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Résumé

Notre travail porte sur 1’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de deux
plantes aromatiques de la famille des lamiacées Rosamarinus officinalis et Mentha puleguim vis-a-vis
de la souche pathogene d'origine hospitaliere Pseudomonas aeruginosa responsable des infections
nosocomiales. L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par la méthode d’hydrodistillation ,
1I’étude in vitro du pouvoir antibactérien de ces huiles essentielles par la méthode de diffusion sur
disques dans un milieu gélosé (MH) a révélé la présence d’une activité antibactérienne sur la souche
testée avec des diamétres des zones d’inhibition différents d’une dose a une autre et d’une huile
essenticlle a une autre. L huile essentielle de R. officinalis s’est révélée 1égérement moins inhibitrice
que celle de M. pulegium. Les pourcentages d’inhibition ont décroit progressivement avec la
diminution de la dose appliquée. Celui le plus ¢levé était enregistré avec la Doses pur (huiles
essentielles pures) pour le romarin et la menthe pouliot (17.77 % et 18.51 %, respectivement). La
concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles étudiées était de 1’ordre de 0.125% pour M.
pulegium et R. officinalis. L’analyse de la variance au seuil 5% a deux critéres de classification
(plante, dose) a révélé une différence non significative pour le facteur plante (P = 0.2419) et trés
hautement significative pour le facteur dose (P = 0.0000).

Mots clés : huile essentielle, activité antibactériennes, Rosmarinus officinalis, Mentha pulegium,
Lamiaceae, Psodomonas aeruginosa., infection nosocomiales
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Summary

Our work focuses on the study of the antibacterial activity of essential oils of two aromatic plants of
the family Lamiaceae Rosamarinus officinalis and Mentha puleguim vis-a-vis the pathogenic
Pseudomonas a eruginosa hospital-responsible for nosocomial infections. The extraction of essential
oils was carried out by the steam distillation method, the in vitro study of the antibacterial power of
these essential oils by disk diffusion method on an agar solid medium (MH) revealed the presence of a
antibacterial activity of the tested strain with different diameters of zones of inhibition in a dose to
another, and an essential oil to another. The essential oil of R. officinalis proved slightly less
inhibitory than that of M. pulegium. The percentages of inhibition were progressively decreases with
the decrease of the applied dose. That the highest was recorded with the pure Doses (pure essential
oils) for rosemary and pennyroyal (17.77% and 18.51%, respectively). The minimum inhibitory
concentration of essential oils investigated was in the range of 0.125% for M. pulegium and A.
officinalis. Analysis of variance threshold 5% to two classification criteria (plant, dose) revealed a
non-significant difference for plant factor (P = 0.2419) and very highly significant factor for the dose
(P=0.0000).

Keywords: essential oil, antibacterial activity, Rosmarinus officinalis, Mentha pulegium, Lamiaceae,
Psodomonas aeruginosa nosocomial infection.



Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, elle montre que les plantes et leurs huiles
essentielles ont toujours occupé une place importante en meédecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. Cependant, 1’évaluation des propriétés
phytothérapeutiques des huiles essentielles de ces plantes comme antimicrobiennes, demeure
une tache tres intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou
moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les traditions médicinales folklorique.
Ces plantes représentent une nouvelle source des composés actifs (Hamidi, 2013). Le romarin
(Rosmarinus officinalis L.) et la menthe pouliot (Mentha pulegium L.) par exemple, deux
plantes aromatiques de la famille des Lamiaceae, sont trés appréciées pour ses propriétés
aromatiques, anti-oxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques et anti-tumorales. Elles
sont largement utilisées dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Atik

et al., 2007 ; Batish et al., 2008 ; Mahboubi et Haghi, 2008 ; Raho et Benali, 2008).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques de ces
huiles essentielles, en particulier leur pouvoir antioxydant (Bouzouita et al., 2008), insecticide
(Erler et al., 2006 ; Tang et al., 2007 ; Cheng et al., 2009), antifongique (Moleyar et
Narasimham, 1986 ; Soliman et al., 2002 ; Jazet et al., 2009) et antibactérien (Bourkhiss et
al., 2007 ; Magina et al., 2009), notamment sur la croissance et la toxinogenése de certaines
bactéries responsables des infections alimentaires (Bhaskara et al., 1997 ; Nielsen et al.,

2000 ; Tzortzakis, 2006 ; Amarti et al., 2010).

Les infections nosocomiales (IN) ou infections hospitaliéres sont des infections
acquises dans un établissement de soins et qui n’étaient pas présentes a 1’admission, ni en
incubation au moment de 1’hospitalisation. Elles constituent un véritable probleme de santé
publique et sont responsables d’une morbi-mortalité et d’un colt trés élevé (Abesaid, 1999).
Ces infections sont dues a plusieurs pathogenes et particulierement a 1’espéce bactérienne
Pseudomonas aeruginosa (Kaoutar, 2004 ; Raisin, 2009). Celles les plus fréquentes sont : les

infections urinaires, la pneumopathie et la bactériémie (Kaoutar, 2004).



Introduction

L’objectif de notre travail est de vérifier le potentiel antibactérien des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques et médicinales de la famille des Lamiaceae a savoir
Rosmarinus officinalis et Mentha pulegium sur la souche Pseudomonas aeruginosa,
responsables des infections nosocomiales, isolée des produits pathologiques et parvenue du

laboratoire Louis Pasteur d’Alger. Ce travail sera donc basé sur :

- Collecte des plantes Rosmarinus officinalis et Mentha peluguim a partir de la région de Oued

Chorfa de Ain Defla.
- Déshydratation des plantes récoltées

- Extraction des huiles essentiels de Rosmarinus officinalis et Mentha puleguim par

hydrodistillation

- Détermination des propriétés organoleptiques des huiles essentielles

- Ré-isolement et ensemencement des souches bactériennes de Pseudomonas aeruginosa
- Test antibactérien en utilisant la méthode de diffusion sur disques

- Evaluation du potentiel antibactérien des huiles essentiels de Rosmarinus officinalis et

Mentha puleguim sur Pseudomonas aeruginosa
- Calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne

- Analyse statistique des résultats
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Chapitre I : Présentation des huiles essentielles

I.1. Définition

Les huiles essentielles appelées encore « essences » ou « essences aromatiques »
(Lardry et Habercorn, 2007) sont des extraits végétaux présents dans les feuilles, les fruits, les
fleurs, les graines, les écorces, ou les racines des plantes dites aromatiques et constituent les

principes essentiels de ces plantes (Bardeau, 2009).

Le terme « huile » désigne le caractére visqueux et hydrophobe de ces principes actifs
(Bruton, 1993). Il s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses (Bouguerra, 2011). Le terme « essentielle » indique la caractéristique
principale de la plante a travers ses exhalaisons (Bruton, 1993). Il fait référence au parfum, a

I’odeur plus au moins forte dégagée par la plante (Bouguerra, 2010).

Les huiles essentielles sont définit par AFNOR comme étant des produits obtenus soit
a partir de matiére premiere végétale par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir
des fruits des Citrus par procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des

procédés physiques (Garnero, 1996).

1.2. Historique

L’histoire des matiéres odorantes est liée a celle de I’humanité ; Déja dans I’Egypte
antique (environ 4 500 ans avant J.C.) ’homme utilisait largement les huiles balsamiques, les
baumes parfumés, les épices et les végétaux odorants. Ces produits odorants furent d’abord
employés pour les cérémonies religieuses (Lograda et al., 2010). Les historiens rapportent
que les égyptiens savaient comment préparer une essence végétale a partir des coniferes. La
Chine, la Perse et 1I’Inde, sont des pays ou la distillation se pratiquait depuis déja des
millénaires. Les Grecs a leur tour, connaissaient la distillation et 1’enseignaient aux Romains

(Zhiri, 2006).

Le développement industriel de la distillation par les arabes fut le premier pas dans la
production moderne des produits odorants. En effet, ils se sont intéressés au probléme lié¢ a
I’extraction des huiles essentielles de fleurs au moyen de la distillation, procédé encore peu

3
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connu a 1I’époque (Lograda et al, 2010). Avec les progrés de la chimie, 1’extraction des
essences devient plus rationnelle et dés le XIXeéme siécle I’industrie proprement dite des
ardmes a usage alimentaire voie le jour. Elle connait un essor remarquable parallélement a

celui des parfums bénéficiant de nombreux progres techniques (Lograda et al., 2010).

I.3. Répartition et localisation

On rencontre les huiles essentielles dans divers familles botaniques. Elles se localisent
dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le cytoplasme de cellules
spécialisées (Degryse et al., 2008).
1.3.1. Répartition

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs
(Bruneton, 1999). Les plantes capables d’¢élaborer les constituants qui composent ces huiles
essentielles sont connues sous le nom des plantes aromatiques et sont réparties dans un
nombre limit¢ de familles: Myrtaceae (girofle, eucalyptus), Lauraceae (laurier-sauce,
cannelle), Rutaceae (citron), Lamiaceae (menthe, thym), Apiaceae (coriandre), Ombelliferes
(fenouil, cumin) (Charabot et al., 1999 ; Hubert, 2005 ; Swisso, 2005).
1.3.2. Localisation

D’aprés Bruneton (1999), Anton et Lobstein (2005), Oussala et al. (2006) et Figueredo
(2012) les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux :
- Fleurs : origan, oranger, rose, lavande, girofle (bouton floral), ylang-ylang (bractées).
- Feuilles (trés souvent) : citronnelle, eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge,
aiguilles de pin et sapin.
- Organes souterrains : racines (vétiver), rthizomes (gingembre, acore).
- Fruits : fenouil, anis, badiane, épicarpes des Citrus.
- Graines : carvi, noix de muscade.
- Bois : bois de rose, santal.

- Ecorce : cannelier.

Les huiles essentielles sont ¢laborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur
presque toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines
cellules ou se rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des substances

lipophiles (Gonzalez-trujano, 2007).
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La synthése et ’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence des structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante qui sont : cellules a I'huile essentielles des Lauraceae ou des
Zingiberaceae (Fig.01), poils sécréteurs des Lamiaceae (Fig.02), poches sécrétrices des
Myrtaceae ou des Rutaceae (Fig. 03) et canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae
(Fig. 04) (Bruneton, 1993 ; Ghuestem et al., 2001 ; Anton et Lobstein, 2005 ; Degryse et al.,
2008).

Figure 01: Glande sécrétrice avec cuticule Figure 02 : Poils épidermiques sur le

dans la face inferieure d’une feuille calice d’une fleur d’origan (Porter, 2001)

d’Origanum vulgare (Svoboda., 2000)

Figure 03 : Poche sécrétrice dans Origanum Figure 04 : Coupe transversale d’un canal
dictamnus (Gaspar et Leeke, 2004) résinifere (ROSS, 1974)

Les huiles essentielles peuvent aussi étre transportées dans 1’espace intracellulaire
lorsque les poches a essences sont localisées dans les tissus internes : c¢’est le cas des rhizomes

de fougere male par exemple. Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister
5
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simultanément chez une méme espéce, voire dans un méme organe (Fahn, 1988 ; Oussala et

al., 2006).

1.4. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont des liquides, a température ambiante, volatiles ce qui les
différencient des huiles fixes (Lardry et Haberkorn, 2007 ; Fanny, 2008), car si les essences
végétales forment une tache transparente sur le papier, celle-ci disparait rapidement (Charabot
et al., 1999 ; Binet et Brunel, 2000 ; Touscher et al., 2005). Elles ont une odeur aromatique
trés forte (Guy, 2005 ; Isman, 2006 ; Regnault-Roger et al., 2008 ; Bardeau, 2009) et sont
généralement incolores ou jaune pale a I’exception de quelques huiles essentielles telles que
I’huile de I’Achillée et I’huile de la Matricaire. Ces derni€res se caractérisent par une
coloration bleu a bleu verdatre, due a la présence de 1’azuléne et du chamazuléne (Bruneton,

1993 ; Charpentier et al., 2008).

La plupart des huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de 1’eau (< 1) sauf
pour les huiles essentielles de Sassafras (Sassafras albidum), de clou de Girofle (Syzium
aromaticum) et de Cannelle (Cinnamomum zeylanicum). Elles possedent un indice de
réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une
forte teneur en monoterpenes donnera un indice ¢élevé, cependant une teneur élevée en dérivés
oxygénés produira l'effet inverse et sont aussi douées de pouvoir rotatoire (Paris et
Hurabeille, 1981 ; Duraffourd et al., 1990 ; Salle et Pelletier, 1991 ; Zabeirou et Hachimou,
2005). Elles sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart des solvants
organiques mais trés peu solubles dans I’eau (Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ;
Abou Zeid, 2000 ; Ghuestem et al., 2001 ; Julani et al., 2006 ; Bardeau, 2009). Leur point
d’¢ébullition est toujours supérieur a 100°C et dépend de leurs poids moléculaires par exemple
les points d’¢ébullition du caryophylléne, du géraniol, du citral et du a-pinéne sont 260°, 230°,
228° et 156°, respectivement (Abou Zeid, 2000). Elles sont aussi tres altérables et s’oxydent

facilement au contact de 1’air et de la lumicre (Charpentier et al., 2008).
L.5. Propriétés et composition chimique

L'¢tude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant principalement a deux groupes

caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des terpénoides (les composés
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terpéniques) et le groupe des composés aromatiques, beaucoup moins fréquents, dérivés du
phénylpropane (Fig. 05). Elles peuvent également renfermer divers produits issus du
processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Teisseire, 1991 ;

Bruneton, 1999 ; Bakkali et al., 2008).
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Figure 05: Structure chimique de quelques terpénoides et composés aromatiques des huiles

essentielles (Bakkali et al., 2008)

La composition d’une huile essentielle peut varier considérablement dans 1’année

selon la saison pour une méme plante et selon les conditions de culture pour une méme
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souche végétale (ensoleillement, humidité, longueur du jour, fertilit¢ du sol) (Jean-Michel,

2006).
I.5.1. Composés terpéniques

Les terpenes sont des molécules trés volatiles fréquentes dans la nature, surtout dans
les plantes ou ils présentent les principaux constituants des huiles essentielles. Les terpenes
sont issus du couplage d’au moins 2 sous-unités isopréniques a 5 carbones (Fig. 06). Ils sont
subdivisés selon le nombre des unités d’isopréne en monoterpénes a 10 carbones,

sesquiterpenes a 15 carbones, diterpeénes a 20 carbones, ... (Bottin, 2006).

H,C

72
H,C CH,

L'isopréne ( 2-méthylbuta-1,3-diene).

Figure 06: Structure de I'unité isoprénique (Bottin, 2006)

e Monoterpénes

Les monotérpénes (Fig. 07) sont les plus simples constituants des terpénes ; ils sont
constitués de deux unités d’isoprene, leur formule chimique brute est CjoH;¢ (Chemat et al.,
2007). IIs représentent la majorité des huiles essentielles ( 90%). Ils peuvent étre acycliques
(Terpinéne, myrceéne, ocimene) ou bi cycliques (pineéne, camphéne, sabinéne) ou
monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene) (Bruneton, 2008).

CH,
H,C
H,C

pinégne

OH

menthol

Figure 07 : Exemple de quelques monoterpenes (Harnandez-Ochoa, 2005)
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e Sesquiterpénes

Les sesquitérpenes (Fig. 08) comportent trois unités d’isopréne. Leur formule
chimique brute est C;sHys (Belaiche, 1979 ; Bottin, 2006). Il s’agit de la classe la plus
diversifiée des terpeénes. Ils sont souvent représentés en faible quantit¢ dans les huiles
essentielles (Bruneton, 1999 ; Hernandez-Ochoa, 2005). Les sesquiterpeénes peuvent étre
¢galement, comme les monoterpeénes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne,
a-zingiberéne) ou polycycliques (matricine, artéannuine, 3, artémisinine). Ils renferment aussi
des fonctions comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone,
cis-longipinane-2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle), ...

(Bruneton, 1999 ; Laouer, 2004).

CH,
H,C '
caryophylléne

Farnesol

Figure 08 : Exemple de quelques sesquiterpénes (Harnandez-Ochoa, 2005)

e Diterpénes

Les diterpenes (Fig. 09) contiennent 20 atomes de carbone dans leurs squelettes de
base. Ils sont composés de quatre unités de l'isopréne et existent dans presque tout le regne

végétal (Chemat et al., 2007).
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Figure 09 : Exemple de quelques diterpénes (Chematet al., 2007)
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1.5.2. Composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques (Fig. 05) dérivés du
phénylpropane (C¢-Cs) qui, contrairement aux dérivés terpéniques, ils sont moins fréquents.
Ces composés aromatiques empruntent une voie biosynthétique différente de celle des
terpenes (Bakkali et al., 2008) et ils sont généralement responsables des caracteres
organoleptiques des huiles essentielles (Kunle et Okogum, 2003). Cette classe comporte des
composés odorants bien connus comme la vanilline, 1'eugénol, 1'anéthole, 1'estragole et bien
d'autres. Ils sont plus fréquents dans les huiles essentielles d'dpiaceae (persil, anis, fenouil,
cannelle, ...) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, du basilic, de

l'estragon, ... (Teisseire, 1991 ; Bruneton 1999 ; Bakkali et al., 2008).

1.5.3. Composés d’origines diverses

Les composés des huiles essentielles d’origines diverses sont des produits résultant de
la transformation de molécules non volatiles entrainables par la vapeur d’eau. Il s’agit de
composés issus soit de la dégradation des terpénes non volatils (c'est le cas par exemple des
ionones qui proviennent de l'auto-oxydation des caroténes) ou des acides gras qui sont
obtenues a partir des acides linoléique et a—linolénique. D’autres composés azotés ou soufrés

peuvent subsister mais sont rares (Bruneton, 1999).

1.6. Biosynthese

La biosynthése des huiles essentielles se fait suivant deux principales voies : la voie

des terpenoides et la voie des phénylpropanoides (Helander et al., 1998).

1.6.1. Voie des terpénoides
La particularité structurale la plus importante des terpeénes est la présence dans leur
squelette d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnu par Wallah dés 1887.

Cet isoprene est le véritable précurseur de la molécule terpénique ; d’ou le nom d’isoprénoide

(Bottin, 2006).

La principale voie du méthylerythritol phosphate (MEP) ou encore nommée voie
indépendante du mévalonate, mise en évidence a la fin des années 90, est une spécificité des
végétaux et se déroule dans les plastes (Fig. 10). Elle débute par la condensation d’une unité

pyruvate (Cs) avec une unité glycéraldéhyde 3-phosphate (C3) et conduit au méthylerythritol
10
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phosphate (MEP) un composé intermédiaire en Cs. Plusieurs étapes enzymatiques conduisent

ensuite a la synthése de I’IPP (isopentényl pyrophosphate) (Chang et al., 2001).

1.6.2. Voie des phénylpropanoides

La synthése des huiles essentielles par la voie des phénylpropanoides (Fig. 10)
commence par un métabolite du fructose, le PEP (phosphoenolpyrivate). Elle aboutit & un
trés grand nombre de substances aromatiques, via une série d’acides, dont ’acide shikimique
(d’ou son nom, voie shikimique) et 1’acide cinnamique. Les métabolites terminaux,
importants en thérapeutique sont les acides aromatiques suivants : acides salicylique,
cinnamique, benzoique et leurs esters dont la salicylate de méthyle. Quelques grandes familles
chimiques de molécules non volatiles, comme les tannoides et les flavonoides, se trouvent

incluses dans cette voie (Spurgeon et Porter, 1981).
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Figure 10 : Voies de biosynthése des huiles essentielles (Spurgeon et al., 1981)

11



Chapitre I : Présentation des huiles essentielles

1.7. Facteurs de variabilité

Une huile essentielle est trés fluctuante dans sa composition selon de multiples
parametres, qu’ils soient d’origine naturel ou d’origine technologique (Bernalet et al., 1985).
Les facteurs d’origine naturelle peuvent étre intrinséques, donc liés a la plante ou extrinseques
liés aux conditions de croissance et de développement de la plante (Bernalet et al., 1985 ;

Morin et Richard, 1985).

I.7.1. Facteurs d'origine naturelle
1.7.1.1. Facteurs intrinséques

Chez une méme espece végétale il arrive que la composition chimique de 1’huile
essentielle différe d’un organe a un autre. C’est le cas de la cannelle (Cinnamomum
zeylanicum Blume) dont les feuilles donnent une huile riche en eugénol, les écorces
fournissent un extrait ou l’aldéhyde cinnamique est majoritaire, tandis que le camphre
prédomine dans 1’essence des racines (Guignard, 1983). Egalement, la proportion des
différents constituants d’une huile essentielle peut varier de fagon importante tout au long du
développement, ainsi les variations parfois trés importantes sont observées chez ces especes :
fenouil, carotte, coriandre (chez cette derniére la teneur en linalol est de 50% plus élevé chez
le fruit mur que chez le fruit vert) (Slimane, 2002). Aussi, une méme espéce végétale
synthétise une essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope dans
lequel elle se développera, ces variétés chimiques sont communément appelées chémotypes,

types biogénétiques, races chimiques ou races biologiques (Laouer, 2004).

1.7.1.2. Facteurs extrinséques

IT existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. La température, le taux d'humidité (Boira et Blanquer, 1998 ; Pala-paul et
al., 2001), Paltitude et la latitude (Azevedo et al., 2001 ; Oliveira et al., 2005 ), la nature du
sol (Oliveira et al., 2005 ; Peng et Yang, 2005 ; Zheljazkov et al., 2005), la durée
d'ensoleillement et la pluviométrie représentent autant de causes potentielles de variations de
la composition chimique de I'huile essentielle (Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999 ; Sokmen et

al., 2004 ; Loziene et Venskutonis, 2005 ; Angioni et al., 2006).

12
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1.7.2. Facteurs d'origine technologique

De profondes modifications de 1'huile essentielle peuvent intervenir lors de
l'exploitation des végétaux, depuis leur collecte jusqu'a leur transformation industrielle
(Garnero, 1985). Le mode de récolte, les conditions de transport (Yayi et al., 2004), de
séchage et de stockage peuvent générer des dégradations enzymatiques (Bruneton, 1993). Les
changements les plus importants interviennent pendant 1'hydrodistillation, sous I'influence des
conditions opératoires, notamment du milieu (acidité, température) et de la durée d'extraction
(Lagunez Rivera, 2006 ; Chemat et al., 2007 ). D'autres facteurs tels que les traitements
auxquels on peut procéder avant ou pendant I'hydrodistillation (broyage, dilacération,
dégradation chimique ou enzymatique, pression, agitation) contribuent a la variation du

rendement et de la qualité de 1'huile essentielle (Lagunez Rivera, 2006).

I.8. Procédés d'extraction

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate et la plus
importante du processus. Elle a pour but de capter les produits les plus subtiles et les plus
fragiles élaborées par le végétal. Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction

de ces essences végétales (Tableau 01) (Sall¢, 2004 ; Hellal, 2011).

Tableau 01 : Différentes méthodes d’extraction des huiles essentielles (Sallé, 2004 ; Hellal,
2011).

Techniques Principes Références

Immerger directement la matiere végétale a traiter dans | Baser et

un ballon rempli d’eau placé sur une source de chaleur. | Buchbauer., (2010)
Hydrodistillation | Le tout est porté a ébullition, les vapeurs se condensent | Ferhat et al.

sur une surface froide et I'huile essentielle sera alors | (2010)

séparée de I'hydrolat par différence de densité (Fig. 11) | Silvério et al.
(2013)
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Techniques

Principes

Références

Extraction par
entrainement a la

vapeur d’eau

La vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la
matiere végétale située au-dessus d’une grille. Durant le
passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules
¢clatent et liberent 1’huile essentielle qui est vaporisée
sous l’action de la chaleur pour former un mélange
« eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite
véhiculé vers le condenseur et ’essencier avant d’étre
séparé¢ en une phase aqueuse et une phase organique

(I’huile essentielle).

Lucchesi (2005)

Extraction par

expression a froid

Le procede classique consiste a exercer, sous un courant
d’eau, une action abrasive sur la surface du fruit. Apres
¢élimination des déchets solides, I’huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par centrifugation ou par

décantation

Bruneton (1999)
Kimball (1999)

Extraction assistée

par micro-onde

Le matériel végétal est immergé dans un solvant
transparent aux micro-ondes de maniere a ce que seul le
végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer
I’eau présente dans le systeme glandulaire et vasculaire
de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui
passent dans le solvant (non chauffé). On filtre et on

récupere ensuite 1’extrait

Ida (1996)

Extraction par

solvants organiques

Elle consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des
lavages successifs, le solvant va se charger en molécules
aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour

y étre distillé a pression atmosphérique.

Lucchesi (2005)

1.9. Roles pour la plante

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes

comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Fanny, 2008). Elles sont en

général considérées comme des déchets du métabolisme (Amiot, 2005) ou des sous produits
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de I’activité métabolique d’une plante. Il y a beaucoup de spéculation au sujet du « role » des
huiles essentielles des plantes. Certainement plusieurs effets apparents « utiles » ont été
décrits:

- Réduction de la compétition des autres especes de plante (allélopathie) par inhibition
chimique de la germination des graines, par exemple le cinéole et le camphre, libérés dans
I’atmosphére par Salvia leucophylla sont absorbés par le sol sec, inhibant la germination des
especes prairiales (Porter et al., 2001 ; Thompson et al., 2003 ; Guignard et al., 2004 ;
Ormeno et al., 2007).

- Protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides et contre les herbivores par gofit et effets défavorables sur le systéme nerveux
(Porter et al., 2001 ; Thompson et al., 2003 ; Guignard et al., 2004 ; Ormeno et al., 2007).

- Certains auteurs pensent que les huiles essentielles pourraient avoir un role attractif vis-a-vis
des insectes pollinisateurs et favoriseraient ainsi la pollinisation (Bruneton, 1999 ; Guignard,
2000). D’autres considérent I’huile comme source énergétique, facilitant certaines réactions

chimiques et conservant I’humidité des plantes dans les climats désertiques (Belaiche, 1979).

1.10. Domaines d’application

Du fait de leurs propriétés multiples, les huiles essentielles sont utilisées dans les

domaines suivants :
¢ En thérapeutique

Les huiles essentielles sont la base de I’aromathérapie (Lais, 2001). Absorbées par la
voie respiratoire, cutanée ou orale selon leurs composition, les huiles essentielles agissent
quasiment dans tous les domaines de la santé (Bernalet et al., 1985 ; Valnet, 2000). Elles sont
particulierement recommandées pour traiter : les bobos du quotidien (coup, bosse, piqure
d’insecte, blessure, coupure, ...), les infections bactériennes et/ou virales (rhume, gastro-
entérite, bronchite, ...), les problémes de peau (acné, brulure, ...), les douleurs (articulaires,
musculaires, ...), les troubles digestifs (ballonnements, ...), les troubles nerveux liés au stress

(trac, maux de ventre, ...), ... (Festy, 2012).
e En pharmacie

Les huiles essentielles ont un grand intérét en pharmacie. Elles se trouvent dans la

formule d’un trés grand nombre de spécialités pharmaceutiques : sirops, gouttes, gélules, ...,
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du fait de leurs propriétés aromatisantes afin de masquer 'odeur désagréable des

médicaments (Salle, 1991 ; Elabed et Kambouche, 2003).
¢ En cosmétologie et parfumerie

Les huiles essentielles sont trés utilisées dans I’industrie des cosmétiques et de la
parfumerie, ou elles sont considérées comme étant des ¢léments de base. Elles entrent dans la
fabrication des parfums, eaux de toilette, savons, créemes cosmétiques, shampooings, lotions et

pommade de soins (Zhiri, 2006).
e En agroalimentaire

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le gotit, aromatiser
et colorer les aliments (Pingot, 1998 ; Bruneton, 1999 ; Grysole, 2005 ; Aprotosoaie et al.,
2010). Le secteur des boissons gazeuses s’aveére un gros utilisateur d’huiles essentielles
(Grysole, 2005). Ces huiles essentielles possédent des profils de composition chimique
différents ; Elles sont utilisées comme agents naturels de conservation des aliment a cause de
la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydants (Hammer et

al., 1999).
e En phytothérapie

En phytothérapie, les huiles essentielles (thymol et carvacrol) sont utilisées pour leurs
propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique
(Viollon et Chaumont, 1994). Cependant, elles posseédent également, des propriétés
cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et des désinfectants en tant qu’agents

antimicrobiens a large spectre (Sivropoulou et al., 1996).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des lamiacées (thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge, ... ). L'essence de thym est souvent rapportée comme étant
parmi les huiles essentielles les plus actives (Agnihotri et al., 2003). Son compos¢ majoritaire,
le carvacrol, possede ¢galement une forte activité antimicrobienne (Pauli et Knobloch, 1987).
Parmi 21 especes d'Eucalyptus étudiées, les composés volatils d'Eucalyptus citriodora se sont
révélés les plus efficaces, aussi bien vis-a-vis des bactéries que des levures et des

champignons (Hajji et al., 1993).
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De nombreuses huiles essentielles, comme les huiles de cannelle, muscade, clou de
girofle, basilic, persil, origan et thym possédent de puissants composés antioxydants (Karioti
et al., 2006 ; Edris, 2007). Le thymol et le carvacrol sont encore une fois les composés les
plus actifs. Leur activité est en relation avec leur structure phénolique car les composés de ce
type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un role important en neutralisant les
radicaux libres et en décomposant les peroxydes (Braga et al., 2006). L'activité antioxydante
des huiles essentielles est également attribuable a certains alcools, éthers, cétones, aldéhydes
monoterpéniques (linalool, 1,8-cinéole, géranial/néral, citronellal, isomenthone, menthone) et

quelques monoterpenes (a-terpinéne, ¥-terpinéne et a-terpinoléne) (Edris, 2007).

I.11. Toxicité

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de Citrus contenant
des furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). D'autres huiles essentielles ont un effet
neurotoxique (les cétones comme l'a-thujone) (Franchomme et Pénoé€l, 1990). Il existe
quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d’induire la formation du
cancer, c’est le cas par exemple des dérivés d’allydenzene ou de propenylbenzene comme le
safrol, I’estragol, la B-arasone et le méthyle-eugénol. Des chercheurs ont mis en évidence

’activité hypatocarcinogénique de ces composés chez les rongeurs (Guba et Lincolm, 1989)
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Chapitre II : Apercu sur les plantes lamiacées étudiées

I1.1. Généralités

La famille des lamiacées, connue également sous le nom des labiées, comporte
environ 258 genres pour 6 900 especes plus ou moins cosmopolites, mais dont la plupart se
concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le romarin. Ces plantes
sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de 1’herbe, parfois sous-arbrisseaux ou
ligneuses (Botineau, 2010). Une grande partie de ces plantes sont aromatiques riches en huile
essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal. Entre autres, un grand nombre de
genres de cette famille sont des sources de terpenoides, flavonoides et iridiodes glycosylés

(Cantino et al., 1999).

I1.2. Présentation des plantes étudiées

I1.2.1. Le romarin (Rosmarinus officinalis)

Le romarin est connu depuis longtemps pour ses vertus médicinales (Bellkhdar, 2006).
Le nom latin (Rosmarinus) est interprété, comme dérivé de : « Ros » : rosée et « Marinus » :
marin ou de marin, appartenant a la mer, autrement rosée marin, ce qui fait référence a la
présence du romarin sur les cotes et les les de la Méditerranée et a diverses 1égendes liées a

cette plante (Messaili, 1995).
I1.2.1.1. Position systématique

Le romarin désigne un genre de dicotylédones gamopétales, de I’ordre des Lamiales et
de la famille des Lamiaceae. La classification botanique d’apreés Quezel et Santa (2000)

place le romarin dans :

Reégne : Plantes

Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales (ou Labiales)
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Famille : Lamiaceae (ou Labiaceae)
Genre : Rosmarinus
Espéce : R. officinalis L.
Le nom local en Arabe est : Azir/Iklil Aljabal. Celui en Berbere est : Yazir (Bellkhdar,
2006).

I1.2.1.2. Description botanique

Rosmarinus officinalis est un arbrisseau qui peut atteindre 0.5 a 2 metre de hauteur
(Fig. 11 a), a port touffu et buissonneux, a rameaux dressés, densément feuillées et a racine
pivotante. Les feuilles sont étroitement lancéolées, linéaires et coriaces, d’un vert bronzé et
trés odorantes (Fig. 11 b). Les fleurs (Fig. 11 ¢), environ 1 cm de long, sont de couleur bleue
péale ou blanchatre, en cloche bilabiée a 1évre supérieure ovale enticre et a levre inférieure a 2
lobes lancéolés, maculées intérieurement de violet, disposées en courtes grappes denses et
s’épanouissent presque tout au long de 1’année. Leur calice (Fig. 11 d) a un aspect duveteux.
La corolle est bilabi¢e et dotée de quatre étamines (Fig. 11 e) (Bekkara et al., 2007 ;
Gonzalez-Trujano et al., 2007). Ces derniers sont plus longs que la corolle. L’ovaire présente
2 carpelles surmontées d’un style long courb¢ et bifide. Le fruit est un tétrakeéne lisses et

globuleux, brun foncé de 2.3 mm de longueur (Fig. 11 f) (Teuscher et al., 2005).

Figure 11 : Aspects morphologiques du romarin (Rosmarinus officinalis)
(Quezel et Santa, 2000)

a : plante enticre ; b : feuille ; ¢ : fleure ; d : calice ; e : étamine ; f: fruit
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I1.2.1.3. Répartition géographique

Originaire des régions méditerranéennes (coteaux arides garrigues et lieux rocheux), le
romarin pousse spontanément dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie notamment en
Espagne, Italie, Grece, sud de la France, Inde, Philippines, le nord de I’ Afrique (du Maroc a
Tunisie) et méme un peu plus au sud jusqu’aux confins sahariens, les Etats Unis et le Mexique

(Pelikau, 1986; Teuscher et al., 2005 ; Heinrich et al., 2006 ; Boullard, 2010).

En Algérie, le romarin est une plante indigéne poussant spontanément dans tout le
pays. C’est bien apparente en différentes régions telle que Oran, le littoral a Béni Saf, ... Il

occupe une superficie excédant 100 000 hectares (Benzebia et al., 2009).

11.2.1.4. Exigences pédoclimatiques

Le romarin se cultive dans le monde entier a partir de semis ou de boutures au
printemps. Il pousse sur tous types de terrains avec une préférence pour les sols calcaires,
pauvres, modérément fertiles (Anonyme, 2005), argileux limoneux situés dans les endroits
en soleillés, chauds, secs et abrités du vent (Fig. 12) (Heinrich et al., 2006). Il est répandu sur
la plupart des maquis, garrigues, sur les rivages marins, on le rencontre jusqu’a 1 500 m

d’altitude. Il accompagne souvent le pin d’Alep, la sauge et le thym (Benzebia et al., 2009).
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Figure 12: Exigences pédoclimatiques du romarin (Anonyme, 2015)

I1.2.1.5. Huile essentielle et composition chimique

La composition de 1'huile essentielle du romarin révélée par chromatographie en phase
gazeuse est présentée dans le tableau ci-dessous (Ibanez, 1999; Gonzalez-Trujano et al.,

2007).

Tableau 02: Composition des huiles essentielles extraites de Rosmarinus officinalis (Ibanez,

1999; Gonzalez-Trujano et al., 2007).

Groupes Composés majoritaires Pourcentage
Oxydes terpéniques 1,8-cinéole 5.00%
Bornéol 8.70%
Linalol 1.90%
Monoterpénols Terpinén-4-ol 1.00%
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Groupes Composés majoritaires Pourcentage
Monoterpénols Alpha-terpinéol 1.30%
Géraniol 0.80%
Alpha-pinéne 31.60%
Camphene 6.70%
Limonéne 3.50%
Béta-pinene 0.90%
Monoterpenes Myrcene 1.20%
Para-cymene 1.30%
Gamma —terpinéne 0.40%
Terpinoleéne 0.60%
Alpha-terpinéne 0.40%
Esters terpéniques Acétate de bornyle 9.60%
Verbénone 9.10%
Cétones Camphre 8.10%

I1.2.1.6. Propriétés et usages

Le romarin est une herbe qui a été utilisée pour purifier I’air et ¢loigner les maladies
contagieuses (Zebiri et Hachachma, 1998). Depuis ’antiquité, il est employé pour améliorer
et stimuler la mémoire. Encore aujourd’hui en Gréce, les étudiants en font bruler dans leurs
chambres en période d’examens (Boullard, 2010). 11 posséde surtout des
propriétés stimulantes du systéme nerveux, stomatiques, antispasmodiques, calmantes des
nerfs surtout au moment de la ménopause (Sedjelmassi, 1993), anti-cancérogenes (grace a
certains composants tels que le carnosol, le rosmaridiphénol, le rosmanol et l'acide
rosmarinique) (Atik bekkara et al., 2007) et il est en méme temps diurétique (Anonyme,

1999).

L’huile essentielle du romarin a une activité inhibitrice modérée sur cinq levures
(Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowialy politica) (Sacchett et al., 2005). Elle peut empécher la 1ésion de la
carie en inhibant la croissance du Streptococcus sobrinus et peuvent aussi éliminer les plaques

dentaires par suppression de l'activité de la glucosyltransférase (Tsai et ai, 2007). Elle s'est
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avérée aussi un agent ovicide contre trois especes de moustique (Anopheles stephensi, Culex
quinquefasciatus et surtout contre Aedesa egyptiet) (Gillj et al., 2007). Le carnosol possede
une activité antivirale contre le virus de sida (HIV), alors que ’acide caronosique a un effet
inhibiteur trés puissant & une concentration trés basse contre la protéase de HIV-1 (Aruoma et

al., 1996).

L’activit¢ antioxydante du romarin a retenu [Dattention des industriels de
I’agroalimentaire, liée en partie a I’acide rosmarinique comme antioxydant pour conserver les

produits a base de viande (Fernandez-Lopez et al., 2005 ; Balentine et a/.,20006).

I1.2.1.7. Maladies et ravageurs

Le romarin peut étre sujet a de nombreuses attaques de microorganismes tels que les
champignons dont les plus redoutables Ascochyta rosmarini et Coutura costagnei qui causent
des dégats sur les feuilles (Anonyme, 2004), et Botrytis qui provoque un desséchement en
« crosse » du sommet des tiges, trés fréquent apres des périodes humides sur pousses tendes

au printemps (Anonyme, 2004).

Les insectes peuvent aussi causer des dégats importants sur le romarin car ils
sectionnent 1’apex des jeunes pousses. Parmi les insectes responsables de ce phénoméne
Arima marginata et Chrisolina américana ; un insecte de 1’ordre des Coléopteres et de la

famille des Chrysomélidés (Anonyme, 2004).

I1.2.2. La menthe pouliot (Mentha pulegium)

Mentha pulegium L. est une espece spontanée, odorante qui appartient a la famille des
Lamiacées. Elle est connue sous le nom de menthe pouliot. Elle est parfois cultivée comme
plante condimentaire pour ses feuilles trés aromatiques. Le nom de « pouliot » vient du latin
« pulegium », qui dérive de pulex : la puce ; plante ayant la propriété d'éloigner les puces

(Gamisans et Jeanmonod, 1993).

I1.2.2.1. Position systématique
D’apreés Guignard et Dupont (2004), la systématique de Mentha pulegium est la

suivante :
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Régne : Plantes

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : M. pulegium L.
Le nom local en arabe est Fliou (Lemordant et a/., 1977 ; Bellakhdar, 1978).
11.2.2.2. Description botanique

La menthe pouliot (Fig. 13 a) est une plante de 10 a 30 cm de longueur, a
inflorescence formée de nombreux verticilles denses, feuillés et distants. Sa saveur est
fortement aromatique et son odeur est intense. La tige est quadrangulaire, les feuilles
(Fig. 13 b), opposées et petites, sont ovales presque enticres (Iégérement dentelées) et munies
d'un court pétiole (Gamisans et Jeanmonod, 1993 ; Bekhechi, 2008). Les fleurs (Fig. 13 c)
sont petites, hermaphrodites, pédonculées, rosées ou violacées, parfois blanches, échelonnées
le long de la tige et qui apparaissent I'été, de juillet a la fin septembre (Vander-Jagt et al.,
2002). Le calice (Fig. 13 d) veiné a 5 sépales inégaux presque bilabiés, tubuleux, velues, a

gorge formée par des poils connivents. Les fruits son des akénes (Fig. 13 e) (Massali, 1995).

p > X
= [ > "':]. -":."::I i‘iii.

Figure 13 : Aspects morphologiques de la menthe pouliot (Mentha pulegium) (Tutin et al.,
1968)

a : plante entiére ; b : feuille ; ¢ : fleure ; d : calice ; e : fruit
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I1.2.2.3. Répartition géographique

M. pulegium, fait partie de la sixieéme et la derniere série de la famille des labiées. Elle
est tres répandue dans 1’aire méditerranéenne (Abdel, 2003), dans le nord de I’Europe et dans

I’Asie (de Chypre au Turkménistan) (Gamisans et Jeanmonod, 1993; Marotti et al., 1994).

En Algérie Mentha pulegium est trés abondante (146 especes) et pousse spontanément.

Elle est localisée dans la grande Kabylie et la région de Tlemcen (Kadik, 2005).

11.2.2.4. Exigences pédoclimatiques

Mentha pulegium pousse spontanément dans les lieux humides, fraiches,
moyennement éclairées des plaines et des montagnes jusqu’a 2 200 m d’altitude (Bekhechi,
2008). Cette espece végétale annuelle se rencontre généralement dans les champs, les
pelouses, les montagnes et les foréts a des sols riches en bases et en éléments nutritifs, plutot
de pH neutre. Elle exige donc des sols peu compacts mais a forte teneur en maticres
organiques. Elle nécessite également, une longueur de jour de 1’ordre de 16 heures pour
fleurir, pour autant que la fertilisation azotée et 1’irrigation soient suffisantes. La température
de l'ordre de 30°C donne une croissance optimale (la sensibilité a la température est

accentuée par le caractere vivace de la plante) (Fig. 14) (Angelini, 2015).
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Figure 14 : Exigences pédoclimatiques de la menthe pouliot (Anonyme, 2015)
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I1.2.2.5. Huile essentielle et composition chimique

Les huiles essentielles de la menthe pouliot sont caractérisées par la prépondérance de
la pulégone accompagnée d’autres cétones monoterpéniques : limonene, menthone, ...

(Tableau 03) (Bremness, 2001 ; EI-Ghorab, 2006).

Tableau 03 : Composition des huiles essentielles extraites de Mentha pulegium (en %)

Composés Beghidja et al. (2007) : Jijel | Bekhechi (2008) : Tlemcen
a-pinéne 0.18 0.3
B-pinéne 0.4 0.2
Sabinéne 0.14 -
Myrcéne 0.12 -
Limonene 1.17 0.7
1,8-cinéole 0.18 0.2
p-cymene 0.04 0.1
Isomenthone 0.02 0.4
Pipéritone 0.3 0.5
Pipériténone 0.28 3.9
Menthone 0,6 10.9
Pulégone 87.3 75.8

I1.2.2.6. Propriétés et usages

Mentha pulegium est une plante, que dans le temps, était méconnue, utilisée
uniquement pour former des couronnes que les hommes portaient lors des cérémonies

religieuses. Par contre les chinois connaissaient ses propriétés calmantes et antispasmodiques,
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rafraichissantes, anesthésiques, antiseptiques et fébrifuges des voies respiratoires et

digestives, contre la grippe, le rhume et les maux de dents (Kebissi, 2004).

La menthe pouliot est une plante alimentaire et aromatique utilisée pour aromatiser les
sauces, les desserts et les boissons. Egalement, dans les produits cosmétiques surtout pour
parfumer le corps et les temples. Actuellement, elle est utilisée dans la fabrication des
dentifrices, des déodorants, des parfums et des savons et les détergents (Aouadhi, 2010). C’est
aussi une plante médicinale ; Hippocrate la considérait comme excitante alors que Pline a
constate son effet antalgique, bactéricide, insecticide, ... (Kebissi, 2004). Comme effet
insecticide, elle ¢loigne les pucerons et spécifiquement la vermine (Baba Aissa, 2000 ;
Bekhechi, 2008). En usage externe, ses feuilles soulagent les piqlres d’insectes (Lamin et al.,
2001). Tandis que pour I’effet bactéricide, on jette une poignée de feuilles de menthe pour
enrayer le développement des bactéries en plus de rendre I’eau plus désaltérante. Egalement,
elle purifie I’eau dans les pays arabes, I’eau devient plus ou moins fraiche car elle est

conservée dans des jarres parfois pendant plusieurs jours (Noudin et Grumbach, 2000).

11.2.2.7. Maladies et ravageurs

Les principaux ravageurs de la menthe pouliot sont les chenilles des noctuelles, les
pucerons, les criquets, les altises ou les puces, les escargots et les limaces
(Anonyme, 2004). Alors que les maladies les plus importantes sont la rouille et I’oidium. Leur
développement est favorisé par la chaleur et ’humidité (elle sévit au printemps et pendant
1’¢été). La rouille se présente sous forme des taches jaunes sur les tiges et des points bruns
rouges sur la face inférieure des vieilles feuilles. L’oidium est caractérisé¢ par un feutrage

blanc, d’aspect farineux qui couvre la surface des feuilles (Anonyme, 2004).
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Chapitre III : Généralités sur Pseudomonas aeruginosa et les infections

nosocomiales

II1.1. Présentation des infections nosocomiales

II1.1.1. Définition

L'infection se définit par 1'envahissement de I'organisme par un agent étranger, comme
une bactérie ou un virus, provoquant un état pathologique par une Iésion des cellules locales,
une libération de substances toxiques ou par une réaction intracellulaire germe-anticorps

(Abesaid, 1999 ; Kaoutar et al., 2004 ; Raisin, 2009).

Le terme « nosocomial » vient soit du grec «noso » et « komos », qui signifient
association et soins soit du latin « nosocomial » qui signifie hopital. Il qualifie ce qui se
rapporte aux hopitaux et se qui contracte lors des soins (Abesaid, 1999 ; Kaoutar et al., 2004 ;

Raisin, 2009).

On appelle infection nosocomiale toute maladies due a un micro-organisme, contractée
par un patient aprés son admission a 1’hopital, que les symptomes apparaissent pendant ou
apres le séjour, que I’infection soit reconnaissable au plan clinique, microbiologique ou les
deux. Classiquement, on considére comme telles les infections apparues aprés les 48
premicres heures d’hospitalisation (Leroy, 1998). D’apres 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), les infections nosocomiales (IN) peuvent étre décrites comme « des infections
survenant chez un patient au sein d’un hopital ou d’un autre établissement de santé et chez qui
cette infection n’était ni présente ni en incubation au moment de 1’admission. Cette définition
inclut les infections contractées a I’hdpital mais qui se déclarent apres la sortie, et également

les infections professionnelles parmi le personnel de 1’établissement » (Hidron et al., 2007)

II1.1.2. Causes et origines

Les agents pathogeénes responsables d’IN peuvent avoir deux origines (Hidron et al.,

2007):
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- Une origine endogene, c'est-a-dire qu’ils font partie de la flore commensale du patient. Les
pathogénes sont présents chez le patient avant 1’hospitalisation, par exemple au niveau des

voies respiratoires, de la peau, de la sphére gastro-intestinale ou génitale.

- Une origine exogéne, c'est-a-dire que le patient a été en contact avec ces organismes au
cours de I’hospitalisation. Ces pathogenes peuvent provenir de la flore transitoire ou résidente
du personnel soignant ou de visiteurs, de dispositifs médicaux et méme de I’environnement et

des locaux hospitaliers.

I11.1.3. Différents types des infections nosocomiales

La fréquence et 1’¢étiologie des IN est trés variable, selon la région étudiée aussi bien
que selon le type de service hospitalier et de patients concernés. Quelques catégories
d’infections se distinguent néanmoins des autres (Ducel et a/., 2002) :
- Les infections urinaires : les plus fréquentes, elles sont contractées lors d’un sondage
urinaire.
- Les infections du site opératoire : on distingue pour cette catégorie les infections de la
plaie opératoire (plutdt superficielle a ’origine) et les infections profondes touchant les
organes. Les chirurgies visant a la mise en place d’une prothése ou bien pour une
transplantation peuvent causer des IN d’apparitions trés tardives, jusqu’a un an apres
I’opération.
- Les pneumopathies : celles-ci sont en majorité associées a la mise en place d’une
ventilation mécanique, ce qui constitue un réel fléau au sein des unités de soins intensifs
(USD).
- Les septicémies : ici encore, 1’utilisation de dispositif médical (DM) est associée a la plupart
des cas de septicémies nosocomiales, que ce soient les dispositifs intra-vasculaires (comme

les chambres de perfusion veineuse) ou les cathéters centraux ou périphériques.

Parmi les autres IN moins fréquentes et/ou de moindre gravité, on retrouve les
infections de la peau et des tissus mous, les gastro-entérites (qui touchent surtout les enfants),
les infections de la sphére oto-rhino-laryngée (ORL) comme les sinusites ou les

conjonctivites, ou encore les infections post-partum de la sphére génitale (Ducel et al., 2002).
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II1.1.4. Facteurs de risque
Les taux des IN sont plus élevés chez les personnes agées (Jarvis et al., 1991) et les
personnes qui sont atteintes d’une maladie grave abaissant les défenses naturelles de

I’organisme (Anderson, 1998). Egalement, 1’hospitalisation au décours ou a cause accroit

I’incidence de I’IN (Haley, 1981).

II1.2. Généralités sur Pseudomonas aeruginosa

La bactérie pathogéne opportuniste actuellement connue sous le nom de P. aeruginosa
a regu plusieurs noms a travers son histoire sur la base de ses cultures de coloration bleu-vert
caractéristique produisant le plus souvent des pigments de pyocyanine et de pyoverdine, ainsi

que son odeur aromatique caractéristique (seringat).
I11.2.1. Systématique

D’aprés Delarras (2010), la classification de Pseudomonas aeruginosa est la suivante :

Régne : Bacteria

Embranchement : Gracilicutes Gram-
Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonaceae

Genre : Pseudomonas

Espece : P. aeruginosa
I11.2.2. Morphologie et caractéristiques générales

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif de 1 a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de
large (Fig. 15). C’est une bactérie dépourvue de spores et de capsules, mobile grace a la
présence d’un flagelle monotriche polaire (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008). Elle est aérobie
possédant un métabolisme oxydatif, mais en absence d’oxygene elle peut utiliser les nitrates
comme accepteur d’électrons (Van Alst et al., 2009). C’est une bactérie mésophile capable de
se développer dans des températures allant de +4°C a +45°C avec une température optimale

de croissance entre 30 et 37°C (Van Alst et al., 2009).
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Figure 15: Pseudomonas aeruginosa (Anonyme, 2011)

I11.2.4. Habitat et pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans I’environnement
(sols humides, plantes, eaux...) (Lister et al., 2009) sous forme planctonique. On la trouve
aussi en milieu hospitalier (eau et nourriture crudités ou fruits frais) (Avril, 1988). Elle fait
partie de la flore commensal non habituelle de I’homme, hébergement transitoire (tube
digestif, oropharynx, zones cutanées humides comme aisselles et périnée ou a I’état sessile
dans un biofilm, colonisation favorisée par antibiothérapie ou les 1ésions (Costerton et al.,

1995).

La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuée a la production de plusieurs facteurs de
virulence, hautement induits dans I’infection et s’expriment préférentiellement sur les terrains
immunodéprimés (Mahenthiralingam et al., 1996). Les facteurs de virulence peuvent étre, soit
des composants intrinseques de la surface cellulaire, soit des produits extra-cellulaires
(protéases, exotoxine A) (Le minor et Veron, 1982). La production simultanée de certains
d’entre eux est indispensable pour permettre a une souche de P. aeruginosa de coloniser
I’homme et de développer un pouvoir infectieux a son encontre. L’action cumulée de ces
facteurs peut conduire a une inhibition de la synthése protéique, une lyse des tissus, des
1ésions nécrotiques et hémorragiques ou encore une diminution des globules blancs (Hardalo

et Edberg, 1997 ; Denis et al., 2007).

31



Chapitre IV : Matériel et méthodes

Chapitre IV : Matériel et méthodes

Notre étude consiste a évaluer D’activité antibactérienne des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis et Mentha pulegium vis-a-vis de la souche bactérienne pathogéne
Pseudomonas aeruginosa responsable des infections nosocomiales et a déterminer la

concentration minimale d’inhibition (CMI) de ces mémes huiles essentielles.

IV.1 Matériel
IV.1.1. Matériel végétal

Deux plantes aromatiques et médicinales spontanées de la famille des Lamiaceae ont
été¢ utilisées dans notre expérimentation : Il s’agit de romarin (Rosmarinnus officinalis)
(Fig. 16) et de la menthe pouliot (Mentha pulegium) (Fig. 17). Ces plantes ont été prélevées
de la région de Oued Chorfa de Ain Defla.

Figure 16 : Rosmarinus officinalis Figure 17 : Mentha pulegium
(Original, 2016) (Original, 2016)

IV.1.2. Matériel bactérien

Le matériel biologique, choisi pour I’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles
essentielles du romarin et de la menthe pouliot était présenté par la souche Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853. Cette souche a été isolée des produits pathologiques et provenue de

laboratoire de Louis Pasteur d’Alger (Fig. 18).
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Le choix de la bactérie Pseudomonas aeruginosa ¢€tait basé sur son intérét
pathologique, en relation avec des problémes plus généraux de résistance aux antibiotiques
habituels. Cette bactérie est résistante a un grand nombre d'antibiotiques. Il ne faut donc
jamais les traiter en monothérapie. Les antibiotiques actifs contre P. aeruginosa sont les
carbapénemes, certaines fluoroquinolones (la ciprofloxacine a forte dose en est un exemple),
certaines pénicillines (pipe-tazo) ainsi que des céphalosporines de troisiéme génération (par

exemple la ceftazidime).

Figure 18 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 sur milieu King B (Original, 2016)

Les caractéristiques de cette souche bactérienne sont récapitulées dans le tableau 04.

Tableau 04 : Caractéristiques de Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853

Type de Références bibliographiques

Souche bactérienne Famille Forme Gram ATCC

Delarras (2010)

P. aeruginosa Pseudomonaceae | Bacille | Gram- 25853 | Hafiane et Ravaoarinoro

(2008)
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IV.1.3. Matériel du laboratoire

Le matériel du laboratoire utilisé dans notre travail est présenté dans le tableau 05.

Tableau 05 : Matériel du laboratoire employ¢ durant notre étude

Appareillage Verreries et instruments | Produits et solvants | Milieux de culture
Etuve Pipettes Pasteur Tween 80 Muller Hinton (MH)
Réfrigérateur Anse a ensemencer Eau distillée King B
Plaque chauffante Ecouvillon Eau physiologique
Balance Boites de Pétri
Autoclave Tubes a essai

Dispositif d’extraction
Bec Bunsen

Bain marie

Portoir
Pinces

Eprouvette

IV.2. Méthodes d’étude

IV.2.1. Présentation du site de prélevement

La région de Oued Chorfa se trouve dans la wilaya de Ain Defla (Fig. 19) a 85 km au

sud de la ville d’Alger. Elle se trouve sur une latitude de 369 m et bénéficie d’un climat de

type méditerrané, relativement homogene, avec des étés chauds et secs et des hivers frais.
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Figure 19 : Lieu de récolte des échantillons de Rosmarinnus officinalis et Mentha pulegium

(Anonyme, 2008)

1V.2.2. Extraction des huiles essentieles

IV.2.2.1. Récolte des plantes

La partie aérienne (feuilles, tiges) du romarin et de la menthe pouliot a été récoltée
d’une maniére aléatoire de la région de Oued Chorfa de Ain Defla au mois de novembre 2015,
au stade végétatif pour la menthe pouliot et au début de floraison pour le romarin. Les
échantillons ont ét¢ mis dans des sachets en plastique et portés directement au laboratoire
(Fig. 20). L’identification des especes a ¢té faite parle département d’Agronomie de

P’université de Khemis Miliana.
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Figure 20 : Echantillons dans des sachets en plastique (Original, 2016)

1V.2.2.2. Déshydratation

Les feuilles ainsi que les tiges récoltées ont été¢ séchées a 1’aire libre, a 1’abri de la

lumicre et de I’humidité pendant 20 jours a un mois (Fig. 21 et 22).

seche

Figure 21 : Rosmarinnus officinalis seche Figure 22 : Mentha pulegium
(Original, 2016) (Original, 2016)

1v.2.2.3. Extraction

En général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel
végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles, ...), de la nature des composés (flavonoides, huiles

essentielles, tanins, ...) et de la fragilité¢ de certains constituants des huiles a la température
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¢levée (Nairouz, 2005 ; Hellal, 2011). La méthode d’extraction des huiles essentielles utilisée
au cours de notre expérimentation est 1’hydrodistillation en utilisant un appareil de type
Clevenger (Fig. 23). L’opération a duré deux heures selon le protocole suivant : Une quantité
de 50g de matériel végétal sec a été mise dans un ballon d’un litre, rempli de 1’eau distillée
(500 ml pour Rosmarinus officinalis et 700 ml pour Mentha pulegium). Le mélange a été
chauffé a I’aide d’une chauffe ballon et porté¢ a ébullition pendant deux heures. Les vapeurs
chargées de substances volatiles traversent le réfrigérant, se condensent, I’huile flotte a la
surface de 1’eau de distillation puis elle a été récupérée dans des éppendorfs. A la fin de
I’extraction de la premicre espeéce, ’appareil a été nettoyé avant de procéder a celle de la

deuxieéme espece.

Réfrigérant

Matiere végétale

Figure 23 : Montage de I’hydrodistillateur de type Clevenger (Original, 2016)

Les éppendorfs ainsi obtenus ont été¢ fermés hermétiquement et recouverts avec du
papier aluminium (Fig. 24) et gardés a 1’abri de I’air et de la lumicre pour éviter tout risque
d’altération. Ils ont été conservés en position vertical (en position horizontale, il y a risque que
le bouchon soit attaqué par 1’huile essentielle) (Huardi, 1981) a une température de 4°C

jusqu’a leur utilisation.
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La durée de conservation des huiles essentielles pures, dans de bonnes condition, se

situe aux alentours de 12 a 36 mois selon I’huile essentielle considérée (Roux, 2008).

Figure 24 : Eppendorfs recouverts du papier aluminium (Original, 2016)

1V.2.2.4. Détermination des propriétés organoleptiques

L’appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles consiste a

évaluer 1’aspect, I’odeur et la couleur (Touaimi, 2014)

1V.2.3. Evaluation de I’activité antibactérienne

1V.2.3.1. Ré-isolement des souches bactériennes

Toute notre expérimentation a été réalisée dans les conditions d’asepsie (Désinfection
a I’eau de Javel des mains et du plan de travail avant et aprés toute manipulation et réglage de
la flamme bleue du bec Bunsen afin de stériliser 1’air alentour dans un rayon de 18 cm (zone

de protection)).

La souche bactérienne (une colonie bien isolée de P. aeruginosa) a été prélevée a
I’aide d’une anse de platine stérilisée au préalable et ensemencée selon la méthode de stries a
la surface d’un milieu spécifique King B dans des boites de Pétri (Fig. 25). Les boites ont été
par la suite incubées a I’étuve a 37 °C pendant 18 a 24 heures, pour I’obtention des souches

pures et jeunes.
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Figure 25 : Ré-isolement des souches de P. aeruginosa sur King B (Original, 2016)

IV.2.3.2. Préparation du milieu de culture pour le test antibactérien

Dans notre travail nous avons utilisé, pour tester I’activité biologique des huiles
essentielles du romarin et de la menthe pouliot sur la souche bactérienne, comme milieu de
culture la gélose Muller Hinton (MH) (Fig. 26). La composition de ce milieu est notée en

annexe 01.

Figure 26 : Coulage du milieu de culture MH (Original, 2016)

1V.2.3.3. Préparation de I'inoculum

A Tl'aide d’une anse a ensemencer stérilisée, quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques on été prélevées du milieu King B et mises dans 10 ml de I'eau
physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). La suspension bactérienne, bien homogénéisée, a
¢té laissée sur la paillasse pendant 30 minutes (Fig. 27).
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Figure 27 : Préparation de 1’inoculum de la souche bactérienne (Original, 2016)

1V.2.3.4. Ensemencement

L’ensemencement a été fait apres la préparation de 1’inoculum. Un écouvillon stérilisé
a été trempé dans la suspension bactérienne puis étalé en stries serrées sur la surface du milieu
MH (Fig. 28). Pour I’ensemencement de toutes les boites, 1’écouvillon a été¢ rechargé a

chaque fois.

Figure 28 : Ensemencement bactérien sur milieu MH (Original, 2016)
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1V.2.3.5. Préparation des dilutions

Un volume de 200ul d’huile essentielle de chaque espeéce végétale a été dilué dans
10 ml de Tween 80 dans un premier tube, ce qui donne une dilution de 2% (solution mere).
Une série de dilution de I’huile essentielle a été préparée a des concentrations allant de 2% a
0.06%. La réalisation de ces dilutions a été faite comme suit : la moitié (5 ml) du premier tube
(solution mere) a été versée dans un deuxieme tube ou 5 ml de Tween 80 ont été ajoutés, c’est
la dilution 1%. On a procédé de la méme maniére jusqu'a obtention de la derniére dilution
0.06%. La gamme de concentration finale ainsi obtenue était 2%, 1%, 0.5%, 0.25%,

0.125% et 0.06% (Fig. 29).

“.. — -l
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Figure 29 : Dilutions des huiles essentielles (Original, 2016)

1V.2.3.6. Préparation des disques

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis et Mentha
pulegium sur Pseudomonas aeruginosa, nous avons utilis¢ la méthode de diffusion sur

disques décrite par Rasooli et al. (2008).

Les disques utilisés dans notre test bactéricide sont des disques du papier wattman N3
de 9 mm de diametre. Ces disques ont ét€ mis dans un tube a essai puis stérilisés a l'autoclave
a 120°C pendant 15 min. Par la suite, ils ont été stockés a une température ambiante (le tube a

essail est hermétiquement fermé).
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1V.2.3.7. Application des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, les disques imbibés par
les différentes doses d'huile essentielle du romarin et de la menthe pouliot pendant 15 min
puis séchés ont été¢ déposés sur le milieu MH a raison de 3 disques par boite (Fig. 30). Pour le
témoin un seul disque sans huile essentielle a ét¢ déposé au milieu de la boite contenant le
milieu MH. Trois répétitions ont été faite pour chaque dose. Les boites ont été ensuite fermées

et incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures.

Figure 30 : Application des disques (Original, 2016)

1V.2.3.8. Détermination du potentiel antibactérien

L’¢évaluation de I’effet des huiles essentielle des plantes étudiées sur P. aeruginosa a
¢té faite aprés 24 heures en mesurant le diamétre en mm de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’une régle. Ainsi, la moyenne des trois diamétres perpendiculaires
passant par le milieu du disque a été calculée (trois répétitions ont été effectuées pour chaque
souche). Le résultat peut €tre symbolis¢€ par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-

a-vis de I’huile essentielle (Ponce et al., 2003) :

- Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8 mm.
- Sensible (+): diamétre entre 9 & 14 mm.

- Trés sensible (++): diameétre compris entre 15 a 19 mm.
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- Extrémement sensible (+++): diamétre > 20 mm.

L’échelle d’estimation de 1’activité antibactérienne est donné par Mutai et al. (2009).
Ils ont classé les diamétres des zones d’inhibition (D) de la croissance bactérienne en 5

classes :

- Tres fortement inhibitrice : D > 30 mm

- Fortement inhibitrice : 21 mm < D < 29 mm
- Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm
- Légerement inhibitrice : 11 mm < D <16 mm

- Non inhibitrice : D < 10 mm

1V.2.3.9. Détermination du pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne

Le pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne est calculé par la formule

suivante (Haddaf et al., 2004) :
% Inhibition = (D test / D contréle) x 100

D test : Diamétre de la zone d’inhibition.

D controéle : Diamétre de la boite de Pétri.

1V.2.3.10. Calcul de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

On peut définir la CMI par la concentration minimale inhibitrice ou bien la plus faible
concentration d’une substance capable d’inhiber dans un milieu (liquide ou solide) toute
culture visible de la souche étudié¢e (Ferron, 1976 ; Le Minor et Veron, 1989). Autrement dit,
c’est la concentration pour laquelle il n’y a pas de culture bactérienne visible (Carbonelle al.,

1987).
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IV.3. Analyse statistique

L’étude statistique a été effectuée a I’aide du logiciel Statistix 9. Lors de cette étude,
nous avons fait appel a 1’analyse variance ANOVA pour étudier les différentes interactions
entre les parameétres étudiés (huiles essentielles, dose). La comparaison des moyennes des

différentes huiles essentielles a été faite par le test Newman et Keuls au seuil P =5

- Différence non significative : p > 0.05
- Différence significative : p < 0.05
- Différence hautement significative : p < 0.01

- Différence trés hautement significative : p < 0.001
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Chapitre V : Résultats et discussions

V.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des deux plantes lamiacées
Rosmarinus officinalis et Mentha pulegium extraites par la technique d'hydrodistillation,
méthode normée pour l'extraction d'une huile essentielle (Marie Elisabeth, 2005), sont

présentés dans le tableau 06.

Tableau 06 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de Rosmarinus

officinalis et Mentha pulegium

Huiles essentielles Aspect Couleur Odeur
Rosmarinus officinalis Liquide mobile Jaune claire Camphrée
Mentha pulegium Liquide limpide Jaune pale Menthée caractéristique

D’aprés le tableau ci-dessus, nous avons observé que I’aspect, la coloration et 1’odeur
des huiles essentielles des deux espéces végétales extraites différent d’une plante a une autre.
Les huiles essentielles du romarin sont liquides mobiles alors que celles de la menthe pouliot
sont liquides limpides. Ainsi, chaque huile posséde une couleur précise qui est jaune claire
pour le romarin et jaune pale pour la menthe pouliot. Egalement, nous avons constaté que
chaque huile essentielle exhale une odeur spécifique ; camphrée pour le romarin et menthée

caractéristique pour la menthe pouliot (Fig. 31 et 32).
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Figure 31: Huile essentielle de Figure 32 : Huile essentielle de
R. officinalis (Original, 2016) M. pulegium (Original, 2016)

Les paramétres organoleptiques de nos huiles essentielles sont en accord avec ceux
répertoriés dans les normes AFNOR (2000) qui disent que les huiles essentielles pour les deux
especes sont liquides mobiles, limpides, de couleur jaune pale a incolores; et d’odeur plus ou
moins camphrée selon 1’origine pour le romarin et menthée pour la menthe pouliot.
Egalement, les études réalisées par Makhloufi (2011) et Benikhlef (2014) ont montré que les
huiles essentielles de R. officinalis de la région de Ouargla et de Bechar sont liquides mobiles,
jaunes claires et camphrées. Les travaux de Lahreche (2010) ont révélé que les huiles
essentielles de M. pulegium de la région de Djelfa sont liquides mobiles, jaunes pales et

dégagent une forte odeur menthée caractéristique.

V.2. Caractéristiques morphologiques des colonies de Pseudomonas

aeruginosa

Les colonies poussant apres 24 heures d’incubation sont plates, a bord irrégulier et a
aspect iris¢é métallique. La présence d’une couleur verte brillante diffusible caractérise
I’espece P. aeruginosa (Fig. 33). Cette coloration est due a I’existence de pyocyanine (un

pigment spécifique de P. aeruginosa).
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Figure 33 : Colonies de P. aeruginosa apres incubation de 24 h (Original, 2016)

V.3. Pouvoir antibactérien

L’étude in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis et de Mentha pulegium par la méthode de diffusion des disques sur un milieu
gélos¢ solide (Muller Hinton) a révélé la présence d’une activité antibactérienne sur

la souche pathogene d'origine hospitaliere (Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été estimée en termes de diamétre
de la zone d'inhibition autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis du germe

étudié apres 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°C.

V.3.1. Effet antibactérien des huiles essentielles étudiées

Les diametres moyens de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnés
des huiles essentielles pures et ses dilutions apres 24 heures d’incubation a 37°C sont résumés

dans le tableau 07 puis illustrés par les figures 34, 35 et 36.
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Tableau 07 : Diameétres moyens de la zone d’inhibition des huiles essentielles du romarin et

de la menthe pouliot sur P. aeruginosa

Dy Dp Dy D, D, D3 Dy Ds
Dilutions 0% | 100% | 2% 1% | 0.5% |0.2% | 0.125% | 0.06%
Diamétres moyens
(Romarin) 0 16 14 13 12 11 10 10
Diameétres moyens
(Menthe pouliot) 0 16.66 | 16 14 13 12 9 9
18 -
16 -
_ 14 -
£
En
5
Z 10 -
€ .
§ g ® Romarin
o B Menthe pouliot
5 6
2
4 -
2 -
0
0 100 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06
Dilutions (%)

Figure 34 : Diamétres moyens de la zone d’inhibition des huiles essentielles du romarin et de

la menthe pouliot sur P. aeruginosa

Selon le tableau et la figure cités ci-dessus, les diametres des zones d’inhibition faites
par les huiles essentielles de la menthe pouliot et du romarin (Fig. 35 et 36) diminuent
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progressivement en fonction des dilutions (plus la concentration des huiles essentielles
diminuent plus les diamétres d’inhibition se réduisent). Ces diameétres d’inhibition ne
présentaient qu’une légere différence entre les deux types des huiles essentielles testées. Cela
nous permet de dire que les huiles essentielles des deux plantes (romarin et menthe pouliot)

utilisées ont le méme effet inhibiteur sur la bactérie testée.

Figure 35 : Activité antibactérienne des huiles essentielles pures de Rosmarinus officinalis (a)

et de Mentha pulegium (b) sur Pseudomonas aeruginosa (Original, 2016)
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Figure 36 : Zones d'inhibition en mm de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis (a et b)

et de Mentha pulégium (c et d) sur Pseudomonas aeruginosa

a,c:D0,DI1,D2;b,d: D3, D4, D5 ;e : Témoin (Original, 2016)
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Les huiles essentielles extraites de Rosmarinus officinalis et de Mentha pulegium ont
montré une activité antibactérienne contre la souche Pseudomonas aeruginosa avec des
diamétres de zones d’inhibition différents d’une huile a une autre et d’une concentration a une
autre. Pour le romarin, les diamétres des zones d’inhibition ont ét¢ de 16 mm avec 1’huile
essentielle pure, 14 mm avec la concentration 2% et 10 mm avec les concentrations 0.125% et
0.06%. Tandis que 1’extrait de Mentha pulegium a donné des diameétres d’inhibition de
16.66 mm avec I’huile essentielle pure, 16 mm avec la concentration 2% et 9 mm pour les
concentrations 0.125% et 0.06%. Aucune activité antimicrobienne n’a été observée pour les
témoins. Cela justifie que le tween 80 n’a aucune influence sur la croissance de la bactérie

¢tudiée et que I’effet inhibiteur est dii essentiellement aux huiles essentielles testées..

Selon Skocibusic et al. (2006), 1'activité antibactérienne des huiles essentielles est due
a la présence des alcools a longues chaines et des composés de phénols qui inhibent la

. , . + -
croissance des bactéries Gram ' et Gram' .

V.3.2. Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des huiles essentielles

du romarin et de l1a menthe pouliot

L’¢évaluation de I’effet des huiles essentielle des plantes étudiées sur P. aeruginosa a
¢été faite aprés 24 heures en mesurant les diameétres des zones d’inhibition. Ainsi, les résultats
obtenus sont symbolisés par des signes d’aprées la sensibilité de la souche bactérienne vis-a-vis

des huiles essentielles appliquées (Tableau 08).
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et de la menthe pouliot en fonction des dilutions.

Dr Dy Dy D, D, D; Dy Ds
Dilutions 0% 100% 2% 1% 0.5% 0.2% 0.125% 0.06%
Degré de Non Tres
sensibilité sensible ou | sensible | Sensible | Sensible Sensible Sensible | Sensible | Sensible
(Romarin) résistante (++) () () (+) +) +) (+)
)
Degré de Non Tres Tres
sensibilité sensible ou | sensible | sensible | Sensible Sensible Sensible | Sensible | Sensible
(Menthe résistante (++) (++) (+) ) (+) (+) (+)
pouliot) (-)

Selon le tableau 08, P. aeruginosa est résistante ou non sensible a la Dr. Elle est trés
sensible vis-a-vis des huiles essentielles pures (Dp) des deux plantes étudiées et de la DO de
I’huile essentielles de la menthe pouliot. Alors qu’elle est sensible a toutes les autres dilutions
de T'huile essentielle du romarin et aux dilutions Dy, D;, D3, D4 et D5 de la menthe pouliot. En
comparant ces degrés de sensibilité, on peut dire que la bactérie testée est sensible a ces deux
types d’huile essentielle et que ces derniéres n’ont qu’une faible différence d’activité

antibactérienne contre la souche testée.

Notre résultat montre que P.aeruginosa est sensible pour les huiles essentielles de
romarin et de la menthe pouliot. Il est bien connu que les bactéries a Gram négatif sont plus
résistantes a 1’huile essentielle que les bactéries a Gram positif (Bruno, 2008). A 1’inverse,
Celikel et Kavas (2008) ont souligné, que I’action des huiles essentielles volatiles a une
influence importante sur 1’inhibition de la croissance des bactéries a Gram négatif que celles a
Gram positif. On peut expliquer ¢a par le fait que 1’activité antibactérienne dépend de la
qualité¢ de I’huile essentielle d’une part et dans une autre part de la souche bactérienne elle-
méme. Plusieurs études testant 1’activité inhibitrice des huiles essentielles confirment ce
résultat telle que celle de Kalemba et Kunicka (2003), qui a montré que la sensibilité d’un
microorganisme a 1’huile essentielle dépend des propriétés de 1’huile essentielle et du

microorganisme lui méme.
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D’autres études ont montré que cette bactérie posseéde une résistance intrinséque aux
agents biocides, en relation avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est tres
riche en lipopolysaccharides qui forment une barriere imperméable aux composés
hydrophobes. En présence d’agents perméabilisants de la membrane externe, des substances
inactives contre P. aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000). Ainsi, certains
composés phénoliques de bas poids moléculaire (thymol, carvacrol, ...) peuvent adhérer a ces
bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires grace a leurs
groupes fonctionnels et atteindre par la suite la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman

et Deans, 2000).

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes est
principalement 1i¢ au profil chimique des constituants de I’huile essentielle qui est largement
diversifié¢ (Kandil et al., 1994 ; Harkenthal et al, 1999 ; Cox et al., 2000 ; Burt, 2004 ;
Zomorodian et al., 2012). Il dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne ce qui provoque
une déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire
(Sikkema et al. 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions, de composés
intracellulaires et 1’inhibition des enzymes membranaires intégrées (Cox et al., 2000 ;
Lambert et al., 2001 ; Skandamis et al., 2001 ; Carson et al., 2002 ; Ultee et al., 2002). Dans
le cas ou les ¢léments cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de la bactérie,
ou si la perte de matériel est trop importante, cela entraine la mort cellulaire (Burt, 2004).
Cela peut expliquer nos résultats d’inhibition de la croissance de P. aeruginosa ; d’une
manicre générale, on peut dire que pemierement, les huiles essentielles ont attaqué la paroi de
la bactérie en provoquant une augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants
cellulaires. Ensuite, ’acidification de I’intérieur de la cellule, bloque la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure. Enfin, la destruction du
matériel génétique qui conduit a la mort de la bactérie (Caillet et ses Collaborateurs, 2007 ;

Oussalah et al., 2007).
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V.3.3. Degré d’inhibition des huiles essentielles du romarin et de la menthe

pouliot

En utilisant I’échelle d’estimation de ’activité antibactérienne de Mutai et al. (2009),

les diameétres des zones d’inhibition (D) de la croissance bactérienne sont classés en 03

classes (Tableau 09).

Tableau 09 : Degré d’inhibition des huiles essentielles du romarin et de la menthe pouliot

Dilutions DT DP Do Dl D2 D3 D4 D5
0% 100% 2% 1% 0.5% 0.25% 0.125% 0.06%
Degré Non Modérément | Légérement | Légeérement | Légérement | Légerement | Légerement | Légerement
d’inhibition | inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice
(Romarin)
Degré Non Modérément | Modérément | Légeérement | Légérement | Légerement Non Non
d’inhibition | inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice inhibitrice
(Menthe
pouliot)

D’apres le tableau 09, les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et de Mentha
pulegium ont une activité non inhibitrice sur P. aeruginosa pour les D; (les deux plantes) et
les D4 et Ds (menthe pouliot). Elles étaient modérément inhibitrices pour la D, des deux
plantes et la Dy de la menthe pouliot. Les autres dilutions (D0, D;, D, D3, D4 et Ds du romarin

et Dy, D, et D3 de la menthe pouliot) ont présenté une activité Iégérement inhibitrice.

L’huile essentielle de Mentha pulegium s’est révélée légeérement plus inhibitrice que

celle de Rosmarinus officinalis.

L’effet inhibiteur des huiles essentielles différe d’une plante & une autre. De méme
pour la méme espéce, le méme génotype et le méme stade de développement. Ainsi les
facteurs extrinseques tels que la température peuvent engendrer des modifications
quantitatives et qualitatives importantes dans les huiles essentielles. Ceci a été confirmé par
un certain nombre de travaux (Bakkaliet al., 2008). Egalement, des modifications profondes
de l'huile essentielle peuvent intervenir lors de l'exploitation des végétaux, depuis leur collecte
jusqu'a leur transformation industrielle (Garnero, 1985). les conditions de transport (Yayi et

al., 2004), de séchage et de stockage peuvent générer des dégradations enzymatiques
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(Bruneton, 1993). Les changements les plus importants interviennent pendant
I'hydrodistillation, sous l'influence des conditions opératoires, notamment du milieu (acidité,
température), broyage, dilacération, dégradation chimique ou enzymatique, pression, agitation

et durée d'extraction (Chemat et al., 2007).

Nos résultats pour I’huile essentielle pure du romarin ont été similaires a ceux
observés par Benikhlef (2014) sur la souche bactérienne Gram- (Escherichia coli) en utilisant
la méme plante mais d’une région différente (romarin de la région de Ouaragla). Une autre
¢tude dans la station de Bechar a montré un effet inhibiteur trés important sur la souche
E. coli. Un travail réalisé avec I’huile essentielle des parties aériennes séches de M. pulegium
de la région de Batna a révélé que cette huile est plus fortement inhibitrice de la croissance

des souches bactérienne d’Escherichia coli (ATCC), de Streptococcus sp (SH) et de
Klebsiella pneumoniae (SH) (Chibani, 2013).

V.3.4. Pourcentage d’inhibition
Les résultats du pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne sont représentés

dans le tableau 10 puis illustrés par la figure 37.

Tableau 10 : Pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne

Dt Dy Dy D, D, D3 Dy Ds
Dilutions 0% 100% 2% 1% 0.5% | 0.25% | 0.125% | 0.06%
Pourcentage d’inhibition
(Romarin) 0 17.77 15.56 14.44 | 13.33 12.22 11.11 11.11
Pourcentage d’inhibition
(Menthe pouliot) 0 18.51 17.78 15.56 14.44 13.33 10 10
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Figure 37 : Pourcentage d’inhibition de la croissance de P. aeruginosa traitée par les huiles

essentielles du romarin et de la menthe pouliot

Les huiles essentielles extraites de Rosmarinus officinalis et de Mentha pulegium ont
montré des pourcentages d’inhibition différents d’une dose a une autre et d’une huile
essentielle a une autre. Ces pourcentages ont décroit progressivement avec la diminution de la
dose appliquée. Pour le romarin, il baisse de 17.77 % pour la Dp a 11.11% pour la Ds. Celui
de la menthe pouliot a diminué de 18.51 % (Dp) a 10% (D5).

V.3.5. Concentration minimale inhibitrice

D’apres les résultats obtenus de notre étude, la concentration minimale inhibitrice des
huiles essentielles pour les deux plantes testées était de I’ordre de 0.125%. Cela nous mene a
constater que les plantes aromatiques et médicinales sélectionnées sont efficaces, a de tres
faibles doses, en terme d’inhibition de la croissance de P. aeruginosa et que cette dernicre
¢tait sensible a toutes les concentrations appliquées de ces deux huiles essentielles. Ces

valeurs de CMI sont liées a la sensibilité de la souche bactérienne testée, a 1’efficacité de la
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plante aromatique et médicinale utilisée et aussi sont trés influencées par le protocole et le
solvant d’extraction ainsi que le type d’organe utilis¢ (Bouzonta et al., 2008 ; Banquour,

2000).

V 4. Etude statistique

V.4.1. Analyse de la variance

Pour comparer les résultats obtenus et déterminer les taux de signification, une analyse
de la variance (ANOVA) au seuil 5% a été effectuée a I’aide du logiciel Statistix 9. Les
facteurs étudiés sont: le premier facteur représente la plante a deux niveaux (romarin et
menthe pouliot), le deuxiéme facteur est la dose, composé de 8 niveaux (Dp, Dy, D;, D;, D3,

D4, Dset D). Les résultats de cette analyse sont récapitulés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Analyse de la variance du diameétre d’inhibition des huiles essentielles de

R. officinalis et de M. pulegium pour les deux facteurs étudiés (F1: plante ; F2 : dose).

Source DDL SCE CM F P Cv
Repetition 2 29.62 14.812
F1 : Plante 1 2.08 2.083 2.70 0.2419
F2: Dose 7 1069.33 152.762 92.65 0.0000
F1/2: Plante/Dose 7 13.25 1.893 1.15 0.3629
Total 47 11.67

L’analyse de la variance a deux critéres de classification indique une différence non
significative pour le facteur 1 (plante : romarin et menthe pouliot) (P = 0.2419) et tres
hautement significative pour le facteur 2 (dose) (P = 0.0000). Donc, on peut dire que les doses
des huiles essentielles des deux plantes étudiées influent d’une manicre trés hautement
significative le diametre des zones d’inhibition de P. aeruginosa contrairement au type de

I’huile essentielle (Facteur 1) ou la différence était non significative.
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V.4.2. Groupes homogénes selon le test NEWMAN-KEULS-seuil 5%

Le test Newman-Keuls au seuil 5% permet de constituer des groupes homogenes de
traitement, ainsi les moyennes appartenant au méme groupe sont considérées comme non
différentes. Les tableaux 12, 13 et 14 présentent les classements des moyennes pour le

traitement a travers le test de NEWMAN-KEULS avec un intervalle de confiance de 95%.

Tableau 12: Groupes homogenes du Facteur 1 (Plante)

Plantes Moyennes Groupes homogénes
Rosmarinus officinalis 10.792 A
Mentha pulegium 11.208 A

Le tableau 12 révele la présence d’un seul groupe homogene A pour le facteur 1. Ce

groupe présente les valeurs 10.792 pour le romarin et 11.208 pour la menthe pouliot.

Tableau 13: Groupes homogenes du Facteur 2 (doses)

Doses Moyennes Groupes homogénes
Dp 16.333 A
DO 15.000 AB
D1 13.500 BC
D2 12.500 CD
D3 11.500 D
D4 9.6667 E
D5 9.5000 E
DT 0.0000 F
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Le test ANOVA classe les 07 doses des huiles essentielles appliquées sur
P. aeruginosa dans 07 groupes homogenes: A, AB, BC, CD, D, E et F. Le groupe A
correspond aux huiles essentielles pures (le diametre d’inhibition le plus élevé). Le groupe
AB renferme la dose 2% (D0), le groupe BC la dose 1% (D1), le groupe CD la dose 0.5%
(D2), le groupe D la dose 0.25% (D3), le groupe E les doses 0.125% (D4) et 0.06 (D5) qui
donnent les plus faibles diameétres des zones d’inhibition et enfin le groupe F correspand a la
dose du témoin (DT) qui ne montre aucune zone d’inhibition.
Les groupes AB, BC et CD sont des groupes communs (la différence entre les diamétres des
zones d’inhibition de ces groupes est inferieure a la plus petite différence significative (PPDS

=1.5186).

Tableau 14: Groupes homogenes de I’interaction entre les deux facteurs 1 et 2 (Plante /dose)

Moyenne des
Plante-Dose diametres des zones Groupes homogénes
d’inhibition
MP-Dp 16.667
MP-D0 16.000 AB
R-Dp 16.000 AB
MP-D1 14.000 BC
R-DO 14.000 BC
MP-D2 13.000 CD
R-D1 13.000 CD
R-D2 12.000 CDE
MP-D3 12.000 CDE
R-D3 11.000 DEF
R-D5 10.333 EF
R-D4 10.000 EF
MP-D4 9.0000 F
MP-D5 9.0000 F
MP-Dt 0.0000
R-Dt 0.0000

MP : Menthe pouliot

R : Romarin
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D’aprés le tableau présenté ci-dessus, on déduit la présence de 09 groupes
homogenes : A, AB, BC, CD, CDE, DEF, EF,F et G. Le groupe A renferme 1’huile
essentielle pure de la menthe pouliot. Le groupe AB est présenté par les DO de la menthe
pouliot et la Dp pour le romarin, le groupe BC les D1 de la menthe pouliot et DO de romarin,
le groupe CD les D2 de la menthe pouliot et D1 du romarin, le groupe CDE les D2 du romarin
et D3 de la menthe pouliot, le groupe DEF la dose D3 du romarin, le groupe EF les D4 et D5
de romarin, le groupe F les doses D4 et D5 de la menthe pouliot et enfin le groupe G qui est

présenté par la dose du témoin (Dt) pour les deux plantes.
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Conclusion et Perspectives

L'objectif de notre travail consiste a évaluer ’activité antibactérienne des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques de la famille des Lamiacées Rosmarinus officinalis et
Mentha pulegium vis-a-vis de la souche bactérienne pathogéne Pseudomonas aeruginosa
responsable des infections nosocomiales et déterminer la concentration minimale d’inhibition

(CMI) de ces mémes huiles essentielles sur ce méme pathogeéne bactérien.

Les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et de Mentha puleguim extraites par
hydrodistillation ont présenté un aspect liquide, une couleur jaune claire et une odeur
camphrée pour le romarin et elles étaient liquides limpides, jaunes pales avec une odeur

menthée pour la menthe pouliot.

Le test de I’activité antimicrobienne réalisé in vitro a permis d’évaluer I’effet des
essences de Rosmarinus officinalis et de Mentha puleguim sur P. aeruginosa par la méthode
de diffusion sur les disques. Les diameétres des zones d’inhibition ainsi que les pourcentages
d’inhibition ont été¢ différents d’une huile essentielle a une autre et d’une dose a une autre. Ils
baissaient progressivement avec la diminution des doses. Ces facteurs ne présentaient qu’une
légere différence entre les deux types des huiles essentielles testées (romarin et menthe
pouliot) ce qui nous a permet de conclure que les huiles essentielles des deux plantes (romarin

et menthe pouliot) utilisées ont le méme effet inhibiteur sur la bactérie testée.

P. aeruginosa était trés sensible vis-a-vis des huiles essentielles pures (Dp) des deux

plantes testées tandis qu’elle était sensible aux autres concentrations.

La concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles était de 0.125% pour

M. pulegium et R. officinalis.

L’analyse statistique a révélé une différence non significative pour le facteur 1

(plante : romarin et menthe pouliot) (P = 0.2419) et trés hautement significative pour le
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facteur 2 (dose) (P = 0.0000). 01 groupe homogene a été établis pour le facteur 1, 07 pour le

facteur 2 et 09 pour I’interaction entre les facteur 1 et 2.

A la base de tous ces résultats, on peut prédire que nos huiles essentielles peuvent
servir comme base de lutte biologique. D’autres études plus approfondies s’averent
nécessaires afin de compléter ce travail et d’utiliser ces huiles essentielles a une grande
échelle :

- Caractériser les meilleures huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse-couplée
a une spectrométrie de masse.

- Extraire et identifier les molécules responsables de I’activité biologique (les bioactifs) pour
leurs utilisations soit en seuls et/ou en association avec des substances de référence afin

d’obtenir une action pharmacologique optimale.

- Evaluer I’effet inhibiteur d’autres extraits organiques (méthanolique, héxanique,

chloroformique, ...) sur les agents pathogenes bactériens, fongiques et viraux.

Enfin et pour se protéger contre les infections nosocomiales en général, nous
proposons quelques précautions standards a appliquer :
- Se laver les mains apres tout contact avec du matériel infectieux
- Utiliser si possible une technique sans contact
- Porter des gants lors de tout contact avec sang, liquides biologiques, sécrétions, excrétions,
mugqueuses et objets contaminés
- Se laver les mains immédiatement apres avoir retiré les gants
- Tous les objets piquants ou tranchants doivent étre manipulés avec le plus grand soin
- Nettoyer sans délai toute éclaboussure de matériel infectieux
- Assurer que le matériel de soins, les fournitures et le linge contaminés par du matériel
infectieux sont soit €liminés, soit désinfectés ou stérilisés entre chaque patient

- Assurer une manipulation approprié¢e des déchets
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Annexes

Annexe 01 : Milieux de culture et tampons

Eau physiologique
NG 8,5¢g
HyO distillée qSp..vvenriieiiii e, 1 000ml

Milieu King B (KB) (pH =7.2)

Peptone. ....c.uiiiii e 20g
GLyCerol... .o 10
Hydrogenophosphate de potassium (K;HPOy)........ooveeeeeeneennnen. 1,5g
Sulfate de magnésium (MgSO4).....c.ovviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeee. 1,58
AT et snneees 128
HyO distill€e qSp..veevrieieii i e, 1 000ml

Milieu Mueller-Hinton gélosé (MH) (pH = 7.4)

Infusion de viande de boeuf ... 2g
Peptone de caséine...........cooviuiiiiiiiiiiiii e 17.5¢
AMIAON. ..o 1.5g
AGAT o 17g
HoO diStillée. .o oo 1 000ml

Autoclavage pendant 15 min a 115°C



Annexes

Annexe 02 : Materiel utilisés

.

Figure 01 : Bain marie Figure 02 : Ecouvillons stériles

Figure 03 : Disques Wattman stériles Figure 04 : Vortex

Figure 05 : Bec bunsen Figure 06 : Anse de platine stérile
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Figure 07 : Incubateur

Annexe 03 : Résultats du test antibactérien

Figure 08: Autoclave

Tableau 01: Diamétre (en mm) des zones d’inhibition de I’huile essentielle de la menthe

pouliot sur P. aeruginosa

Dose (%) Répétition 01 | Répétition 02 | Répétition 03 | Moyennes
HE pure (100%) 20 14 16 16.66
2% 17 17 14 16
Diamétres 1% 16 14 12 14
des zones
0.5% 15 12 12 13
d’inhibition
0.25% 14 11 11 12
0.125% 9 9 9 9
0.06% 9 9 9 9
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Tableau 02: Diamétre (en mm) des zones d’inhibition de 1’huile essentielle du romarin sur

P. aeruginosa

Dose (%) Répétition 01 | Répétition 02 | Répétition 03 | Moyennes
HE pure (100%) 18 16 14 16
2% 14 15 13 14
Diameétres 1% 13 14 12 13
des zones
0.5% 13 11 12 12
d’inhibition
0.25% 13 9 11 11
0.125% 12 9 9 10
0.06% 10 12 9 10
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