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Résumeé : Dans cette étude, I'activité antibactérienne des huiles essentielles d’Inula viscosa, Salvia officinalis et
Laurus nobilis a été évaluée in vitro par la méthode de diffusion sur gélose contre des souches de référence et
multirésistante : il s’agit de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (NAR), Klebsiella pneumoniae (E47) et Listeria innocua (CLIP 74915). Pseudomonas
aeruginosa a été I'espéce la plus résistante, cependant, Staphylococcus aureus s’est montrée la plus sensible
aux huiles testées. Les résultats de l'analyse chimique de la composition de [I'huile Inula viscosa par
chromatographie en phase gazeuse indiquent la richesse de cette derniere en thymol (6,93%) and carvacrol
(2,27%), ce qui pourrait étre a I'origine des résultats observés.

Mots clés : Huiles essentielles, Inula viscosa, Salvia officinalis, Laurus nobilis, activité antibactérienne,
chromatographie en phase gazeuse

[. Introduction

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité et I'efficacité
des produits chimiques utilisés en médecine. En effet, durant les 20 derniéres années, il a
été prouvé que l'efficacité des antibiotiques a fortement diminué. Les bactéries en sont
devenues de plus en plus résistantes [1,2].

L'usage généralisé des antibiotiques et la prescription a grande échelle parfois
inappropriée de ces agents ont entrainé la forte adaptabilité des souches bactériennes et la
sélection des souches multi-résistantes [3]. En effet, les processus de résistance bactérienne
aux antibiotiques peuvent étre groupés en trois grands mécanismes : modification de
I'antibiotique, modification de la cible et de la concentration intracellulaire de I'antibiotique
(défaut d’accumulation) [4].

Face aux limites thérapeutiques, des antibiotiques classiques ont poussé les scientifiques
a orienter les recherches vers des nouvelles voies et surtout I'utilisation des principes actifs
des plantes (composés phénoliques, alcaloides, huiles essentielles...) comme agents
antibactériens.

L’activité antibactérienne d’'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols,
composes terpéniques et cétoniques) ou ceux susceptibles d’étre actifs. Mais, il est probable
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que cette activité dépende aussi de composés minoritaires qui agissent d’'une maniéere
synergique [5,6].

Les molécules réputées d’étre actives sont des terpénoides, car les hydrocarbures
saturés et les acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de
liaisons hydrogéne et de leur faible solubilité. Les composés chimiques de plus grande
efficacité et a plus large spectre sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), des alcools,
des aldéhydes et des cétones [7,8].

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne,
Saharienne et une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartiennent a
plusieurs familles botaniques, dont 15% endémiques [9]. Ce qui a donné a la pharmacopée
traditionnelle une richesse inestimable. Parmi celles-ci, Inula viscosa L., Salvia officinalis L.
et Laurus nobilis L., sujet de cet article, ont été choisies pour leurs vertus thérapeutiques
dans le but d’évaluer in vitro leur puissance inhibitrice vis-a-vis cing souches pathogénes et
multi-résistances.

[l. Matériels et méthodes
II.1. Echantillonnage

Les feuilles des trois plantes ont été récoltées dans plusieurs régions Algérienne.
L’échantillonnage a été fait dans une région propre, loin de tout impact de pollution et aprés
la disparition de la rosée du matin, aux dates, altitudes indiquées dans le tableau 1.

Aprés la récolte, les plantes ont été identifiées au laboratoire de physiologie végétale et
d’écologie en utilisant la flore d’Algérie de Quezel et Santa (1963) [26].

Tableau 1: Caractéristiques des conditions de récoltes

Nom scientifique Altitude (m) Dates de récolte
Inula viscosa L. 1 Aolt
Salvia officinalis L. 685 Juillet

Laurus nobilis L. 90 Début de septembre

[I.2. Extraction

L’extraction des huiles essentielles est effectuée par hydrodistillation par un appareil
de type Clevenger,
Une quantité de 150 g de matiere végétale est transvasée dans un ballon de deux litres
auquel un volume de 1500 ml d’eau distillée est ajouté et I'hydrodistillation se fait pendant
trois heures. L’eau est portée a ébullition, la vapeur d’eau entraine les molécules volatiles qui
se condensent dans un réfrigérant et le mélange eau-huile est recueilli dans un ballon de
250 ml. La décantation se fait dans une ampoule a décanter d’un litre dans laquelle le
mélange se sépare en deux phases non miscibles par la différence de leur densité. Une
phase aqueuse (inférieure) et une phase huileuse (supérieure).Les huiles essentielles ainsi
récupérées sont traitées avec quelques cristaux de sulfates de magnésium anhydre afin
d’éliminer l'eau susceptible d’avoir été retenue dans la phase organique. Elles sont
conservées au réfrigérateur a 4°C dans des flacons sombres a 'abri de la lumiere et de la
chaleur. Trois distillations sont réalisées pour chaque échantillon.

[1.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les composants des huiles essentielles d’'Inula viscosa, Laurus nobilis et Salvia
offiinalis, ont été identifiés par GC (gas chromatograph) et calculés par rapport aux temps
de rétention d’étalons purs d’huiles essentielles (Sigma). (Les résultats de cette partie seront
publiés ultérieurement.)
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[1.3. Les souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons testé I'activité des huiles essentielles,
sont des lots de 'ATCC (American Type Culture Collection), ont été sélectionnées en
fonction de leur pouvoir pathogéne et leur résistance naturelle aux antibiotiques. Elles sont
entretenues par repiguage sur gélose nutritive favorable a leur croissance pendant 24
heures a 'obscurité a 37°C.

Il s’agit d’'une souche de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (NAR), Klebsiella pneumoniae (E47) et Listeria innocua
(CLIP 74915). Ces souches proviennent du laboratoire de Microbiologie Appliquée (L.M.A)
de l'université Algérienne.

[l.4. Test du pouvoir antibactérien des huiles essentielles

L’aromatogramme est une méthode inspirée de l'antibiogramme qui permet de
déterminer l'activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par la mesure du
diamétre d’inhibition autour d’'un disque imprégné d’huile essentielle. Cette méthode a
lavantage d’une grande souplesse dans le choix des huiles essentielles testées, et de
s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes [27].

La méthode utilisée dans cette étude pour évaluer I'activité antibactérienne des huiles
essentielles, est celle faite par plusieurs auteurs (De Billerbek, 2007 ; Nedorostova et al.,
2008; Matyar et al., 2008 ; Thi Dung et al., 2008).

Une suspension bactérienne de 18 a 24 heures est préparée dans l'eau
physiologique stérile et ajustée jusqu’a I'obtention d’un inoculum de 10’ UFC/ml. Une série
de dilutions (1/1,1/2,1/4 et 1/8) de I'huile dans le diméthylsulfoxide (DMSO) est réalisée. 1 ml
de I'inoculum préparé a partir de chaque souche est uniformément bien étalé a la surface de
la gélose de Mueller-Hinton (MH). Des disques de papier Waltman n°1 stériles de 6 mm de
diamétre sont déposés sur la gélose et chaque disque est imprégné d’une quantité de 5 pl
de I'huile essentielle a différentes concentrations. Les disques imprégnés de 5 yl de DMSO
sont utilisés comme témoins. Chaque test est répété trois fois et une boite témoin est
ensemencée dans les mémes conditions de I'expérience mais sans disques, qui renseigne
sur ’lhomogénéité du tapis bactérien. La lecture se fait aprés 18 a 24 h d’incubation a 37°C
[14,19,2,28].

1.5 Antibiogramme

Ce test a été réalisé pour étudier I'antibiogramme des germes utilisés et le comparer
avec l'effet des huiles essentielles. Les disques d’antibiotiques utilisés sont répertoriés dans
le tableau 3.

La méthode de diffusion ou antibiogramme standard sont les plus utilisés en
bactériologie médicale, appelée encore méthode des disques. Cette technique consiste a
utiliser des disques de papier imprégnés des antibiotiques a tester, déposés a la surface
d’'un milieu gélosé, préalablement ensemencés avec une culture pure de la souche a étudier.
Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniére uniforme si bien que
leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés
incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires qui correspondent a une
absence de culture [29].

[1l. Résultats et discussion

La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin. Par
ailleurs, la collecte, le séchage, et le stockage -tributaires a I'extraction- influencent
largement sur le rendement ainsi que la qualité organoleptique des huiles essentielles [10].
Le rendement en huile essentielle varie beaucoup (P<0.05) avec la plante utilisée. Le
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rendement le plus élevé est obtenu chez S. officinalis (1,12%) suivi par L.nobilis (0,88%), un
faible rendement a été obtenu pour I'l. viscosa (0,22%). Il est a retenir que la variation du
rendement d’extraction pourrait étre attribuée a l'origine géographique de la plante, a la
technique d’extraction, aux facteurs climatiques, mais également a la période de cueillette
de la matiére végétale et la partie de la plante étudiée [11].

Les composés rencontrés dans les plantes médicinales sont nombreux et différent
par leurs structures et leurs propriétés. Les huiles essentielles sont des mélanges
complexes, peuvent comporter plus de soixante composés différents. Les composants
principaux peuvent constituer jusqu'a 85% de I'huile, tandis que d'autres composants sont
présents seulement comme trace [5,12].

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les monotérpénes oxygénes sont
les constituants principaux de I'huile essentielle d’l.viscosa, et les composés majoritaires
sont le thymol (6,93%) liso-Dihydrocarveol (5,04%) et carvacrol (2,27%). En revanche,
Salvia officinalis et Laurus nobilis sont deux espéces trés riches aussi en monotérpénes,
notamment le 1,8 cinéole, a-pinéne, p-cimene. Le carvacrol et thymol sont deux composés
phénoliques, connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. En effet, les huiles essentielles
possédent ces composés phénoliques, sont hautement actifs contre les bactéries en débit de
leur hydrophobicité [7,13,14,15]. Dorman et Deans (2000) ont testé un grand nombre de
composeés purs sur 25 genres de bactéries et ils ont démontré que le thymol est le composé
qui posséde le plus large spectre d’activité antibactérienne, suivi du carvacrol et de l'a-
terpinéol [7].

[11.1. Antibiogramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Nous avons testé I'activité de six antibiotiques par la méthode standard des
disques. Les mesures des zones d'inhibition figurant dans le tableau 2.

Tableau 2 : Résultats de I'antibiogramme (diamétre de la zone d’inhibition en mm Le diametre des
disques est pris en considération, -/- : Non testé, R: Bactérie est résistante).

ATB OFX E PG AMP C G
Souches (5 ng (10 U1) (6 pg) (10 pg) (30 pg) (15 pg)
E. coli -I- 6007 -I- 741,24 % 23+0,8 /-
K. pneumoniae 29+0,98 1940 4% 6+0,27 -I- 25+0,25 -/-
L. innocua 31+0,57 11+1,697 600~ -I- -I- 29+0,86
S. aureus 22,5+0,67 -I- 8.+1,8% 600~ 180,97 /-
P. aeruginosa 21,5+0,14F -/- 6+0,25% -/- -I- 12+2,23R

Le tableau 2 montre que les différents antibiotiques possedent un effet presque similaire sur
les bactéries. Cet effet est bien inférieur a celui de I'huile essentielle. Il est évident de
conclure que la plupart des souches bactériennes utilisées dans cette étude présentent des
phénomenes de résistances aux antibiotiques.

[11.2. Pouvoir antibactérien des huiles essentielles

Les résultats des tests d’inhibition de I'activité microbienne sont illustrés dans le
tableau 3. Les valeurs indiquées sont la moyenne de trois essais. L’analyse statistiques des
résultats est effectuées avec 'application « ANOVA » a l'aide d’un logiciel STATISTICA 5,5
et le seuil de significativité est fixé a P< 0,05. Nous avons comparé l'activité antibactérienne
de 'huile essentielle de trois plantes a différentes concentration. EN effet, la variation de
I'activité antibactérienne en termes de diamétres d’inhibition est en fonction de type et de la
concentration des huiles essentielles étudiées et en fonction de la souche bactérienne.
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I11.3. Activité des huiles essentielles sur Escherichia coli

Les résultats obtenus indiquent que toutes les huiles ont montré un effet inhibiteur
vis-a-vis d’E. coli. Des zones d’inhibition allant de 06 mm a 31,5 mm sont observées. Le
meilleur résultat obtenu vis-a-vis de cette souche est celui de I'huile brute de l.viscosa avec
un diamétre d’environ 32mm qui ne présente aucune différence (P<0,05) par rapport a L.
nobilis, ce qui pourrait indiquer une activité bactéricide de ces huiles vis-a-vis de cette
souche. Plus les huiles sont concentrés, meilleure est lactivité, donc [lactivité est
proportionnelle a la concentration des huiles essentielles.

l11.4. Activité des huiles essentielles sur Klebsiella pneumoniae

Les huiles brutes ont inhibé la croissance de I'espéce K.pneumoniae. Des diamétres
d’inhibitions supérieures ou égales a 22 mm sont observés. Du point de vue statistique, il
n’existe pas une différence entre les trois espéces vis-a-vis de K .pneumoniae. Les dilutions
1/2 ,1/4 et 1/8 ont donné des zones d’inhibition inférieures a 15mm ce qui voudrait dire qu’en
diluant nos huiles leur effet diminue, I'activité est proportionnelle a la concentration.

[11.5. Activité des huiles essentielles sur Listeria innocua

Les diameétres d’inhibition calculés contre la souche L.innocua est de 06 a 28,5 mm.
Des zones d’inhibition de 28,5, 26,5, 25,5 mm obtenues pour les huiles brutes d’l.viscosa,
S.officinalis et L.nobilis, respectivement et qui ne présentent pas une différence significative
(P<0,05). Une augmentation de l'activité (en termes de diameétre d’inhibition) suite a
I'élévation de la concentration est observée.

[11.6. Activité des huiles essentielles sur Staphylococcus aureus

L’activité bactéricide des huiles essentielles est aussi importante que celle des cas
précédents. Des diamétres d’inhibition allant de 29,5 a 43,5 mm ont été enregistrés. Ce qui
indique la sensibilité et I'effet bactéricide des huiles utilisées vis-a-vis de cette souche. Une
meilleure inhibition est observée pour I'essence d’l.viscosa suivi de celles de S.officinalis et
L.nobilis qui ne présentent aucune différence significative (P<0,05) entre elles.

Nous constatons également que I'activité est proportionnelle a la concentration des
huiles essentielles, plus les extraits sont concentrés meilleure leur activité antibactérienne.

La plus grande susceptibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis des huiles
essentielles par rapport aux autres espéces bactériennes testés s’expliquerait par une
meilleure perméabilité d’'un ou des composé(s) actif (s).

[11.7. Activité des huiles essentielles sur P.aeruginosa

Parmi les huiles essentielles testées, seule I'essence d’lnula viscosa présente une
activité antibactérienne modérée vis-a-vis des souches P.aeruginosa. En effet des
diamétres d’inhibition de 6 a 15,5 mm sont enregistrés pour I'huile d’l.viscosa. Quant aux
huiles essentielles de S.offcinalis et L.nobilis les zones d’inhibition ne dépassent pas 06 a
10,5 mm, respectivement qui ne présentent pas une différence significative entre elles
(P<0.05).

Ce comportement n’est pas surprenant car les souches de Pseudomonas aeruginosa
possédent une résistance intrinséque a une large gamme de biocides, associée a la nature
de sa membrane externe. Cette barriere a une capacité de synthétiser et secréter des
agrégats structurés appelés biofilms ou matrice composés de polysaccharides. Ces biofilms
forment une barriere physique contre I'entré d’agents antimicrobiens et elle secréte aussi un
complexe enzymatique extracellulaire qui peuvent dégrader les huiles essentielles [16].
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En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-a-vis des huiles testées,
nous constatons que [lefficacité de ces huiles difféere d’'une bactérie a une autre.
Pseudomonas aeruginosa est la plus résistante, cependant, Staphylococcus aureus est la
plus sensible aux huiles testées. Nos résultats sont en accord avec la littérature selon
laguelle les bactéries a Gram positif montrent la plus grande sensibilité vis-a-vis des huiles

essentielles [17, 5, 8, 18, 12,19].

Il est probable que ce résultat soit dd a une différence dans la capacité de pénétration
des composés actifs présents dans les huiles essentielles. Chez les bactéries a Gram
négatif, la membrane externe constitue une barriere de permeéabilité efficace ; le
lipopolysaccharide, grace a ses charges négatives de surface empéche la diffusion des
molécules hydrophobes [20]. Les bactéries & Gram positif sont moins protégées contre les
agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des poids moléculaires a
50KD [21].

L’ensemble des résultats montre que les huiles essentielles étudiées sont douées
d’une activité antibactérienne contre les souches utilisées dans cette étude. Cette importante
bioactivité des huiles essentielles étudiées est en relation avec leur composition chimique.
En effet, Oussalah et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que l'effet antibactérien des
huiles essentielles est attribué aux monotérpénes particulierement aux phénols [22].

D’autre part, nous avons constaté que I'essence d’l.viscosa présente une efficacité
plus que les autres espéces. Cette divergence peut étre attribuée a leur teneur en carvacrol
et thymol. Ces deux composés phénoliques sont connus pour leurs propriétés
antimicrobiennes.

Les composés phénoliques causent des dommages au niveau de la membrane
externe des bactéries, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité membranaire
aux protons et aux ions potassium, une réduction des réserves de I’ATP intracellulaire, une
perturbation da la force proton motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires [23,
5,12].

Il est également probable que cette activité antibactérienne n’est pas due a la
présence des substances particuliéres seulement mais, sont le résultat de I'interaction entre
divers structures aromatiques [7,24, 25]. D’aprés Oussou et al. [30], ces molécules agiraient
le plus souvent par une action synergique, soit seule au sein de 'huile essentielle. En plus
de ces composés majoritaires, les composés mineurs peuvent contribuer significativement a
I'activité des huiles essentielles [6].
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Tableau 3 : Activité antibactérienne des huiles essentielles d’l. viscosa, S. officinalis et L .nobilis
Plante Diameétres des zones d’inhibition en (mm)
Souches Inula viscosa Salvia officinalis Laurus nobilis
1/1 1/2 Ya 1/8 1/1 Y 1/4 1/8 1/1 1/2 1/4 1/8
31,5% 21,5 10.5¢ 9,5¢ 24,5 9,5¢ 7,5 06° 29.5° 16.5° 8.5¢ 06°
Escherichia coli + + + + + + + + + + + +
0,8 0.8 0.16 0.12 0.12 0.9 0.4 00 0.23 0.24 0.04 00
29,5 15,5° 8,5° 06° 22,5% 12,5° 8,5° 06° 26,6° 13,5° 8,33° 06°
Klebsiella pneumoniae + * * + * + * * * * * +
0.02 0.12 0.11 00 0.37 15 1.1 00 15 0.17 0.56 00
Listeria innocua 28,5 19,00° 9,5° 7,5° | 26,5 9,5° 8,5° 06° 25,5 14,5° 8,5¢ 06°
+ + + + + + + + + + + +
0.4 0.1 0.7 00 0.11 0.40 1.07 1.15 0.11 0.40 0.7 1.9
43,5% 21,5 14,5° 06° 21,5 18,5° 8,5 7,5+ 29,5° 14,5° 9,5+ 06°
Staphylococcus + + + + + + + + + + + +
Aureus 0.1 0.3 0.14 00 0.2 0.05 0.02 0.05 0.2 0.5 0.09 00
15,5% 06° 06° 06° 10,12b 06° 06° 06° 7,5° 06° 06° 06°
Pseudomonas + + + + + + + + + + + +
aeruginosa 1,23 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

*Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec * I'écartype.
*Dans la méme ligne les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement, les valeurs sont classées par ordre croissant a<b<c<d.
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IV. Conclusion

Dans le but de rechercher de nouveaux agents naturels antibactériens aux intéréts
thérapeutiques, les huiles essentielles de trois plantes médicinales de la flore Algérienne, Inula
viscosa L., Salvia officinalis L. et Laurus nobilis L. ont fait I'objet d’'une étude phytochimique.
Différentes analyses sont appliquées a ces plantes : extraction des huiles essentielles, analyse de
I'essence l.viscosa par la CPG, et détermination de leur pouvoir antibactérien in vitro sur des
souches pathogenes et multirésistantes : il s’agit de Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (NAR), Klebsiella pneumoniae (E47) et
Listeria innocua (CLIP 74915).

L’extraction des huiles essentielles par I'hydrodistillation a montré une rentabilité en huile
essentielle chez Salvia officinalis L (1,12%), alors qu'il s’affaiblit en passant de L .nobilis (0,88%) a
I. viscosa (0,22%). Les propriétés organoleptiques (Aspect, couleur, odeur) de ces essences ont
été déterminées.

L’évaluation qualitative de l'effet antibactérien montre que la plupart des souches
bactériennes utilisées sont résistantes aux antibiotiques utilisés et que les huiles essentielles sont
actives sur ces souches testées. Des zones d’inhibition de diamétres variables sont observées a
au moins une des quatre concentrations testées. Néanmoins, l'activité a été le plus souvent
observée pour I'extrait brut. En comparant la susceptibilité des pathogénes étudiées, les bactéries
Gram positives sont plus sensibles a I'action des huiles que les bactéries Gram négatives, ce qui
concorde avec beaucoup d’études réalisées dans cette optique. L’huile d’Inula viscosa L.
présente une meilleure activité antibactérienne que d’autres plantes. L’effet antibactérien est
proportionnel a la concentration de I'huile essentielle.
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