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RESUME

L’objectif assigné a notre travail consiste a évaluer, in vitro et in silico, le pouvoir inhibiteur des huiles
essentielles (HE) sur la croissance des bactéries multi-résistantes (BMR), et de déterminer, in vivo,
leurs propriétés anti-inflammatoires. En aromatogramme, 1'HE a présenté une activité antibactérienne
sur I'ensemble des souches testées, en particulier sur toutes les BMR. Cette huile est également efficace
sur toutes les BMR de Staphylococcus résistants a la méticilline. En phase vapeur, elle a présenté aussi
un profil d'activité efficace sur K. pneumoniae, montrant une forte dose-dépendance. Le pouvoir anti-
inflammatoire topique des HE, réalisé par le test d’induction d’cedéme chez les souris, a révélé la
présence d’un cedéme modéré, en comparaison avec le contréle positif qui a présenté une efficacité
importante dans la réduction de 1I’cedéme inflammatoire. Des préparations dermocosmétiques (crémes
dermiques et gels hydro-alcooliques) ont ét¢ formulées a base d’HE. Le contrdle de leur qualité
microbiologique et rhéologique s’est avéré satisfaisant et en conformité avec les normes en vigueur.
L’¢tude histologique a révélé une efficacité comparable entre les crémes a base d’HE a travers une ré-
épithélialisation compléte. En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir, éventuellement, de
nouvelles perspectives d’application cosméceutiques des HE comme un ingrédient actif dans des
préparations galéniques a visée thérapeutique. Reste a confronter ces résultats avec les données

toxicologiques.

Mots-clés : Huiles essentielles ; Distillats naturels ; Plantes aromatiques ; Bactéries multi-résistantes ;

Cosméceutiques.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, both in vitro and in silico, the inhibitory potential of essential
oils (EOs) against the growth of multidrug-resistant bacteria (MDR), and to assess, in vivo, their anti-
inflammatory and wound healing properties. In aromatogram assays, the EO exhibited antibacterial
activity against all tested strains, particularly against all MDR strains. The oil also demonstrated
effectiveness against all methicillin-resistant Staphylococcus (MRSA) isolates. In vapor phase testing,
it showed a strong dose-dependent antibacterial profile, notably against Klebsiella pneumoniae. The
topical anti-inflammatory effect of the EO, assessed using the xylene-induced ear edema model in
mice, revealed the presence of moderate edema, in comparison with the positive control which showed
a greater efficacy in reducing inflammation. Dermocosmetic preparations (dermal creams and
hydroalcoholic gels) were formulated using EO. Microbiological and rheological quality control tests
showed satisfactory results and compliance with regulatory standards. Histological analysis revealed
comparable efficacy between the EO-based creams, demonstrated by complete re-epithelialization.
Overall, the results suggest promising new cosmeceutical applications for essential oils as active
ingredients in therapeutic topical formulations. Further studies are required to compare these findings

with toxicological data.

Keywords: Essential oils; natural distillation ; Aromatic plants ; Multidrug-resistant bacteria;

Cosmeceuticals.
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INTRODUCTION

L’antibiorésistance est aujourd’hui reconnue par I’Organisation mondiale de la santé (OMS) comme
I’une des plus graves menaces pesant sur la santé humaine. Elle se manifeste par I’incapacité croissante
des antibiotiques a inhiber la croissance de certaines souches bactériennes, telles que le Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline (SARM) et le Klebsiella pneumoniae productrice de carbapénémases

(KPC) (Kim et Jeong, 2022).

De méme, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) peuvent provoquer des effets indésirables
gastro-intestinaux qui sont dus a l'inhibition de la production de prostaglandines qui protégent
normalement la muqueuse gastrique. Les AINS peuvent également affecter la fonction rénale,
particulierement chez les personnes agées ou celles souffrant déja d'insuffisance rénale (Sostres et al.,

2010 ; Arfeen et al., 2024).

L'utilisation des plantes a parfum et les huiles essentielles (HE), comme alternatives a ces médicaments
de synthése, suscite un intérét croissant en raison de leurs propriétés thérapeutiques, en particulier pour
un usage topique contre les inflammations et infections cutanées (Zhao et al., 2017 ; Chouhan et al.,
2023 ; Kor et al., 2025). Cependant, 1'utilisation des HE doit étre abordée avec prudence. Leur efficacité
peut varier en fonction de la qualité, de la méthode d'extraction et de la concentration des composés
actifs. Par conséquent, des études plus approfondies seront nécessaires pour établir leur place précise

dans I'arsenal thérapeutique.

De ce fait, I’objectif assigné a notre travail consiste a étudier le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles
sur des bactéries multi-résistantes (BMR) in vitro a travers 1’application de deux méthodes
complémentaires (aromatogramme et microatmosphere) et in silico par docking moléculaire. Aussi, nous
avons évalué, in vivo, leur pouvoir anti-inflammatoire. De plus, des préparations dermocosmétiques
(cremes dermiques et gels hydro-alcooliques) ont été formulées, suivi par un controle de la qualité

microbiologique, toxicologique et de leur comportement rhéologique.



Chapitre 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Définition d’une huile essentielle

En se référant a la Pharmacopée Européenne (Ph. Eur., 2023), une huile essentielle (HE) est un « produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiére végétale
botaniquement définie, soit par I’entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un
procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. Cela désigne l’expression a froid qui concerne
généralement le traitement du péricarpe du genre Citrus. Une HE est le plus souvent séparée de la phase

aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition ».

En France, le Code de la santé publique précise, dans son article L5311-1, que les HE sont des « produits
a finalités sanitaires » au méme titre que les plantes médicinales. Autrement dit, ce sont des produits de

santé (Légifrance, 2024).

1.2. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

La norme ISO (2021) définit plusieurs modes d’obtention d’une HE. Elle peut étre extraite soit :

- Entrainement a la vapeur d’eau : La vapeur d’eau traverse la matiere végétale, entrainant les
composés volatils. Le mélange vapeur-huile est ensuite condensé, et 1’huile essentielle est
séparée par décantation.

- Distillation seche : Chauffage sans eau d’une matiére premicre végétale pour en extraire les
constituants volatils.

- Expression mécanique a froid (cold expression) : Procédé¢ mécanique (sans chauffage) réservé
aux péricarpes d’agrumes.

- Procédé physique sans modification chimique : toute autre méthode physique (filtration,
centrifugation, décantation) utilisée sans solvant ni traitement chimique, n’entrainant pas de

changement significatif de la composition.

Les méthodes innovantes d'extraction des HE incluent I'extraction par fluide supercritique (SFE),
l'extraction assistée par micro-ondes et la distillation aux ultrasons. Ces techniques offrent des avantages

tels qu'une meilleure préservation des composés sensibles a la chaleur, une réduction des temps

—



d'extraction, et une diminution de l'utilisation de solvants chimiques. Par exemple, I’extraction assistée
par micro-ondes consiste a utiliser des micro-ondes pour accélérer le processus de distillation a la vapeur

d'eau (Chemat et al., 2012 ; Kant et Kumar, 2022).

1.3. Composition chimique des huiles essentielles

Une huile peut contenir de 20 a 60 composés biochimiques différents. Sa composition chimique est
déterminée par la chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les principales composantes sont les

terpenes et terpénoides et les constituants aromatiques (De Sousa et al., 2023 ; Siddiqui et al., 2024).

Les terpénoides sont représentés par les monoterpenes et dérivés tels que les carbures monoterpéniques,
acycliques ou cycliques, des aldéhydes et des alcools monoterpéniques, des cétones et des époxydes

monoterpéniques (figure 1.1).

Les composés aromatiques sont des dérives du phénylpropane ; ils comprennent les aldéhydes
(cinnamaldéhyde), les alcools (alcool cinnamique), les phénols (eugénol), les dérivés mothoxy (anéthole,

estragole, méthyl eugenol) (Kaloustian and Hadji-Minaglou, 2012).

Seuls les monoterpénes en C10 et les sesquiterpénes en C15 peuvent étre extraits par distillation, les
autres terpenes (diterpenes en C20 et triterpénes en C30) n’étant pas entrainés par la vapeur d’eau.

Les terpenes peuvent étre classés selon :

* leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes (citral, citronellal),
cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole) ;

* leur structure : linéaire (farnésene, farnésol), monocyclique (zingibereéne), bicyclique (caryophyllene,

chamazuléne) ou tricyclique (patchoulol, viridiflorol) (Kaloustian and Hadji-Minaglou, 2012).



Monoterpénes

P

acycliques
; ' CHO
Myrcene Ocimene . .
Y Citronellal Linalool
Hydrocarbonnés Oxygénés
Monoterpénes
monocycliques =
Terpinolene Phellandrene Carvone Thymol
Hydrocarbonnés Oxygénés
Monoterpénes CH, CHs CH,
bicycliques CH, H
He CHs
H,C o
H5C CH, CHs HaC CH;
Camphene Sabinene Fenchone Thujone
Hydrocarbonnés Oxygénés
Monoterpéne CHg
tricyclique
CHs
CHs
Tricyclene
Hydrocarbonné

Figure 1.1. Structures chimiques de certains composés des huiles essentielles (Morsy, 2017).

1.4. Conservation des huiles essentielles

Elles se présentent et se conservent dans des flacons de verre fumé, fermés par un bouchon bien
hermétique, ce qui les préservent de la lumicre et de 1’air pour éviter leur oxydation (a 1’air) et leur

polymérisation (a la lumiére). Elles se conservent a une température ambiante qui varie entre 3 C° et 4

C° (Sall¢, 1991).



1.5. Qualité, normes et labellisation

Les méthodes d’analyse sont normalisées et font 1’objet d’une monographie dans la Pharmacopée
européenne 7e¢ édition, ainsi que dans les normes AFNOR NF T 75-400 et 401 (AFNOR, 1988),
équivalent ISO 7359 et 76009.

Les HE qui sont labellisées “HEBBD” (huile essentielle botaniquement et biochimiquement définie)
sont extraites de plantes botaniquement identifiées et ont subi une analyse chimique type CPG-SM afin

de déterminer le chémotype. C’est un gage de qualité. Une HE “HEBBD” est réputée pure et naturelle.

Elle est pure quand elle n’est pas contaminée par un composant appartenant a une autre HE (fraude) et
qu’elle est obtenue a partir d’un ensemble homogéne de plantes (méme producteur si possible, sinon
méme région de production, plantes récoltées au méme moment). Elle est naturelle en I’absence de toute

trace de solvant chimique et de molécule de synthése (Laurain-Mattar, 2018).

1.6. Propriétés des huiles essentielles

Les bienfaits des HE sont multiples et leurs champs d'action trés diversifiés. De plus, chaque HE contient
une plusieurs molécules aromatiques différentes. De cette incroyable diversité biochimique résulte une
grande diversité de propriétés et de bienfaits potentiels. Les HE possédent de nombreuses propriétés
pharmacologiques, notamment antibactériennes, anti-inflammatoires, antioxydantes, et antifongiques

(Sadgrove et al., 2021 ; De Sousa et al., 2023 ; Zhao et al., 2023).

Une HE peut rentrer dans la composition d’un produit cosmétique. La réglementation européenne
n’édicte pas de regle spécifique quant a 1’incorporation d’une ou plusieurs HE dans un produit
cosmétique. Néanmoins, 1’annexe II du réglement européen contient une liste de substances interdites

dans ce type de produits (Union Européenne, 2009).

1.7. Précautions d’emploi et toxicité des huiles essentielles
S’il est indéniable que les HE suscitent un véritable engouement, il n’en demeure pas moins que
I’aromathérapie ne doit laisser aucune place a I’improvisation. Cette toxicité est cependant trés variable

et dépend de la nature de ’HE et de son utilisateur (Wojtunik-Kulesza, 2022 ; Soni et al., 2023).

Certaines HE peuvent provoquer diverses toxicités. De nombreux médicaments a base de dérivés
terpéniques issus des HE ont ainsi été retirés du marché apres le signalement de nombreux cas de

convulsions et de difficultés respiratoires chez les enfants (Touboul, 2021).



1.8. Role des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles sont des messagers chimiques utilisés par les plantes aromatiques pour interagir
avec leur environnement. Les huiles essentielles permettent d’éloigner les maladies, les parasites, mais
aussi jouent un role protecteur face aux rayonnements du soleil. Les huiles essentielles jouent un rdle
important dans la reproduction et la dispersion des espéces végétales puisqu’elles permettent d’attirer

les insectes pollinisateurs.

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges complexes de composés volatils, principalement des
monoterpenes, sesquiterpénes et phénylpropanoides, produits par les plantes aromatiques dans des
structures spécialisées (glandes sécrétoires, trichomes, canaux oléiféres). Leur rdle principal est
écologique, contribuant a la protection de la plante contre les stress biotiques et abiotiques. Elles agissent
notamment comme barriére chimique contre les microorganismes pathogénes (bactéries, champignons)
et les ravageurs herbivores, par des mécanismes d’action variés : perturbation des membranes cellulaires,

inhibition enzymatique ou interférence avec les voies métaboliques des agresseurs.

De nombreuses huiles essentielles possedent une activité antimicrobienne intrinséque qui permet a la
plante de se défendre contre les infections. Par exemple, le carvacrol et le thymol, présents dans 1’origan
et le thym, perturbent la membrane cytoplasmique des microorganismes, entrainant une fuite des
composants intracellulaires. Cette action contribue a limiter la prolifération des agents pathogénes au

niveau des tissus végétaux, réduisant ainsi les risques de maladies fongiques ou bactériennes.

Les huiles essentielles jouent également un rdle répulsif contre les insectes phytophages. Leur forte
odeur, parfois couplée a une toxicité directe, agit comme un signal d’alerte chimique pour éloigner les
prédateurs ou inhiber la ponte. Certaines molécules volatiles peuvent aussi attirer des insectes auxiliaires,
comme les pollinisateurs ou les prédateurs naturels des ravageurs, contribuant a un équilibre écologique

favorable a la plante.



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

Nos différentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes :

e Laboratoire de microbiologie de I’EHS El Hadi Flici d’Alger pour tester le pouvoir antimicrobien des
HE de in vitro sur des bactéries multi-résistantes (BMR).

e Laboratoire de rhéologie (Département de chimie, Université de Blida 1) pour I’étude des propriétés
viscoélastiques des préparations cosmétiques.

e Laboratoire pharmaco-toxicologiec de I’ANPP d’Alger pour 1’évaluation des propriétés
pharmacologiques in vivo.

e Laboratoire d’anatomie pathologique pour ’analyse histologique.

2. Matériel

2.1. Huiles essentielles testées

Les HE ont été fournies par la société Extral de production des HE (Blida). L’extraction des HE a été
faite a échelle industrielle (alambic) de la partie aérienne récoltés dans la région de Blida. Ces HE ont

¢té conservées dans des flacons stériles et teintés a température ambiante.

2.2. Souches microbiennes
Nous avons utilis€¢ des BMR et des souches de référence pour le screening antimicrobien des HE in vitro.
Au total, des souches de Klebsiella pneumoniae résistantes, et des souches des Staphylococcus aureus

résistantes ont été utilisées.

2.3. Animaux de laboratoire

En ce qui concerne 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire topique in vivo, nous avons utilis¢ des
souris, de sexe femelle, avec un poids variant entre 22-28 g. Des lapins albinos néo-zélandais ont été
utilisés pour évaluer le potentiel d'irritation cutanée des préparations topiques. Tous ces animaux de
laboratoire ont été stabulés dans des cages en plastique, a une température ambiante avec un régime

alimentaire de granulés, de I’eau de maniere ad-/ibitum.



2.4. Milieux de culture et produits chimiques

Les deux milieux de culture utilisés sont la gélose Muller-Hinton (MH) pour les bactéries. Aussi, nous
avons utilisé plusieurs antibiotiques comme contrdle positif. Concernant 1I’étude histologique, plusieurs
solvants et colorants ont été utilisés a I’exemple de I’acétone, le xyléne, 1’éthanol (a différents degré), le

formol, I’hématoxyline et I’€osine.

2.2. Méthodes

2.2.1. Etude du pouvoir antibactérien in vitro

2.2.1.1. Evaluation des propriétés antibactériennes par aromatogramme

Cette technique est basée sur le pouvoir migratoire des HE sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite
Pétri (Pibiri, 2006). Nous avons utilisé des disques stériles (9 mm de diametre) imprégnés d une quantité
précise en huiles. Par la suite, le disque est déposé au centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé
préalablement ensemencé (Figure 2.1). A noter que la densité optique de la suspension microbienne a
été préalablement ajustée (0.5Mac Farland) afin d'obtenir une concentration de 10% germes/mL. Les
boites seront incubées a température adéquate (37°C/24h). A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la
croissance bactérienne se traduit par ’apparition d’un halo translucide autour du disque et dont le

diametre de la zone d’inhibition (DZI) sera mesur¢ et exprim¢ en millimetres.
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Figure 2.1. Aromatogramme et microatmosphére

2.2.1.2. Evaluation des propriétés antibactériennes par microatmosphére
Nous avons adopté cette technique dans le but de vérifier les propriétés inhibitrices de la phase volatile
des HE (Pibiri, 2006). La différence entre cette technique et 1’aromatogramme réside dans la position du

disque imprégné en HE qui sera dépos¢ au centre du couvercle de la boite Pétri.



2.2.2. Etude de ’activité antibactérienne in silico
Nous avons procédé, en premier, a la méthode du docking moléculaire des composés terpéniques des

HE in silico.

2.2.2.1. Structures des ligands

Nous avons utilis€ 5 molécules terpéniques (figure 2.2) détectées majoritairement dans les HE
(limonéne, linalool et acétate de linalyle, eugénol et acétate d’eugénol) en comparaison avec 5
antibiotiques (figure 2.3).

Tous les ligands (tableau 2.1) sont téléchargés de la base de données PubChem

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Tableau 2.1. Ligands testés pour le docking moléculaire in silico.

CID Composé FC PM
3314 Eugénol Ci10H1202 164
7136  Acétate d’eugénol C12H1403 206
22311  Limonene CioHie 136
6549 Linalool CioH150 154
8294  Acétate de linalyle C12H2002 196
33613  Amoxicilline Ci6H19N305S 365
5904  Pénicilline G Ci16H18N204S 334
6196  Oxacilline C19H19N305S 401
441199  Céfoxitine Ci16H17N307S2 427
104838  Imipénéme Ci12H17N3048 299
HC,,
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Figure 2.2. Structure chimique des molécules terpéniques utilisées dans le docking.

NH2 H H
HO S \)<
o 0] N—
Amoxicilline Pénicilline G
Ho—4” 4o H
> SIOY
5: ) N.__O.__NH;
o bl
0O~ OH ©
Oxacilline Imipenéme Céfoxitine

Figure 2.3. Structure chimique des antibiotiques testés dans le docking moléculaire.

2.2.2.2. Structure et préparation de ’enzyme

La structure 3D de protéine de liaison a la pénicilline (PBP2) a été téléchargée sous format PDB de la
base de données Protein Data Bank (www.rcsb.org). Cette protéine (figure 2.4), en complexation avec
un antibiotique nommé pénicilline G (figures 2.6 et 2.7), a été déposée sous le théme « Structure of

penicillin G acyl-Penicillin binding protein 2a from methicillin resistant Staphylococcus aureus strain ».

Les PBP sont des protéines importantes impliquées dans la construction du peptidoglycane, qui est le
principal constituant des parois cellulaires bactériennes. La synthése de la paroi cellulaire bactérienne
est essentielle a la croissance, a la division cellulaire et au maintien de la structure cellulaire des bactéries

(Zervosen et al., 2012).

—_—10 =—



Notre choix pour la PBP est motivé par le fait que c’est une cible médicamenteuse connue pour
l'inhibition de la biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne. L'inhibition des PBPs est I'un des
principaux mécanismes d'action des antibiotiques P-lactames, tels que les pénicillines, les

céphalosporines et les carbapénémes.

2.2.2.3. Processus du docking moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode computationnelle pour prédire l'interaction tridimensionnelle
entre deux molécules (ligands) et une macromolécule biologique (protéine). Notre étude portera sur
l'interaction entre le site actif de I'enzyme PBP et les composés terpéniques des HE et ce afin de former
un complexe stable. Tous les ligands testés ont ét¢ considérés comme flexibles, alors que la chaine
principale de I’enzyme a été maintenue rigide. L’amoxicilline, la pénicilline G, I’oxacilline, la céfoxitine
et I’imipenéme ont été choisis pour comparer leurs énergies d’affinité avec celles des constituants des

HE.

Figure 2.4. Structure 3D tétramérique de la Figure 2.5. Structure monomérique de la protéine de

protéine de liaison a la pénicilline (PBP). liaison a la pénicilline (PBP).

_—11 —
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Figure 2.7. Interaction du ligand (pénicilline G) avec le site catalytique de la PBP.

2.2.3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles in vivo

L’activité anti-inflammatoire topique des HE a été évaluée in vivo sur des souris provenant de I’ Institut
Pasteur d’Alger. La réaction inflammatoire a été induite au niveau auriculaire de chaque animal par
application d’une solution de xyléne (20 puL). A cet effet, 11 lots d’animaux ont été constitués contenant
chacun 3 souris. Un lot contréle négatif recevra I’huile d’amande (véhicule) par application cutanée au

niveau des deux pavillons auriculaires (droit et gauche).
—_12—



Les autres groupes recevront, localement, une dose déterminée en HE. A la fin de cette étude
expérimentale, toutes les souris seront sacrifiées par dislocation cervicale, et des pieces circulaires

auriculaires ont été coupées et retirées et conservées dans du formol a 10% pour I’étude histologique.

2.2.4. Préparations galéniques dermocosmétiques

2.2.4.1. Préparation d’une créme dermique hydrophile
L’objectif assigné a cette étude sera la mise au point d’une formule galénique topique adaptée aux HE.
La forme pharmaceutique choisie est celle d’'une émulsion hydrophile largement utilisée pour le

traitement local des pathologies cutanées (Martini, 2011).

La préparation de la créme dermique a été réalisée selon un procédé en trois phases : phase huileuse,

phase aqueuse, puis phase de finition.

L’émulsification a été faite en ajoutant la phase aqueuse progressivement a la phase huileuse sous
agitation continue a 1’aide d’un agitateur a hélice. L’agitation a été maintenue pendant 10 minutes pour

permettre la formation d’une émulsion stable, jusqu’a refroidissement.

Enfin, les ingrédients thermosensibles ont été ajoutés successivement a savoir le benzoate de sodium en
solution aqueuse. Le produit final a ¢ét¢ homogénéis¢ doucement jusqu’a obtention d’une créme
dermique qui sera conditionnée dans des pots stériles, puis conservée a température ambiante a 1’abri de

la lumiére.

2.2.4.2. Préparation d’un gel hydro-alcoolique

La préparation du gel dermique a été réalisée par dispersion a froid, suivie d'une neutralisation
progressive. Dans un bécher propre, 1’eau traitée a été versée, puis le carbomer a été saupoudré lentement
a la surface du liquide tout en agitant modérément pour éviter la formation de grumeaux. L’ apparition

d’une texture gélifiée et claire a confirmé la formation du gel.

Le gel obtenu, homogene, transparent et fluide, a été conditionné dans des flacons préalablement

nettoyés et désinfectés. Les échantillons ont été conservés a température ambiante, a I’abri de la lumiére.

—_—13 —



2.2.4.3. Controle de la qualité microbiologique et physicochimique

- Evaluation de la qualité microbiologique

L’objectif de ce controle est d’apporter les moyens de vérifier que les préparations topmiques répondent
aux exigences microbiologiques spécifiées dans les monographies de Pharmacopée Européenne (Ph.
Eur., 2014). Les analyses réalisées se résument en la recherche et le dénombrement des germes aérobies

viables totaux et la recherche des germes spécifiés (coliformes et champignons).

- Mesure du pH
L’acidité de la créme formulée est trés importante étant donné que cette dernicre est destinée a étre
appliquée sur la peau. La mesure du pH a été effectué a ’aide d’un pH metre de type HANNA®. Cet

instrument est équipé d’une électrode spécifique pour la mesure du pH des gels et des crémes.

2.2.5. Détermination du pouvoir toxicologiques des cremes dermiques

2.2.5.1. Test d’irritation cutanée primaire chez le lapin

Le test d’irritation cutanée primaire est fondée sur I’observation des réactions cutanées provoquée par
I’application unique du produit. I a été réalisé conformément a la Ligne Directrice 404 de I’OCDE
adoptée le 18 juillet 2015, en utilisant des lapins albinos adultes (race New Zealand), pesant entre 2,5 et

3 kg (Roy et al., 2010).
L’indice d’irritation primaire (IIP) a ensuite été¢ déterminé pour classer le potentiel irritant du produit

selon les criteres définis dans les réglementations internationales. Les observations sont faites selon

I’échelle numérique rapportée dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2. Echelle numérique pour le calcul de I’indice d’irritation primaire cutané.

Erythéme (Edéme  Score Résultats Indice d’irritation primaire
Absence  Absence 0 Non irritant 1P <0.,5

Léger Tres 1éger 1 Légerement irritant 0,5<IP<2

Visible Leger 2 Irritant 2<IIP<5
Important Moyen 3 Tres irritant 5<IIP<8

Grave Grave 4

L'indice d'irritation primaire cutané (IIPC) est calculé en utilisant les résultats des observations cliniques
sur les réactions cutanées. La formule de calcul de I'lIPC peut étre exprimée comme suit :

Somme scores d'irritation

IIPC =
Nombre total des sites testés
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2.2.5.2. Détermination du pouvoir irritant par HET-CAM

Le test HET-CAM (Hen's Egg Test on Chorioallantoic Membrane) est une méthode in ovo utilisée pour
évaluer le potentiel irritant des substances chimiques. C’est est une méthode rapide, économique et
relativement simple pour évaluer le potentiel irritant des substances, offrant une alternative intéressante
aux tests sur animaux, en particulier pour le dépistage des irritants séveres. Ce test exploite la membrane
chorioallantoique (CAM) d'un ceuf de poule fécondé€, qui est riche en vaisseaux sanguins (Cazedey et

al., 2009).

HET CAM ASSAY

(Chorioallantoic Membrane assay)

o o

) 7y

Y

o @b

A

%

i) Egg opened and il) Test substance (liquid or solid)  iii) Test substance rinsed iv) CAM evaluated for signs of
CAM exposed. applied to the surface of the CAM, from CAM. hemorrhage, coagulations
and/or vessel lysis and scored.

Figure 2.8. Etapes du test HET-CAM pour la détermination du pouvoir irritant.

Les phénomenes observés (hyperémie, hémorragie, coagulation) ne sont pas retenus en fonction de leur
intensité mais en fonction de leur présence : il s'agit d'une réponse de type tout ou rien. Ces réactions
sont notées sur une échelle de temps définie. Le score final permet de classer la substance comme non

irritante, 1égérement, modérément ou fortement irritante
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Tableau 2.3. Notation en fonction du temps et expression des résultats.

Phénomeéne Temps Score Notation (N) Classification

Hyperémie T<30s 5 N<l1 Pratiquement non irritant

30s <T<2min 3

2 min <T <5 min 1
Coagulation T<30s 9 5<N<9 Modérément irritant.
30s<T<2min 7
2 min <T <5 min 5
9<N Irritant.

2.2.6. Evaluation de l'activité cicatrisante
L'évaluation de I'activité cicatrisante d'une créme dermique chez le rat a été faite en comparaison avec

une créeme de référence (Somboonwong et al., 2012).

2.2.7. Examen histologique
Afin de confirmer I’activité anti-inflammatoire des HE au niveau tissulaire, des coupes histologiques ont
été faites sur les piéces auriculaires coupées précédemment. La coloration effectuée était celle de

I’hématoxyline-¢éosine (H&E) (Martoja et Martoja-Pierson, 1967).

2.2.8. Etude Statistique
Les résultats de I’expérimentation animale sont exprimés en moyenne + écart-moyen. La signification
statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens unique (ANOVA) suivi par le

test post-hoc de Tukey pour comparaison par paire.
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Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles in vitro

L’¢tude des propriétés antimicrobiennes des HE a été réalisée sur deux souches microbiennes de
référence et des BMR. A noter que le diameétre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone

d’inhibition.

L'HE montre une activité antimicrobienne trés limitée sur la majorité des souches testées. Elle est
inefficace dans I’inhibition de la croissance bactérienne de 1’espéce E. coli ATCC et la plupart des
souches de Klebsiella a toutes les concentrations testées. Elle présente une activité faible a modérée aussi
bien sur S. aureus ATCC, que sur K. pneumoniae, et une absence d’inhibition de la croissance
bactérienne a 30 et 40 uL, ce qui est inhabituel et pourrait indiquer une variabilité expérimentale
(absence de répétition).

Nous avons observé aussi une tendance générale a l'augmentation des DZI avec l'augmentation du

volume d'HE.

En phase vapeur (technique de microatmosphere), I'HE présente un profil d'activité tres sélectif et
variable. Elle a une efficacité limitée sur les bactéries Gram-négatives. Elle est totalement inefficace sur
E. coli ATCC et toutes les souches de Klebsiella, et ce a tous les volumes testés. Cela suggere que ses
composés volatils ne sont pas suffisamment puissants ou ne diffusent pas efficacement pour inhiber ces
bactéries Gram-négatives. Par contre et sur les staphylocoques résistants, elle présente un potentiel

significatif mais sélectif, avec une forte dose-dépendance.

_—17 —
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Figure 3.1. Mécanisme d’action des HE sur la cellule bactérienne (Maurya et al., 2021).

Des études scientifiques antérieures ont montré que I'HE présente un pouvoir inhibiteur significatif
contre E. coli, K. pneumoniae, et S. aureus, démontrant son potentiel antibactérien a large spectre
(Baicus et al., 2022 ; Cruz et al., 2024). Des concentrations spécifiques d'HE ont montré une activité
notable contre E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, et des souches d'E. coli productrices
de B-lactamase a spectre étendu (ESBL) (Ginting et al., 2021).

I1 a été rapporté aussi, que les phénols sont doués de propriétés antibactériennes avérées. Le terpene
phénolique agit en perturbant 1’intégrité membranaire des bactéries, entrainant une fuite des ions et des
composés intracellulaires. Cette action est particulierement efficace contre les bactéries Gram-positives
comme le SARM (Yadav et al., 2015 ; El-Far et al., 2021), mais également contre certaines Gram-
négatives telles que K. pneumoniae, malgré leur membrane externe plus complexe (Marchese et al.,

2017 ; Kashi et al., 2015).
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3.2. Etude du pouvoir antibactérien in silico par docking moléculaire

Notre étude s’est axée sur I’estimation des interactions entre le site actif de la PBP2 et les composés
terpéniques majoritaires des HE pour former un complexe stable. Plusieurs antibiotiques ont été testés
pour comparer leurs énergies d’affinité avec celles des constituants terpéniques des HE.

Les valeurs d'énergie d'affinité (en kcal/mole) indiquent la force de l'interaction entre le ligand et la
protéine cible. Plus la valeur est négative, plus I'affinité est élevée. A la lecture des résultats obtenus par
docking moléculaire (Tableau 3.1), il apparait clairement que parmi les ligands testés, I'oxacilline se
distingue avec I'énergie d'affinité la plus basse, suivie de la céfoxitine et de la pénicilline G. Ces résultats
suggerent que ces antibiotiques sont les plus efficaces pour se lier au récepteur PBP. Concernant les
composés terpéniques des HE, 1'ester monoterpénique (acétate d'eugénol) et son phénol (eugénol), deux
composés majoritaires dans I’HEC Cela indique qu'ils ont une affinité significative pour le récepteur

PBP, bien que légérement inférieure a celle des antibiotiques classiques.

Tableau 3.1. Résultats du pouvoir antibactérien sur le récepteur PBP des composés terpéniques

majeurs de I’HE en comparaison avec des antibiotiques in silico.

Famille Energie d’affinité (kcal/mole)
B-Lactamines (Pénicillines) -19.3
Céphalosporines 2°™ génération -15,9
B-Lactamines (Pénicillines) -14,9
Ester monoterpénique -11,8
Phénol monoterpénique -10,5
B-Lactamines (Pénicillines) -9,6

Concernant les intéractions enregistrées, il a été constaté que plusieurs types de liaison sont impliqués
dans I’inhibition du site actif de la PBP. Un appergu global de ces intéractions et la nature des liaisons
formées entre cette protéine et les différents ligans est aussi illustré (Figures 3.2, 3.3. et 3.4). L'analyse
des interactions entre les ligands et le site actif de la protéine PBP, comme présentée dans le tableau 3.2,

fournit des informations clés sur la fagon dont les différents composés se lient a la cible bactérienne.
L'amoxicilline a établi plusieurs liaisons hydrogéne avec des acides aminés tels que SER377, ASN438.

Ces liaisons sont cruciales pour la stabilisation de la structure du ligand au sein du site actif. Des

interactions hydrophobes sont ¢galement formées.
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I

Figure 3.3. Interactions établies entre 1’ester phénolique et le site catalytique de la PBP.
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Figure 3.4. Interactions formées entre le monoterpéne hydrocarboné et le site catalytique de la PBP.

Tableau 3.2. Types des interactions formées entre les ligands et le site actif de la PBP.

Ligand Acide Distance Nature de Type de liaison
aminé (A) liaison
Amoxicilline SER37 1,79808 Hydrogéne Liaison hydrogene
TYR42 3,04974 conventionnelle

ASN43 2,09446
LYS57 3,07295

SER43 2,53155 Liaison carbone-hydrogéne
TYR42 5,08665 Hydrophobe Pi-Pi T-shaped
ALAG60 4,41362 Alkyl
MET60 4,23283 Alkyl
MET60 4,54792 Alkyl
TYR42 4,04919 Pi-Alkyl
Ester phénolique SER37 2,17098 Hydrogene Liaison hydrogene
THR57 2,74569 conventionnelle
SER37 2,6049 Liaison carbone-hydrogéne
THRS57 2,642
Moinoterpene ALA60 3,58805 Hydrophobe Alkyl
hydrocarboné
TYR42 5,17892 Pi-Alkyl
HISS5 5,18776 Pi-Alkyl
HISS55 4,94502 Pi-Alkyl
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Dans le cadre de la recherche de composés anti-infectieux, le docking moléculaire peut étre utilisé pour
identifier de nouvelles molécules candidates ayant le potentiel de se lier et d'inhiber des récepteurs
microbiens, tels que les PBP, ou encore identifier de nouveaux inhibiteurs de PBP pouvant perturber
l'intégrité de la paroi. Le docking moléculaire peut servir a étudier les interactions moléculaires entre les
ligands et les résidus amino-acides de la poche de liaison de la cible, afin de comprendre les déterminants
structuraux de l'activité antimicrobienne. A titre d’exemple, le ceftaroline est un excellent exemple de
médicament antimicrobien dont le développement a grandement bénéficié¢ de 1'utilisation du docking
moléculaire. C’est une céphalosporine de 5™ génération approuvée pour le traitement des infections
bactériennes graves. Son activité antimicrobienne est notamment due a sa capacité a se lier et a inhiber
les PBP chez les SARM. Grace au docking moléculaire, les chercheurs ont pu mieux comprendre les
interactions entre le céftazoline et les PBPs. Le ceftaroline a ainsi pu étre développé avec succeés comme

un nouvel agent antimicrobien efficace contre les infections 8 SARM (Moisan et al., 2010).

3.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire montrent les variations des poids des oreilles des différents
essais (controles positifs et HE), en comparaison avec le controle négatif. Les souris traitées avec I’HE
ont présenté une masse la plus faible, suivi par les animaux traités avec I’HE pure. Cependant et sur le
plan statistique, aucune différence significative n’a été constatée entre les différents traitements, raison
pour laquelle nous avons peaufiné cette analyse macroscopique par une étude histologique au niveau de
toutes les oreilles par la technique de coloration H&E, en comparaison avec le lot témoin (sans

traitement).

Les observations ont révélé la présence d’un revétement cutané régulier qui surmonte d’un derme avec
la présence des annexes au niveau du tissu auriculaire du lot témoin (sans traitement).

Chez les animaux qui ont recu I’huile d’amande (véhicule) et le xyléne (agent irritant), nous avons
remarqué la présence d’un cedéme diffus, d’une congestion vasculaire et d’un infiltrat riche en

polynucléaires neutrophile témoignant d’une inflammation d’intensité importante.

Concernant nos échantillons des HE in vivo, les coupes histologiques au niveau des oreilles ont montré,
d’une fagon générale, la présence d’un cedeme modéré, d’un infiltrat focal et quelques éléments

inflammatoires uniquement a forte dose.

Plusieurs études ont mis en évidence sa capacité a moduler les médiateurs de 1'inflammation, notamment
par l'inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose tumorale-
alpha (TNF-a), les interleukines IL-1p et IL-6, ainsi que par la diminution de I’expression de cyclo-

oxygénase 2 (COX-2) et NO dans les macrophages activés (Alqahtani et al., 2023 ; Ren et al., 2024).
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Cette activité est, probablement li¢ a la composition chimique de cette huile riche en limonéne qui est
dou¢ de multiples propriétés pharmacologiques multiples, dont une activité anti-inflammatoire bien

documentée.

Il agit en inhibant 1’activation du facteur nucléaire kappa B (NF-xB), un régulateur cl¢ de la réponse
inflammatoire, ainsi qu’en réduisant la production de prostaglandines (PGE2) via l'inhibition de COX-

2 (Kummer et al., 2013 ; Sousa et al., 2020 ; Anandakumar et al., 2021).

Une étude publiée dans la revue « Current Dermatology Report » (Buonomo et Warshaw, 2021) souligne
que plusieurs HE, notamment celles d’agrumes, de cannelle ou de girofle, figurent parmi les allergenes

de contact les plus fréquemment identifiés en dermatologie.

3.4. Qualité physico-chimique et microbiologique des préparations dermocosmétiques

La gamme de pH des préparations obtenues s’échelonnent entre 5,46 pour les crémes dermiques, a 6,02
pour les gels hydro-alcooliques. Les crémes dermiques et gels topiques sont formulés de manicre a étre

compatibles avec le pH physiologique de la peau qui est 1égerement acide, compris entre 4,5 et 6.

Le pH des crémes dermiques et gels est crucial pour leur efficacité et leur tolérance cutanée. Idéalement,

ces produits doivent avoir un pH proche de celui de la peau afin de ne pas perturber la barriere cutanée.

L’analyse microbiologique a révélé un taux de contamination bactérienne et fongique nulle. Les
préparations dermocosmétiques sont déclarées conformes aux normes et exigences microbiologiques de

la norme ISO 17516 (2014).

3.5. Comportement rhéologique par test d’écoulement a I’équilibre

L’objectif de ce test est de caractériser le comportement rhéologique de la créme qui est en écoulement

variable afin de déterminer son mod¢le rhéologique.

Le test d’écoulement permet une mesure macroscopique de la force nécessaire pour vaincre les
résistances a 1’écoulement, et d’évaluer la stabilité et la facilité de prise au moment de I’emploi. Les
profils obtenus représentent une courbe d’écoulement en termes de viscosité apparente en fonction de la
vitesse de cisaillement. A premiére vue, le comportement des essais et des crémes dermiques est

globalement non newtonien, car la viscosité ne reste pas constante lorsque la contrainte appliquée varie.
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3.6. Pouvoir irritant des préparations dermocosmeétiques

3.6.1. Détermination de I’indice d’irritation primaire cutané

Le test d’irritation primaire cutanée chez le lapin est un protocole classique d’évaluation toxicologique
permettant de déterminer la tolérance cutanée d’un produit appliqué sur la peau. Dans le cas présent, les
crémes dermiques contenant des HE ont obtenu un score IIP nul, ce qui signifie qu’aucune réaction
d’érythéme (rougeur) ni d’cedéme (gonflement) n’ont ét€ observées a aucun des temps d’évaluation et,
par conséquent, confirme que ces produits sont susceptibles d’étre bien tolérés, en particulier pour un
usage topique. Ce résultat indique que ces crémes ne provoquent aucune irritation visible sur la peau des

animaux testés, et sont donc classées comme non irritantes.

L’absence de réaction inflammatoire ou irritative montre que les formules cosmétiques sont
dermocompatibles a la concentration utilisée. Bien que certaines HE soient connues pour leur potentiel
irritant lorsqu'elles sont utilisées a forte dose ou sur une peau sensible (Wojtunik-Kulesza, 2022 ; Soni
et al., 2023), leur intégration dans une formulation cosmétique bien équilibrée (pH adapté, base

émolliente, concentration faible) peut atténuer, voire éliminer, leur effet nocif.

Zone scarifiée
Figure 3.6. Résultats du test de Draize (irritation cutanée chez le lapin) apres 72h d’application des

préparations topiques.

3.6.2. Détermination du pouvoir irritant in ovo

Le test HET-CAM est une méthode alternative utilisée pour évaluer le potentiel irritant de substances
appliquées sur la peau ou les muqueuses. Il repose sur 1’observation des effets d’une substance appliquée
sur la membrane chorioallantoique trés vascularisée de I’embryon de poulet. Les résultats de ce test sont

consignés dans le tableau 3.3.
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Tableau 3.3. Résultats du HET-CAM des crémes dermiques testées.

Produit testé Phénoméne observé Classification
Créme a base Aucun Non irritant
d’huile
Soude (NaOH) Coagulation Irritant
Hyperhémie
Hémorragie
Eau physiologique Aucun Non irritant

Lors de l'application de la créeme dermique, aucune réaction inflammatoire ou vasculaire significative
n'a été observée dans les cinq minutes suivant 1’application. Cela se traduit par un score HET-CAM nul,

ce qui classe le produit comme non irritant selon les critéres standards (score < 1).

En revanche, l'application d'une solution de NaOH, reconnue pour ses propriétés caustiques, a entrainé
l'apparition rapide de phénomeénes tels que 1’hémorragie, la coagulation et la lyse des vaisseaux de la
CAM, dans les 30 premiéres secondes suivant 1’application. Cette réponse intense conduit & un score

HET-CAM ¢levé (11), ce qui classe le NaOH comme irritant sévere.

3.7. Evaluation des propriétés cicatrisantes des cremes dermiques

3.7.1. Etude macroscopique et planimétrique

L’¢évolution de la cicatrisation des plaies induites a été étudiée par planimétrie numérique. Le principe
général de cette méthode repose sur la prise d’empreintes numériques des plaies, a intervalle régulier,

suivie d’une étude de I’évolution de leur surface par un logiciel de traitement d’image.

Dans cette étude, 1’activité cicatrisante de I’HE a été effectuée in vivo par I’application du créme
dermique en comparaison avec un une créme naturelle comme contrdle positif, sur des plaies,

préalablement provoquées, au niveau de la région dorso-cervicale des rats.

A JO, la surface des plaies est comparable entre les groupes, ce qui indique que la blessure initiale était
uniforme. Jusqu’au 13°™ jour, nous avons noté une diminution progressive de la surface de la plaie dans
tous les groupes, sans différence statistiquement significative (p > 0,05) entre les traitements. Cela refléte
une phase de réparation initiale naturelle, partagée par tous les groupes, y compris le témoin négatif. A
partir du 20™ jour, les plaies traitées par la créme de référence montrent une réduction nette de la surface
de la plaie, significativement inférieure a celle du témoin négatif (p < 0,05). La créme a I’HE présente
¢galement une activité cicatrisante marquée, avec des résultats proches du témoin positif, sans différence

significative entre les deux.
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Ces résultats indiquent que les deux crémes a base d’HE accélérent la réduction de la surface de la plaie
par rapport au groupe témoin, qui se rapproche de 1’efficacité du traitement de référence. A la fin de
I’expérimentation, toutes les plaies ont pratiquement cicatrisées. Aucune différence significative n’est

notée entre les groupes.

Les coupes histologiques ont été réalisées en utilisant, dans un premier temps, la coloration H&E sur des
lambeaux cutanés prélevés au 26°™ jour chez les rats des différents lots. Avec le lot témoin négatif, nous

avons remarqué une désorganisation architecturale marquée au niveau de 1’épiderme et du derme.

L’¢épiderme est discontinu, voire absent a certains endroits, suggérant une ré-épithélialisation
incompléte, avec présence d’une large zone lacunaire ou nécrotique qui pourrait correspondre a une

crotte. Le derme présente une structure lache et peu organisée, avec une néo-angiogenese visible.

En revanche et avec le lot traité par la créme dermique a base d’HE, nous avons observé une ré-
épithélialisation compléte, avec la présence d’un épiderme continu et bien différencié. La présence de

vaisseaux sanguins normaux en zone superficielle.

Concernant les animaux du lot contrdle positif, nous avons observé que le tissu cutané est en phase
avancée de cicatrisation avec une ré-épithélialisation complete et la présence d’un épiderme continu et
différenci€, une organisation structurée du derme, la présence des vaisseaux sanguins normaux dans les

couches superficielles.

Le mécanisme d’action mis en jeu dans le processus de cicatrisation cutané implique des effets anti-
inflammatoires, antimicrobiens, antioxydants et des modulations cellulaires qui favorisent la
régénération tissulaire. Ils inhibent la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-
1B et IL-6, ainsi que la voie de signalisation NF-«kB, réduisant ainsi le recrutement des cellules

inflammatoires et le stress tissulaire (Khan et al., 2024 ; Al-Harrasi et al., 2022).
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CONCLUSION

Produites comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, les huiles essentielles sont
toujours utilisées comme substances aromatiques en parfumeries, en industrie cosmétique et comme

ingrédients actifs en médecine alternative.

En aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en valeur les propriétés pharmacologiques des huiles

aromatiques en s’appuyant sur leurs profils chimiques.

Le premier objectif de notre étude était 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
in vitro sur des bactéries multi-résistantes. L'HE démontre une activité antibactérienne bien plus large et

généralement plus puissante que celle du bigaradier sur 1'ensemble des souches testées.

Leur mode d'action multifactoriel, ciblant différentes structures bactériennes simultanément, pourrait
limiter le développement de résistances, un avantage significatif par rapport aux antibiotiques classiques.
En phase vapeur (technique de microatmosphere), I'HE présente un profil d'activité trés sélectif et

variable.

L’autre objectif assigné a notre travail consiste a évaluer, in vivo, le pouvoir cicatrisant d’une préparation
galénique topique de type créme dermique contenant I’huile essentielle comme ingrédient actif chez les

rats. Une cicatrisation totale a été enregistrée apres un traitement journalier avec la créme.

En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir, éventuellement, de nouvelles perspectives
d’application parapharmaceutique des huiles comme un ingrédient actif dans des préparations galéniques

a visée thérapeutique.

Comme perspectives, il serait intéressant de combiner 1’utilisation des métabolites terpéniques avec des
antibiotiques et des anti-inflammatoires non stéroidiens. C’est 1a une nouvelle stratégie pour limiter les
effets indésirables inhérents aux médicaments synthétiques ou encore pour surmonter le probleme de

I’antibiorésistance.
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