étudiees. Ces souches énsdtes de I'environneme
d’hémodialyse.
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Figure n°12 % de sensibilitdes souches d&taphylococcusoagulase négati vis-a-vis des
huiles essentielles testées

On constate une bonne action antibactérienne pomnajorité des huiliavec des pourcentag
de sensibilités variant de 20% a 1(: l'huile de thymus vulgariset de marjoline(100%
d’inhibition et des diametres variant de a 90mm), les huiles de Genévrier rouge(40%
d’inhibition et des diamétres allant de 7 a 15mi'huile d’eucalyptus, de lavanla officinalis, de

citronnelle et de Genévridhurifere (20% d’inhibition avedes diamétres ¢7 a 27mm).

4- Evaluation de la sensibilité¢ desBacilles Giam négatif oxydase psitive vis-a-vis des
huiles essentielles testé

Comme illustré en figur®, on constate une bonne action antibactériennelpauajorité de:
huilesavec des pourcentages de sensibilités variant %eal@009 : I'huile de thymus vulgariset
de marjoline(100% d’inhibition et des diametres variant27 a 70mm)Jes huiles deLavandula
officinalis et de Genévrierouge (80% d’inhibition et des diamétres allanBd&e 85 mm), I'huile di
Genévrier thuriferé60% d’inhibition ave des diamétres de 10 a 45irhuile d’eucalyptus (40%
d’inhibition avec des diamétres de 10a 35r

Cependant, I'action de I'HE de Citronnelle étaitbfa puisqu’elle a varié entre intermédiaire
résistante (diameétre d’inhibition< 14, soit compigre 6.5 et 11mn
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Figure n°13 % de sensibilitéles souches (BacillesGram négatif oxydase powve vis-a-vis des
huiles essentielles testées

5- Evaluation de la sensibilité de<Bacilles Gram négatif oxydase négati\ fermentaire
(BGNONF) vis-a-vis ces huiles essentielles testt
La figure suivante montre les % de sensibilité des souches BENONF aux huiles

essentielles testées.
120

H H1: T.Vulgaris
H H2: Marjoline
M H3: Eucalyptus
M H4: L.Officinalis

. [ M H5: Citronnelle

4 és& &

% de sensibilité

100
80 -
60 -
40 -
20 -
0 -
M H6: G.Thurifere

¥ $ & &
&4&$ y @jy o@y C»&o&' & '\0%9 MH7: G.Rouge

& g & Qs{."' & & ® Huile essentiell

Figure n°14 9% de sensibilitéles souchebacilles gram négatif oxydase néga fermentaire vis-a-
vis des huiles essentielles testées
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On note une activité maximale pour I'huile thymus vulgari®t pour la marjoline, modéréme
élevée pour l'eucalyptus, leavandule officinalis et le génévrietthurifére (60%). Les huiles ¢
citronnelle et de genévrier rouge n'ont été actiyes sur 20% des souct

6- Evaluation de la sensibilité desBacilles Gram négatif oxydase négativ non
fermentaire (BGNONNF) vis-a-vis des huiles essentielles testées
La figure suivantereprésente les % de sensibilité des souchBGNONNF testées aux huiles
essentielles étudiées.

120

100
80 -
60 - EH1: T.Vulgaris
H H2: Marjoline
40 - .
i H3: Eucalyptus
20 - H H4: L.Officinalis
0 . i H5: Citronnelle

. ° o H6: G.Thurifére

é"&o \{;3 &6&&’ &'? \&é %9& 4 H7: G.Rouge
. . «'.
Q»\' Qi) Qz’ «8‘\) & & Q

% de sensibilité

Huile essentiell

Figure n°15 % de sensibilité des soucl debacilles gram négatif oxydase négatif non fermee
vis-a-vis les huiles essentielles testées

On remarque que toutes les huiles essentiellesrotdarge spectre d’action, elles ont agi col
toutes les souches bactériennes avec des pouresndasensibilités variant de 60% a 10:
'huile de thymus vulgarisde marjolinc et delavandula officinalis(100% d’inhibition et de
diameétres variant de8la 90mm), les huiles d’eucalyptus, de citronnetlde Genévrier rouge (80
d’inhibition et des diametres allant 9.5 a @mm), I'huile de Genévrier thurifere (60% d’inhibih
avec des diametres de 13 a 40n

7- Evaluation de la sensibilité deBacillus spvis-a-vis des huiles essentielles test

La figure suivantereprésente les % de sensibilité des soucheBa sf testées aux huiles
essentielles étudiées.
On constate quéoutes les huiles essentie ont un large spectre d’actioelles ont inhibé la
croissance desouches bactériennes Bacillus sp,avecdes pourcentages de sensibilité varian
20% a 100% : I'huile dehymus vulgari et de marjoline (100% d’inhibition et des diametvasant
de 18 a 90mm), les huiles trandulz officinalis et de Genévrier thurifer@0% d’inhibition ave
des diametres de 10 a 81mithuile d’eucalyptus (40% d’inhibition et desadinetres allant de 8.5
27mm), I'huile de citronnelle et c(Genévrierouge (20% d’inhibition et des diametres allanBdg
a 15mm).
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Figure n°16:% de sensibilitéles souches (Bacillus spvis-a-vis leshuiles essentielli testées

8- Evaluation de la sensibilité de souches deStreptococcus dtr) vis-a-vis des huiles
essentielles testées
La figure suivantereprésente les (de sensibilité des souches 8eptococcus : testées aux
huiles essentielles étudiées.
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Figure n°17 : % de sensibilité des souches Streptococcusis-a-vis s huiles essentielles tesi

On constate que les huiles cthymus vulgariset de marjolineont une action antibactérien
maximale et inhib&outes les souches (Streptococcusp(100% d’inhibition et des diametr
variant de 26 a 71mm).
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Cependant, 'huile d’eucalyptus, d@vandula officinalis de citronnelle de Genévrier thurifere et
celle de Genévrier rouge ont exercé une activitGbactérienne varié entre résistante et
intermédiaire (D < 14, soit compris entre de 612&m).

C- Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI
A partir des résultats de I'aromatogramme et dueztadsensibilité de chaque huile vis-a-vis les
souches bactériennes étudiées, nous avons dételesit@Vl des huiles en tenant compte d’'une
part de l'efficacité et d’autre part la sensibilitles souches. Les huiles ainsi testées sont le
Juniperus thuriferalalavandula officinalisI'origanum majoranaet lethymus vulgaris.
Les résultats des concentrations minimales inldbgrdes 4 huiles essentielles, sont représentés
dans les tableaux suivants. (voir photos annexe 7)

1-Juniperus thurifera
Comme illustrée dans le tableau 4, I'huile essdatie G. thuriféere a inhibé la croissance de
S.aureus (M36) a partir de 25mg/ml et de BGPOP(@3@rtir de 200mg/ml.
La concentration 6.25mg/ml permet la croissanceddes bactéries testées.

Tableau n°4 :Concentration minimale inhibitrice de Genévrierrifare

Souches M36 G37

S.aureus BGPOP

200mg/ml -
100mg/ml -

Concentrati

50mg/ml -

25mg/ml -

12.5/ml +/-

6.25mg/ml

3.125mg/ml

0.78mg/ml

]

+

+

1.56mg/ml +
+

+

0.99mg/ml

(-) : inhibition ; (+) : croissance/développement (+/-) : activité intermédiaire

2-Lavandula officinalis
Comme illustrée dans le tableau 12, I'huile essdiatde L.officinalis a inhibé la croissance de
BGNONNF (G18) a partir de 12.5mg/ml, et de BGPOB7AGa partir de 200mg/ml.
o0 La concentration 3.125mg/ml n’inhibe pas la craissades deux bactéries

Tableau n°5 :Concentration minimale inhibitrice deavandula officinalis

Souches G18 G37

Concentrati BGNONNF BGPOP
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200mg/ml -
100mg/ml -
50mg/ml -
25mg/ml -

12.5/ml -
6.25mg/ml +/-
3.125mg/ml
1.56mg/ml
0.78mg/ml
0.99mg/ml

[+ [+ ||+

+ |+ |+ |+

3-Origanum majorana

Comme illustrée dans le tableau 6, L’huile ess#atid’'origanum majoranaprésente une
importante activité antibactérienne sur toutesslesches bactériennes testées, elle a montré une
inhibition totale pour toutes les bactéries.

G18 a montré la plus grande concentration inhdstde 'HEd origanum majoranacontre les
souches bactériennes étudiées, elle est sensibie &oncentration de 12.5mg/ml alors que les
souches G37, T2h, M36, et G33 ont été sensiblege&oncentration de 25mg/ml, G47 et Ala ont
éte inhibées a une concentration minimale de 10@ng/

Pour des concentrations 200 et 100mg/ml d’huilerssle, aucune colonie ne s’est développée
pour toutes les souches bactériennes testées.

Tableau n°6: Concentration minimale inhibitric# Origanum majorana

S5 Sot‘:;tr:gn G18 G37 T2b | M36 | G47 | G33 Ala
BGNONNF| BGPOP | Basp St.A Str St. Nc | BGNONF
200mg/ml - - - - - - -
100mg/ml - - - - - - -
50mg/ml - - - - +/- - +/-
25mg/ml - - - - +/- - +
12.5/ml - + +/- +/- +/- +/- +
6.25mg/ml +/- + +/- +/- +/- + +
3.125mg/ml + + +/- +/- +/- + +
1.56mg/ml + + +/- +/- +/- + +
0.78mg/ml + + +/- +/- +/- + +
0.99mg/ml + + +/- +/- +/- + +

4-Thymus vulgaris
Comme illustrée dans le tableau 14, L’huile essdatide thymus vulgarisprésente une

importante activité antibactérienne contre toutss douches bactériennes étudiées, elle a montré
une inhibition totale sur toutes les bactéries.

G18 et T2b représente la plus grande concentraittubitrice de I'HE thymus vulgaris contre
les souches bactériennes étudiées, elle est seasisle concentration de 0.99mg/ml alors que G37,
M36, et G33 sont sensibles a une concentration Sheginl, G47 et Ala sont inhibés a une
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concentration minimale de 100mg/ml. Pour des canagons 200 et 100mg/ml d’huile essentielle,
aucune nouvelle colonie ne se développe pour tbegesouches bactériennes.

Tableau n°7 : Concentration minimale inhibitrice Thymus vulgaris

che G37 T2b M36 G47 G33 G18 Ala
Concentrati BGPOP Ba sp St.A Str St. Nc | BGNONNF | BGNONF
200mg/ml - - - - - - -
100mg/ml - - - - - - -
50mg/ml - - - + - - +
25mg/ml - - - + - - +
12.5/ml +/- - +/- + +/- - +
6.25mg/ml +/- - +/- + +/- - +
3.125mg/ml +/- - +/- + +/- - +
1.56mg/mi +/- - +/- + +/- - +
0.78mg/ml +/- - +/- + +/- - +
0.99mg/ml +/- - +/- + +/- - +

D-Criblage des facteurs permettant d’améliorer I'actvité antibactérienne des huiles
essentielles ayant prouve une efficacité élevee
D-1- Plan de criblage
1-1Caractéristiques du plan de criblage
a- Objectifs
L’objet de ce travail a été de criblé les factenfBiencant I'activité antibactérienne des huiles
essentielles ayant prouvé une efficacité élevéevigisdes germes isolés de I'environnement
hospitalier (malades (M36) et environnement (G18)).

b- Parametres retenus pour I'expérimentation

Pour réaliser le plan de criblage permettant d'@rell'activité antibactérienne des huiles
essentielles, on retient comme facteurs :

X1 : Huile

X2 : Température
X3 : Lumiére

H4 : Humidité

X5 : Dilution :

c- Domaine expérimentale
Le domaine expérimental du plan de criblage utiksé présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau8: Domaine expérimental

Facteurs Unité Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Huile Huile de thymus Huile
vulgaris d’origanum
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Température °C 10 35
Lumiére sans avec
Humidité % 50 70
Dilution pl DMSO AGAR 0.02% ETHANOL

d- Plan d’expérience
La matrice d’expérience obtenue pour un plan dblage de 5 facteurs est une matrice
d’Hadamard de 8 essais. Elle est représentée daakléau ci-dessous :
Tabbleu9: Plan d’expérience

Nbre Huile T® Lumiére Humidité Dilution
d’expériences

1 H1 35 Avec 50 DMSO

2 H1 10 Avec 70 AGAR
0.02%

3 H1 35 Sans 70 ETHANOL

4 H1 10 Sans 50 DMSO

5 H2 10 Sans 70 DMSO

6 H2 35 Sans 50 AGAR
0.02%

H2 10 Avec 70 ETHANOL
8 H2 35 avec 70 DMSO

1-2 Résultats du plan de criblage
L’'analyse est développée dans ce qui suit :

1-2-1- Activité antibactérienne vis-a-vis des cocci isolées patients (M36)
a- Etude graphique des effets de 'activité antibactéenne
L’étude graphique des effets représente I'effetlimgue facteur sur la réponse étudiée. Dans ce
cas, il s’agit de l'activité antibactérienne déduit partir du diamétre d’inhibition. Cette étude a
permis de dégager les facteurs influencant sutivise antibactérienne.

Différences des poids des différents niveaux Etude graphique des effets totaux
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Figure n°18 Etude graphique des effets de la réponse Y1- &et@vitibactérienne de M36

L’étude graphique a montré que la lumiere est @efar qui influence le plus sur I'activité
antibactérienne (b3= -7.625), suivie de la dilut{bh=-7.000), du type d’huile (b1=-6.125), de la
température (b2=-4.875) et de I'humidité (b4=4.125)

Ainsi, afin d’avoir une activité antibactériennelup élevée, il faudrait travailler sans lumiere et
avec 'huile de thymus vulgaris diluée dans DMS@siaqu'’il faudrait diminuer la température
(10°C) et augmenter I'humidité (70%).

b- Effets Pareto individuels et cumulés de la réponsactivité antibactérienne
Le diagramme de Pareto s’appuie sur les résultateés par le diagramme des effets en classant
les facteurs selon leur contribution dans la vemnatle la réponse. Il permet de dégager et deaslass
les facteurs les plus influents.

Effets Pareto individuels Effets Pareto cumulés

100

Lurnigre [1-2]

Huiz [1-2)

Diution [13)

Température [1-2) B 1% 88.40

Humicité [1-2)

Dilution [2-3)

Figure n°19 : Etude de la réponse Y1 - Activité antibactérieneéViB6

La loi de Pareto appliquée pour l'activité antildaenne, a permis de déduire que quatres
facteurs régissent cette réponse : la lumiergple tI’huile, la dilution et la température
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En se basant sur la loi de Pareto la lumiére,ge tyhuile, la dilution et la température sont les
facteurs qui influencent plus de 80% de I'actiatéibactérienne.

1-2-2- Activité antibactérienne vis-a-vis les Bacilles idés de [I'environnement
hospitalier (G18).
a- Etude graphique des effets de 'activité antibactéenne

L’étude graphique des effets représente I'effetllgque facteur sur la réponse étudiée, dans ce
cas, il s’agit de I'activité antibactérienne dédutpartir du diametre d’inhibition.

Elle permet de dégager les facteurs influencankfactivité antibactérienne.

Différences des poids des différents niveaux Etude graphique des effets totaux

Huda
H1
I 1
: | i
A2 I 0,750 | Tetolo
: 10
B2.1 | | :
i L unnidsee
21 2750 : tan
| | Ay
D21 3 __'."?'ﬂ Hurmidité
I [}
E21 | |
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E31 | ! DMS0
i i Asen 23 e—
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Figure n°20: Etude graphique des effets de la réponse Y1 : g€tantibactérienne de G18

L’étude graphique a montré que I'’humidité (b4=3 )25l lumiére (b3=-2.750) sont les facteurs
qui influencent le plus l'activité antibactérienrsjivis de la dilution (b5=-1.250), le type d’huile
(b1=-0.750) et la température (b2=0.250).

Ainsi, afin d’avoir une activité antibactérienneuplélevée, il faudrait augmenter I’humidité
(70%) et travailler aussi en obscurité (sans lue)iet avec I'huile de thymus vulgaris diluée dans
DMSO.

b- Effets Pareto individuels et cumulés de la réponsactivité antibactérienne

Le diagramme de Pareto s’appuie sur les résultateés par le diagramme des effets en classant
les facteurs selon leur contribution dans la vemmide la réponse. Il a permis de dégager les
facteurs les plus influencant.
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Effets Pareto individuels Effets Pareto cumulés
?SI IDID 0 25 50. ?SI 1I]JD

D1-2 50,70 D1-2
C1-2 12 87.00
E1-3 E1-3 92.00
E1-2 E1-2 97.00
A1-2 Al-2 98.70
B1-2 B1-2 100.00
E2-3 E2-3 100.00

Figure n°21: Etude de la réponse Y2 : activité antibactéricBmhg

La loi de Pareto appliquée pour l'activité antigsigtnne permet de déduire que trois facteurs
régissent cette réponse : I'’humidité, la lumierdaetlilution.

En se basant sur la loi de Pareto I'humidité, lmiére et la dilution sont les facteurs qui
influencant plus de 90% I'activité antibactérienne.

1-3Application des résultats du criblage

Apres avoir déterminé les facteurs optimaux perametl’ameéliorer I'activité antibactérienne des
huiles essentielles, leur application a été réal@é les différentes souches qu’on a déja étudiées
L’huile testée était le thymus vulgaris, diluée slam DMSO a une basse température (10°C) en
absence de la lumiére et en présence de I'hun{iciis).

Le tableau suivant montre les résultats obtenus

Tableau n°10: Résultats de I'application des plans d’expémsnc

res M36 G18 G33 G47 T2B
Facteur
Diametre 30 18 18 14 26
(mm)

En appliquant les facteurs optimums et comme letranhles photos suivants, nous avons noté
une augmentation de I'auréole d’inhibition, le d&tre a augmenté et a varié entre 14 mm et 30 mm
alors qu'il variait dans les essais antérieurseeh® mm et 19 mm.
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Avarnbisation

Discussion

Les infections nosocomiales constituent un séripmbléme de santé publiqgue avec des
conséquences considérables tant sur le plan ingilviglie sur le plan économigié2].
Si leur éradication est impossible du fait queisgue de contracter de telles infections ne peut
jamais étre nul, la prévention quant a elle, estrémeau sur lequel il faut compter pour limiter ce
fléau et freiner sa progression Edst au coeur des préoccupations du Ministére S8an&ég63].
En tenant compte de la résistance des bactérieg-wiss des produits biocides, qui ne cesse de
croitre au fil du temps, nous avons réalisé cdtideccomportant 3 volets ;

- Dans le 1er volet, nous avons effectué une engliét@luation portant sur ['utilisation
des huiles essentielles/ plantes aromatiques ;

- Dans le second volet, nous avons d’abord évalugiVigg¢ antibactérienne des huiles
essentielles sur des germes isolés préalablementederonnement d’hémodialyse ;
ensuite nous avons déterminé la concentration raileimhibitrice (CMI) ;

- Dans le 8™ volet, nous avons criblé les facteurs influendativité antibactérienne des

huiles essentielles ayant prouvé une efficacit&ééle par la méthodologie des plans
d'expériences.

Aprésptimisation

L’analyse des données recueillies a travers I'eteg@montré que 86% des participants utilisent
les huiles essentielles, I'huile d'olives et calfargan sont les plus utilisées, le motif cosmegiqu
était d’'usage le plus noté.

L'évaluation de I'activité antibactérienne par la&thode de diffusion sur gélose, a concerné 7
huiles essentielles : le thym, la marjoline, I'dypéus, la lavande, le citronnelle, le genévriange
et le genévrier turifere.

35 souches ont été testées, Certaines ont étéifiglesntjusqu’au genre Staphylococcus,
Bacillus, Streptococcus?our les autres, I'identification a été basée aucdloration de Gram, la
fermentation des sucres et la présence d’oxydase.

Les % de sensibilité, générées par les huiles teles ont montré un large spectre d’action, elles
ont agi contre toutes les souches bactériennesdmgepourcentages de sensibilités variant de 20%
a 100% : I'huile dehymus vulgari@hym) et d’origanum majorana (100% d’inhibitiotgs huiles

de lavandula officinaliset de Genévrier thurifere(57.14% d'’inhibition), lasiles d’eucalyptus
(48.57% d’inhibition), I'huile de Genévrier roug28(57% d’inhibition), I'huile de citronnelle (20%
d’inhibition).
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Les résultats de l'activité antibactérienne moritrgne pour les 35 souches testées, les huiles
essentielles (HEs) de lofficinalis, de G. thurifere et d’Eucalyptus ont présenté aogvité
moyenne, par opposition aux HEs d’origanum majorinde thym. Des résultats semblables ont
été rapportés par d’autres auteurs.

J. Pellecuer,en 1973 avait montré les propriétés pharmacologiagies huiles essentielles
obtenues a partir de quelques labiées (thym, sarriremarin)[64,65].

En 2008,J. Kaloustian avait noté une activité moyenne des huiles esdlestiebtenues a partir de
guelques labiéed dvandula. angustifoliaLavandula. latifoliaet Origanum. vulgarget une bonne
activité des HEs @Driganumet de Thym, contre les souchesStaphylococcus aurewet dE coli
[66].

La détermination de la concentration minimale iithike (CMI), réalisée pour les huiles ayant
montré une grande efficacité, par la méthode degidn sur gélose. Elle a permis de révéler une
variation de la CMI en fonction de I'huile utilisélea CMI était de25mg/ml pour 'HE de Genévrier
thurifere, del12.5 pour I'HE de la Lavande et dedWiing, de 0.99mg/ml pour 'HE de thym.

L’huile de Thym était la plus efficace, sa CMI aigad’un genre bactérien a l'autre (CMI allant de
100mg/ml & 0.99mg/mL). Ce résultat se rapprocheua d’autres auteurs.

Inouye S, et all(2001)[67] avaient noté que I'activité antibactérienne deildessentielle de thym
est meilleure sur les souchesStaphylococcus aurewet dEscherichia coliprélevés de l'air, avec
une concentration de 12,5 mg/I.

J. Kaloustian avait démontré que sur la souchBscherichia colitestée, les huiles essentielles
d’origanum et de thym étaient les plus efficaceBI(G 1mg/mL) ; alors que sur les souches de
Staphylococcus aureuds ont noté une moindre efficacité pour le thym (CMI = 2 mg/mL) ;
I'huile essentielle d’Origanum est la plus acti@GMl = 1mg/mI)66].

Le criblage des facteurs influencant I'activitéibattérienne des huiles essentielles était réalisé
pour le thym et brigaum majorana Elle a démontré que pour améliorer I'activitgilaactérienne
de ces HEs, il faudrait travailler dans I'obscufg@ns lumiere) et avec 'huile de thymus vulgaris
diluée dans DMSO, ainsi qu’il faudrait diminuer température (10°C) et augmenter [I'humidité
(70%).
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% Au terme de ce travail, nous pouvons conclure :
- A une bonne action antibactérienne pour toutetildes essentielles, avec des pourcentages de
sensibilités variant de 20% a 100% ;

- Les activités antibactériennes sont importantex &&l minimum de 200 mg/ml (pour les
bacilles Gram positif oxydase positive) et maximden0.99 mg/ml (pour leBacillus spet les
bacilles Gram négatif oxydase positive non fermiesita

- Le criblage des facteurs influencant I'activité ibattérienne des huiles essentiellesttdenus
vulgarisetd’origanum majoranaa montré que la lumiére, le type d’huile, I'huitéd la dilution et
la température sont les facteurs a grande influewe I'activité antibactérienne des huiles
essentielles.
» Pour améliorer I'activité antibactérienne des raidssentielles il faut :

- Travalller en absence de la lumiere (obscurité) ;

- Travalller avec I'huile de thymus vulgaris diluéend DMSO ;

- Minimiser la température (10°C) ;

- Maximiser I'humidité (70%).

+ |l serait recommandé de :Désinfecter I'environnement hospitalier (air, saga.) selon
un protocole établi suite a des recherches saguni§, permettant de réduire aussi bien
le risque infectieux que la résistance des germes.

+ A la suite de notre étude, il serait intéressant:
- De mettre en pratique les résultats trouvés ;

- D’optimiser le rendement de I'extraction des hsigssentielles ;

- D’analyser les composées majoritaires des huileengiglles ayant une bonne activité
antibactériennes ;

- D’étudier I'activité antibactérienne des huilesezggelles en mélange « synergie » ;
- D’évaluer I'activité antibactérienne de chaquestitnant de I'huile essentielle ;

- D’évaluer la toxicité des huiles essentielles.
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ANNEXE 2
Espéce Classification
Regne: Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Thymus vulgaris Classe: Magnoliopsida
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae
Genre: Thymus
Espéce: Thymus vulgaris L
Regne Plantes
Sous regne Plantesvasculaires
Embranchement Spermaphytes
Lavandula officinalis Classe Dicotylédones
Ordre: Lamiales (Labiales)
Famille: Lamiaceées
Genre: Lavandula
Espéce Lavandula officinalis
- Regne Plantae
Citronnelle Div?sion: Magnoliophyta
Classe Liliopsida
(Annexel) Ordre Cypgrales
Famille : Poaceae
Genre Cymbopogon
Régne : Plantae
Sous-régne: Tracheobionta
_ ) Division : Magnoliophyta
Origanum majorana Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre : Origanum
Regne : Plantae
Sous-régne: Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Eucalyptus Sp Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus
Regne : Plantae
o Sous-régne: Tracheobionta
Geneévrier rouge Division:  Pinophuta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
o = Division : Pinophuta
Genévrier thurifere Classe Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus
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ANNEXE 3
Grille N°: .....
Q1 /Quel est votre sexe ?
O Homme O Femme
Q2/ Quel est votre age ?
O 15/25ans O 25/35ans O 45/55 ans
O 35/45 ans O etplus
Q3/Quelle est votre situation familiale ?
O Célibataire O Marié
Q4/ A quelle catégorie sociale appartenez-vous ?
O Aisé O Moyenne O Populaire

Q5/ Connaissez-vouss plantes aromatiques ?
O Maitrise (professionnelle)
O Beaucoup (Formation personnelle)
O Unpeu
O Pas du tout

Q6/ Connaissez-vouss huiles essentielles ?
O Maitrise (professionnelle)
O Beaucoup (Formation personnelle)
O Unpeu
O Pas du tout

Si votre réponse est non pour Q5 et Q6, veuillez pas répondre aux questions suivantes.
Q7/ Utilisez-vous les plantes aromatiques/ les huilesehtielles?
O Oui O Non O Autre ..o,

Q8/ A quelle fréquence utilisez-vous des plantes armmuas/ Huiles essentiell&s

O Régulierement O De temps en temps

O Jamais O AUtrel.....ocoi
Q9/ En quelle saison consommez-vous frequemmerpildates aromatiques/ Huiles essentiefles

O Hiver O Printemps

O Automne O Eté

Q10/ Quels typedes plantes aromatiquéshuile essentielles utilisez-vous ?

Q11/ Pouvez vous préciser pour quels problémes lesugilisez ?

Q12/ Lesplantes aromatiques/ Lésiles essentielles sont ils efficaces ?
O Oui O Non
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Q13/Pour vous les plantes aromatiques/ les huslesrgielles peuvent-elles étre considérées commmeédicaments?
O Oui O Non O Autre:......ccoceviiinnnn.

FST FES

Q14/Est-ce-qu’on peut dire qu'ils peuvent rempldaghérapeutique chimique ?
O Oui O Non O Autre:....ocoiviiiiiiienenn.

Q15/Parmi ces propositions lesquelles reconnaissez-cousne propriétés aux plantes aromatiques/ huiles
essentiellesfQualités que I'on peut donner aux huiles essesxdiell
Actif contre les infections.

Désinfectant

Anti-douleurs

Actif contre lesvirus

Cicatrisante

Anti-hemorragique

Digestives

Régulateur d’hormones

Autre : .

Ne sait pas

I o o i o

Q16/Pensez-vous qu'il existe différentes qualités tBbiessentiell&s
O Oui O Non

Q17 / Connaissez-vous les critéres a surveiller pouédficier les bonnes des moins huiles essentilles
L'emplacement ou pousse la plante

La technique d'extraction

De stockage

Le risque qu'elle soit coupée avec une huile baguowins chére

Ne se pose pas ce genre de questions

Vérifie I'étiquette 100% naturelle

AULIE &

aaq

Qaaaa

Q18/Pour vous, ou achéteriez-vous vos huiles essattielt toute confiance
Chez un pharmacien

Dans une parapharmacie

Dans un magasin spécialisé ( type magasin bio)

Chez un herboriste

AU & o

[ R R

ANNEXE 4

1- Composition des milieux de cultures
Les formules de chaque milieu sont données en geapamlitre d’eau distillée.
Les milieux qui sont préparés sont tous stérilasautoclave a 121°C.
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4+ Milieu BHI
» Infusion de cervelle de veau : 12,5
* Infusion de coeur de boeuf: 5
* Prtéose-peptone : 10
* Glucose: 2
e Chlorure de sodium : 5
* Phosphate disodique : 2,5
+ PCA:

* Tryptone : 5.000

« Extrait autolytique de levure : 2.500

¢ Glucose : 1.000

« Agar agar bactériologique : 12.000
pH=7+/-0.2

+ Gélose Mueller — Hinton (MH)-

Verser 38 grammes de poudre préte a emploi dafisreia’eau distillée stérile. Bien homogénéiser et
faire bouillir jusqu'a dissolution complete. Répadans les boites de Pétri et stériliser a I'alatee a
121 °C pendant 15 min.

Afin d’avoir des résultats fiables, nous avons pdiea un contréle qualité de tous les parametres
(milieux de cultures, mesure Température des étaveles réfrigérateurs, contréle de la qualitéade |
verrerie et du consommable utilisé).

2- Contréles qualité des milieux de cultures
Ce contrble est basé sur les manipulations suigante

Effectuer un calibrage de la balance,

Utiliser une eau distillée préalablement contrf#é, conductivité, ...),
Préparer les milieux de cultures dans un champestarcoté d’un bec benzéne,
Utiliser une verrerie contrblée,

Dissoudre complétement les composants du miliepapés

Respecter la durée et le temps d’autoclavage,

Controler le niveau d’eau de 'autoclave avanisation,

Controler Tl'efficacité de l'autoclave a chaque #igation par le ruban indicateur et
mensuellement par I'indicateur biologique (Stérikon

Couler les milieux stérilisés dans un champ stérile

Controler la stérilité du milieu préparé avantisdtion, par incubation d’'une boite si milieu
solide ou d’un tube si bouillon & I'étude a 36+35€hdant 48H.

ANNEXE 5

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 212 (0)35602953 Fax:212 (0)356082 14



Université Sidi Mohammed Ben Abdellal

(I Faculté des Sciences et Techniqt
www.fst-usmba.ac.ma

FST FES

ecouvillon

Gélose bouillon
nutritif

Inoculum bactérien
l Laisser la surface se sécher

Sul

/,’__‘—\

Placer un disque stérile sur
la surface de la
Gélose étalée parlasouche,
. . = avec un pince stériliséala
Huile essentielle pur 2ha4°C flamme
Incubationa 37°C - Lecture des résultats ..
24h

200me A"HE ; 2 ! ! 32 Eliminer le dernier V

WWUUaul

100mg 30me 2mg 125mg 6.25mg 3.125mg 1.56me 0.78me 0.39mg

Placer un disque stérile sur
lasurface dela
g y Gélose étalée parlasouche,

. ) o avec un pince stériliséala
Huile essentielle diluée Jhaa°C flamme

Incubation a 37°C — Lecture des résultats ¢
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Q1: Quel est votre Q2: Quel est votre age ? Q3: Quelle est votre
sexe ? situation familiale ?
H15-25 | 39%
M 25-35
W Célibatair
H Homme M 35-45 e
¥ Femme M45-55 O marié

M PLUS

Q4: A quelle catégorie Q5: Connalssez.-vous les Q6: Connaissez-vous les
. plantes aromatiques ? : .
sociale appartenez-vous ? huiles essentielles
' 9%
H Beauc M Beaucoup
oup
M Aisé H un peu @ un peu
M Moyenne
M Populaire i pas du M pas du
tout tout
Q8: A quelle fréquence utilise- .
vous des plantes aromatiqueg Q9: En quelle salson consomme«-vous
Huiles essentielles ? fréquemment les plantes aromatiques
Huiles essentielle ?
7 .y 19%
B Régulierement 16% M A: Hiver
B de temps en temps m B: Printemps
= iamai
jamais m C: Automne
[
HD: Eté
Q11: Pouvez vous précisez poL Q12: Les plantes aromatiques/ Le:
guels problemes vous les utilisez huiles essentielles sont ils efficac ?

M Cosmétiques

cehevaux/

paux M Oui
M Gripe & Non
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Q13: Pour vous les plantes aromatiques/ le
huiles essentielles peuverdlles étre
considérées comme des médicamen

Q14: Est-cequ’on peut dire qu’ils
peuvent remplacer la thérapeutique
chimique ?

H Oui
B Non
i autre
%ﬁ‘?e rFe;ﬁ?:seZ\L O;i‘ct’éqsuc'l!;lj(i'lie Q18: Pour vous, ou gchéterie-vous
q tielles? vos huiles essentielles en tou
i’sen ielies: confiance ?
H A:chez un
pharmacien
M Oui
H Non W B: dans une

parapharmacie

Q17: Connaissez-vous les critéres a surveiller pour différencier les bonnes des
moins huiles essentielles ?

o 80 B A: L'emplacement
g 60
S 40 : ,
;) 20 _:. . B B: La technique d'extraction
e
0 - N .
w RS e o o m C: Le stockage
< &° & &
(@) N\ .
£y .\gf ‘i‘\\\(' o ins che
e . @ B D: Le risque moins chere
I N &
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ANNEXE 7

% AROMATOGRAMME
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