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Résumé

L’armoise blanche «Artemisia herba-alba» est une plante médicinale et aromatique
utilisée depuis longtemps dans la médicine traditionnelle algérienne. L’armoise est connue en
Algérie sous le nom de « Chih ». Elle est trés abondante sur les Hauts Plateaux.

Les objectifs de ce travail étaient de réaliser 1’extraction de I’huile essentielle
d’Artemisia herba-alba, 1’étude de son rendement et la détermination de son activité
antibactérienne et anti-oxydante.

L’huile essentielle a été extraite par hydrodistillation. L’ activité antibactérienne a été
estimée par la méthode de 1’aromatogramme a I’égard de trois souches (E. coli ATCC25922,
E. coli 1isolat clinique d’origine vaginale et S. aureus isolat clinique d’origine urinaire).
L’activité antioxydante de cette huile essentielle a été évaluée par le test du pouvoir réducteur
et par le test d’activité anti-radicalaire a 1’égard du DPPH.

Les résultats de I’étude ont révélé que le rendement moyen en huile essentielle
d’Artemisia herba-alba récoltée dans la région de Takhmaret a été de 0.512 £0.016% (p/p).
L’ECsp du pouvoir réducteur de cette huile essentielle a été de 3.868 mg/ml contre 24.2
pg/ml et 53.3 pg/ml pour la molécule standard (la quercétine et la vit C), respectivement.
Tandis que le test d’activité anti-radicalaire a I’égard du DPPH a permis d’obtenir un ICsode
I’ordre de 7.73 mg/ml comparativement aux molécules standard (I’acide gallique, la
quercétine et la vit C) qui ont montré des valeurs d’ICsy de I’ordre de 12.9 pg/ml, 8.5 pg/ml
et 8.4 pg/ml, respectivement. Cependant, cette étude a monté une résistance des souches
testées vis-a-vis de cette huile essentielle.

L’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a présenté une faible activité

antibactérienne et antioxydante.

Mots clés : Huile essentielle, Artemisia herba-alba, Activité Antibactérienne, Activité

Antioxydante, E. coli, S. aureus, ECsg, ICs.



ucdla

sl g pliil) bl 6 il ie Cilaxivn] 4y yhe Lk di s Artemisia herba alba ax¥) < 3
el cliagl) 85 4 s a5ty g i) anly il jad] 8 sl sy

lidaal) 4balii sy 450 5 g0 sl 0 e an¥) sl ilis¥) Cyy il VNSl b Sl 138 e ilaa Y]
S g by il

L7 Gh e L il oliael LLE anaT a7 | lel _uhdll) dhul s wled) il el a7
OYNew SO0 A ) je gila g Y]

Je Lpadl) Lo sdiel) 5 )5S 5 g (50w Lo il sl L8 Y ATCC25922 Lo sl sdl] 455 5Y))
sdall lna JLis)s A jisall 55l LS/ G pb Ge il < il 520850 Slaal] BLED hai a7 ¢ Aot (52 e
.DPPH JI5 a0

8 ledi dibie pe dpeanal (an¥) codll il Co il 050 g0 Lo i ) Al ] geilii Cinaca gl
(o ois) % 0.016 £0.512

oS 53.35 o / @S 24.2 ilia o/ da 3.868 34 <ol il A jisall 5 58ll EC50 Jwsl) S il
et DPPH JI s all ) siall oliadl) LLLI ) (s A A Ao (7 Cpelidll s Cpiss pST) anladl) ¢ jad]
(& Cralialls Cpisnn pSI) elillad) (ann) dusnladl) iy jod) g 4 lis Lo/ dle 7,73 o diall Lsdal] juS yill ¢ Lac ks
Lol ods el ma A5l (Ao Jo/fiSo 8,45 o/ 350 8.55 o/ @Sa 12.9 < 5 pdal] Liall S yill adi
gl 3 s 4o glde Ul 5 ikl YO G i

528Y 5 b il aline Cunain LD pan Y] il Gy jpads

328 liae LLES ‘Q_);L&LU slae LLE Artemisia herba alba (5""’L""y/ dg,u.// :@AL’M/ cilalsl
Ll S 0 Sl S il s I G il 5 5l e ol s 3V



Abstract

White mugwort "Artemisia herba-alba" is a medicinal and aromatic plant that has long
been used in traditional Algerian medicine. Mugwort is known in Algeria as "Chih". It is very
abundant on the Highlands.

The objectives of this work were to perform the extraction of the essential oil of
Artemisia herba-alba, the study of its yield and the determination of its antibacterial and
antioxidant activities.

The essential oil was extracted by hydrodistillation. Antibacterial activity was
estimated by the aromatogram method for three strains (E. coli ATCC25922, E. coli clinical
isolate of vaginal origin and S. aureus clinical isolate of urinary origin). The antioxidant
activity of this essential oil was evaluated by the reducing power assay and DPPH radical-
scavenging assay.

The results of this study revealed that the average yield of essential oil of Artemisia
herba-alba harvested in the Takhmaret region was 0.512 £+ 0.016% (w / w). The ECs for the
reducing power assay of this essential oil was 3.868 mg/ml versus 24.2 pg/ml and 53.3 pg/ml
for the standard molecule (quercetin and vit C), respectively. While the ICsy of DPPH radical-
scavenging assay was 7.73 mg/ml compared to standard molecules (gallic acid, quercetin and
vit C) which showed ICsg values of the order of 12.9 pg / ml, 8.5 pg / ml and 8.4 pug / ml,
respectively.

However, this study mounted resistance in the strains tested to this essential oil.
Artemisia herba-alba essential oil exhibited poor antibacterial and antioxidant activity.

Keywords: Essential oil, Artemisia herba-alba, Antibacterial activity, Antioxidant

activity, E. coli, S. aureus, ECsg, ICs.
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Introduction

Le régne végétal constitue une ressource précieuse de substances a activités
biologiques bénéfiques pour le traitement des €tres humains (Baba Aissa, 1990).

L’Algérie possede une biodiversité végétale estimée a plus de 3000 espéces
appartenant a plusieurs familles botaniques (Dobignard et Chatelain, 2010-2013). Dans le
Sud Algérien on trouve des populations autochtones. Cependant, dans les hauts plateaux on
peut découvrir des variétés de plantes surprenantes par leur faculté d’adaptation et leur aspect.
Comme exemple, les zygophyllacées et les composés du genre armoise blanche et armoise
rouge (Baba Aissa, 1990).

La phytothérapie signifie « guérir ou prévenir vis-a-vis des maladies par les plantes
médicinales, elle repose sur la médecine traditionnelle a usage humain ou vétérinaire
(Bouzabata, 2016). Elle est trés présente en Algérie comme dans plusieurs pays en voie de
développement malgré les progres de la pharmacologie (Tabuti et al., 2003).

De nos jours, les maladies infectieuses sont tres fréquentes (Charles, 2019) et elles
sont a I’origine d’un lourd bilan de mortalité, sur 17 millions de déces dans le monde a cause
des maladies infecticuses, 43% sont enregistrés dans les pays en voie de développement
contre 1% dans les pays industrialisés. Avec une étiologie complexe, un certain nombre des
maladies infectieuses est d’origine bactérienne (Coulibaly, 2007). Parmi ces infections, celles
du tractus urinaire est I'une la plus fréquemment rencontrée aux urgences médicales
(Taouragt et al., 2004).

L’utilisation des antibiotiques est I’un des moyen les plus répandus pour traiter les
pathologies infectieuses d’origine microbienne afin de réduire leur gravité. Toutefois, ’usage
abusif des antibiotiques contribue a 1I’émergence et la diffusion des bactéries résistantes. Ces
dernieres sont de plus en plus difficiles a traiter (Carle, 2009).

L’armoise blanche «Artemisisia herba-alba Asso», qui est communément appelé
« Chih », est une plante initialement connue comme aromatisante. Elle est utilisée dans la
médecine traditionnelle, pour traiter certaines maladies. Les études enthnopharmacologiques
ont montré que I’armoise blanche a des activités biologies a 1’égard du diabéte, 1I’hypertension
et la leishmaniose (Bezza et al., 2010). De méme, elle posséde une activité antimicrobienne
antifongique et antioxydante (Bezza et al., 2010; Moufid et al, 2012).

Dans ce contexte, cette étude a tracée les objectifs suivants:

- Réaliser I’extraction de I’huile essentielle d’armoise blanche.

- Evaluer le rendement de cette plante en huile essentielle

- Estimer D’effet antibactérien de I’huile essentielle de 1’armoise blanche vis-a-
vis des bactéries causant les infections urogénitales chez I’étre humain.

- Déterminer ’effet antioxydant de cette I’huile.

2
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Chapitre I Généralité sur les huiles essentielles

1. Définition de I’huile essentielle

Une huile essentielle est définie selon la commission de la pharmacopée européenne,
qui est tres proche de celle de la norme ISO 9235, comme un: «produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale
botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche,
ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est la plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition » (Bouarfa, 2019).

Les huiles essentielles sont des substances trés complexes, naturelles, et volatiles,
extraites a partir des plantes aromatiques, et caractérisées par une forte odeur (Bakkali et al.,
2007).

2. Compositions chimiques des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle est souvent trés complexe et elle est
variable en fonction de plusieurs facteurs différents, parmi lesquels: les changements
climatiques et géographiques des plantes utilisées (Soro et al., 2015; Francoise et Annelise,
2013). Les principaux constituants des huiles essentielles sont :

2.1. Composés terpéniques

* Terpenes

Ce sont une classe d’hydrocarbures, ils sont produits par les agrumes, les pins, les
sapins et plusieurs plantes, ils sont utilisées comme des expectorants, super-tonifiants
balsamiques, et elles ont la capacité¢ d’assainir de 1’air ambiant, et de soigner les voies
respiratoires (Daniéle, 2014). Selon des unités pentacarbonées ramifiées (C 5), les terpénes
sont divisés en plusieurs classes: Hémiterpéniques (C5), monoterpéniques (C10),
sesquiterpéniques (C15) et diterpéniques (C20) (Huet, 1991; Piochon, 2008; Vercauteren,
2011 ; Brada et al., 2005).

2.2 Composés aromatiques et d’origine variable

* Aldéhydes

On distingue deux sortes d’aldéhydes :

- Aldéhydes aromatiques

Ces composés sont d’excellents anti-infectieux, immunostimulants et toniques. On a
par exemple aldéhyde cinnamique de cannelle (écorces) (Daniéle, 2014; Vercauteren, 2011;
Huet, 1991).

- Aldéhydes terpéniques

Font partie des anti-inflammatoires, anti-infectieux et insectifuges. On les trouve dans

la verveine citronnée et dans 1’eucalyptus citronné (Daniéle, 2014 ; Huet, 1991).
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* Alcools

Ils ont une capacité antibactérienne, antivirales et antifongique. Ils sont produits par le
thym a linalol, & thujanol et le bois de rose (Huet, 1991; Amarti et al., 2008; Bezza et al.,
2010; Danic¢le, 2014; Soro et al., 2015).

* Phénols

Ils possedent une activité antibactériene, antifongique, antivirale, antiparasitaire et
immunostimulante. Ils sont présents dans le giroflier et le thym a thymol (Huet, 1991;
Daniéle, 2014).

e Cétones

Présentent d’importantes propriétés mycolytiques, gynécologiques et respiratoires.
Egalement, ils sont réputés pour ses vertus antivirales et désclérosantes. Ils sont présents dans
la menthe poivrée et le romarin a verbénone (Huet, 1991; Daniéle, 2014).

* Esters

Ce sont d’excellents antistress, antalgiques, anti-inflammatoires, antispasmodiques
nerveux, hypotenseurs et somniféres. On les trouve dans la lavande officinale et la camomille
romaine (Huet, 1991; Daniéle, 2014).

* Phénols méthyl-éther (éthers)

Ils possédent des effets antispasmodiques musculaires et nerveux, antiallergiques, et
antalgiques. On les trouve dans I’estragon et le basilic exotique (Huet, 1991; Daniéle, 2014).

* Ether-oxyde

Comme eucalyptol d’eucalyptus (Huet, 1991).

3. Les activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent des activités biologiques d’intérét médical et
pharmaceutique.

3.1. Activité antibactérienne

Plusieurs ¢tudes ont montré que les huiles essentielles ont une activité antibactérienne,
qui correspond a I’inhibition de croissance bactérienne, cette activité est évaluée in-vitro par
la méthode de diffusion des disques vis-a-vis des bactéries. L’effet antibactérien peut étre
bactéricide ou bactériostatique. (Deans et Ritchie, 1987; Mourey et Canillac, 2002; Mighri
et al., 2009 ; Oussou et al., 2009; Carson et Hammer, 2011; Toure, 2014; Soro et al.,
2015; Bertella, 2019).

3.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles ont un effet trés important contre les champignons, on les
utilise pour traiter les pathologies fongiques humaines, animales et végétales. Parmi les

composés des huiles essentielle actifs sur les champignons : les aldéhydes aromatiques et les

6
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monoterpenes (Hammer et al., 1996; Preuss et al., 2005; Piochon, 2008; Bezza et al.,
2010).

3.3. Activité antivirale

Les huiles essentielles ont montré une excellente activité antivirale. De nombreux
constituants ont révélé cette activité comme les phénols terpéniques et aromatiques, les
alcools monoterpéniques, les aldéhydes monoterpéniques et aromatiques (Carson et
Hammer, 2011).

3.4. Activité antiparasitaire

Les alcools monoterpéniques, les phénols et certains oxydes des huiles essentielles
présentent une action contre les parasites protozoaires et métazoaires, comme les leishmanies
et les vers (Bezza et al., 2010; Fabre, 2017).

3.5. Activité insecticide

Les principaux composants des huiles essentielles comme les monoterpenes et les
ether-oxydes (eucalypthol, limonéne) exercent une toxicité sur les insectes nuisibles aux
grains (Lee et al., 2001; Burt, 2004 ; Seri-kouassi et al., 2004).

3.6. Activité antioxydante

Les phénols et les polyphénols des huiles essentielles ont une capacité antioxydante.
Cette propriété a été développée comme substitut dans la conservation alimentaire. De méme,
elle est utilisée pour traiter les maladies engendrés par les réactions d’oxydation (Richard,
1992; Mighri et al., 2009; Shaaban et al., 2012).

3.7. Activité anti-spasmolytique et sédative

Certaines huiles essentielles sont capables de supprimer les spasmes gastro-
intestinaux et augmenter les sécrétions stomacales. Elles améliorent les symptomes associés
d’ordre psychosomatique (Bezza et al., 2010; Vercauteren, 2011).

4. Techniques d’extraction et production des huiles essentielles

Les huiles volatiles peuvent s’extraire de la plante par plusieurs procédés

4.1. Distillation

* Hydrodistillation

C’est une méthode trés simple, qui consiste a mettre une masse végétale dans un
ballon rempli d’eau, et le tous est placé sur un chauffe ballon, et surmonté d’un tuyau qui est
réfrigéré, I’ensemble est chauffé a 1’ébullition. La vapeur d’eau traverse I’échantillon et elle
passe dans le tuyau. La vapeur hétérogeéne subit un choc thermique qui conduit a sa
condensation. L’ huile essentielle est séparée de hydrolat par décantation, selon la différence
de densité (deux couches), elle est observée en haut, parce qu’elle est plus 1égére que 1’eau, et

elle surnage au-dessus de 1’hydrolat. Ensuite, 1’huile essentielle est séchée par sulfate de
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sodium anhydre (Amarti et al., 2008; Bourkhiss et al., 2009; Haouari et Ferchichi, 2009;
Mighri et al., 2009; Boukhatem et al., 2010; Vercauteren, 2011 ; Daniéle, 2014; Soro et
al., 2015).

* Hydrodiffusion (figure 1.1)

C’est une technique récente, la vapeur d’eau traverse le matériel végétal du haut vers
le bas a pression réduite. Cette méthode conserve la qualité¢ des composés volatils, et elle est

plus rapide que les autres techniques (Franchomme et Pénoel, 1990 ; Richard, 1992).

OICRORORO,
® _@-@_(9}_——-»""']
: ® ® ® ® @
régulation de e | g e condenseurs

la vapeur

Figure 1.1: Schéma d’extraction d’'une HE par I’hydrodiffusion

* Entrainement a la vapeur d’eau (figure 1.2)

Cette technique nécessite un diapositif semi pilote. Durant cette technique la maticre
végétale ne macére pas directement dans I’eau, et elle est placée au-dessus de cette dernicre.
La vapeur endommage la structure cellulaire de plante qui va enrichir les composants volatils,
et elle se condense puis se décante (Franchomme et Pénoel, 1990; Aberchane et al., 2001;

Brada et al., 2005; Bezza et al., 2010).
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Figure 1.2 : Schéma du montage d’extraction d’une HE par entrainement a
la vapeur d’eau

4.2. Expression a froid

C’est un traitement mécanique, généralement utilisé pour les agrumes et les péricarpes
des hespéridés pour obtenir leurs huiles essentielles. Il suffit de presser la peau qui est riche en
cellules sécrétoires, le produit obtenu est recueilli par un courant d’eau et il regoit de
I’entrainement a la vapeur d’eau (Huet, 1991; Vercauteren, 2011; Samate, 2002).

4.3. Extraction par les solvants et les graisses

Elle est basée sur I'utilisation des solvants organiques, non aqueux tels que les
graisses, les huiles et aussi les gaz. Ces solvants peuvent donner un bon rendement en huiles
essentielles que 1’eau. De plus I’extrait est riche en composés volatils et d’autres composés
non volatils, tels que les pigments, les cires et les acides gras (Richard, 1992; Robert, 2000).

4.4. Extraction par CO; supercritique (figure 1.3)

Basée sur I’utilisation du dioxyde de carbone a 1’état supercritique comme un solvant.
Ce solvant permet 1’extraction dans le domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le
domaine gazeux. Le CO; liquide est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal,
ensuite le liquide se détend pour se convertir a 1’état gazeux pour étre conduit vers un
séparateur ou il sera séparé en essence et en solvant (El Haib, 2011; Fernandez et Chemat,

2012).
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Figure 1.3 : Schéma simplifi¢ d’un extracteur au CO, supercritique

10



‘@

Chapitre I1I :
Généralités Sur
Les Infections

Urinaires
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1. Définition de ’infection urinaire

Les infections urinaires correspondent a I’agression de 1’arbre urinaire par un ou
plusieurs microorganismes conduisent le plus souvent a une réponse inflammatoire et des
symptomes de nature et d’intensité variable selon la localisation. Elle constitue un vrai
probléme de santé publique car elles représentent 1’une des infections bactériennes les plus
fréquentes (Ben Abdallah et al., 2005).

L’infections urinaires constitue un motif fréquent de consultation et des prescriptions
d’antibiotique (Bentroki et al., 2012).

2. Physiopathologie

L’arbre urinaire est physiologiquement stérile a 1’exception de la partie distale de
I’urétre qui est colonisé par divers microorganismes commensaux d’origine digestive
(entérobactéries ; streptocoques...), cutanée (staphylocoques a coagulase négative ;
corynébacteéries...) et génitale (lactobacilles chez la femme) (Ghourri et al., 2014).

Généralement, 1’agent infectieuse s’introduit par le méat urétral et progresse jusqu’a la
vessie et parfois le rein.

L’infection urinaire explique I’interaction entre la virulence des germes et les moyens
de défense (Pilly, 2020).

3. Epidémiologie

Les infections urinaires sont trés fréquentes et viennent a la deuxiéme position apres
les infections respiratoires, et la premiére cause des infections nosocomiales. On les trouve
plus souvent chez les femmes (Ghourri et al., 2014 ; Patrick et al., 1988).

4. Les germes responsables des infections urinaires

4.1 Les bacilles a gram négative

4.1.1 Entérobactéries

Elle situe dans le tube digestif principalement dans le colon de I’homme. Ces
microorganismes sont trés hétérogénes pour ce qui est de leur pathogénicité et de leur
¢cologie. Les genres les plus fréquemment en cause dans les infections urinaires sont :
Escherichia coli, proteus mirabilis, klebsiella pneumoniae (Avril et al., 2000 ; Joly et
Reynaud, 2007).

4.1.1.1 Escherichia coli

c’est un germe de la flore commensale du tube digestif de I’homme, aérobie anaérobie
facultatif, bacille mobile. E. coli est I’'une des espéces la plus souvent impliquée en pathologie
infectieuse avec des fréquences d’isolement d’environ 80% (Jauréguy, 2009 ; Clave, 2015).

Le tableau 1.2 résume certains caractéres bactériologiques de cette bactérie.
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Tableau 1.2 : les caractéres bactériologiques d’Escherichia coli (Jauréguy, 2009 ; Clave, 2015).

Escherichia coli
Caracteres positifs Caracteres négatifs
Catalase Oxydase
Lactose Uréase
Citrate

4.1.1.2 Klebseilla pneumoniae

C’est un bacille capsulé, immobile, gram négatif, commensale de I’intestin et des
voies respiratoires (Sekhri-Arafa, 2011).

Il posséde certains caractéres biochimiques mentionnés dans ce tableau (Tableau 1.3)

Tableau 1.3 : les caractéres bactériologiques de Klebseilla pneumoniae (Sekhri-
Arafa, 2011).

Klebseilla pneumoniae
Caracteres positifs Caracteres négatifs
Glucose Indole
Citrate H2S
Nitrate TDA
Uréase

K. pneumpniae vient en deuxiéme position avec des fréquences d’isolement 10.5%
(Ben Abdallah et al., 2005).

4.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Elle est classée comme la troisieme cause des infections nosocomiales. C’est I’une des
bactéries pathogeénes opportuniste. P. aeruginosa est une bactérie gram négatif, aérobie strict
et saprophyte (Sophie et Patrick, 2013).

4.2 Les Cocci a gram positives

Les infections urinaires a Cocci gram positif sont moins fréquentes, ces germes sont

représenté par:
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4.2.1 Les Staphylocoques

Il s’agit d’une bactérie aérobie-anaérobies facultatifs, catalase +, et généralement
regroupés en amas :

* Staphylocoques a coagulase négative : S. saprophycus.

* Staphylocoques a coagulase positive . S. aureus (Roland, 2006).

4.2.2 Les Streptocoques

Les plus fréquemment rencontrés lors d’infection urinaire iatrogéne sont les

Streptocoque appartenant aux groupes D (Entérocoque), G et B (Roland, 2006).
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Chapitre 111 Artemisia herba alba

1. Présentation d’ Artemisia herba alba

Artemisia herba alba ou I’armoise blanche, également dénommée absinthe du désert,
et en arabe on dit : Chih. (Bezza et al., 2010). C’est une plante steppique de terre aride ou
semi-aride, on la trouve dans I’hémisphére nord principalement en Afrique du Nord, Moyen-
Orient, en Espagne et dans I’hémisphére sud du Chili (Quezel et Santa, 1963; Fenardji et
al., 1974; Breckle, 1983).

En Algérie, ’armoise blanche existe dans les hauts plateaux, les zones steppiques et le
Sahara (Ayad et al., 2008).

2. Description botanique

Artemisisa herba alba est une plante herbacée, dressée, seéche, et blanchatre, sous
forme des touffes a des tiges ligneuses et ramifiées de 30 a 80 cm de hauteur, ses feuilles sont
des petites languettes d’aspect argenté qui présentent une forte odeur aromatique, et ses fleurs
forme de grappe et elles sont minuscules, hermaphrodites, jaune a rougeatre a capitules tres
petites et ovoides de 0,15 a 0,30 cm de diametre et elles ont des capitales tres petites (Bezza
et al., 2010; Baba Aissa, 1990; Fenardji et al., 1974).

3. Taxonomie

D’aprés Quezel et Santa (1963), 1’Artemisia herba alba est classée sur le plan
systématique comme suit : (tableau 1.3)

Tableau 1.3 : Classification de la plante Artemisia herba alba

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteracea ou Composée

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba alba Asso

4 Domaine d’utilisation
v' Usage alimentaire
Artemisia herba alba a été utilisée depuis 1’antiquité pour aromatiser certaines

boissons comme le thé et le café¢ (Bezza et al., 2010).
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Elle est considérée comme ressource fourragére trés importante pour ’¢levage du
bétail (Houmani et al., 2004), elle sert aussi comme aliment pour les ovins des nomades
(Fenardji et al., 1974).

v' Usage thérapeutique

Cette espéce est un remede trés courant dans la médecine traditionnelle, elle est
utilisée pour traiter les troubles gastriques et hépatiques. Elle posséde de propriétés
vermifuges (contre les ascaris et les oxyures), antispasmodiques, emménagogues,
antidiabétique, anti-génotoxique, anti-leishmanienne et antibactérienne. De plus, I’armoise
blanche est utilisée pour soulager certains malaises et elle est indiquée contre I’hypertension
et les troubles nerveux (Bezza et al., 2010; Baba Aissa, 1990).

v' Usage cosmétique

En plus de ses utilisations thérapeutiques et alimentaires, cette plante est utilisée dans
le domaine cosmétique : en parfumerie et en industrie des produits de toilette (Bouzidi, 2016;

Sobia et al., 2019).
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1. Lieu d’étude

L’étude a été réalisée au niveau des Laboratoires de pharmacologie et
de microbiologie de I’institut des sciences vétérinaires, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

2. Matériels utilisés

2.1. Matériel végétal

La plante médicinales utilisée au cours de cette étude a savoir I’ Artemisia herba-alba.
Elle a été récolté¢ de la région de Takhmaret (35° 06" 26" nord, 0° 41’ 00" est); Wilaya de
Tiaret, durant le mois de Février.

L’identification botanique de cette plante a été faite par un spécialiste en botanique au
niveau de département des Sciences de la Nature et de la Vie, Faculté¢ des Sciences de la

Nature et de la Vie, université Ibn Khaldoun de Tiaret.

Figure 2.1 : Touffe d’Artemisia herba alba
(cliché, Allouche A, Seddik I, 2021)

2.2 Les souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail sont : deux souches de Staphylococcus
aureus (une référenciée et un isolat clinique urinaire), deux souches d’Escherichia coli (une
référenciée et un isolat clinique vaginale). Ces souches ont été obtenues d’un laboratoire
d’analyse médicale privé et du laboratoire de microbiologie de I’institut des sciences

vétérinaires.
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2.3 Matériels et produits utilisés
Le matériel et les produits utilisés dans ce travail sont indiqués dans le tableau 2.1

Tableau 2.1 : Les matériels utilisés pour réaliser le travail.

Balance analytique
Séchoir

Chauffe ballon
Centrifugeuse
Spectrophotometre
Vortex
Réfrigérateur
Agitateur magnétique
Bain marie

Etuve

Bec bunsen
Autoclave

Appareillages

Béchers
Ballon
Ampoule
Verreries Fiole

Boite de pétri
Tubes a essai
Cuves

Eau distillée

Eau oxygénée a 3%

Ethanol

Produits Solution du DPPH

Acide gallique

Quercétine

Acide ascorbique

Ferricyanure de potassium (K3 Fe (CN)6)
Tampon phosphate(0,02 M, pH 6,6).
Acide trichloroacétique (TCA)
Chlorure de fer

Sulfate de sodium anhydre (Na2 SO4)
Oxalate de N-Diméthyl Paraphényléne
Diamine

Huile de paraffine

Antibiotiques

Colorants

G¢élose Muller Hinton

G¢élose Hecktoen

Milieu de Chapman

Ecouvillons
Spatule

Pipette de pasteur
Seringue

Pince

Anse de platine
Galeré API

Autre matériel
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3 - Extraction de I’huile essentielle

3-1 Méthodes d’extraction

Les feuilles seches de /’Artemisia herba-alba ont été séchées a 1’aide d’un séchoir
(Heraeaus Instrument, Allemagne) a une température de 40°C pendant 24 h. Les feuilles ont
été broyées a la main a fin de faciliter 1’éclatement des cellules et permettre la libération des
molécules volatiles. L’huile a été extraite par hydro-distillation, a 1’aide du dispositif d’hydro
distillation (figure 2.2). Le procédé consiste a introduire la maticre premicre végétale a raison
de 60g de feuille séché d’ Artemisia herba-alba dans un ballon de un litre, imprégné de 500
ml d’eau distillée. L’ensemble est ensuite porté a I’ébullition a pression atmosphérique et
I’hydro-distillation se fait pendant 1 heure et demi; la chaleur permet 1’éclatement et la
libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs chargées
d’huile essentielle; en traversant un réfrigérant se condensent et chutent dans une ampoule a

décanter, I’eau et I’huile se séparent par différence de densité.

Figure 2.2 : Dispositif d’hydro-distillation (cliché, laboratoire de
pharmacologie ISV Tiaret, 2021)

3-2 Traitement de I’extrait
L’eau est rejetée et la phase huileuse est récupérée par une micropipette. La phase
huileuse récupérée est séchée par le sulfate de sodium anhydre (Na, SO4) (Eyob et al., 2008).

L’huile essentielle extraite a été conservée a 4 °C dans des fioles scellées hermétiquement et
3
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couvertes de papier aluminium jusqu’a leurs utilisations ultérieures (évaluation de ’activité

antibactérienne et 1’effet antioxydant).

3- 3 Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse

d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter.

RHE (%) = MHE / MS .100

R : Rendement en extraits fixes en g /100g de matiére séche;
MHE: Quantité d’extrait récupérée exprimée en g;

MS : Quantité de la matic¢re végétale séche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

4. Evaluation ’activité antibactérienne in vitro

4.1. Repiquage et Revivication des souches

Les isolats cliniques obtenus sur milieu chromogeéne (Chromagar) ou sur milieux
sélectifs et les souches de référence conservées dans le glycérol a -20°C ont été repiquées sur
des milieux sélectifs adéquats (milieu de Chapman pour Staphylococcus aureus et gélose
Hecktoen pour Escherichia coli).

Les boites de pétri ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h

4. 2. Tests de confirmation des souches

> Etude des caractéres morphologiques

Afin de déterminer la forme des bactéries et la nature de leur paroi (Gram positif ou
Gram négatif), un frottis bactérien a été préparé a partir de chaque souche puis coloré par la
coloration de Gram et examiné enfin sous microscope au grossissement (100X).

> Etude des caractéres biochimiques

Deux tests biochimiques (Test de la catalase et Test de 1’oxydase) ont été réalisés :

1. Test de la catalase

> Principe

D’aprés Marchal et al., (1982), la catalase est une enzyme qui dégrade le peroxyde
d’hydrogene (H2O;) en eau et en oxygeéne selon la réaction suivante :

Catalase

2H,0, » 2 H,O + O,
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> Technique

Une parcelle de culture prélevée a I’aide d’une anse de platine ou d’une pipette pasteur
est émulsionnée dans une goutte d’eau oxygénée a 3% préalablement déposée sur une lame
propre. Une réaction positive se traduit par la formation immédiate de bulles de gaz, par
contre I’absence de bulles indique un résultat négatif (Marchal et al., 1982).

2. Test de I’oxydase

> Principe

Ce test permet de déterminer si la bactérie posséde le systéme enzymatique
cytochrome C oxydase lui permettant d’utiliser 1’oxygeéne libre comme accepteur final
d’¢électrons dans sa chaine respiratoire. La présence de cette enzyme oxyde certains composés
chimiques comme I’oxalate de N-diméthyl paraphényléne diamine (Marchal et al., 1982).

> Technique

Un disque d’oxydase imprégné de 1’oxalate de N-Diméthyl Paraphényléne Diamine
est déposé sur une lame propre puis imbibé avec une goutte d’eau. Une colonie bactérienne
prélevée a I’aide de la pipette pasteur est ensuite déposée sur la surface du disque.

La présence d’une cytochrome-oxydase se traduit par ’apparition immédiate d’une
couleur violet foncée.

3. Identification biochimique des isolats cliniques par galerie API

Deux galeries (API Staph et API 20 E) ont été utilisées pour confirmer 1’identité des
souches

Principe

Les galeries API Staph et API 20 E sont des systémes standardisés pour
I’identification du genre Staphylococcus et des Enterobacteriaceae, respectivement. Elles
comprennent des tests biochimiques miniaturisés et se présentent sous forme de 20
microtubes contenant des substrats déshydratés. Les tests sont reconstitués en inoculant les
microtubes avec une suspension bactérienne réalisée dans API Staph medium pour les
staphylocoques ou dans I’eau physiologique stérile pour les entérobactéries.

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs

Technique

Une suspension bactérienne préparée et standardisée a 1’échelle 0.5 McFarland est
inoculée dans la galerie en remplissant les microtubes uniquement, les microtubes et les
cupules pour les tests encadrés et en ajoutant I’huile de paraffine dans les cupules pour les

tests soulignés. L ’incubation a été réalisée a 37°C pendant 24heures.
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Lecture et identification

Apres incubation, la lecture de la galerie a été faite en se référant au tableau de lecture et
Iidentification du profil numérique a été faite a I’aide d’un logiciel Apiweb™™.

4.3. Etude de I’activité antibactérienne

Aprés identification bactérienne, toutes les souches ont fait 1’objet d’un test de
sensibilité aux antibiotiques selon la méthode préconisée par le comité de la standardisation
de I’antibiogramme en médecine humaine a I’échelle nationale.

Antibiogramme standard

Nous avons réalis€¢ un antibiogramme standard (méthode de diffusion) selon la
technique préconisée par le CLSI (2006).

Préparation et standardisation des suspensions bactériennes

Une suspension bactérienne de chaque souche a tester est préparée a partir d’une
culture jeune de 18heures : des colonies isolées et parfaitement identiques sont prélevées a
I’aide d’une anse de platine et placées dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique
stérile.

La suspension ainsi obtenue est ajustée a 1’échelle 0.5 McFarland par lecture de la
densité¢ optique a une longueur d’onde de 625 nm a l’aide d’un spectrophotometre UV-
visible.

Ensemencement des boites

Les suspensions bactériennes obtenues sont étalées par écouvillonnage a la surface de
la gélose Mueller-Hinton coulée sur une épaisseur de 4 mm dans des boites de pétri de 90
mm.

Application des disques d’antibiotiques

Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne de chaque souche étudiée.

Nous avons testé¢ divers les antibiotiques appartenant a plusieurs familles sur chaque

souche (tableau 2.2).
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Tableau 2.2 : les antibiotiques utilisés pour tester la sensibilité¢ des souches étudiés

Souches bactériennes E. coli (vaginale) et S.aureus (urinaire) et S. aureus
E. coli ATCC25922 ATCC6538
B-lactamines -Ampicilline (AM10) -Cefoxitime (FOX30)
-Amoxicilline (AX10) -Oxacilline (OX5)
-Amoxicillinetacide  clavulanique
(AUG30)
-Ceftriaxone CTX30
Aminosides -Gentamicine (CN10) -Gentamicine(CN10)
-Amikacine (AK30) -Kanamycine (K30)
-Amikacine (AK30)
Polypeptides -Colistine (CT10)
Quinolones -Acide nalidixique (NA30)
Sulfamides -Sulfametoxazole-Trimethoprime -Sulfametoxazole-
(SXT 25) Trimethoprime (SXT 25).
Glycopeptides -Vancomycine (VA30)
Macrolides -Erythromycine (E15)
Tetracyclines -Tetracycline (TE30)
Phénicolés -Chloramphénicol (C30)

Les boites de pétri ont été incubées a 37°C pendant 24heures et aprés incubation, les
diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés puis interprétés en se référant a la table de
lecture de I’antibiogramme

4.4. Activité antibactérienne de I’huile essentielle

Les résultats de I’antibiogramme ont permis de sélectionner trois souches multi-
résistantes ; E. coli ATCC25922, E. coli isolat clinique d’origine vaginale et S. aureus isolat
clinique d’origine urinaire. Ces derniéres ont fait ensuite 1’objet d’un test de sensibilité a
I’huile essentielle d’Artemisia herba alba en utilisant la méthode de diffusion sur milieu
solide (Aromatogramme).

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des
huiles essentielles (Benkherara et al., 2011). Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice
de croissance des huiles essentielles par la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque

imprégné d’huile essentielle (Kheyar et al ., 2014).
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* Technique

Les suspensions bactériennes ont été préparées puis standardisées a 1’échelle 0.5 Mc
Farland comme décrit précédemment.

Chaque suspension est ensemencée par €couvillonnage sur des boites de pétri
contenant la gélose de Mueller-Hinton.

Des disques de papier Wattman N°1 de 6mm de diamétres imprégnés de Sul de chaque
huile essentielle ont été appliqués ensuite a la surface du milieu de culture préalablement
ensemencé. Des disques imprégnés de 5 pl d’eau distillée stérile ont été utilisés comme
témoins négatifs. L’essai est réalisé en triplicate

Les boites ont ét¢ ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

. Lecture

La lecture se fait par mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque. La souche est considérée non sensible (-) ou résistante si le diameétre est inférieur a
8mm, sensible (+) si le diamétre est compris entre 9 et 14mm, trés sensible (++) si le diamétre
est compris entre 15 et 19 mm et extrémement sensible (+++) si le diamétre est supérieur a

20mm (Ponce et al., 2003).

5. Activité antioxydante

La capacité antioxydante a ét¢ mesurée par deux méthodes complémentaires : le
pouvoir réducteur et I’activité anti-radicalaire au DPPH.

5.1. Pouvoir réducteur

= Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’ activité
réductrice est déterminée selon la méthode de Yen et Duh (1993), basée sur la réaction
chimique de réduction du Fer (III) présent dans le complexe K3Fe(CN)g en Fer (II) (Ferreira et
al., 2007; Ak et Gulgin, 2008).

= Mode opératoire (figure 2.3)

L’extrait est solubilisé dans 1’éthanol (1/100 v/v), puis 2,5 ml de chaque solution (ou
¢thanol pour I’échantillon de controle) sont mélangés avec 2,5 ml d’une solution a 1 % de
ferricyanure de potassium (K3;Fe(CN)g) et 2,5 ml d’un tampon phosphate (0,02 M, pH 6,6). Le
mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés refroidissement, 2,5 ml d’une solution
d’acide trichloroacétique (TCA) a 10% sont ajoutés. La solution est centrifugée a 3000 rpm
pendant 10 min. Le surnageant (I ml) est mélangé a 1ml d’eau distillée puis 0,5 ml de
chlorure de fer (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm (Yen et Duh, 1993). La figure 2.4

reprend les principales étapes du protocole expérimental du pouvoir réducteur. Une
8



Partie expérimentale Matériel & méthodes

augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés. La valeur ECs est la concentration a laquelle 1’absorbance est ¢gale a 0,5 pour

la capacité réductrice et est obtenue a partir des courbes a régression linéaire (Chang et al.,
2007).

2,5 ml de I’échantillon +

2,5 ml de KsFe(CN)s (1%) + TP (0,02 M, pH 6,6)

5

Incubation a 50°C/20 min

|

+ 2,5 ml de TCA (10%)

Centrifugation

3000rpm/10min

Récupération du 1 ml surnageant

iy

+1ml eau distillée + 0,5 ml de
chlorure de fer (0,1%)

\

< Lecture a 700 nm >

Figure 2.3 : Protocole de détermination du pouvoir réducteur (Yen et Duh, 1993).

5.2. Activité anti-radicalaire a I’égard du DPPH

L’activité anti-radicalaire a été estimée selon la méthode de Tien et al. (2005).

* Principe

Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ; o,oa-diphenyl-B-picrylhydrazyl) est
pratiquement, le radical libre le plus stable (Niki, 2010). En solution dans I’éthanol, le DPPH

est caractéris€¢ par une couleur violette dont I’intensité est mesurée a 517 nm (Niki, 2010).
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Lorsque son électron seul est apparié a un hydrogene, le DPPH est réduit a la forme non
radicalaire de couleur jaune pale.
Ce passage, de la premicre forme a la seconde, est accompagné d’une diminution de

I’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction du DPPH.

(Ar — Ag) AA: activité anti-radicalaire
—  x 100

T At : absorbance du témoin.

AA (%) =

Ag : absorbance de 1’échantillon

* Mode opératoire

A 0,4 ml de la solution du DPPH a 0,5 mM (préparé dans du méthanol pur), on ajoute
2 ml de DI’échantillon a étudier préalablement solubilis¢ dans 1’éthanol. Aprés 30 min
d’incubation a 1’obscurité, la lecture se fait a 517 nm (Figure 2.4). L’acide gallique, la
quercétine et 1’acide ascorbique sont utilisés comme standard. La valeur ICsy est définie
comme ¢étant la quantité en échantillon capable de réduire 50% de la concentration initiale du

DPPH (Niki, 2010), les ICso sont calculées a partir des courbes a régression linéaire (Chang
et al., 2007).

2 ml de I’échantillon + 0,4 ml de DPPH (0,5mM)

2

Apres 30 min

< Lecture 4 517 nm >

Figure 2.4 : Protocole de I’évaluation de I’activité anti-radicalaire au DPPH (Tien et al., 2005).
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1. Rendement de I’huile essentielle
L’huile essentielle a été extraite des feuilles séchées d’Artemisia herba-alba a 1’aide
d’un hydro distillateur. La figure 2.5 montre le rendement moyen (moyenne + écart type) en

huiles essentielles calculé en fonction de la mati¢re végétale seche de la plante.

0,600 0.512 £ 0.016%
0,500 !

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

Figure 2.5: Rendement en huile essentielle d’Artemisia herba-alba.

Dans la présente étude, le rendement moyen obtenu en huile essentielle d’Artemisia
herba-alba a été de 0.512 £ 0.016% (p/p). Ce dernier est trés proche de celui enregistré dans
la région de Djelfa qui est de I’ordre de 0.54% (Goudjil et al., 2015). Un rendement inferieur
de 0.264% + 0.024 (p/p) a été obtenu dans la région de Kasr El Chellala (Behih et al., 2020).
Alors que Belhattab et al. (2014) ont noté un rendement plus faible de 0.16% v/p dans la
région de Boutaleb (Est de I’Algérie). Cependant, des rendements supérieurs de 1’ordre de
0.72%, 0.79% et 0.94% (v/p) ont été signalés pour la plante collectée des régions de I’est
Algérien (Boussaada, Benifouda, Bougaa, respectivement) (Belhattab et al., 2014). De
méme, un rendement supérieur de 1’ordre de 0.932% a été noté dans la Station de Sidi Ahmed
de Saida (Nord-Ouest d’Algérie) (Bouzidi et al., 2016). Toutefois, des rendements supérieurs
a celui annoncé par cette étude variant de 0.7% a 1.02% ont été rapportés dans divers régions

de I’Algérie (Dob et Benabdelkader, 2006; Bezza et al., 2010 ; Benyoucef et al., 2018 ).
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Au Maroc, des rendements de 0.5% et 1.2% ont ét¢ notés par Bencheqroun et al.
(2012), Zaim et al. (2012) et Ghita et al. (2019).

Alors qu’en Tunisie, le rendement en huile essentielle d’Artemisia herba-alba
collectée de quatre régions différentes a varié de 0.35% a 1.18% (p/p) (Bourgou et al., 2016 ;
Aloui et al., 2016 ; Salmi et al., 2016) et un rendement trés important de 4% pour la plante
collectée dans la région d’El Kef (Boukrich et al., 2010)

Cependant, au Sud de la Jordanie, un rendement ¢élevé de 3% a été obtenu de la plante
collecté dans la région de Boussaira (Abu-Darwish et al., 2015).

Cette différence peut étre attribuée a I’origine géographique qui est liée aux facteurs
environnementaux (Bourgou et al., 2016) tels que le climat (Kaouane, 2017) et le pH de sol
(Bouzidi et al., 2016). Il y’a d’autres facteurs qui influencent sur le rendement tels que la
saison de récolte (Magraoui et Zahaf, 2018 ; Zaim et al. ; 2012), le cycle végétatif (ou la
phase de développement des plantes peuvent étre en partie responsables de cette différence)

(Magraoui et Zahaf, 2018 ; Bourgou et al., 2016 ; Fellah et al., 2006), 1’état de fraicheur

(Bruneton, 1999) et enfin la technique et la durée d’extraction (Magraoui et Zahaf, 2018).

2. Test de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches bactériennes vis-a-
vis des antibiotiques. Nous avons testé 1’activité de neuf antibiotiques a 1’égard d’E. coli et
dix antibiotiques a 1’égard de Staphylococcus par la méthode standard de diffusion des
disques.

Les tableaux 2.3 et 2.4 résument les résultats de 1I’antibiogramme.
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Tableau 2.3 : Résultats de I’antibiogramme d’E. coli isolat et de la souche de référence

Classe Disque E. coli (vaginale) E. coli ATCC25922
d’antibiotique d’antibiotique
Ampicilline R R
Amoxicilline R R
B-lactamines Amoxicilline+acide R NT
clavulanique
Ceftriaxone S S
Aminosides Gentamicine R S
Amikacine S S
Polypeptides Colistine S NT
Quinolones Acide nalidixique R R
Sulfamides Sulfametoxazole- R R
Trimethoprime

NT : non testé, S : sensible, R : résistante

L’isolat d’E. coli a été¢ résistante a ampicilline, amoxicilline, amoxicilline+ acide
clavulanique , gentamicine, acide nalidixique et aulfaméthoxazole- triméthomprime, ces
antibiotiques appartiennent a quatre classes d’antibiotiques différentes (p-lactamines, les
Aminosides, les Quinolones et les Sulfamides). Tandis que, la souche de référence a été
résistante a ampicilline, amoxicilline, [’acide nalidixique et sulfaméthoxazole-
triméthomprime qui font partie de trois classes d’antibiotique a savoir les B-lactamines, les

Quinolones et les Sulfamides.
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Tableau 2.4 : Résultats de I’antibiogramme de S. aureus isolat et de la souche de référence

Disque + charge S. aureus (urinaire) S. aureus ATCC6538
B-lactamines Céfoxitime S S
Oxacilline R S
Phénicolés Chloramphénicol R S
Gentamicine S S
Aminosides Kanamycine R R
Amikacine S S
Glycopeptides Vancomycine S S
Macrolides Erythromicine R S
Tétracyclines Tetracycline R S
Sulfamides Sulfamétoxazole- R R

Triméthoprime

L’isolat de S. aureus a été¢ résistant a oxacilline, chloramphénicol, kanamycine,
erythromicine, tetracycline et sulfamétoxazole-triméthoprime qui font partie de six
familles d’antibiotique (B-lactamines, les phénicolés, les aminosides, les macrolides, les
tétracyclines, et les sulfamides). Tandis que la souche de références a été résistante
seulement a la kanamycine et la sulfamétoxazole-triméthoprime.

En terme littéraire, la multi-résistance bactérienne signifie «la résistance a plus d’un
antibiotique». Cependant, aucune définition standardisée n’a encore été approuvée par la
communauté médicale. L’absence de consensus sur la définition de la multi-résistance dans
les protocoles des études cliniques a donné lieu a des données trés difficiles & comparer.
L’une des méthodes la plus employée par divers auteurs et autorités pour caractériser les
organismes en tant que multi-résistants est basée sur les résultats des tests in vitro de la
sensibilité aux antibiotiques, lorsqu’ils testent la résistance a divers agents antimicrobiens
(classes ou sous-classes). La définition la plus fréquemment utilisée pour les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives est « la résistance a trois classes d’antibiotique ou plus »
(Magiorakos et al., 2012).

En se basant sur cette définition, les tableaux 2.3 et 2.4 montre que ’isolat d'E. coli
(vaginale) et la souche de référence d’E. coli ainsi que S. aureus (urinaire) sont considérés

comme des souches multi-résistantes.
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3. Activité antibactérienne de I’huile essentielle

La méthode de diffusion des disques a été utilisée pour évaluer [’activité
antibactérienne de 1’huile essentielle d’Artemisia herba alba vis-a-vis de trois souches multi-
résistantes identifiées préalablement (E. coli (vaginale), E. coli ATCC25922, et S. aureus
(urinaire)). Le tableau 2.5 résume les résultats obtenus par cette méthode.

Tableau 2.5 : Halos d’inhibition en (mm) (moyenne + écart type) provoqués par les

huiles essentielle d’Artemisia herba alba

E. coli E. coli ATCC25922 S. aureus

(vaginale) (urinaire)

H E d’Artemisia herba-alba 9+0 8+0 7.33 £0.57
Controle AZN AZN AZN

Appréciation Résistant Résistant Résistant

Remarque : Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de
la zone d’inhibition. A Z N : aucune zone notée

Les résultats résumés dans le tableau 2.6 ont montré des diamétres de zone
d’inhibition de 9 £ 0 mm et 8 + 0 mm pour E. coli (vaginale) et E. coli ATCC25922
respectivement. Cependant, un diameétre de zone d’inhibition de 7.33 +£0.57 mm a été observé
pour S. aureus (urinaire).

Un diamétre inférieur de 6 £ 0 mm a été enregistré pour E. coli 32 (Ghita et al.,
2019). Alors que Bertella (2020) a noté¢ des diamétres supérieurs varient de 10.3=0.5a 11.3
+ 0.5 mm pour trois souches d’E. coli différentes.

De méme, Ghita et al., (2019) ont signalé un diamétre inférieur de 6 = 0 mm pour S.
aureus. Des diamétres supérieurs a ceux enregistrés lors ce travail et qui varient de 16.3
+0.5 a 28.3 £0.5 mm ont été rapportés par Bertella (2020) a 1’égard de cinq souches de S.
aureus.

Les résultats de la présente étude ont révélé une faible activité antibactérienne de
I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur les souches testées.

On se basant sur la lecture de ponce et al. (2003) nous pouvons déduire que les
souches E. coli ATCC25922 et S. aureus (urinaire) sont résistantes a cette huile essentielle.
Alors que la souche E. coli (vaginale) est sensible (a la limite la plus faible).

4. Activité Antioxydante

L’activité anti-oxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir réducteur et la capacité
de piégeage du radical libre DPPH. Les différents tests ont été menés avec des standards et les

huiles essentielles a différentes concentrations. Les ECs et les ICsg calculées sont rapportées
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dans le tableau 2.6. Pour le test du pouvoir réducteur, une faible ECsy correspond a une forte
capacité réductrice (Chang et al., 2007). De méme, dans les tests aux DPPH un faible ICs
indique une meilleure capacité scavenger des radicaux libres (Lim et Tee, 2007).

Tableau 2.6: Résultats de I’activité anti-oxydante de 1’huile essentielle et de la

molécule standard.

Echantillon Pouvoir réducteur DPPH
(ECsp) mg/ml (ICsp) mg/ml
Huile essentielle d’Artemisia herba-alba 3.868 = 0.346 7.73 £0.584
Acide gallique - 0.0129 £ 0.003
Quercétine 0.0242 £ 0.002 0.0085 £+ 0.000
Vit C 0.0533 + 0.000 0.0084 + 0.000

4.1. Pouvoir réducteur

L’huile essentielle d’Artemisia herba-alba testée a présenté une capacité antioxydante
a réduire les ions ferriques (Fe’*) aux ions ferreux correspondants (Fe2 +) avec une apparition
d’une coloration de bleu de Prusse qui a ét¢é mesuré a une longueur d’onde de 700 nm
(Bajpai et al., 2013; Kadri et al.,2011; Attou, 2017).

Les résultats de cette étude montre que ’huile essentielle d’Artemisia herba-alba
posséde une faible activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur. La valeur de I’ECsy
de I’huile essentielle obtenu dans notre étude a été faible avec une concentration de 3.868
mg/ml comparativement a les molécules standard (quercétine=24.2 pug/ml et vit C=53.3
pg/ml). Goudjil et al. (2015) ont signalé un ECs, trés faible de I’ordre de 12.53 pg/ml pour
I’huile essentielle de méme espéce récoltée dans la région de Djelfa. Cependant, Bourgou et
al. (2016) ont rapport¢ des ECsy variant de 1.2 a 2.9 mg/ml pour I'huile essentielle
d’Artemisia herba-alba récoltée de quatre régions de la Tunisie. Alors que, Behih et al.
(2020) ont constaté un EC50 de 6.44 mg/ml pour I’armoise récoltée dans la région de Kasr El
Chellala.

4.2. Activité anti-radicalaire (DPPH)

L’activité antioxydante évaluée par la méthode de DPPH est basée sur la capacité des
huiles essentielles @ donner un atome d’hydrogéne ou un électron en transforment le DPPH en
forme réduite DPPH-H (Singleton et al., 1999).

La réduction de DPPH a DPPH-H se fait en présence d’un composé antioxydant, cette
réaction confere a la solution une coloration jaune (Perez et al., 2007 ; Azzoubi et al., 2018 ;

Kadri et al.,2011). L’intensité de cette coloration est mesurée a une longueur d’onde de 517
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nm (Singleton et al., 1999).

L’huile essentielle de I’ Artemisia herba alba a exerce une faible activité antioxydante
avec une ICso de 7.73 mg/ml qui est nettement inférieure a celle du 1’acide gallique, la
quercétine et la vit C avec des valeurs d’ICsg de 12.9 pg/ml, 8.5 png/ml et 8.4 pg/ml,
respectivement. Bouzidi et al. (2016) ont montré que ICsy ’huile essentielle d’Artemisia
herba alba récoltée de Saida a été de 2.66 pg/ml. Un ICso de 17.73 pg/ml a été noté pour
I’huile essentielle de méme espece collectée de Djelfa (Goudjil et al., 2015). Au Maroc,
Azzoubi et al. (2018) ont enregistré un ICsy de 2 .9 pg/ml. Cependant en Tunisie, Bourgou
et al. (2016) ont not¢ des ICsy variant de 110 a 1300 pg/ml pour I’huile essentielle
d’Artemisia herba-alba récoltée de quatre régions. Tandis que, Selmi et al., (2016) ont
présenté une valeur d’ICsodel121.43 pug/ml. Alors que, Kadri et al. (2011) ont mentionné un
ICso de 50 pg/ml.

Dans la présente ¢tude, activité antioxydante est considérée comme faible pour les
deux tests réalisés. Toutefois, nous constatons une concentration en huile essentielle plus
¢levée pour réduire le DPPH comparativement a celle du pouvoir réducteur. Ce résultat nous
permet de déduire que notre huile essentielle est faible en molécules donneuses d’atome

d’hydrogene ou d’¢lectron.
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Conclusion

A la lumicre des résultats obtenus au cours de cette étude nous pouvons

conclure ce qui suit :

Le rendement en huile essentielle d’Artemisia herba-alba colletée de la région
de Takhmaret a été de 0.512 + 0.016%(p /p).

L’étude de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’Artemisia herba
alba par la méthode aromatogramme a montré une absence de sensibilité des souches
bactériennes testées ; Staphylocoque aureus d’origine urinaire et E. coli ATCC25922
vis-a-vis de cette huile essentielle.

Une activité antioxydante faible de cette huile essentielle avec un ECsy de
I’ordre de 3.868 mg/ml contre 24.2 pg/ml pour la vit C et 53.3 pg /ml pour la
quercétine, respectivement. Cependant, I’'IC50 a été de 7.73mg/ml comparativement
a 12.9 pg /ml pour I’acide gallique, 8.5 ug/ml pour la quercétine et 8.4 pg /ml pour
la vit C.

Toutefois, nous pouvons conclure que 1’huile essentielle d’Artemisia herba-
alba utilisée au cours de cette ¢étude est faible en molécules donneuses d’atome

d’hydrogene ou d’¢lectron.

D’autres investigations seront nécessaires en vue de déterminer la composition

chimique et de confirmer les présents résultats.
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Annexe 01

Figure 1: Résultat d’aromatogramme a I’égard de
Staphylococcus aureus
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Annexe 02
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage DPPH Quercétine
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage FRAP Quercétine

53



Annexe 02

ABS
60
y =4.4058x + 12.293

50 R*=0.90311
40
30
20
10

0

0 2 4 6 8 10 12
Concentration pg/ml
Figure S : Courbe d’étalonnage DPPH Vit C
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Figure 6: Courbe d’étalonnage FRAP Vit C
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Figure 7 : Courbe d’¢talonnage DPPH Acide gallique
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