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Résumé

Ce travail vise a évaluer I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’Artemisia campestris,
plante aromatique de la famille des Astéracées, récoltée dans la région de Beni Fouda (Sétif, Algérie).
L’extraction a été réalisée par hydrodistillation a partir des parties aériennes, avec un rendement moyen de
0,73 %. L’évaluation biologique a porté sur cinq souches de référence : Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117, Bacillus spizizenii ATCC 6633
et Candida albicans ATCC 91234, a I’aide des méthodes de diffusion sur disques, de détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide/fongicide (CMB).L’huile essenticlle a exercé une
activité variable selon les souches testées. Les plus grandes zones d’inhibition ont été observées pour
Candida albicans (24 mm), Staphylococcus aureus (17 mm) et Bacillus spizizenii (18 mm), traduisant une
forte sensibilité. A I’inverse, E. Coli et P. Aeruginosa ont présenté des zones plus réduites (8 a 9 mm),
indiquant une résistance partielle. Les valeurs de CMI les plus faibles ont été enregistrées pour B. Spizizenii
(1,25 mg/mL) et C. Albicans (5 mg/mL), tandis que les trois autres souches nécessitaient une concentration
de 10 mg/mL. L’effet bactéricide ou fongicide a été confirmé pour toutes les souches, a ’exception de S.
Aureus, pour laquelle I’effet est resté bactériostatique (CMB > 5 mg/mL).Ces résultats confirment le
potentiel antimicrobien d’Artemisia campestris, en particulier vis-a-vis des microorganismes Gram positifs et
des levures. Ils appuient ’'usage traditionnel de cette espéce dans le traitement des infections et soulignent

son intérét dans la recherche de nouvelles alternatives thérapeutiques d’origine naturelle.

Mots-clés : Artemisia campestris, huile essentielle, activité antimicrobienne, CMI, CMB, souches de

référence



Abstract

This study aims to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil of Artemisia campestris, an
aromatic plant belonging to the Asteraceae family, collected from the Beni Fouda region (Sétif, Algeria).
The essential oil was extracted from the aerial parts by hydrodistillation, yielding an average of 0.73%.
Antimicrobial activity was tested against five reference strains: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117, Bacillus spizizenii ATCC
6633, and Candida albicans ATCC 91234, using disk diffusion, minimum inhibitory concentration (MIC),
and minimum bactericidal/fungicidal concentration (MBC) methods.The oil exhibited variable inhibitory
effects depending on the strain. The largest inhibition zones were recorded for Candida albicans (24 mm),
Staphylococcus aureus (17 mm), and Bacillus spizizenii (18 mm), indicating high sensitivity. In contrast, E.
Coli and P. Aeruginosa showed smaller inhibition zones (8 to 9 mm), suggesting relative resistance. The
lowest MICs were observed for B. Spizizenii (1.25 mg/mL) and C. Albicans (5 mg/mL), while the remaining
strains required 10 mg/mL. A bactericidal or fungicidal effect was confirmed for all strains except S. Aureus,
which exhibited a bacteriostatic effect (MBC > 5 mg/mL).These findings confirm the antimicrobial potential
of Artemisia campestris, particularly against Gram-positive bacteria and yeasts. They support its traditional
use in the treatment of infections and highlight its relevance as a natural source for new therapeutic

alternatives.

Keywords: Artemisia campestris, essential oil, antimicrobial activity, MIC, MBC, reference strains
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Introduction

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un réle fondamental dans
le traitement des maladies infectieuses. Toutefois, leur usage excessif et parfois inapproprié a
conduit & I’émergence de résistances bactériennes, rendant certains traitements inefficaces. Ce
phénomeéne constitue aujourd’hui une menace majeure pour la santé publique. Face a cette
problématique, la recherche de nouvelles alternatives thérapeutiques devient une nécessité
(Boukhatem, 2013). L’usage des plantes médicinales, fondement de la médecine traditionnelle,
suscite un regain d’intérét en raison de leur richesse en composés bioactifs. Selon 1’Organisation
mondiale de la santé, environ 80 % de la population mondiale a recours a la médecine traditionnelle
pour les soins de santé. L’Algérie, riche en biodiversité, abrite de nombreuses plantes aromatiques
et médicinales aux propriétés thérapeutiques intéressantes, notamment celles appartenant a la
famille des Astéracées (Ventrella et al 2008 ; Kechar et al 2016). Les especes appartenant a cette
famille sont reconnues pour leur activité grace aux composés bioactifs qu'elles contiennent (Kechar
et al 2016).

Parmi elles, Artemisia campestris se distingue par son potentiel pharmacologique. Cette
espece, traditionnellement utilisée, mérite une investigation scientifique approfondie, notamment en

ce qui concerne I’activité antimicrobienne de son huile essentielle.

Cette recherche a pour objectif d’évaluer I’effet de I’huile essentielle d’Artemisia campestris
sur différentes souches microbiennes, a savoir : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spizizenii et Candida albicans.

Ce travail se compose de deux parties principales : une partie théorique et une partie expérimentale.
La partie théorique comprend :

Chapitre | : L’espéce végétale.

Chapitre Il : Les huiles essentielles.

Chapitre 111 : Généralités sur les bactéries étudiées.

La partie expérimentale comprend la description du matériel et des méthodes utilisés, ainsi que
I’analyse et la discussion des résultats.
L’¢étude se termine par une conclusion générale, suivie de perspectives de recherche dégagees a

I’issue de ce travail.



Partie théorique



. L’espéce végétale

I- L’espéce végétale
| -1- Artemisia campestris

I-1-1-Classification taxonomique

Artemisia campestris, est une plante connue sous diverses appellations selon les régions. En
francais, on la retrouve sous les noms d’armoise champétre, armoise des champs ou armoise rouge
(Elbidi, 2016). En anglais, elle est désignée par des termes tels que Field Sagewort, Field
Wormwood ou Field Sage (Elbidi, 2016). En Algérie, les noms vernaculaires incluent Tagug,
Tguft, Degoufet, Tadjug, Tedjok, Alala et Hellala (Benchelah et al 2004). La classification
botanique de la plante est donnée par le tableau 01 (Al-Snafi, 2015) .

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Superdivision | Spermatophytes

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asterides

Ordre Asterales

La famille Asteraceae

Genre Artemisia

Espeéce Artemisia campestris

Tableau 1 : classification botanique de la plante Artemisia Campestris (Al-Snafi, 2015).

I-1-2- Description botanique

Artemisia campestris est un sous-arbrisseau vivace mesurant entre 30 et 150 cm de hauteur. Ses
tiges, ramifiées et ascendantes, forment une panicule. Elles sont généralement glabres, de couleur
rouge brunatre, lignifiées a la base et pubescentes vers ’extrémité (Dib et al 2017). Les capitules,
trés petits (1 a 1,5 mm), sont ovoides ou coniques, a involucre scarieux, contenant de 3 a 8 fleurs.
Les feuilles sont finement divisées, étroites, longues et espacées. Les feuilles inférieures sont
pétiolées, parfois atténuées, tandis que les supérieures sont sessiles (Boudjourf, 2011).

Les fleurs, jaunatres, sont regroupées en petits capitules ovoides. L’involucre et le réceptacle
sont glabres. Les fleurs centrales sont stériles ou hermaphrodites, tandis que celles en périphérie
sont unisexuées et femelles. Les étamines présentent des anthéres prolongées en pointe. La floraison

a lieu au printemps, généralement entre mars et mai (figurel) (Boudjourf, 2011).
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Figure 1 : Artemisia campestris subsp. glutinosa — Hoggar (C.M. Chatelain, 2019).

I-1-3- Répartition géographique

Le genre Artemisia est cosmopolite, composé de plantes anémophiles, présentes
principalement dans les zones tempérées de 1’hémisphére Nord, avec quelques especes dans
I’hémisphére Sud. Artemisia campestris est originaire d’Asie (Boudjourf, 2011) Et se trouve
largement distribuée a travers I’Eurasie, bien adaptée aux régions arides du Nord et également
présente en Amérique du Nord (Dib et al 2017).
En Algérie, sa répartition est hétérogene : relativement fréquente dans le Sud et I’Ouest, rare dans

les massifs de I’Est, et peu présente dans le Nord-Est du pays (Berrouane, 2014).
I -2 Composition chimique

La partie aérienne d’Artemisia campestris est riche en métabolites secondaires, notamment en
polyphénols, flavonoides, tanins, huiles essentielles, alcaloides et saponines (Joa et al 1998 ;
Juteau et al 2002 ; Naili et al 2010). Parmi les flavonoides identifiés : apigénine, kaempférol,
naringénine (Valant-Vetschera et al 2003), ainsi que des acides phénoliques comme I’acide

caféique et ses derivés glycosylés (Boukhalkhal et al 2020).

La composition de I’huile essentielle varie en fonction du chimiotype, des conditions
environnementales (climat, sol, altitude), ainsi que du stade phénologique (Bruneton, 1999)
(Jerkovic, 2003). Elle est composée essentiellement de monoterpénes (86,4 %) et de sesquiterpénes
(12,7 %). Les principaux constituants sont : B-pinéne, p-cymene et a-terpinéne (Aicha et al 2008).
En Algérie, on retrouve principalement : (Z,E)-farnesol, cédrol et verbénone (Dob et al 2005).
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| -3 Usages traditionnels d’Artemisia campestris :

Artemisia campestris est largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés
bactéricides, antifongiques, anti-inflammatoires, antihelminthiques, antivenimeuses et analgésiques
(Ghlissi et al 2016). Elle est également indiquée dans le traitement des troubles digestifs, des

ulcéres, des douleurs menstruelles et du diabete (Dob et al 2005 ; Sefi et al 2010).

La partie aérienne est utilisée contre les brllures, diarrhée, morsures de serpents, piqlres de
scorpions, eczéma, gastroentérite, dysenterie, rhumatisme, infections urinaires, fiévre et toux
(Ben Sassi et al 2007). Les fleurs sont reconnues pour leurs effets hypoglycémiants, dépuratifs,
antilithiasiques, et sont utilisées dans le traitement de I’obésité ainsi que pour la réduction du
cholestérol (Lefloch, 1983).

| -4 Activités biologiques d’Artemisia campestris

Artemisia campestris présente des activités biologiques multiples, notamment antioxydantes,

antibactériennes et antifongiques.

v Activité antioxydante

Cette activité est attribuée a la richesse en flavonoides, polyphénols et tanins, qui piegent les
radicaux libres et inhibent la peroxydation lipidique. Les extraits aqueux et ethanoliques ont montre
une forte activité antioxydante selon plusieurs méthodes (DPPH, B-caroténe, ABTS) (Aniya et al
2000).

v’ Activité antimicrobienne

Les extraits méthanoliques ont montré une activité contre les bactéries Gram positif

(Bnouham et al 2002). L’huile essentielle a également révélé une activité antibactérienne contre
plusieurs souches Gram positif et négatif (Djidel et al 2014). Par ailleurs, ’extrait aqueux des
racines a démontré un effet antifongique démontré sur des champignons mycorhiziens (Kyeong et
al 2007).



I1. Les huiles essentielles

II- Les huiles essentielles

I1-1-Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles, également appelées essences végétales, sont des mélanges complexes
de composés organiques liquides, hydrophobes et volatils, caractérisés par une odeur spécifique a
chaque espéce végétale. Selon la norme AFNOR NT 75-006, une huile essentielle est définie
comme un extrait obtenu a partir de matiére végétale, par entrainement a la vapeur d’eau,
distillation seche ou procédés mécaniques (notamment pour les zestes d’agrumes), puis séparé de la
phase aqueuse par des méthodes physiques.

Les huiles essentielles sont des composés volatils aromatiques responsables de I’odeur des
plantes. Elles jouent un réle biologique essentiel, notamment dans la protection contre la lumiére
excessive et ’attraction des pollinisateurs (SE, 2018). Issues de diverses parties végétales (racines,
feuilles, fleurs, tiges, écorces), leur qualité dépend de 1’origine botanique, des conditions de culture,
du mode de récolte, du procédé d’extraction et de leur composition biochimique, qui varie selon
I’environnement et la saison. Bien conservées, elles sont stables, sauf celles d’agrumes, plus

sensibles a 1’oxydation (guerriaud, 2018).

11-2 Historique

Depuis la préhistoire, les plantes aromatiques ont été utilisées pour leurs propriétés
médicinales, spirituelles et culinaires. Des analyses polliniques suggerent une utilisation remontant
a 10 000 av. J.-C (Baser, 2009). Dans I’ Antiquité, Grecs et Romains ont documenté les premiers
usages médicaux et aromathérapeutiques des huiles essentielles. Leur efficacité pharmacologique
est reconnue dés le Xllle siécle dans les pharmacopées, mais leur diffusion s’intensifie au XVIe
siecle. De La Croix réalise en 1881 la premiere étude antimicrobienne sur leurs vapeurs (Burt,
2004).

Les Egyptiens furent des pionniers en cosmétique : Cléopatre valorisa les huiles pour leurs

usages esthétiques et thérapeutiques (Murther, 2015).
11-3 Localisation

Les huiles essentielles sont produites par environ 10 % des plantes supérieures, réparties dans

une cinquantaine de familles botaniques (Djibo, 2000 ; Boukhatem et al 2019 ; Lawrence, 1995).
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Leur synthése dépend de structures spécialisées comme les poils, poches ou canaux sécréteurs
(Svoboda, 2003). Elles se trouvent dans diverses parties de la plante : fleurs (rose), feuilles
(citronnelle), racines (iris), écorces (cannelier), rhizomes (gingembre), bulbes (ail), bois (cade),

fruits (vanillier) et graines (muscade) (Figueredo, 2007).

11-4 Domaine d’utilisation

La zone d'application des huiles essentielles est tres grande, mais peut contenir quatre secteurs
majeurs : I’industrie agroalimentaire, la parfumerie et la cosmétique, pharmaceutique et chimique

(FranceAgirMer, 2020).

I1-4-1 Secteur de I’industrie agroalimentaire

On utilise les huiles essentielles en tant que conservateurs pour les aliments et comme agents
aromatisants. On parle ici des huiles essentielles de girofle, de vanille, de menthe, de gingembre, de
citronnelle et de Citrus, qui sont employées dans la confection de sucreries, thés, sirops, boissons,

biscuits et produits (Kehal, 2013 ; Onder, 2018).

I1-4 -2 Secteur de ’industrie de la parfumerie et du cosmétique

Les domaines de la parfumerie et des cosmetiques sont les principaux utilisateurs d’huiles
essentielles. Elles sont utilisées dans la production de parfums, shampoings, gels douches, crémes,
laits, déodorants corporels et divers autres produits de nettoyage (savons, détergents, lessives,

assouplissants pour textiles).

11-4-3 Secteur de ’industrie pharmaceutique

Les huiles essentielles sont utilisées en pharmacie, notamment comme antiseptiques externes,
en raison de leurs propriétés bactéricides, bactériostatiques, antifongiques et protectrices. L’ Agence
Européenne du Médicament en reconnait plusieurs pour leurs usages thérapeutiques, telles que
celles d’Anis vert, d’Arbre a thé, de Cannelle de Ceylan ou d’Eucalyptus globuleux. Par exemple,
I’huile essentielle d’arbre a thé est indiquée pour les blessures mineures, les piqlires d’insectes et les
irritations buccales, tandis que celle de Mentha piperita est utilisée pour soulager les troubles

digestifs et les maux de téte (Socasau, 2017).

11-5 Méthodes d’extraction d’huile

Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’extraction des huiles essentielles, parmi lesquelles
I’entrainement a la vapeur d’eau, I’expression a froid, I’enfleurage, ainsi que des techniques

modernes telles que 1’extraction par fluide supercritique, par ultrasons ou par micro-ondes. Le choix
6
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du procédé dépend de la nature du végétal, des caractéristiques de 1’huile recherchée et de son usage
final. L objectif principal est d’obtenir un rendement optimal tout en préservant I’intégrité chimique

et aromatique de I’extrait (Boukhatem et al 2019 ; AFSSAPS, 2008).
11-5-1 Entrainement a la vapeur d’eau

L'entrainement & la vapeur d’eau est une méthode couramment utilisée pour I’extraction des
huiles essentielles (Européenne, 2007 ) Elle repose sur la volatilité des composés aromatiques et
leur faible solubilité dans I’eau. La vapeur, introduite ou générée dans le récipient, traverse le
végétal, entrainant les composés volatils. Le mélange vapeur-huile se condense ensuite, et I’huile
essentielle est séparée par décantation. Selon sa densité, elle se place au-dessus ou en dessous de la
phase aqueuse. Les variantes incluent 1’hydrodistillation, I’hydrodiffusion et la distillation a vapeur

saturée.

11-5-1-1 Hydrodistillation

Est une méthode classique d’extraction des huiles essentielles fondée sur la distillation de deux
phases non miscibles : I’eau et les composés volatils. Elle consiste a immerger directement la plante
dans I’eau contenue dans un alambic ou un dispositif de type Clevenger (figure 02), puis a porter
I’ensemble a ébullition. La vapeur générée fragilise les parois cellulaires, libérant ainsi les
composé€s aromatiques. Les vapeurs d’eau et d’huile essentielle sont ensuite condensées, puis
séparées par décantation grace a leur différence de densité. Cette méthode, facile a mettre en ceuvre
et peu colteuse, est largement répandue. Toutefois, elle peut entrainer certaines altérations
chimiques (hydrolyse, oxydation, racémisation), susceptibles d’affecter la qualité de [I’huile

essentielle obtenue (Figueredo, 2007).
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Figure 2 :

Schéma du dispositif d’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation avec un Clevenger

(Ahmadi, 2019).
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11-5-1 -2 Hydrodiffusion

La distillation par entrainement a la vapeur d’eau sous pression réduite consiste a faire
traverser la vapeur, de haut en bas, a travers le matériel végétal sans contact direct avec I’eau
(figure 03).
Cette vapeur entralne les composés volatils jusqu’a un collecteur adapté a la pression
atmosphérique, permettant la séparation de I’huile essentielle. Cette méthode présente plusieurs
avantages : elle limite les degradations thermiques, réduit la formation d’artéfacts, et optimise le
rendement tout en diminuant la consommation d’énergic et le temps d’extraction (Agence

Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, 2008).

Figure 3 : Schéma du dispositif d'extraction d’huile essentielle par hydrodiffusion (Bousbia, 2011).

11-5-1 -3 Distillation a vapeur d’eau saturée

La distillation a la vapeur d’eau saturée constitue la méthode d’extraction la plus couramment
utilisée pour les huiles essentielles de plantes aromatiques. Le matériel végetal est disposé sur une
grille perforée au-dessus de I’eau, sans contact direct avec celle-ci (figure 04). La vapeur traverse la
plante, rompt les structures cellulaires et libére les composés volatils. Ces derniers sont transportés
vers un condenseur, puis séparés du distillat en deux phases, permettant de récupérer 1’huile
essentielle. Cette technique préserve la qualité des extraits en réduisant les risques d’altérations

hydrolytiques. (Capon et al 1993).
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Figure 4 : Schéma du dispositif d’extraction d’huile essentielle par distillation a la vapeur

Saturée (Bordas, 1946).
8




I1. Les huiles essentielles

11-6 Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont essentiellement constituées de hydrocarbures terpéniques
(monoterpenes, sesquiterpenes et diterpénes) et d'éléments oxygénés (esters, aldéhydes, cétones,
alcools, phénols, oxydes, acides lactones, ainsi que des composés soufrés et azotés habituellement

en petites quantités) (Lawless, 2002).
11-7 Propriétés physicochimiques des huiles essentielles

Parmi les propriétés majeures, on peut mentionner :

- Les huiles essentielles, a température ambiante, sont des liquides volatils et aromatiques qui se
présentent généralement sous une couleur incolore ou jaune pale.

- Les huiles essentielles possedent souvent une grande densité et un fort pouvoir rotatoire.

- lls présentent une faible solubilité dans l'alcool et les solvants organiques.

- Les huiles essentielles sont conservées dans des bouteilles en verre teinté soigneusement
fermeées (BRUNETON, 1999 ; DURAFFOURD, 2002).

- Les HEs s'oxydent lorsqu'elles sont exposées a la lumiére, absorbant de l'oxygéne et se
métamorphosant en résine simultanément.

- Les huiles essentielles, grace a leur nature lipophile, ont la capacité de franchir efficacement les

membranes physiologiques, y compris la peau (Touhami, 2017).

11-8 Activités biologiques des huiles essentielles

11-8 -1 Activité antibactérienne

La plupart des herbes aromatiques et leurs extraits dhuile essentielle possedent des
caractéristiques antimicrobiennes capables de freiner ou inhiber la prolifération de micro-
organismes néfastes et pathogénes, contribuant ainsi a une amélioration significative de la slreté
alimentaire (SACCHETTI et al 2006). L'activité biologique des huiles essentielles est
principalement associée a leurs compositions chimiques. En général, les composés oxygénés
exercent une action plus importante que les composés hydrocarbonés (Guinoiseau, 2010). L'action
antibactérienne des huiles essentielles découle de plusieurs mécanismes d'action ciblant divers
emplacements cellulaires (Ouis, 2015). Ces opérations incluent des altérations morphologiques
bactériennes, comme la précipitation de protéines et d'acides nucléiques, ou encore I'empéchement

de la création d'ADN, d'ARN, de protéines et de peptidoglycanes (Cusson, 2007).
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11-8 -2 Activité antioxydante
L'activité antioxydante est définie par des groupes fonctionnels précis, incluant les alcools,
éthers, cétones, monoterpenes et aldéhydes tels que : le linalol, le 1,8-cinéol, la géraniale, le

citronellal ainsi que certains monoterpénes comme le y-terpinéne et 'a-terpinoléne (Edris, 2007).

Quand on évoque l'activité antioxydante, on distingue deux catégories en fonction du niveau
d'action (Chemloul, 2014).

v' Activité principale : Les composés sont stoppés dans la séquence d'oxydation
anticatalytique.

v’ Activité préventive : Les composés ont la capacité de retarder I'oxydation par des procédés
indirects.

10
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I11- Les souches étudiées

I11-1 Escherichia coli

Escherichia coli, couramment appelée E.coli, est une bactérie a Gram négatif, de forme
bacillaire, appartenant au genre Escherichia. Il s’agit d’un microorganisme anaérobie facultatif, dont
les cellules mesurent en moyenne 2,0 micrométres de long et entre 0,25 et 1,0 micrométre de
diameétre, avec un volume cellulaire compris entre 0,6 et 0,7 um?*. E.coli est I'un des organismes les
plus largement étudiés en microbiologie (Srichandana, 2015).
I11-1-1 Pouvoir pathogéne

Escherichia coli est impliqué dans diverses infections extra-intestinales, notamment les
infections urinaires, les atteintes abdominales et les septicémies, souvent accompagnées d’un choc
septique provoqué par son endotoxine O. Elle est également responsable d’infections intestinales.
Les premiéres descriptions de diarrhées liées a E. coli remontent & 1940. Ces affections sont causees
par des souches appartenant a des sérotypes spécifiques, pouvant entrainer des cas isolés ou de
petites épidémies (FRENEY J et al 2007 ; Amina et al 2015).
I11-1-2 Résistance aux antibiotiques

Escherichia coli présente a la fois une resistance naturelle et une résistance acquise a certains
antibiotiques. Sur le plan de la résistance naturelle, cette bactérie, comme I’ensemble des
entérobactéries, est intrinsequement résistante aux glycopeptides et a la pénicilline G. Elle est
toutefois naturellement sensible a I’ensemble des béta-lactamines, ce qui la classe dans le groupe 1
des entérobactéries. Concernant la résistance acquise, certaines souches d’E.coli ont développé des
mécanismes adaptatifs leur permettant d’inactiver 1’action des antibiotiques. La résistance aux béta-
lactamines est principalement liée a la production d’enzymes spécifiques telles que les
pénicillinases, les enzymes TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs), et les céphalosporinases, qui
hydrolysent et rendent inefficaces ces molécules (MARYLINE., 2012-2013).

111-2 Staphylococcus aureus

Découverts par Pasteur en 1880 dans un échantillon de pus, les staphylocoques sont des
bactéries a Gram positif de forme cocci. Ils peuvent apparaitre isolément, en paires (diplocoques) ou
en amas évoquant une grappe de raisin. Bien qu’ils soient immobiles et ne produisent pas de spores,

certaines souches peuvent étre entourées d’une capsule protectrice (Bergeron, 2013).

11
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[11-2-1 Pouvoir pathogéne

Staphylococcus aureus colonise la peau et les muqueuses grace a son adhésion aux cellules et a la
matrice extracellulaire. Son pouvoir pathogene repose sur sa survie en milieu hostile et la
production de nombreux facteurs de virulence. Il provoque des infections cutanées (furoncles,
abces, impétigo), ostéo-articulaires (ostéomyélites, arthrites), cardiovasculaires (endocardites) et
respiratoires, aussi bien communautaires que nosocomiales (El-Anzi, 2014).

I11-2-2 Résistance aux antibiotiques

Staphylococcus aureus présente une résistance naturelle modérée, notamment par la production
de pénicillinases, enzymes capables d’hydrolyser certaines béta-lactamines et de limiter 1’efficacité
de ces antibiotiques (EFSA, 2020). Sa résistance acquise résulte de mutations ou du transfert de
genes, souvent favorisés par 1'usage excessif d’antibiotiques.

Certaines souches, appelées SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), sont
multi-résistantes et insensibles a plusieurs antibiotiques comme la pénicilline, 1’érythromycine ou la
tétracycline. Cette résistance est principalement liée a la production de la protéine PBP2A, qui
empéche ’action des béta-lactamines (SARM, 2024).

111-3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif, mesurant entre 1,5 a 3 um de long et
0,5 a 0,8 um de large. Ces bactéries fines sont mobiles grace a un flagelle polaire monotriche, leur
conférant un mouvement typique dit en "vol de moucheron”. Elles ne forment ni spores ni
sphéroplastes. Sur le plan clinique, P. aeruginosa est responsable d’environ 10 % des infections
nosocomiales, se classant au 3éme rang apres E. coli et S. aureus. Elle occupe cependant la 1ére
place pour les infections pulmonaires basses et la 3éme pour les infections urinaires (Richard C et
Kiredjian, 1995)
I11-3-1 Pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa, aussi appelé bacille pyocyanique, est peu virulent chez les individus
en bonne santé, mais devient un pathogene opportuniste redoutable en cas d’immunodépression.
Les personnes les plus a risque sont les nourrissons, les personnes ageées, ainsi que les patients
atteints de maladies chroniques, métaboliques (comme le diabete), hématologiques ou de cancers.
Les infections endogenes sont souvent favorisées par des traitements immunosuppresseurs
(corticoides, antimétabolites). Chez les grands brdlés, P. aeruginosa est 1’une des principales causes
de mortalité (Avril et al 2000).
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I11-3-2 Résistance aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa présente une résistance naturelle & de nombreuses classes
d’antibiotiques, incluant les pénicillines (groupes V, G, M, A), la majorité des céphalosporines de
premiere a troisieme génération, les quinolones de premiere génération et la kanamycine. Cette
espece possede une forte capacité d’adaptation, accumulant divers mécanismes de résistance au
cours des traitements, ce qui en fait un pathogene redoutable et difficile a éradiquer (Mesaros et al
2007). Le développement de nouveaux antibiotiques efficaces contre cette bactérie demeure, a ce
jour, limité (Lister et al 2009).

111-4 Bacillus spizizenii

Bacillus subtilis subsp spizizenii est un bacille Gram positif sporulé, ubiquitaire et saprophyte.
Il forme des endospores résistantes aux conditions défavorables (chaleur, dessication,
désinfectants). Aérobie stricte, certaines souches tolerent I’anaérobiose. Bien que généralement
Gram positif, des cultures dgées peuvent apparaitre Gram négatif (Logan, 2012). Cette espece joue
un réle écologique dans le sol et peut étre utilisée en biotechnologie, agriculture ou comme

probiotique. De rares souches sont opportunistes (Singleton, 1999).

I11-4-1 Pouvoir pathogéne

Bacillus subtilis subsp spizizenii est classée BSL-1 (Biosafety Level 1), c’est-a-dire peu

pathogene, selon la fiche de souche ATCC 6633 (ATCC, 2024). Selon (Logan, 2012), plusieurs
especes de Bacillus, dont B. subtilis, ont été isolées dans des contextes cliniques ou alimentaires,

bien que cela reste rare.

I11-4-2 Résistance aux antibiotiques

Bacillus subtilis subsp. spizizenii présente une bonne sensibilité aux p-lactamines (pénicilline G,
ampicilline), aminosides, macrolides et fluoroquinolones. Toutefois, certaines résistances naturelles
sont rapportées, notamment a la polymyxine B, a la streptomycine et a certaines céphalosporines,
liées a une faible perméabilité membranaire, a ’action de pompes d’efflux ou a la présence de -
lactamases (Fritze, 2004).
En contexte industriel et probiotique, un suivi rigoureux de ces profils est recommandé par (EFSA
BIOHAZ, 2020) afin de prévenir tout risque de transfert de géenes de résistance. (Hong & Duc,
2005) Soulignent également I’importance de cette vérification pour les applications humaines et

alimentaires.
13
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I11-5 Candida albicans

Candida albicans est une levure diploide appartenant aux champignons microscopiques,
composée de huit chromosomes. De taille variable (3 a 15 um), elle est non capsulée, non
pigmentée et se développe en milieu aérobie. Sa reproduction asexuée s’effectue par
bourgeonnement multilatéral a partir d’une cellule mére (blastospore), donnant naissance a des

colonies blanches et crémeuses (Chu WS et al 1993 ; Graser Y et al 1996).

I11-5-1 Pouvoir pathogéne

Candida albicans est a I’origine de plus de la moitié des candidoses humaines et constitue un
pathogéne fongique majeur. Il provoque des infections des muqueuses, principalement
gynécologiques et digestives, pouvant évoluer vers des formes systémiques graves, avec un taux de
mortalité pouvant atteindre 50 % (Pound et al 2011).
En milieu hospitalier, les traitements antifongiques se limitent a quatre grandes classes :
- Les polyenes, qui perturbent la membrane cellulaire.
- Les echinocandines, ciblant la paroi fongique.
- Les azolés, inhibant la biosynthese de I’ergostérol.
- La flucytosine, agissant sur la synthéese des acides nucléiques (Leleu et al 2002).
I11-5-1 Résistance antifongiques

L’émergence de la résistance aux antifongiques est apparue parallelement a I’introduction des
traitements chimiques (White et al 1998). Chez les espéces de Candida, plusieurs mécanismes
moléculaires contribuent a cette résistance (Yang et al 2001) :

e Modification de la membrane ou de la paroi cellulaire, limitant la pénétration des

antifongiques.

e Activation accrue des pompes d’efflux, réduisant leur concentration intracellulaire.

e Altération ou surproduction de la cible moléculaire.

e Mutations rendant cette cible non essentielle.

e Neutralisation ou dégradation directe de la molécule antifongique.

14



Partie experimentale



IV. Matériel et Méthodes

I- Cadre général de I’étude

Cette étude a été réalisée au Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) de Constantine,
ainsi qu'au laboratoire d'hygiéne de la wilaya de Skikda, relevant de I'Etablissement Public de Santé
de Proximit¢ (EPSP) de Skikda. Ces deux structures ont permis la mise en ceuvre des travaux
expérimentaux, notamment l'extraction, la caractérisation et 1’évaluation de [Iactivité
antimicrobienne de I’huile essentielle d’Artemisia campestris.
I-1- L’objectif de I’étude
Le présent mémoire a pour objectif d’évaluer les propriétés antimicrobiennes de I’huile essentielle

issue de la plante Artemisia campestris.
II-  Matériel utilisé

I1-1- Matériel non biologique

Appareillages, verrerie et autre. Produit et réactifs. Milieux de cultures.

- Autoclave. - DMSO. - Gélose nutritive.

- Bain marie. - Violet de gentiane. - Gélose Sabouraud.

- Microscope. - Lugol. - Gélose Muller-Hinton.

- Lames. - Fuschine. - Bouillon Muller-Hinton.
- Tubes a essai. - Alcool.

- Ecouvillons. - L’eau physiologique.

- Balance. - Huile & immersion.

- Papiers Whatman.

- Bec Bunsen.

- Etuve.

- Boites de Petri.

- L’anse de platine.

- Micropipettes.

- Microplaques.

- Les ampoules.

- Lecteur de microplaque.

- Spectrophotometre a cuve.

- Hydrodistillateur (Clevenger).
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Il -2- Matériel biologique

a) Matériel végétal

- Critéres de choix de la plante

Le choix de la plante Artemisia campestris, localement connue sous le nom de Tggouft, repose
sur ses usages traditionnels en médecine populaire, en particulier pour ses propriétés antiseptiques,
anti-inflammatoires, digestives, ainsi que pour son potentiel bactéricide et antifongique. Son huile
essentielle est reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes, mises en évidence dans plusieurs

études antérieures (figure 05).

originale).

b) Justification du choix de la plante

Le choix de la plante Artemisia campestris repose sur ses usages traditionnels en médecine
populaire, en particulier pour ses propriétés antiseptiques, anti-inflammatoires et digestives. Par
ailleurs, plusieurs études récentes ont mis en évidence la richesse d’huile essentielle en composés

bioactifs présentant un effet antimicrobien.
c) Récolte

La plante Artemisia campestris a été récoltée le 4 avril dans la région de Beni Fouda, située dans
la wilaya de Setif, au nord-est de I’Algérie (Figure 06), aux coordonnées géographiques
approximatives de 36,2861° de latitude nord et 5,60715° de longitude est. Cette zone, a caractere
montagneux, se trouve a environ 20 km a ’est du chef-lieu de la wilaya, dans la daira de Djémila.

(DPSB, 2016 ; DB.COM, 2025).
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Figure 6 : situation géographique du Beni Fouda (Google, 2025)

Le climat de la région est de type semi-aride, caractérisé par des hivers froids. Ces conditions
écologiques favorisent la croissance spontanée de plusieurs especes aromatiques et médicinales,
dont Artemisia campestris. La récolte a été réalisée manuellement, en prélevant les parties aériennes
de la plante (tiges, feuilles et fleurs) au stade de floraison, considéré comme la période optimale
pour la concentration en composés volatils bioactifs. Les échantillons ont ensuite été transportés
dans des sacs en papier, afin de préserver leurs propriétés, puis séchés a I’ombre dans un endroit

bien ventilé, en vue de la préparation a I’extraction de I’huile essentielle.
- Séchage

Le séchage des parties aériennes de la plante (feuilles et tiges) a été réalisé de maniere
naturelle, a I’abri de la lumiére directe (figure 07), sur du papier blanc, dans un espace bien ventilé,
pendant une durée de quinze jours. Cette méthode permet de prévenir la photo-oxydation des

composeés bioactifs sensibles. (Guignard, 2000).

Figure 7 : Artemisia campestris (A) avant et (B) aprés séchage (photo originale).
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d) Microorganismes testés

Tableau 2 : Caractéristiques des souches microbiennes utilisées dans 1’étude.

Souches bactériennes Milieux de La référence Gram

conservation

Candida albicans Gélose 91234 /
Staphylococcus aureus (ATCC) Gélose 25923 +
Pseudomonas aeruginosa (ATCC) Gélose 1117 -
Escherichia coli (ATCC) Gélose 25922 -
Bacillus spizizenii (ATCC) Bouillon 6633 +

On conserve les souches dans les boites de pétris a 4 °C.

I11- Protocole d’extraction des huiles essentielles

X/

« Préparation de la charge végetale

o Une quantité de 20 kg de plante séche (Artemisia campestris) a été pesée.
o Le matériel végétal a ensuite été introduit dans la cuve de 1’alambic.
e Un volume de 75 litres d’eau distillée a été ajouté afin d’assurer un transfert thermique

optimal et de produire une quantité suffisante de vapeur (Chebaibi & Fahim, 2016).

v Hydrodistillation

e L’alambic a été chauffé a I’aide d’une source de chaleur directe (gaz).

e L’¢bullition a été maintenue pendant environ 1 heure et 30 minutes.

o La vapeur générée entraine les composes volatils présents dans les parties aériennes de la
plante (figure 08) (Chebaibi & Fahim, 2016).

Figure 8 : hydrodistillation (photo originale)
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v Condensation de la vapeur

« La vapeur enrichie en huile essentielle a été dirigée vers un condenseur, ou elle a été
refroidie.

e Ce processus de condensation a permis 1’obtention d’un distillat constitué d’un mélange

d’hydrolat (eau aromatique) et d’huile essentielle (Chebaibi & Fahim, 2016).

v Collecte du distillat

o Ledistillat a été recueilli dans un récipient en verre adapté (figure 09).
o En raison de sa densité inférieure, ’huile essentielle s’est séparée naturellement en flottant a

la surface de ’hydrolat (Chebaibi & Fahim, 2016).

Figure 9 : le distillat dans un récipient (photo originale).

v Séparation de I’huile essentielle

e Le mélange obtenu a été transféré dans une ampoule a décanter.
e Aprés un temps de repos suffisant, les deux phases se sont séparées.
e La couche supérieure correspondant a I’huile essentielle a été soigneusement récupérée

(Chebaibi & Fahim, 2016).

v Conservation

e L’huile essentielle extraite a été stockée dans un flacon en verre ambré, hermétiquement fermé.
e Elle a été conservée a I’abri de la lumiére, de I’air et de la chaleur, & une température de 4 °C,

afin de préserver ses propriétés volatiles (Chebaibi & Fahim, 2016).
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+* Calcul du rendement

D'aprés la norme AFNOR (1986) (AFNOR, 1986), Le rendement en huile essentielle a été
déterminé en calculant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue (MHE) et la masse de la
matiére végétale seche utilisée (MS). Ce rendement est exprimé en pourcentage (%) selon la
formule suivante :

R (%) = % < 100

Oou:

R : Rendement de I’huile essentielle en %.
MHE : La masse d’huile essentielle en g.

MS : La masse de la matiére végétale utilisée en g.
IV- Evaluation de Pactivité antibactérienne

IV-1- Revivication et repiquage des souches bactériennes

La revivification des souches bactériennes a été effectuée par ensemencement sur des milieux de
culture spécifiques, adaptés a leurs exigences physiologiques.

Les boites ont été incubées pendant 24 heures afin d’obtenir une culture jeune, adaptée aux

essais (Ksouri, 2017).
1VV-1-1- Identification des souches bactérienne

> Examen macroscopique

L’¢tude des caractéres macroscopiques porte sur les aspects visibles a I’ceil nu (figure 10), tels

que la forme, la taille, la couleur et I’aspect des colonies bactériennes (Chibi, 2015).

- h_",.,-*"'. 1 - ,a

Figure 10 : examen macroscopique (photo originale).
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» Examen microscopique (coloration de gram)
- Principe
La coloration de Gram constitue une technique fondamentale en bactériologie. 11 s’agit d’une
meéthode de double coloration permettant de distinguer les bactéries non seulement selon leur forme

et leur organisation, mais surtout en fonction de leur affinité pour les colorants, laquelle est liée a la

composition chimique de leur paroi cellulaire (Abdelmalek et al 2016).

- Méthode de Gram-Hucker

Elle est reconnue comme protocole de référence dans le cadre de la microbiologie alimentaire

(figure 11), conformément a la norme NF EN ISO 7218 octobre 2007).

e Réaliser un frottis a partir d’une culture bactérienne fraiche, puis le laisser sécher a ’air libre.

e Recouvrir entierement le frottis avec du cristal violet. Laisser agir pendant 1 minute, puis rincer
doucement a I’eau distillée.

e Appliquer du lugol sur le frottis et laisser reposer pendant 1 minute. Rincer ensuite a 1’eau
distillée.

e Décolorer avec I’alcool pendant 15 a 30 secondes, puis rincer immédiatement a I’eau.

e Appliquer la fuchsine sur le frottis pendant 1 minute, puis rincer abondamment a I’eau distillée
(Delarras, 2014).

e Sécher le frottis a I’air libre ou en le passant bri¢vement au-dessus de la flamme d’un bec
Bunsen.

#” : Bacille Gram négatif

@ :Cocci Gram positif

7Y [ﬁ% oy

o © = o
— O
00
20\
=
Frottis Application de Application de Application Contre-coloratign
bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine

gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.

Figure 11 : coloration de gram (Frobisher, 1976).
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+ La lecture

L’observation microscopique est réalisée & I’objectif x100 a immersion. Grace a cette double
coloration, les bactéries a Gram positif apparaissent en violet foncé, tandis que les bactéries a Gram
negatif prennent une coloration rose a rouge. Cette différence de coloration est due a la structure de

leur paroi cellulaire, qui influence la rétention des colorants (Delarras, 2014).
IV-2- Méthode de I’aromatogramme
» Principe

Cette méthode est désignée sous plusieurs appellations : méthode de I’aromatogramme,
technique de I’antibioaromatogramme, ou encore méthode de Vincent (Marie-Cécile, 2006).
Egalement connue sous le nom de méthode de diffusion sur disques, elle a été retenue dans le cadre
de la présente étude pour évaluer I’activité antibactérienne de I’huile essenticlle d’Artemisia
campestris.

Cette technique repose sur I’imprégnation de disques de papier stériles avec I’huile essentielle,
lesquels sont ensuite déposés sur une gélose préalablement ensemencée avec la souche bactérienne
cible. Apres incubation, la formation d’un halo d’inhibition autour des disques témoigne de

I’efficacité antimicrobienne de I’huile testée.
a) Préparation des solutions

Des solutions de I’huile essentielle d’Artemisia campestris ont été préparées a différentes
concentrations (1 %, 25 % et 50 % v/v) par dilution dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). La
solution mere, a 100 %, a été utilisée sous forme pure. Les dilutions ont été obtenues en mélangeant

les volumes appropriés d’huile essentielle et de DMSO, dans des conditions aseptiques (figure 12).

Figure 12 : les dilutions d’HE (Photo originale).
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b) Préparation des milieux

Des boites de Pétri contenant 20 mL de gélose Mueller-Hinton (MH) ont été préparées, puis
laissées a solidifier a température ambiante (figure 13). Une fois solidifiée, la gélose a été laissée a

sécher pendant 30 minutes a température ambiante, afin d’éliminer ’excés d’humidité en surface

(Yanguela, 2011).

N

Figure 13 : Mueller Hinton dans les boite de Pétri (Photo originale).

¢) Ensemencement

Un écouvillon stérile a été immergé dans la suspension bactérienne (figure 14), puis égoutté en
le pressant délicatement contre la paroi interne du tube. La surface de la gélose de chaque boite de
Pétri a été ensemencée par stries successives, en effectuant trois passages croisés avec une rotation
de 60° entre chaque passage, de maniére a assurer une répartition homogéne de I’inoculum (figure

15). Les boites ont ensuite été laissées a sécher a température ambiante pendant cing minutes avant

I’application des disques (Yanguela et al 2011).

Figure 15 : ensemencement des bactéries (photo originale).
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d) Application des disques

Des disques de papier filtre stériles, d’un diametre de 6 mm, ont été imprégnés avec 20 pL de
solution mére a 1’aide d’une micropipette stérile, puis déposés délicatement a la surface des milieux

ensemencés a I’aide d’une pince stérile (figure 16).

Un contr6le négatif a été réalisé en appliquant 20 pL de diméthylsulfoxyde (DMSQ) pur sur des
disques similaires, placés dans les mémes conditions, afin de vérifier [’absence d’effet

antimicrobien attribuable au solvant (Yanguela et al 2011).

Figure 16 : application des disques (photo originale).

e) Incubation

Les boites de Pétri ont été laissées a température ambiante pendant 15 minutes afin de permettre
une diffusion uniforme de I’huile essentielle dans le milieu. Elles ont ensuite été incubées a 37 °C

pendant 24 heures (Yanguela et al 2011).
f) Lecture des résultats

L’activité antibactérienne a été évaluée en mesurant le diameétre des zones d’inhibition formées
autour des disques, a I’aide d’une régle millimétrée ou d’un pied a coulisse (figure 17) (AG et al
2003).

e Souche résistante : D < 8 mm.
e Souche sensible : 9 mm <D < 14 mm.
e Souche trés sensible : 15 mm<D <19 mm.

e Souche extrémement sensible : D > 20 mm.
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Figure 17 : mesuré la zone d’inhibition (photo originale).

IV- 3- Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :
La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle
d’Artemisia campestris a été réalisée afin d’évaluer la plus faible concentration capable d’inhiber

visiblement la croissance bactérienne des souches étudiées.

Les méthodes de dilution constituent les techniques les plus appropriées pour la détermination
des valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) d’un extrait végétal, d’une huile essenticlle
ou d’une substance pure (Rios et al 1988). En effet, ces méthodes permettent d’estimer avec
précision la concentration de I’agent antimicrobien testé, que ce soit dans un milieu solide (dilution
en gélose) ou liquide (microdilution ou macrodilution en bouillon). Elles sont couramment utilisées
pour évaluer quantitativement I’activité antimicrobienne in vitro contre les bactéries et les

champignons (Balouiri et al 2016).

a) La méthode de macrodilution

¢ Préparation de la solution mere

e La solution mére de I’huile essentielle d’Artemisia campestris (80 mg/mL) a été préparée en
diluant 88,9 uL d’huile dans 911,1 pL de DMSO stérile. Le mélange a été vortexé, étiqueté,
puis conservé a 4 °C a I’abri de la lumiere (Wilkinson, 2006 ; Elshikh et al 2016).
¢ Préparation des dilutions

e Une série de dix tubes stériles (T1 a T10) a été préparée par dilutions successives de la solution
meére d’huile essentielle (80 mg/mL) dans du bouillon Mueller-Hinton, selon la réduction au

demi-volume (figure 18).
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Figure 18 : préparation des dilutions (photo originale).

e Les concentrations finales obtenues allaient de 40 mg/mL (T1) & 0,078 mg/mL (T10).

o Chaque dilution a été réalisée sous conditions aseptiques en transférant 1 mL de la solution
précédente dans 1 mL de bouillon, puis homogénéisée avant I’inoculation bactérienne
(Wilkinson, 2006 ; Elshikh et al 2016).
¢ Préparation de I’'inoculum

e Un inoculum standardisé a 0,5 MacFarland a été préparé (figure 19). Ensuite, 100 uL de cet

inoculum ont été ajoutés a chaque tube de dilution (T1 a T10) ainsi qu’aux tubes témoins

(Wilkinson, 2006 ; Elshikh et al 2016).

| ==

Figure 19 : préparation de I’inoculum bactérienne (photo originale).

Controle positif (C+) contenant le milieu de culture et ’inoculum, et controle négatif (C-)
contenant uniquement le milieu de culture.
 Incubation

e Incuber les tubes contenant les dilutions et les contrdles a 37°C pendant 18-24 heures
(Wilkinson, 2006 ; Elshikh et al 2016).
% Lecture

e Aprés incubation, D’apparition ou I’absence de turbidité dans les tubes est observée
visuellement. La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible
concentration de ’agent antimicrobien empéchant toute croissance visible du microorganisme
testé (Wilkinson, 2006 ; Elshikh et al 2016).
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b) La méthode de microdilution (microplaques)

Cette méthode, plus simple et plus économique que la macrodilution en bouillon, est
actuellement reconnue comme méthode de référence internationale pour les tests de sensibilité
antimicrobienne (Schwalbe et al 2007). La CMI en utilisant la méthode de microdilution en milieu
liguide dans une microplaque stérile de 96 puits (8 lignes-12 colonnes). Une gamme de

concentrations décroissantes allant de 1 mg/ml a 10-10 mg/ml est préparée par dilution en série.
% Préparation de la solution mére

La solution mére est obtenue en mélangeant 5 uL d’extrait avec 95 ul. de BMH stérile dans le
puits n°1 (figure 20).

= : L A 4
Figure 20 : préparation de la solution mere (photo originale).

¢ Préparation des dilutions

e Lesdilutions sont réalisées en ajoutant 50 pL. de BMH dans les puits 2 a 10.
e Effectuer une dilution en série au facteur 1/2 en transférant 50 pL d’un puits au suivant,
jusqu’au puits 10.

e Le volume final du dernier puits est éliminé (figure 21) (Wilkinson, 2006).

Figure 21 : préparation des dilutions (photo originale).
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¢ Ajout de ’inoculum

Ajouter 50 uL. d’inoculum bactérien dilué (1/100) dans les puits 1 a 10 pour obtenir un
volume final de 100 pL par puits.

Les contrles sont réalisés comme suit : dans la colonne 11 (témoin positif), 92 pL
d’inoculum sont mélangés a 8 pL. de DMSO. Dans la colonne 12 (témoin négatif), 100 pL
de BMH stérile sont ajoutés sans inoculum (Wilkinson, 2006).

+* Incubation

Incuber les microplaques a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Apres 18 a 24 heures d’incubation, la turbidité peut étre évaluée visuellement, par
spectrophotométrie ou a ’aide d’un indicateur de viabilité cellulaire tel que les sels de

tétrazolium ou le colorant de résazurine (Wilkinson, 2006).

V- 4- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration d’huile

essentielle capable d’¢liminer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial, ¢’est-a-dire ne laissant

subsister que moins de 0,01 % de bactéries viables. Cette valeur permet ainsi de caractériser I'effet
bactéricide de I’huile essentielle (GUINOISEAU, 2010).

L)

*

a) A partir de macrodilution

Sélection des tubes sans croissance visible

A la fin de I’incubation des tubes de CMI, la méme gamme de concentrations, a été utilisée
pour déterminer la CMI par macrodilution en milieu liquide, sert également a 1’évaluation
de la CMB de I’huile essentielle testée (BOUCHAALE 1 et al 2015).

Ensemencement sur gélose

10 a 20 pL ont été prélevé a partir des tubes avec une micropipette stérile, puis ensemencés
par stries sur une gélose Muller-Hinton (BOUCHAALE 1 et al 2015).

Controle

Une boite de pétri contenant un nutritif stérile a été ensemencée a 1’aide du tube contrdle
positive (C+).

Incubation

Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures, ou selon les conditions spécifiques a
la souche bactériennes utilisée (BOUCHAALE 1 et al 2015).
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IV. Matériel et Méthodes

«» Lecture des résultats

e Aprés I’incubation, les boites sont observées visuellement, I’absence de colonies

bactériennes traduit un effet bactéricide indiquant que la CMB a été atteinte.
o La présence des colonies suggérant que les bactéries ont été inhibées dans la croissance sans

étre totalement éliminées.
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I- Rendement et caractéristiques des huiles essentielles

Tableau 3 : Rendement d’extraction et Caractéristiques organoleptiques de I’HE d’Artemisia

campestris.
Huile essentielle Rendement Caractéristiques organoleptiques
(%)
Odeur Aspect Couleur
Artemisia 0.73 £ 0.050
campestris
Aromatique Liquide Transparente

caractéristique de la plante

Figure 22 : Huile essentielle de I’armoise rouge (photo originale).

L’huile essentielle a été extraite a partir de la plante Artemisia campestris par
hydrodistillation, ce qui a permis d’obtenir une huile de couleur transparente, a ’odeur aromatique
caractéristique, avec un rendement satisfaisant de 0,73 £ 0,05 % (m/m), présenté dans le tableau
03. Ce rendement constitue un indicateur essentiel de 1’efficacité de la méthode utilisée et de la
qualité de I’huile obtenue.

La teneur en huile essentielle obtenue dans cette étude s’est révélée supérieure a celles
généralement rapportées dans la littérature, estimées autour de 0,29 % (m/m) selon (BERTELLA,
2019) et 0,3 % selon (touil, 2012). Elle se rapproche des valeurs observées par (Dob et al 2005),
qui a rapporté un rendement d’environ 0,7 %. Ces différences peuvent s’expliquer par de multiples
facteurs. La période de récolte, déterminante pour la quantité et la composition des composés
volatils, est souvent considérée comme primordiale. S’y ajoutent : la zone géographique de collecte
et le climat local, développement et le degré de fraicheur du matériel végétal, le prétraitement du
végétal (durée et conditions de séchage), enfin, la méthode et le type d’appareillage d’extraction
choisis (Benbouali, 2006).
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11- Identification des souches bactériennes

Tableau 4 : observation microscopique et macroscopiques des souches bactériennes (photo

originale).

Candida albicans
91234

Staphylococcus
aureus (ATCC)
25923

Pseudomonas
aeruginosa (ATCC)
1117

Escherichia coli
(ATCC) 25922
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Bacillus spizizenii
(ATCC) 6633

-

Tableau 5 : résultats de ’observation macroscopique et microscopique.

Souche bactérienne

macroscopique

microscopique

Candida albicans 91234

Staphylococcus aureus
(ATCC) 25923
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC) 1117

Escherichia coli (ATCC)
25922

Bacillus spizizenii (ATCC)
6633

Colonies crémeuses, blanches a | Cellules ovales,

beige, a surface lisse et
bombée.
Colonies rondes, lisses,

opaques, de couleur jaune dore.

Colonies larges, plates,
pigmentées (vert-bleu), odeur
caractéristique.

Colonies convexes, lisses,

grisatres, a bords reguliers.

Colonies seches, irréguliéres,

plates a bords filamenteux.

Activité antibactérienne

bourgeonnantes, levures.

Cocci en amas (en grappe),
Gram positif.

Bacilles fins, droits ou
légerement incurvés, Gram
négatif.

Bacilles droits, isolés ou en

courtes chaines, Gram négatif.

Bacilles de grande taille,
sporulés, disposes en chaines,

Gram positif.

Tableau 6 : Zones d’inhibition selon la dilution de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris

(photos originales).

Photo

Souche 100 % 50 % 25 % 1%
bactérienne
Escherichia coli 8 mm 8 mm 7 mm 6 mm

ATCC 25922
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Staphylococcus 17 mm 10 mm 7 mm 6 mm
aureus ATCC
25953

Pseudomonas 9 mm 6 mm 6 mm 6 mm
aeruginosa ATCC
1117

Bacillus spizizenii = 18 mm 8 mm 6 mm 6 mm
ATCC 6633

Candida albicans | 24 mm 17 mm 8 mm 6 mm
91234

Contréle négatif | 00 (-) 00 (-) 00 (-) 00 (-)
(DMSO)

Légende :
- Souche resistante : D < 8 mm.
- Souche sensible : 9 mm <D < 14 mm.
- Souche tres sensible : 15 mm <D <19 mm.

- Souche extrémement sensible : D > 20 mm.
L’étude des diameétres des zones d’inhibition obtenus par la méthode de diffusion sur disque met
en évidence une activité antimicrobienne variable de I’huile essentielle d’Artemisia campestris, en

fonction de la souche testée et de la dilution appliquée.
Escherichia coli ATCC 25922

Une faible zone d’inhibition de 8 mm a été observée aux concentrations de 100 % et 50 %,

tandis qu’aucune inhibition n’a été détectée a 25 % et 1 %. Ces résultats indiquent une résistance
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marquée de la souche a I’huile essentielle. Selon (Selma et al 2024), un effet similaire a été

rapporté, avec un diametre de 8 mm pour ’huile pure et de 7,33 mm pour les autres concentrations.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

L’efficacité la plus marquée a été observée contre Staphylococcus aureus, avec des zones
d’inhibition de 17 mm a 100 %, de et 10 mm a 50 %, et comprises entre 7 mm et 6 mm a 25 % et
1%.

Ces résultats montrent une forte sensibilité de la souche. (Hassiba, 2011) rapporte également
que S. aureus est la souche la plus sensible a I’huile essentielle d’Artemisia campestris, avec un
diametre d’inhibition de 21 mm pour I’huile pure, et de 17, 15 et 13 mm pour les dilutions.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117

Une zone d’inhibition de 9 mm a été relevée pour I’huile pure (100 %), tandis que les dilutions
ont montré une résistance quasi compléte, avec des diametres compris entre 8 mm et 6 mm. Cette
résistance est cohérente avec la structure particuliere de la membrane externe riche en
lipopolysaccharides et la présence de systemes d’efflux actifs qui limitent I’accumulation
intracellulaire de substances antimicrobiennes (Schwartz et al 2024 ; Nazzaro et al 2013).
Bacillus spizizenii ATCC 6633

L’huile pure a généré une zone d’inhibition de 18 mm, tandis que les dilutions ont produit des
zones plus faibles, comprises de 6 mm. Ces résultats confirment I’effet des terpénes sur la
perméabilité membranaire, notamment chez les bactéries Gram négatif, mais aussi sur les Gram
positif (Helander et al 1998).

Candida albicans 91234

L’huile essentielle a montré une activité antifongique notable, avec un diamétre maximal
d’inhibition de 24 mm a 100 % et de 17 mm a 50 %. A 25 % et 1 %, I’inhibition était faible, ce qui
traduit une résistance a ces concentrations. La faible activité antifongique de I’huile d’Artemisia
campestris pourrait s’expliquer par sa faible teneur en composés a fort pouvoir antifongique, tels
que certains alcools monoterpéniques (Koba et al 2004 ; Scora k et al 1998).

Ces résultats suggérent que la taille de la zone d’inhibition ne refléte pas nécessairement
I’efficacité réelle d’un composé antimicrobien, car elle peut étre influencée par des facteurs tels que

la solubilité¢ de I’huile, sa capacité¢ de diffusion dans la gélose ou encore son taux d’évaporation

(Cimanga, 2002).
IV- Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle

La détermination de la CMI de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris a été réalisée en testant

des concentrations comprises entre 80 mg/mL et 0,156 mg/mL.
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Tableau 7 : CMI de I'huile essentielle d’Artemisia campestris selon les dilutions.

HE E. coli ATCC S. aureus B. spizizenii  P. Candida

finale 25922 ATCC 25923 ATCC 6633 aeruginosa albicans

(mg/ml) ATCC 1117 ATCC 91234
T1 80 + + + + +
T2 40 + + + + +
T3 20 + + + + +
T4 10 CMI + + + +
T5 5 - CMI + CMI +
T6 2.5 - - + - +
T7 1.25 - - + - +
T8 0.625 - - CMI - CMI
T9 0.312 - - - - -
T10 0.156 - - - - -
Légende :

+ : présence d’inhibition (activité antimicrobienne).

—: absence d’inhibition.

— = = g

Figure 23 : CMI des microplaques (photo originale).

Les valeurs de CMI obtenues ont montré que I’huile essentielle d’Artemisia campestris présente
une activité antimicrobienne variable selon les souches testées (tableau 07). Bacillus spizizenii s’est
révélée la plus sensible, avec une CMI de 1,25 mg/mL. Candida albicans a été inhibée a partir de 5
mg/mL. En revanche, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ont
montré une sensibilité plus faible, avec des CMI égales a 10 mg/mL.

Ces résultats confirment le potentiel antibactérien et antifongique de I’huile essentielle d’A.
campestris, particuliérement marqué contre les bactéries Gram positif. L’étude a en effet révélé une

activité plus significative vis-a-vis des Gram positif que des Gram négatif, ce qui concorde
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partiellement avec les données rapportées par (Akrout A et al 2011) ainsi que par (Naili et al 2010)
dans des travaux portant sur les extraits végétaux.

Tableau 8 : la CMI, CMB et Effet de I'Huile Essentielle d’Artemisia campestris.

Microorganismes CMB (mg/ml) Effet
Escherichia coli ATCC 25922 5 Bactéricide
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >5 Bactériostatique
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117 5 Bactéricide
Bacillus spizizenii ATCC 6633 2.5 Bactéricide
Candida albicans 91234 5 Fongicide

- CMB >5mg/ml : méme a 5 mg/ml, la bactérie n’est pas totalement tuée.

Les valeurs de la concentration minimale bactéricide (CMB) ont montré que I’huile essentielle
d’Artemisia campestris exerce un effet bactéricide sur Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus spizizenii, avec des CMB respectives de 5 mg/mL, 5 mg/mL et 2,5 mg/mL. Elle
présente également un effet fongicide contre Candida albicans (CMB = 5 mg/mL), tandis que
I’effet observé sur Staphylococcus aureus est bactériostatique, la CMB étant supérieure a 5
mg/mL.

L’huile essenticlle d’Artemisia campestris se distingue par sa forte activité antibactérienne, en
particulier a ’encontre des bactéries Gram positif. Des observations similaires ont été rapportées
pour d’autres especes du genre Artemisia. Par exemple, A. douglasiana est reconnue pour ses
propriétés antibactériennes et antifongiques, et elle est traditionnellement utilisée comme agent
bactéricide topique dans le traitement des brdlures cutanées. De méme, A. annua et A. herba-alba

Asso sont bien documentées pour leurs activités antimicrobiennes (Lopes-Lutz et al 2000).

36



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion

Ces derniéres années, les plantes médicinales ont suscité un regain d’intérét en phytothérapie et
en recherche biomédicale, en raison de leur richesse en composés naturels bioactifs et de leur
potentiel a offrir des alternatives ou des compléments aux traitements classiques, tout en limitant les

effets indésirables.

Notre étude a porté sur Artemisia campestris, une espece de la famille des Astéracées, largement
répandue en Algérie. L’extraction de son huile essentielle par hydrodistillation a permis d’obtenir

un rendement satisfaisant de 0,73 %.

Les résultats de I’activité antibactérienne ont mis en évidence un effet notable de I’huile
essentielle d’Artemisia campestris, en particulier vis-a-vis des bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus: 17 mm ; Bacillus spizizenii 18 mm et de la levure Candida albicans 24

mm.

Les essais en milieu liquide ont confirmé cette activité : les plus faibles concentrations
minimales inhibitrices (CMI) ont été observees pour B. spizizenii 1,25 mg/mL et C. albicans 5

mg/mL, tandis que E. coli et P. aeruginosa ont nécessité des concentrations plus élevées 10 mg/mL.

L’effet bactéricide ou fongicide de I’huile essentielle a été démontré pour I’ensemble des

souches testées.

Les résultats obtenus ouvrent de nouvelles perspectives pour promouvoir I’intégration des

plantes médicinales dans les approches thérapeutiques de la médecine moderne.

» Caractériser la composition chimique de I’huile essentielle par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), afin d’identifier précisément ses
constituants majeurs.

> FEtudier les mécanismes d’action des composés actifs sur les micro-organismes cibles.

> Explorer d’autres propriétés biologiques : activités antivirale, anticancéreuse, anti-

inflammatoire, et antioxydante.
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