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Résumé

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle
d’Origanum vulgare. L huile a été¢ obtenue par hydrodistillation, avec un rendement de 0,89
%. L’évaluation biologique a porté sur cinq souches de référence : Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117,
Bacillus spizizenii ATCC 6633 et la levure Candida albicans. Les tests ont été réalisés par
diffusion sur disques, complétés par la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et bactéricide/fongicide (CMB). Les résultats ont révélé une activité
variable selon les souches testées. Les plus grandes zones d’inhibition ont été enregistrées
pour Escherichia. Coli et Candida. albicans (26 mm), suivies de Bacillus. spizizenii (21 mm)
et Staphylicoccus. Aureus (20 mm). En revanche, Pseudomonas. aeruginosaa montré un
faible halo d’inhibition (3 mm), traduisant une résistance partielle. Les CMI les plus faibles
(2,5 mg/mL) ont été observées pour Escherichia. Coli,Staphylococcus .Aureus, Bacillus.
spizizenii et Pseudomonas. aeruginosa, tandis que Candida .albicans a nécessité 5 mg/mL.
L’effet bactéricide ou fongicide a été¢ confirmé pour I’ensemble des souches, a I’exception de
Staphylococcus. Aureus, pour laquelle seul un effet inhibiteur a été observé (CMB > 5
mg/mL). Ces résultats prometteurs suggerent que 1’huile essentielle d’Origanum vulgare

pourrait représenter une alternative naturelle intéressante.

Mots-clés : Origanum vulgare ; huile essentielle ; activité antimicrobienne ; Candida albicans

shydrodistillation ; alternatives naturelles.



Abstract

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil of
Origanum vulgare. The oil was obtained by hydrodistillation, with a yield of 0.89%.
Biological evaluation focused on five reference strains: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichiacoli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117, Bacillus
spizizeniiATCC 6633, and the yeast Candida albicans ATCC.Tests were conducted using the
disk diffusion method, complemented by determining minimum inhibitory concentrations
(CMI) and minimum bactericidal/fungicidal concentrations (CMB).The results revealed
variable activity depending on the tested strains. The largest inhibition zones were recorded
for E. coli and C. albicans (26 mm), followed by B. spizizenii (21 mm) and S. aureus (20
mm). In contrast, P. aeruginosa showed a weak inhibition halo (3 mm), indicating partial
resistance. The lowest CMIs (2.5 mg/mL) were observed for E. coli, S. aureus, B. spizizenii,
and P. aeruginosa, while C. albicans required 5 mg/mL. A bactericidal or fungicidal effect
was confirmed for all strains, except S. aureus, for which only an inhibitory effect was
observed (CMB > 5 mg/mL). These promising results suggest that Origanum vulgare

essential oil could represent an interesting natural alternative.

Kevwords: Origanum vulgare ,essential oil, antibacterial activities, Candida albicans

,hydrodistillation , natural alternative.
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Introduction générale

L’émergence et la propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques conventionnels
représentent aujourd’hui un défi majeur pour les systémes de santé publique a 1’échelle mondiale.
Cette situation alarmante exige le développement de stratégies alternatives, notamment l'exploration
de substances naturelles dotées d’activités antimicrobiennes. Parmi ces alternatives prometteuses
figurent les huiles essentielles extraites de plantes médicinales, qui suscitent un intérét croissant

grace a leur richesse en composés bioactifs aux propriétés thérapeutiques.

Depuis des millénaires, les plantes occupent une place centrale dans les systemes de médecine
traditionnelle a travers le monde. Selon (Lhuillier ,2007), leur usage constitue la forme la plus
ancienne de médecine connue de I’humanité. Des systémes médicinaux tels que I’ayurvéda en Inde,
la médecine traditionnelle chinoise ou encore 1’herboristerie pratiquée en Afrique et en Europe
illustrent cette richesse thérapeutique ancestrale (Maurice, 1997). Ces savoirs empiriques, transmis
de génération en génération (Khireddine, 2013), ont inspiré de nombreuses avancées de la
médecine moderne (Boumediou&Addoun, 2017).

Les vertus thérapeutiques des plantes sont principalement attribuées a leurs métabolites
secondaires, tels que les flavonoides, alcaloides, tannins, saponines et huiles essentielles.
Contrairement aux métabolites primaires impliqués dans la croissance de la plante, les métabolites
secondaires remplissent des fonctions de défense contre les agents pathogenes, les prédateurs ou la
concurrence végétale (Sebai&Boudali, 2012).

Parmi les plantes aromatiques d’intérét, Origanum vulgare se distingue par sa forte teneur en
composés phénoliques, notamment le carvacrol et le thymol, reconnus pour leurs propriétés
antimicrobiennes puissantes. Utilisée depuis 1’ Antiquité pour traiter diverses affections, cette plante
de la famille des Lamiacées attire aujourd’hui I’attention de la communauté scientifique pour son
potentiel a remplacer ou renforcer les antibiotiques classiques.

Le présent travail s’inscrit dans cette démarche et vise a évaluer I’activité antibactérienne de
I’huile essentielle d’Origanum vulgare. Pour ce faire, notre étude est structurée comme suit :

e Le premier chapitre présente une synthese bibliographique sur les huiles essentielles, leurs

propriétés et les différentes techniques d’extraction.

e Le deuxiéme chapitre décrit le matériel utilisé et les méthodes expérimentales appliquées pour

tester 1’efficacité de 1’huile essentielle d’origan contre certaines souches bactériennes.

e Le dernier chapitre est consacré a I’analyse, I’interprétation et la discussion des résultats

obtenus.



Chapitrel .

Synthése
~

bibliographique & =




Chapitre I : synthése bibliographique

I.1. Huiles essentielles

I.1.1.Historique

Il apparait ainsi que les huiles exssentielles accompagnent 1’histoire de la civilisation humaine
depuis ses origines. Les Egyptiens, puis les Grecs et les Romains, utilisaient diverses matiéres
végétales et leurs extraits, notamment les huiles essentielles, dans des domaines variés tels que la
médecine, la parfumerie, les rituels religieux et les traditions spirituelles (Lawless, 1995). La
période byzantine a marqué une étape importante dans le développement des techniques de
distillation, qui furent ensuite perfectionnées durant 1’ére arabo-musulmane, notamment grace aux
apports de savants comme Al-Razi et Ibn Sina (Avicenne), qui ont contribué a la médecine et a la
chimie des substances naturelles (Leclerc, 1877 ; Touwaide, 2007). A cette époque, les huiles
essentielles sont devenues des produits clés du commerce international, avec I’Iran et la Syrie

comme centres majeurs de production d’extraits aromatiques (Franchomme&Pénoél, 2001).

C’est vers I’an 1000 qu’Avicenne, célébre médecin et savant persan, a mis au point de manicre
rigoureuse la méthode de distillation par vapeur d’eau, encore largement utilisée aujourd’hui
(Leclerc,1877). Cette avancée technique a permis d'extraire les principes actifs volatils des plantes

avec une plus grande efficacité et pureté.

Au fil des siecles, les progres scientifiques ont permis d’approfondir les connaissances sur la
composition chimique des huiles essentielles grace a des méthodes d’extraction et d’analyse de plus
en plus performantes, telles que la chromatographie en phase gazeuse. Leur usage thérapeutique
s’est également enrichi avec la naissance de I’aromathérapie, discipline initiée en 1928 par René-
Maurice Gattefossé, qui fut le premier a employer ce terme aprés avoir observé les effets
cicatrisants de la lavande sur une brilure (Gattefossé, 1937). Ses recherches pionnicres ont ouvert
la voie a de nombreuses études scientifiques sur les propriétés antimicrobiennes, anti-

inflammatoires et relaxantes des huiles essenticlles (Besombes, 2008 ,Buckle, 2015).

I.1.2. Définition des huilles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) sont définies comme des liquides complexes, hautement
concentrés, volatils et hydrophobes, extraits de différentes parties de plantes aromatiques. Leur
appellation d'« huile » provient de leur solubilité dans les corps gras, bien qu'elles ne soient pas des
corps gras au sens biochimique du terme. En général, leur densité est inférieure a 1, a I’exception

notable de certaines huiles telles que celles du clou de girofle (Syzygium aromaticum), de la



Chapitre I : synthése bibliographique

cannelle (Cinnamomum zeylanicum) et du sassafras (Sassafras albidum) (Charpentier et al.,

2008).

Le terme « essentielle » fait référence au parfum ou a I’ardme caractéristique dégagé par la
plante dont elle est issue, souvent considéré comme 1I’« essence » de la plante (Teuscher et al.,
2005). D’un point de vue normatif, 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2000)
définit les huiles essentielles comme des substances volatiles obtenues par distillation a la vapeur
d’eau ou a I’eau de matériaux végétaux, ou encore par des procédés mécaniques appropriés, comme
dans le cas des essences de citrus extraites par pression a froid, suivies d’une séparation de la phase

aqueuse.

I.1.3. Origine et localisation des huilles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires produits par les plantes. Leur
biosynthése est étroitement liée a 1’activité photosynthétique, qui fournit I’énergie (sous forme
d’ATP et de NADPH) ainsi que des précurseurs carbonés (glucides) nécessaires au métabolisme
secondaire. Ces composés volatils sont issus de voies métaboliques spécialisées et jouent divers
roles écophysiologiques, notamment dans la défense contre les pathogeénes, la communication

interplantaire et I’attraction des pollinisateurs (Narishetty&Panchagnula, 2004).
1.1.4. Methodes d'extractions des huilles essentielles
1.1.4.1 Hydro-distillation

L’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal (entier ou broy¢) dans un
alambic rempli d’eau, qui est ensuite porté a ¢bullition. Sous 1’effet de la chaleur, 1’eau produit de la
vapeur qui entraine les composés volatils présents dans la plante. Cette vapeur, en atteignant une
surface froide (condenseur), se condense en un mélange liquide formé d’eau (hydrolat) et d’huile
essentielle, séparés par décantation en raison de leur différence de densité (Porter, 2001).

Cette technique est généralement recommandée pour I’extraction d’huiles essentielles dont les
composants sont thermorésistants. Toutefois, 1'un des principaux inconvénients de
I’hydrodistillation réside dans la difficulté a contrdler précisément la température du mélange eau-
matiere végétale. Cela peut entrainer des altérations de 1’huile essentielle, notamment des

changements de couleur, d’odeur ou de composition chimique (Delaveau, 1987).
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I.1.4.2 Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

La distillation par entrainement a la vapeur est 'une des méthodes les plus anciennes
d’extraction de substances aromatiques, introduite par les savants arabes au IXe siécle. Dans cette
méthode, le matériel végétal est placé au-dessus de 1’eau, soutenu par une grille ou une plaque
perforée, sans contact direct avec le liquide. L’eau chauffée au fond de I’alambic produit de la

vapeur qui traverse les plantes, capturant au passage les molécules volatiles.

La vapeur ainsi enrichie en composés aromatiques est dirigée vers un condenseur, ou elle se
liquétie. Le distillat obtenu se sépare naturellement en deux phases : une phase aqueuse appelée
hydrolat (ou eau florale) et une phase huileuse constituée de 1’huile essentielle. Cette dernicre est

ensuite récupérée par décantation (Joulain, 1994 , Delaveau, 1987).

1.1.4.3 Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une méthode innovante développée pour 1’obtention de
composés naturels tels que les huiles essentielles et les extraits aromatiques. Elle repose sur un
systeme de chauffage basé sur le rayonnement micro-ondes, appliqué au matériel végétal placé dans
une chambre a pression progressivement réduite. Ce procédé permet de chauffer sélectivement I’eau
intracellulaire présente dans les tissus végétaux, générant de la vapeur qui entraine les composés
volatils. Cette vapeur forme un mélange azéotropique facilitant la séparation des huiles essentielles

(Romdhane, 1993).

1.1.4.4 Extraction par hydro-diffusion

L’hydro-diffusion est une technique particuliere de distillation a la vapeur d’eau, caractérisée par
un flux de vapeur orient¢ de maniére descendante, traversant le lit de matiere végétale.
Contrairement a la distillation classique ou la vapeur monte, ici, elle est injectée par le haut de
I’appareil et descend par gravité a travers les plantes, d’ou le nom d’hydro-diffusion descendante ou

hydro-diffusion assistée par gravité (El1 Asbahani et al., 2015).

I.1.5. Composition chimique des huiles essentielles

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles révele qu’elles sont constituées de
mélanges complexes et variables, comprenant des centaines de composés en proportions trés
diverses. Ces composés appartiennent principalement a deux grandes classes biogénétiques : les

terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Gildo, 2006).
4
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1.1.5.1 Composés terpéniques

Les composés terpéniques représentent la fraction majoritaire des constituants volatils des huiles
essentielles. Il s'agit principalement de monoterpénes (C; ) et de sesquiterpeénes(C; ), deux classes
d’hydrocarbures formés respectivement de deux et trois unités d’isopréne. En raison de leur faible
masse moléculaire et de leur haute volatilité, ces composés sont a 1’origine de la fragrance

caractéristique des huiles essentielles.

Ils peuvent étre saturés ou insaturés, et présente des structures acycliques, monocycliques
,bicycliques ou polycycliques. Ces hydrocarbures sont fréquemment associés a leurs dérivés

oxygeneés

Tels que les alcools, cétones, aldéhydes, esters, éthers qui jouent un role essentiel dans 1’activité

biologique et les propriétés organoleptiques des huiles essentielles (Bruneton, 1999).

1.1.5.1.1 Monoterpénes

Les monoterpenes, de formule brute C; H; , sont composés de deux unités d’isopréne. Ils
constituent souvent la part la plus importante des huiles essentielles et se subdivisent en plusieurs

sous-groupes selon leur structure (Rahal, 2004) :

> Monoterpénes acycliques : myrcéne, ociménes
> Monoterpénes monocycliques : a-terpineéne, y-terpinéne, p-cymene

> Monoterpénes bicycliques : a-pinéne, B-pineéne, A*-caréne, camphéne, sabinéne

1.1.5.1.2 Sesquiterpénes

Les sesquiterpénes possédent une structure plus complexe, avec une base carbonée C; , issue de
trois unités d’isopréne. Cette famille présente une grande diversité de structures chimiques et

regroupe des composés variés tels que :

> Sesquiterpénes hydrocarburés(ex. : f-caryophylléne)

> Sesquiterpénes oxygénés: alcools (farnésol), cétones (néral, patchoulol), lactones, etc.

Les sesquiterpenes sont généralement moins volatils que les monoterpénes, mais ils conferent
aux huiles essentielles des propriétés thérapeutiques intéressantes, notamment anti-inflammatoires

et antimicrobiennes (Bruneton, 2008).
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1.1.5.2 Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

En plus des terpénoides, certaines huiles essentielles contiennent des composés aromatiques
dérivés du phénylpropane, issus du métabolisme de la phénylalanine. Ces composés comprennent
notamment des aldéhydes aromatiques (comme le cinnamaldéhyde), des alcools aromatiques
(comme I’eugénol), des esters, et d'autres phénylpropanoides, souvent responsables de l'arome

spécifique de certaines plantes (Gildo, 2006).
I.2. Les espéces végétales

I.2.1.Description botanique L’Origanum vulgare

Origanum vulgare, communément appelé origan, est une plante aromatique vivace appartenant a
la famille des Lamiacées. Elle se caractérise par des tiges droites, fines, a section carrée, souvent
teintées de rouge et mesurant entre 20 et 80 cm de hauteur. Ces tiges présentent des arétes bien

marquées, typiques des especes de cette famille.

Les feuilles, ovales, aigués, pétiolées et finement dentées en bordure, varient considérablement

en taille, les plus grandes étant situées a la base de la plante.

La floraison se manifeste par de petites fleurs rose pale regroupées en inflorescences terminales.
Cette disposition florale est remarquable au sein des Lamiacées. Le calice est constitué de cinq lobe
sacérés, tandis que la corolle tubulaire, a quatre lobes, est environ deux fois plus longue que le

calice.

Le fruit est un tétrakéne, composé de quatre akeénes lisses et de teinte sombre, logés dans un calice

devenu rugueux a maturité. (Mahmoudi Yahia.1990)
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Figure01 : Dessin d'Origanum vulgare selon (Ietswaart, 1980).
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1.2.2. Taxonomie d’Origanum vulgare
La classification taxonomique d’Origanum vulgare d’apres Balfour (1860) est la suivante:

Tableau .01 : Taxonomie d'Origanum vulgare.

1.2.3. Distribution géographique
1.2.3.1 Distribution géographique dans le monde

Selon Taylor et Francis (2002), le genre Origanum est principalement localisé autour du bassin
méditerranéen. En effet, 81 % de ses especes sont exclusivement présentes dans 1’est méditerranéen,

notamment en Turquie, en Gréce et au Moyen-Orient.

L’espece Origanum vulgare est quant a elle largement répartie a travers 1’Eurasie et I’ Afrique du
Nord. Son aire de répartition s’étend des Acores et des iles Canaries, jusqu’a la Bretagne et la
Scandinavie, et couvre également des régions plus orientales telles que la Chine et Taiwan (Taylor

et Francis, 2002).
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Figure02 : Distribution du genre Origanum vulgare au monde (letswaart.1980)

1.2.3.2.Distribution géographique dans I’Algérie

En Algérie, on trouve 1'Origan sous diverses formes botaniques qui se répartissent sur 1'ensemble
du littoral et méme dans les régions intérieures jusqu'aux zones arides (Mebarki, 2010). En Algérie,
il est représenté par une multitude d'especes qui compliquent leur identification du fait de leurs
variations et de leur propension a 1'hybridation.
En résumé, 1'origan est une espece bien adaptée au climat méditerranéen d'Algérie et se rencontre a
I'état sauvage dans de nombreuses régions du nord du pays, ainsi que dans des cultures locales.

1.3. Généralités sur les souches étudiées

1.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli (colibacille) appartient a la famille des entérobactéries. Environ 70 % des
cellules possedent un flagelle ; elles peuvent donc étre mobiles ou immobiles. Elles ont la capacité
de fermenter le lactose et de produire de I’indole. Ce sont des bacilles Gram négatifs a respiration
aérobie-anaérobie facultative. Cette espéce est un hote fréquent de la microflore intestinale
commensale chez ’homme et les animaux a sang chaud. Son implantation dans le tractus intestinal

survient durant les premiéres heures ou jours suivant la naissance (Avril, 1992 ; Prescott, 2007).

1.3.1.1. Classification :

Régne :Bacteria
Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma proteobacteria

YV V VY V

Ordre :Enterobacteriales
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> Famille :Enterobacteriaceae
> Genre : Escherichia
> Espéce : coli

(Castellani et Chalmers, 1919)

1.3.1.2 Pouvoir pathogeéne :

E. coli est responsable de diverses infections, notamment la majorité¢ des infections urinaires,
ainsi que des infections extra-intestinales. Elle est aussi une cause fréquente de diarrhée infantile
dans les pays en développement et joue un rdéle important dans les syndromes diarrhéiques chez
I’adulte. La contamination peut se faire par ingestion d’aliments ou d’eau contaminés, ou par

transmission directe entre individus dans des conditions d’hygiéne déficiente (Bleibtreu, 2016).

1.3.1.3. Résistance aux antibiotiques :

Les souches d’Escherichia. coli sont généralement sensibles a la plupart des antibiotiques
efficaces contre les bactéries Gram négatives. Cependant, en raison d’un usage excessif des
antibiotiques, 40 % des souches sont désormais résistantes aux amino-pénicillines, aux
carboxypénicillines et a [’association amoxicilline-acide clavulanique par production de
pénicillinases. Ces souches peuvent étre pathogenes et aussi transmettre des génes de résistance a

d’autres bactéries (Talon, 2004 ; Fred, 2006; Paterson, 2006).

1.3.2. Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa a été identifié pour la premiere fois en 1882 par Gessard, qui a montré
que le pigment bleu-vert pyocyanine provenait de ce micro-organisme (Gessard, 1984). C’est un
bacille Gram négatif, en forme de batonnet, sans spores ni capsules ,mobile grace a un flagelle

polaire monotriche (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).

I.3. 2.1. Classification :

Régne :Bacteria

Division :Proteobacteria
Classe :Gamma proteobacteria
Ordre :Pseudomonadales
Famille : Pseudomonaceae

Genre :Pseudomonas
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> Espeéce :Pseudomonas aeruginosa (Migula, 1900)

1.3.2.2. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas. aeruginosa est un pathogeéne opportuniste responsable de nombreuses infections
aigués et chroniques. Sa capacité pathogene est liée a une grande adaptabilité génomique et a la

production de multiples facteurs de virulence (Ben Haj Khalifa et al., 2011).

1.3.2.3. Résistance aux antibiotiques

Cette bactérie est connue pour son adaptation rapide et son développement fréquent de
résistances aux antibiotiques. Les molécules actives sont limitées : certaines P-lactamines
(pipéracilline, ticarcilline, ceftazidime, céfépime, aztréonam, imipénéme, meéropéneme,
doripénéme), les fluoroquinolones (ciprofloxacine, lévofloxacine), les aminosides (sauf
kanamycine), la fosfomycine et la colimycine. Cependant, les résistances a ces traitements sont
courantes, dues a des mutations chromosomiques et a des genes transférables. Pseudomonas.
aeruginosa produit naturellement une céphalosporinase qui lui confeére une résistance intrinséque

aux céphalosporines (Mérens et al., 2011).

1.3.3. Staphylococcus aureus :

La famille des Staphylococcaceae comprend quatre genres, parmi lesquels Staphylococcus est le
plus important. Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives Gram positives, formant des amas
en forme de grappes de raisin.Elles sont immobiles, non sporulées, catalase-positives, oxydase-

négatives, et fermentent le glucose. Leur paroi contient des acides teichoiques (Prescott, 2007).

1.3.3.1. Classification

Régne :Bacteria

Division :Firmicutes
Classe :Bacilli

Ordre :Bacillales

Famille :Staphylococcaceae

Genre :Staphylococcus

YV V Vv ¥V VY VYV VY

Espéce Staphylococcus aureus

10
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(Ludwig et al., 2010)

1.3.3.2. Pouvoir pathogéne

Bien que commensal, Staphylococcus. aureus provoque de nombreuses infections chez
I’homme: affections cutanées (impétigos, folliculites, furoncles, panaris), infections des muqueuses
(conjonctivites, otites, pneumonies). Il possede de nombreux facteurs de virulence, notamment des

toxines responsables de toxi-infections alimentaires (Lowy, 1998 ; Shallcross, 2013).

1.3.3.3. Résistance aux antibiotiques

La multirésistance chez Staphylococcus. aureus est préoccupante. Les souches résistantes aux -
lactamines produisent des pénicillinases qui détruisent le cycle B-lactame. Elles peuvent aussi
inactiver les aminosides via des enzymes spécifiques, conférant une résistance a la gentamicine,

amikacine, kanamycine, etc. (Prescott, 2012).

1.3.4. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie Gram positive, aérobie, formant des endospores, catalase-
positive, habituellement présente dans le sol et considérée comme ubiquitaire. Ses cellules sont des
batonnets droits, de 2 a 4 um de longueur sur 0,5 a 2 um de largeur. Cette espece est généralement
bénéfique etnon pathogene, mais peut occasionnellement provoquer des infections opportunistes

chez les immunodéprimés (Loison, 2013).

1.3.4.1. Classification

Domaine :Bacteria
Phylum : Bacillota
Classe :Bacilli

Ordre :Caryophanales
Famille :Bacillaceae

Genre : Bacillus

YV V VYV V V VYV VY

Espéce : Bacillus subtilis

(Ehrenberg, 1835 ; Cohn, 1872)

11
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1.3.4.2. Pouvoir pathogéne

Le genre Bacillus comprend plusieurs espeéces importantes, certaines saprophytes, d’autres
pathogeénes comme Bacillus. anthracis, Bacillus. cereus, Bacillus. Licheni formis et Bacillus.
Subtilis Bacillus. cereus est li¢ a des toxi-infections alimentaires diarrhéiques et émétisques
(causées par la toxine céréulide) aprés consommation d’aliments contaminés (Jean-Pierre Facon et

Isabelle Desforges, 2021).
1.3.4.3 Résistance aux antibiotiques

Bacillus subtilis., en raison de leurs endospores trés résistantes, sont capables de survivre a
divers agents physiques et chimiques, dont la chaleur, le froid, la déshydratation, les désinfectants et
certains antibiotiques (Paul Vos et al, 2011). Ils sont largement présents dans divers

environnements, y compris naturels et hospitaliers (DraganaMiljakovi¢ et al., 2020).

1.3.5. Candida albicans

Candida albicans est une levure diploide, mesurant de 3 a 15 um, non pigmentée et aérobie
(Chuet et al., 1993). Elle se reproduit asexuellement par bourgeonnement multilatéral (blastospore)
(Graser et al., 1996), formant des colonies blanc créme. Elle existe sous deux formes : levure
(forme habituelle) et mycélium (forme pathogeéne). La morphologie est influencée par le pH, la

température et la fertilité du milieu (Sudbery, 2001).

I.3.5.1. Classification

Reégne : Fungi

Division :4scomycetes
Sous-division :Saccharomycotina
Classe :Saccharomycetes

Ordre :Saccharomycetales
Famille :Saccharomycetaceae

Genre :Candida

YV vV ¥V V ¥V VY V V

Espece :Candida albicans

12
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1.3.5.2. Pouvoir pathogéne

Les Candidas ont souvent endogenes ou exogenes et ne deviennent pathogénes qu’en présence
de facteurs favorisants. Les candidoses peuvent étre localisées (peau, muqueuses) ou invasives
(souvent nosocomiales), notamment chez les patients immunodéprimés. En grande quantité,
Candida. albicans provoque un érythéme douloureux parfois couvert de dépdts blanchatres

(Anofel, 2014).

1.3.5.3. Résistance aux antifongiques

La résistance aux antifongiques est un probléme croissant, surtout chez les patients
immunodéprimés. Les mécanismes incluent des mutations dans les génes cibles, une surexpression

des pompes a efflux et des modifications de la membrane cellulaire

13
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I1.1. Cadre général de I’étude

Cette ¢étude a été réalis¢ au laboratoire d'hygiene de la wilaya de Skikda, relevant de
|'établissement public de santé de proximité (EPSP). C’est la structure ont permis la mise en ceuvre
des travaux expérimentaux, notamment [’extraction la caractérisation et 1’évaluation

antimicrobienne de I’huile essentielle d origanum vulgare.
I1.1.1. L’objectif de I’étude

Le présent mémoire a pour objectif d’évaluer les propriétés antimicrobiennes de 1’huile

essentielle issue de la plante origanum vulgare
I1.2. Matériels utilisé

I1.2.1. Matériels non biologique

Appareillages, verrerie et autre. Produit et réactifs. Milieux de cultures.
- Autoclave. - Bain marie. - DMSO. - Gélose nutritive.

- Microscope. - Lames. - Violet de gentiane. - Gélose Sabouraud.
- Tubes a essai. - Ecouvillons. - Lugol. -Fuschine.- Alcool. - Gélose Muller-

- Balance. - Papiers watt man. - L’eau physiologique. Hinton.

- Bec Bensin. -Etuve. - Huiles d’émersion. - Bouillon Muller-

- Boites de pétries. Hinton.

- Lance de platine.
- Micropipettes.

- Les ampoules.

14
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I1.2.2. Matériels biologique

I1.2.2.1. Matériels végétal
a. Critéres de choix de la plante

Le choix de la plante Origanum vulgare, localement connue sous le nom de zaatar, 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 puissantes propriétés antimicrobiennes, mises en évidence dans

plusieurs études antérieures.

Figure 03: Origanum vulgare medicinal herb from Algeria (photo originale).

» Justification du choix de la plante

Le choix de la plante Origanum vulgare 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 de son huile essentielle en

composés bioactifs présentant des effets antimicrobiens et antioxydants.

b. Récolte

La plante Origanum vulgare été récoltée le ler avril dans la région de Ain Bouziane, située dans
la wilaya de Skikda au nord-est de 1'Algérie (figure 03), aux coordonnées géographiques précises
de 36°35'53" de latitude nord et 6°45'05"” de longitude est (soit 36,598° N, 6,751° E). Cette zone, a
caractére montagneux, se trouve a environ 20 km a I’est du chef-lieu de la wilaya, dans la daira de

Sidi Mezghiche (DPSB, 2016DB.COM, 2025)
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Figure .04: situation géographique du Ain Bouziane (google maps)

Le climat de la région est de type semi-aride, caractérisé¢ par des hivers froids. Ces conditions
¢cologiques favorisent la croissance spontanée de plusieurs espeéces aromatiques et médicinales,
dont Origanum vulgare. 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 1’ombre, dans un endroit

bien ventilé, en vue de la préparation a I’extraction de 1’huile essentielle. .

c. Séchage
Les feuilles de /’Origanum vulgare ont été séchées a une température ambiante dans un endroit
aéré et ombragé pendant une semaine, dans des étageres recouvertes de papier peint afin d’éviter

tout dépot de moisissures (Owen et Johns, 1999).

Figure .05 : Origanum vulgare (A) avant séchge ,( B) apres séchage(photo originale).
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11.2.2.2. Microorganismes testés

Tableau 02 : Caractéristiques des souches microbiennes utilisées dans 1’étude.

Milieux de
Souches bactériennes La référence Gram
conservation
Bacillus spizizenii (ATCC) Bouillon 6633 +
D’origine
Candida albicans Gélose o /
clinique
Pseudomonas aeruginosa( ATCC) Gélose 1117 -
Staphylococcus aureus (ATCC) Gélose 25923 +
Escherichia coli (ATCC) Gélose 25922 -

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

I1.3. Protocole d’extraction des huiles essentielles

I1.3.1. Préparation de la matiére végétale

e Une quantité de 15 kg de plante seche (Origanum vulgare) a été pesée.
o Le matériel végétal a ensuite été introduit dans la cuve de I’alambic.
o 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).

I1.3.2. Hydrodistillation
e Un dispositif de chauffage au gaz a été utilisé pour chauffer I’alambic.
e Ce processus a permis de maintenir une €bullition constante pendant environ 90 minutes.

e La vapeur produite durant cette étape a permis d’extraire les substances volatiles contenues

dans les parties aériennes de la plante

o (ette opération est illustrée dans la (figure 06) (Chebaibi&Fahim, 2016).
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Figure 06: méthode d’hydrodistillation (photo originale).

e La vapeur enrichie en huile essentielle a été dirigée vers un condenseur pour étre refroidi
e Ce processus de condensation a permis d'obtenir un distillat composé d'un mélange d'hydrolat
(eau aromatique) et d'huile essentielle (Chebaibi&Fahim, 2016)
o Le distillat a été récupéré dans un récipient en verre adapté a cet effet.
e En raison de sa densité plus faible, I'huile essentielle s'est naturellement séparée en flottant a a
surface de 1'hydrolat (Chebaibi&Fahim, 2016).
e Le mélange obtenu a été transféré dans une ampoule a décanter pour séparer les deux phases.
e Apres un temps de repos suffisant, les deux phases se sont dissociées.
e La couche supérieure, correspondant a I'huile essentielle, a été soigneusement recueillie

(chebaibi&fahim 2016) .

v" Conservation

I est indispensable de prendre certaines précautions pour la conservation de l'huile essentielle
(BURT, 2004). L'huile essentielle récupérée est emballée dans un tube a essai protégé par du
papier aluminium, soigneusement scellé pour prévenir toute modification due a la lumicre et a

I'oxygeéne contenu dans l'air. Les bouteilles sont maintenues a une température de 4 +1°C.

I1.3.3. Calcul du rendement
D'apres la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (R) correspond a la relation
entre la masse de I'huile essentielle extraite (M HE) et la masse de la mati¢re végétale employée

(MS). La formule suivante donne le résultat :

MHE
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Ou:
- 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.

I1.4. Evaluation de I’activité anti microbienne
I1.4.1. Revivication et repiquage des souches bactériennes
La revivification des souches, une étape nécessaire avant leur utilisation car leur activité
biologique est nulle a I’état conservé. Cette revivification a pour objectif 1’obtention d’une culture

jeune et pure.

Elle se fait en réalisant un repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance, selon

Guiraud J, (2003) dans le cas des especes phytopathogenes.
I1.4.1.1. Identification des souches bactérienne
11.4.1.1.1. Examen macroscopique

L'observation macroscopique se focalise sur les caractéristiques visibles sans I’aide d’un
microscope, notamment la morphologie, les dimensions, la teinte et I’aspect externe des colonies

bactériennes (Chibi, 2015).
» Examen microscopique (Coloration de Gram)
+ Principe

La coloration de Gram est une méthode essentielle en bactériologie. C'est une technique de
double coloration qui permet de différencier les bactéries non seulement par leur forme et leur
structure, mais surtout en fonction de leur affinité pour les colorants, liée a la composition chimique

de leur membrane cellulaire (Abdelmalek, 2016).
+¢ La méthode de coloration de Gram :

e Préparer un frottis a partir d'une culture bactérienne fraiche, puis laisser sécher a I'air libre.
e Recouvrir entiérement le frottis de cristal violet et laisser agir pendant 1 minute, puis rincer
doucement avec de I'eau distillée.

e Appliquer du lugol sur le frottis et laisser reposer pendant 1 minute avant de le rincer a

I'eau distillée
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e Décolorer le frottis avec de 1'alcool pendant 15 a 30 secondes, puis rincer immeédiatement
a l'eau.

e Appliquer la fuchsine sur le frottis pendant 1 minute, puis rincer abondamment avec de
l'eau distillée.

e Sécher le frottis a l'air libre ou en le passant brievement au-dessus de la flamme d'un bec

<+ La lecture

L'observation au microscope a été effectuée a 1’aide de I’objectif x100 avec immersion. Grace a
la coloration différentielle, les bactéries a Gram positif apparaissent en violet foncé, tandis que
celles a Gram négatif prennent une teinte rose a rouge. Cette variation de couleur s’explique par la
structure de leur paroi cellulaire, qui détermine leur capacité a retenir les colorants (Delarras,

2014).
11.4.1.1.2. Méthode de I’aromatogramme
» Principe

Cette technique est connue sous diverses désignations : technique de I’aromatogramme,
approche de I’antibioaromatogramme ou encore méthode de Vincent (Marie-Cécile Péron, 2006).
Egalement appelée méthode de diffusion sur disques, elle a été retenue dans le cadre de cette étude

pour évaluer 1’effet antimicrobien de I’huile essentielle d’Origanum vulgare.

La méthode consiste a imbiber des disques de papier stériles avec I’huile essentielle, puis a les
déposer sur une boite de Pétri contenant une gélose ensemencée avec la souche bactérienne ciblée.
Apres incubation, 1’apparition d’un halo clair autour des disques témoigne de [’activité

antimicrobienne de 1’huile testée.

a. Préparation des solutions

L’huile essentielle extraite d’Origanum vulgarea été diluée a plusieurs concentrations (100%,

50%, 25%, et 1%,) en utilisant le Tween80 (DMSO) comme solvant.

Les différentes concentrations ont €té obtenues en ajustant les volumes d’huile essentielle et de

DMSO selon les proportions nécessaires.

La solution de base, non diluée (100 %), a été utilisée directement sans modification. Chaque

dilution a été réalisée soigneusement en respectant les ratios prédéfinis.
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Figure07 : les dilutions d’HE (photos original)

b. Préparation des milieux

Des boites de Pétri contenant 20 uL de gélose Mueller-Hinton (MH) ont été préparées, puis
laissées a température ambiante (figure08) pour permettre la solidification du milieu. Une fois la
gélose solidifiée, les boites ont été¢ mises a sécher pendant 30 minutes a température ambiante afin

de retirer I’exceés d’humidité présent a la surface (yanguela ,2011).

Figure 08: Mueller Hinton dans les boites de Pétri (Photo original).

c. Ensemencement

Un écouvillon stérile a été plongé dans la suspension bactérienne, puis égoutté légérement contre
la paroi interne du tube. La gélose de chaque boite de Petri a ensuite été ensemencée par des stries
répétées, en réalisant trois passages croisés avec une rotation d’environ 60° entre chaque passage,
de maniere a assurer une répartition homogene de 1’inoculum (figure09). Les boites ont ensuite été
laissées a sécher a température ambiante pendant environ cinq minutes avant 1’application des

disques.
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Figure 09 : ensemencement des bactéries (photo originale)

d. Application des disques

e Afin d’évaluer qualitativement in vitro le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle
d’Origanum vulgare, nous avons utilisé la technique de diffusion sur disque en milieu gélosé,
également appelée méthode des disques (Dayal &Purohit, 1971). Il s’agit d’une méthode
d’évaluation qualitative in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles, des extraits

méthanoliques et des infusions.

® Dans cette méthode, des disques de papier Whatman n°1 (6 mm de diamétre) sont imprégnés

des différents extraits de la plante étudié¢e (figure 10).

® (es disques sont ensuite déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé en

surface avec une suspension bactérienne. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures.

Figure 10 : application des disque ( photo originale)

e. Incubation

e Apres diffusion, les boites sont incubées pendant 24 heures a 37 °C.
e Aprés I’incubation I’effet des huiles essentielles se traduit par 1’apparition autour de disque
d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance.

e Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al.,2006).
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» Les tests ont été répétés trois fois, des disques imprégnés de DMSO utilisés comme (témoins

négatifs) .
f. Lecture de résultats

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a
I’aide d’un pied de coulisse ou une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diametre de la
zone d’inhibition et peut étre symbolisé€s par des signes d’aprés la sensibilité des souches (Choi et

al., 2006).

e Non sensible (-) : diamétre 8mm

o Sensible(+) : diamétre compris entre 8414 mm

e treés sensible (++) : diamétre 15a 20mm

o Extrémement sensible (+++) : diamétre 20mm.

11.4.1.1.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle
d’origanum vulgare a été réalisée afin d’évaluer la plus faible concentration capable d’inhiber

visiblement la croissance bactérienne des souches étudiées.

La technique utilisée pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est
celle décrite par Guinoiseau (2010). Elle repose sur la méthode de dilution en milieu liquide,
permettant de tester une gamme décroissante de concentrations d’huile essentielle (HE), comprises
entre 80 mg/mL et 0,15 mg/mL. Cette gamme est obtenue par des dilutions successives au demi

(1/2, 1/4, 1/8, ..., jusqu’a 1/256) a partir d'une solution meére.
11.4.1.1.2.1. La méthode de macrodillution

» Préparation de la solution mére: La solution mére de I’huile essentielle d’origanum
vulgare(80 mg/mL) a ét¢ préparée en diluant 88,9 uL d’huile dans 911,1 uL de DMSO
stérile. Le mélange a été vortexé, étiqueté, puis conservé a 4°C a l’abri de la lumicre
(Wilkinson, 2006).

» Préparation des dilutions : Une série de dix tubes stériles (T1 a T10) a été préparée par
dilutions successives de la solution mére d’huile essentielle (80 mg/mL) dans du bouillon
Mueller-Hinton, selon la réduction au demi-volume (figure 11).

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

Chaque dilution a été réalisée sous conditions aseptiques en transférant 1 mL de la solution
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précédente dans 1 mL de bouillon, puis homogénéisée avant 1’inoculation bactérienne

(Wilkinson, 2006).

Figure 11 : préparation des dilutions( photo originale) .

» Préparation de Il’inoculum : Un inoculum bactérien standardis¢ a été préparé a une
concentration correspondant a 0,5 sur I’échelle de Mc Farland (figure 12). Un volume de 100
uL de cette suspension a été ajouté a chaque tube de dilution (de T1 a T10), ainsi qu’aux
tubes témoins, conformément a la méthode décrite par Wilkinson (2006).

» Incubation : Incuber les tubes contenant les dilutions et les controles a 37°C pendant 18 a 24
heures ,Apres une période d'incubation, on observe visuellement la présence ou l'absence de
turbidité dans les tubes. La concentration minimale inhibitrice (CMI) désigne la concentration
la plus faible de l'agent antimicrobien capable d'empécher toute croissance visible du

microorganisme testé (Hussainetal. (2009).

Figure 12 : préparation de 1’inoculum bactérienne (photo originale)

11.4.1.1.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB correspond a la concentration la plus faible d'huile essentielle qui élimine 99,9% de
lI'inoculum bactérien, aprés une incubation de 24 h. Des échantillons ont été prélevés sur chaque

boite qui n'a pas montré de croissance bactérienne lors du test précédent.
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Ces ¢échantillons ont ensuite été repiqués sur une gélose nutritive, puis incubés a 37 °C pendant
24 heures. La concentration minimale bactéricide représente la plus petite concentration d'huile

essentielle a laquelle aucune croissance n'a été notée (Haddouchi, 2009).
I1.4.1.1.4. Détermination de la CMB a partir de la méthode de macrodilution
La concentration minimale bactéricide (CMB) a été déterminée selon les étapes suivantes :

» Incubation des tubes de CMI : Aprés 24 heures d’incubation des tubes utilisés pour la
détermination de la CMI, la méme gamme de concentrations a servi a évaluer la CMB de
I’huile essentielle testée, selon la méthode de macrodilution en milieu liquide (Bouchaale,
2015).

> Prélévement des échantillons : A 1’aide d’une micropipette stérile, un volume de 10 a 20 puL
a été prélevé a partir de chaque tube ne présentant pas de croissance visible.

> Ensemencement sur gélose : Les volumes prélevés ont été étalés par stries sur des boites de
Pétri contenant une gélose Mueller-Hinton stérile.

Un controle a été réalisé en ensemencé une boite de Pétri avec un milieu nutritif stérile a partir
du tube témoin positif (C+).

» Incubation
Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures (ou selon les conditions spécifiques de
la souche bactérienne testée)

o Absence de colonies : action bactéricide, la concentration testée correspond a la CMB.
o Présence de colonies : inhibition de la croissance sans ¢limination compléte des bactéries.

(Bouchaale, 2015).
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I1I .1.Rendement d’extraction et caractéristiques organoleptiques de 1’huile

essentielle :

Tableau 03: Rendement d’extraction et Caractéristiques organoleptiques de I’'HE d’Origanum

vulgare
Huile Ren:teme Caractéristiques
essentielle (%) organoleptiques
Odeur Aspect | Couleur ‘
Origanum 0.89% De Liquide- Jaune ‘ .
vulgare 0.050 thymol | visqueux claire |

L’extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle d’Origanum vulgare permis d’obtenir un
rendement satisfaisant de 0,89 £+ 0,050 %, présenté dans le tableau 03 Ce rendement constitue un
indicateur clé de ’efficacité de la méthode employée ainsi que de la qualité de 1’huile extraite. Un
rendement ¢levé refléte une extraction optimale, critére essentiel pour une production a grande

échelle.

Les résultats obtenus concordent avec ceux rapportés par Benkaci-Ali et al. (2012) et par Tria
Ahlem Meriem & Zenati Nadia Rachida (2024), qui attribuent les variations de rendement
principalement aux conditions climatiques et aux pratiques culturales. Toutefois, notre rendement
reste inférieur a ceux mentionnés dans certaines €tudes de la littérature. En particulier, Semra et al.
(2013) ont obtenu 2,2 % a partir d’une plante récoltée dans la région de Zighoud Youcef (wilaya de

Constantine), un résultat nettement supérieur au notre.

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 ).

111 .2. Identifications des souches bactériennes
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Tableau04 :Résultats des observations macroscopique des souches bactériennes

les souches bactériennes Observation
macroscopique

Description

circulaires, avec des
bords réguliers et

| une surface lisse.

.| blanchatre
crémeuses,
légérement
visqueuses

Escherichia coli ATCC25922

circulaires, avec des
bords réguliers et
une surface lisse.
colonies dorées a
jaune-
crémeuses

Staphylococcus aureus ATCC25923

irrégulicres,
blanc crémeux.

Bacillus spizizenii ATCC6633 Texture: rugueuses,

circulaires, avec
des bords lisses

Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117 lisses, brillantes

arrondie des bords
|| lisses blanche a
créme, .crémeuses,

Condida albicans
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Tableau 05: Résultats des observations microscopique des souches bactériennes

Les souches microbienne

Coloration de Gram X 100

Description

Escherichia coli(ATCC25922)

Staphylococcus aureus(ATCC25923)

batonnet,
Gramnégatif
généralement de 0,5
micrometre de
diametre

Staphylococcus

Bacillus spizizenii (ATCC6633)

forme de spheres,
ou coques.Gram-
positives

grappes de raisins.
0,5 t 1,0 micrométre
de diametre

Bacillus

Pseudomonas aeruginosa(ATCCI1117)

Pseudomonas

Condidaalbicans(ATCC)

des bacilles. Gram-
positives

en chaines.

a 10 micrométres de
long et de 0,54 1,0
micromeétre de
large.

batonnets (bacilles),
Gram-négatives.

en paires,.

0,5et1,0
micrometre de large
et1,5a5,0
micrometres de
long.

ovales a rondes.
2—6 um de
diameétre.
Présence de
bourgeonnement
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II1.3. L’activité antibactérienne

Les résultats de I’aromatogramme in vitro de I’'HE de d’Origanum vulgare.sont représentés dans

la Figure 13 et le tableau 06

candida albicans staphylococcus aureus ATCC 25923

Bacillus spizizenii ATCC6633 Pseudomonas aeruginosa ATCCI1117

Figure 13 :Les résultats de I’aromatogramme in vitro de I’'HE de d’Origanum vulgare

Tableau 06: Les diameétres des zones d’inhibitions selon la dilution de 1’huile essentielle

d’Origanum vulgare

Souche

. 100 % 50 % 25 % 1%
bactérienne

Escherichia
coli 26+ 1 mm 19+ 1 mm 12+ 0,5 mm 00 mm
ATCC25922

Staphylococcus
aureus 20+£2 mm 14+ 1 mm 00 mm 00 mm
ATCC25923

Pseudomonas
aeruginosa 03+ mm 02+ mm 00 mm 00 mm
ATCC1117
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Bacillus
spizizenii 21 £2 mm mm 00 mm 00mm 00 mm
ATCC6633

Candida

. 26+ 1 mm 22+ 1 mm 13+ 2 mm 00mm
albicans

Controle
négatif 00 (-) 00 (-) 00 (-) 00 (-)
(DMSO)

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum vulgare été évaluée selon la méthode
de diffusion sur disque, chaque pastille imprégnée contenant 20 pL d’huile essentielle. Le potentiel
inhibiteur a été quantifié par la mesure des diameétres des zones d’inhibition, selon 1’échelle définie

par Ponce et al., (2003) :

> Pas sensible (-) : diamétre < 8,0 mm
> Moyennement sensible (+) : diamétre > 8,0 mm et < 14,0 mm
> Sensible (++) : diamétre > 14,0 mm et <20,0 mm

> Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20,0 mm

I11.3.1. Escherichia coli ATCC 25922

L’efficacité la plus marquée a été observée contre Escherichia coli, avec une zone d’inhibition
de26+£ 1 mma 100 %, 19+ 1 mm a 50 %, et 12 £ 0,5 mm a 25 %. Aucune inhibition n’a été notée
a 1 %. Ces résultats soulignent la sensibilit¢ de cette bactérie Gram négatif aux composés
phénoliques de I’huile, notamment le carvacrol et le thymol, connus pour leur action sur la
perméabilité membranaire bactérienne (Dorman et al., 2000). Ils sont en accord avec les

observations de Bouzidi et al. (2017) et d’Amrouni et al. (2014).

I11.3.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117

Les résultats ont montré que Pseudomonas aeruginosa présente une forte résistance a 1’huile
essentielle d’Origanum vulgare, avec un halo d’inhibition de seulement 3 £ 1 mm a 100 %, 2 £ 1
mm a 50 %, et aucune inhibition aux concentrations de 25 % et 1 %. Ce résultat confirme les
données de Bendahou et al. (2008) et Béjaoui et al. (2013), qui rapportent la résistance de cette

souche, due a la structure particuliére de sa membrane externe (Mann et al., 2000).

I11.3.3. Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Staphylococcus aureus a montré une sensibilité notable, avec des diamétres d’inhibition de 20 +
2 mm a 100 % et de 14 £ 1 mm a 50 %. Aucune inhibition n’a été observée a 25 % ni a 1 %. Ce
profil refléte une sensibilit¢ modérée et differe des résultats paradoxaux rapportés par d’autres
¢tudes (Ponce et al., 2003 ; Tria et Zenati, 2024), mais reste proche de ceux de Bekhechi et al.

(2008), qui avaient obtenu un diamétre d’environ 22 mm a 100%.

I11.3.4. Bacillus spizizenii ATCC 6633

Une zone d’inhibition significative de 21 + 2 mm a été observée uniquement a 100 %, tandis
qu’aucune activité n’a été notée a 50 %, 25 % et 1 %. Ce résultat indique une efficacité marquée a
forte concentration, en accord avec les travaux de Boughendjioua et Seridi (2017) sur Bacillus

subtilis.
111.3.5. Candida albicans

L’huile essentielle a montré une activité antifongique intéressante, avec des zones d’inhibition de
26 £ 1 mma 100 %, 22 £ 1 mm a 50 %, et 13 +£ 2 mm a 25 %. Aucune inhibition n’a été¢ détectée a
1 %. Ces résultats confirment les données de Giordani et al. (2004) concernant 1’efficacité des

huiles riches en carvacrol et thymol contre Candida albicans.

II1.4. Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus faible concentration des
échantillons testés pour laquelle aucune croissance visible du microorganisme n’a été observée,

conformément a la méthode décrite par Ponce et al. (2003).

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’'HE d’Origanum vulgare,
présentées dans le tableau 07 révelent une efficacité variable en fonction des souches microbiennes

testées

Tube HE Escherichia Staphylococcus Bacillus ~ Pseudomonas Candida
finale coliATCC  aureusATCC  spizizenii aeruginosaATCC albicans

(mg/ml) 25922 25923 ATCC 1117
6633

T2 40 + + + + +
T3 20 + + + + +
T4 10 + + + + -
T5 5 + + + + CMI
LS 2.5 CMI CMI CMI CMI -
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1.25 = = = = =
0.625
0.312
0.156

+ : présence d’inhibition (activité antimicrobienne)

—: absence d’inhibition

La CMI de I’huile essentielle d’Origanum vulgarea été déterminée en testant des concentrations

allant de 80 a 0,156 mg/mL.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle (HE) testée a été réalisée par la
méthode de dilution en milieu liquide contre cinq souches microbiennes de référence : Escherichia
coli ATCC25922, StaphylococcusaureusATCC25923,Bacillus spizizenii ATCC6633, Pseudomonas
aeruginosa ATCC1117 et Candida albicans Les résultats ont montré des variations de sensibilité

selon les concentrations testées.

Les résultats de cette étude ont permis de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI)
de [D’huile essentielle d’Origanum vulgare contre différentes souches microbiennes. Pour
Escherichia coli, une croissance a été observée jusqu’a 5 mg/ml, avec une inhibition compléte a
partir de 2.5 mg/ml. Cette CMI est inférieure a celle rapportée par Burt et al. (2004), qui ont
observé une inhibition a partir de 5 mg/ml (0,5 %), mais supérieure a celle de Morris et al. (1979)
(0,5 mg/ml) et de Hussain et al. (2009), qui ont obtenu une CMI de 0,83 mg/ml avec Thymus
vulgaris. Pour Staphylococcus aureus, la CMI est également de 2.5 mg/ml, ce qui traduit une
activité comparable a celle observée contre E. coli. Cette valeur est néanmoins supérieure a celle
rapportée par Badi Selma et al. (2019), qui ont trouvé une CMI de 0,625 mg/ml. D’apres Teixeira
Duarte et al. (2005), une CMI inférieure a 2 mg/ml traduit un fort pouvoir antimicrobien, ce qui
suggere que I’huile testée possede une activité modérée. De méme, Bacillus spizizenii.a montré une
sensibilité similaire avec une CMI estimée a 2.5 mg/ml, reflétant une activité modérée contre cette
bactérie Gram positive. Enfin, Candida albicans a montré une croissance jusqu’a 10 mg/ml, a partir
de laquelle une inhibition compléte est observée, indiquant une CMI significativement plus élevée que pour

les bactéries testées.

32



Chapitre III : Résultats et discussions

Tableau 08 : Les résultats de CMB de I’huile essentielle de d 'Origanum vulgare

Microorganisme CMB(mg/ml) Effet
Escherichia coli 5 Bactéricide
Staphylococcus aureus >5 Bactériostatique

Pseudomonas / /
aeruginosa
Bacillus spizizenii 2.5 Bactéricide
Candida albicans 5 Fongicide

L’¢évaluation de la concentration minimale bactéricide (CMB) de I’huile essentielle d’Origanum
vulgare permis de déterminer son effet 1étal ou inhibiteur sur les différentes souches microbiennes
testées. Les résultats obtenus montrent un effet bactéricide a une concentration de 5 mg/mL contre
Escherichia .coli Pour Bacillus spizizenii, la CMB est plus faible, a 2.5 mg/mL, indiquant une plus
grande sensibilité¢ de cette souche Gram positive a 1’huile testée. En revanche, la CMB contre
Staphylococcus aureus est supérieure a 5 mg/mL, ce qui suggere un effet bactériostatique dans les
concentrations utilisées. Concernant Candida albicans, une CMB de 5 mg/mL a été observée,
traduisant une activité fongicide de ’huile essentielle. Ainsi, I’huile d’Origanum vulgare présente
une activité antimicrobienne a la fois bactéricide et fongicide contre la majorit¢ des
microorganismes testés, a 1’exception de Staphylococcus. aureus, pour lequel seule une inhibition

de la croissance a été notée sans effet 1étal dans les limites des concentrations appliquées.
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Conclusion générale

Face a I’émergence préoccupante de bactéries multi résistantes aux antibiotiques, les recherches
s’orientent de plus en plus vers des alternatives naturelles, parmi lesquelles les huiles essentielles
occupent une place de choix en raison de leur richesse en composés bioactifs et de leur potentiel

thérapeutique.

Dans ce contexte, notre étude s’est intéressée a Origanum vulgare, une espece aromatique de la
famille des Lamiacées, largement répandue en Algérie. L’huile essentielle a été extraite par

hydrodistillation a partir des parties aériennes de la plante, avec un rendement de 0,89 %.

L’activité antimicrobienne de cette huile essentielle a été évaluée sur quatre souches bactériennes de
référence notamment Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 1117, et Bacillus spizizenii ATCC 6633 ainsi que sur la levure
Candida albicans ATCC. L’évaluation a été réalisée a 1’aide de la méthode de diffusion sur milieu
gélosé, par la mesure des diamétres des zones d’inhibition, ainsi que par la méthode de
macrodilution en milieu liquide pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices

(CMI) et bactéricide/fongicide (CMB).

Les résultats ont mis en évidence une activité antimicrobienne marquée de I’huile essentielle,
notamment contre Escherichia coli 26 mm et Candida albicans, et dans une moindre mesure contre
Staphylococcus aureus et Bacillus spizizenii CMI de 2,5 mg/mL, Cependant Pseudomonas
aeruginosa a montré une résistance complete a ’huile testée. L’activité bactéricide et fongicide a

été confirmée pour la majorité des souches par la détermination des CMB.

Bien que préliminaires, ces résultats confirment le potentiel prometteur de Origanum vulgare

comme source de molécules d’intérét antimicrobien
Dans la continuité de ce travail, plusieurs pistes de recherche peuvent étre envisagées :

v’ Caractériser la composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum vulgare par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM), Isoler,
purifier et identifier les principes actifs responsables des activités observées

v" Etudier les mécanismes d’action des composés bioactifs sur les micro-organismes cibles

v' FElargir les investigations & d’autres propriétés biologiques : activités antivirale,

anticancéreuse ,anti-inflammatoire, antioxydante.
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