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Résumé

Notre étude a été menée afin d’évaluer I'activitémaicrobienne et larvicide de deux
huiles essentielles issus du géranium roBelagonium graveolens) et d’origan Qriganum
glandulosum), I'extraction de nos deux huiles essentielles aédésé par hydrodistillation on
utilisant seulement la partie aérienne (feuilleg)ribs deux plantes, le rendement a été de
0.18% pour le géranium rosgitde2.5% pour I'origan

L’effet antimicrobien a été réalisé on adoptartelehnique de I'aromatogramme, ce qui
nous a permis de constater que l'origagté plus efficace contre les souches utilisésl@ue
géranium rosat, surtout vis-a-vis des souches tectees Saphylococcus aureus et

Streptococcus pneumoniae, en donnant des zones d’inhibitions assez imptas$an

Nous avons constaté aussi que les bactéries Gramient plus sensibles vis-a-vis de

nos deux huiles essentielles que les bactéries Gram

Concernant l'activité larvicide de nos deux huilessentielles sur les larves de
moustiques collectées et identifiées de I'espiadex pipiens, le taux de mortalité a été assez
considérable aprés 24h pour I'huile essentielleigim avec une DL50 et DL90 de 1.870% et
2.182% respectivement, alors que le taux de mutalbur le géranium rosat a été moins
important que celui d’'origaainsi les DL50 et DL90 du géranium rosat ont étd @95% et
2.382% respectivement. Nos deux huiles essent@tiesontré un taux de mortalité de 100%

apres 48h pour toutes les concentrations utilisées.

Mots clés : Pelargonium graveolens, Origanum glandulosum, huiles essentielles, activité
Antimicrobienne, activité larvicide.



Abstract

Our study is lead in order to estimate the aictiobial activity and larvae both
essential oils issue to geranium roast(Pelargomgtaveolens) and oregan@rf{ganum
glandulosum), the extraction of the both essential oils isize@ about the hydro distillation
they are only used the aerial part (leaves) ofwmeplants, the produce is 0.18 % for the

geranium rosat and 2.5 % for the oregano.

The consequence of the antimicrobial are redlineadopt the technical of
aromatogramme, who are permitted to notice thajare have the most adequate against
stump utilized than geranium rosat especially latren to bacterial straiBtaphylococcus
aureus andStreptococcus pneumoniae, to give the important enough inhibition area.

We have also established bacteria gram + havé seasitive in relation to the both

essential oils bacteria gram - .

Concerning the activity of larva to the botkestial oils, the mosquitoes larvae’s
collecting have correspond the sorQuilex pipiens, the percentage of mortality are enough
considerable after 24 hours for essential oils anegabout DL 50 and DL 90 of 1.870 % and
2.182 % respectively, so the percentage of muoytidr geranium rosat have less important
than oregano then DL50 and DL90 of geranium roaaeM.995 % and 2.382 % respectively,
our both essential oils have essentially showrp#reentage of mortality to 100 % after 48

hours for all concentration utilized.

Key words:

Pelargonium graveolens, Origanum glandulosum, essential oils; antimicrobial activities,

larvae activities.
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INTRODUCTION

Depuis que le monde est monde, des organismes tasseacariens, bactéries,
champignons, et autres minent la vie de 'lHomme,tegate souvent de les combattre. La
seule méthode de lutte contre ces agents étaitiéachimique débutée dés le XIXiécle, les

plantes ont été utilisées a des fins alimentatrédsaeapeutiques.

Avec la découverte et la prise de conscience distadice chez les insectes et les
microorganismes visés par les pesticides chimicetetes antibiotiques, de nombreuses
initiatives ont été déployées depuis plusieurs asnpour développer des méthodes
alternatives dont les méthodes biologiques revealoes a I'avant-scéne.

Par ailleurs, selon I'Organisation Mondiale de &nt® (OMS), prés de 6377 espéces de
plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de0480nt des plantes médicinales, ce qui
constitue 90 % de la médecine traditionnelle engi (OMS, 2003).

bY

Durant les récentes décennies, les huiles esdestiet leurs constituants a vertus
thérapeutiques sont utilisés dans la médecine medexour leur richesse en composeées
biologiqguement actifs possédant diverses promjét@ntibactériennes, antifongiques,
antioxydants, insecticides etc. (BRUNETON, 1999)tos par exemple le taxol issu de
Taxus baccatd.. (Taxaceag pour ses propriétés anticancéreuses remarquétdeser de
I'ovaire et cancer du sein) et de l'artémisininelée dArtemisia annud.. (Asteraceagpour
ses propriétés antipaludiques (HOSTETTMANN, 19%h). effet, de nombreux composés
volatils sont aujourd’hui des ingrédients couradés préparations pharmaceutiques. Le
thymol, par exemple, est employé en soins Dentgims ses propriétés antiseptiques ou

encore l'eugénol pour ses propriétés analgésidqaadl(l, 2001).

De notre coté, et dans la perspective de recherdrartres produits alternatifs
biodégradables et inoffensifs a 'homme et a I'eomnement, ou les pratiques de contrdle a
base de pesticides de synthése et d’antibiotiqaesrent intensives, nous avons étudié I'effet
biocide de deux traitements a base d’huiles eedlest extraits de la partie aérienne de
géranium rosatRelargonium graveolen®t de 10riganum glandulosumconnues en Algérie
et réputée pour leurs diverses vertus, sur lesdeymes des larves d’'une espece de moustique
Culex pipiensle plus fréquent dans le monde et qui est d’aplésieurs auteurs KARBOUA
et MERNIZ (1997), BOUDRIHEM (2001), LOUNACI (2003{AMAIDIA (2004), I'espéce
la plus fréquente en Algérie et responsable dealastnission de nombreuses maladies telles
gue la Fievre de la Valée du Rift et le Virus Wa8le. Aucun travail n'a été réalisé



INTRODUCTION

concernant I'activité larvicide des huiles essélesed’Origanum glandulosurnvis-a-vis des
larves de moustiques.

L’'une des méthodes de lutte utilisées contre dre dans la compagne de lutte anti-
vectorielle par I'organisation mondiale de sant®®&) est 'utilisation des produits chimiques
comme insecticides dont les plus utilisées apparéet aux Organophosphorés,
Organochlorés, Carbamates et Pyréthrinoides déhéssmt Ces préparations biens qu’elles
soient révélées trés efficace sur les moustiquéss présentent plusieurs inconvénients et
peuvent étres a l'origine de divers problemes aaeg et environnementaux (AOUINTY et
al, 2006). Par ailleurs, certains produits chimgjuglisés dans cette lutte sont devenus moins
efficaces du fait de la résistance développée panines espéces de moustiques (OMS,
1999).

Dans le méme ordre d’idée, notre deuxieme questiéé de savoir si I'huile essentielle
des deux plantes manifeste un effet antimicrobiear gontrdler certains microorganismes
pathogenes (Bactéries, levures), représentant amdgianger pour la santé de 'Homme et

dont certains ont développés des résistancesvisdes antibiotiques.



Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

Notre travail s’est étalé sur une période de 6 mois de Janvier jusqu’a juin 2015,
différentes expérimentation ont été effectués dans les structures suivantes :

e Laboratoire de BPAM-PN du département de biotechnologie de I’université Blida |
ou I’extraction des huiles essentielles et 1’étude de leur effet larvicide sur le moustique (Culex
pénien) ainsi que I’identification de ce dernier ont été effectués.

e Laboratoire de bactériologie de 1’Hopital Frantz fanon ou les tests de I’effet
antimicrobien de nos huiles essentielles ont été appliqués.

e Laboratoire de chimie organique du département de chimie industriel de 1’université

Blida I, pour la caractérisation physico-chimique de nos huiles essentielles.
1. Matériel utilisé

1.1. Matériel non biologique : L’ensemble du matériel non biologique est illustré dans

[’annexe n°1.

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Matériel végétal

Notre travail a porté sur deux plantes qui sont :

a. Le Pelargonium graveolens
Le choix de cette plante est di au fait qu’elle soit reconnu comme un bon répulsif aux
moustiques et un bon antimicrobien. Nous n’avons utilisé que les parties aériennes séchés du
géranium rosat (feuilles) pour I’extraction des huiles essentielles, qui a été récolté en fin

novembre au niveau du jardin d’essai (Alger).

Figure 6: Feuilles du Pelargonium graveolens.

27
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b. L’Origanum glandulosum
Cette plante a été choisie pour étudier ’effet insecticide méconnu de I’huile
essentielle de ’origan sur les larves de moustique (Culex pipiens). Seules les feuilles
séchees ont eté utilisees pour I’extraction des HE achetée et provenant de la région de
Sétif, d’aprés IETSWAART (1980), I’Origanum glandulosum est une espece
endémique Algérienne, qui pousse dans tout le Tell (hauts plateaux) et plus précisément

a Sétif ce qui nous a facilité 1’identification de notre espece.

Figure 7 : Feuilles séchées d’Origanum glandulosum.

Aucun travail n’a été réalis¢ concernant [’activité larvicide des huiles
essentielles d’Origanum glandulosum vis-a-vis des larves de moustiques.
Ces deux plantes ont été choisies aussi pour une étude comparative de leur effet

antimicrobien connu et assez important.

1.2.2. Matériel entomologique

Les larves de moustiques utilisées sont du genre Culex et plus précisément de I’espéce
Culex pipiens, collectés en fin avril au niveau d’un gite d’eau prés du marché du centre de la
ville de Chéraga, Alger (Figure 6).
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SARL AK EVENTS = Centre

TAJ MAHAL Chérag

Figure 8 : Localisation du gite larvaire prés du marché du centre de la ville de
Chéraga, Alger.

1.2.3. Microorganismes utilisés
Le choix des microorganismes a été porté sur 6 bactéries et 1 levure fréquentes en

pathologie humaine. Par leur résistance a divers agents antimicrobiens, ces microorganismes

constituent un probléme majeur de santé publique.

Tableau 4 : Les microorganismes utilisés lors de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne et

antifongique.

Souches N° ATCC

Staphylococcus aureus (resistant) 43300

Bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus (sensible) 25923
Streptococcus pneumoniae Isolé d’un patient
Enterococcus faecalis Isolé d’un patient

Bactérie a Gram négatif Escherichia coli 25923

Pseudomonas aeruginosa 27853
Levure Candida albicans Isolé d’un patient

2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

e Principe
La matiére végétal est immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur

une source de chaleur, le tout est ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs sont condensees
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dans un réfrigérant et I’HE se sépare de ’hydrolysat par simple différence de densité. L’HE
étant plus 1égére que ’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat (LUCCHESI, 2005).

e Procéde

100g de feuilles seches pour 1’Origanum glandulosum et 40g de feuilles seches pour le
Pelargonium graveolens sont mis dans un ballon a fond rond de 1000ml, en additionnant 600
ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition pour une durée de 2h a 2h.30min. La
vapeur d’eau entraine avec I’HE, elle est ensuite condensée en passant par le condensateur. Le
liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mine a la surface. Aprés la
récupération dans des eppendorfs, I’hydrolat est enlevé en utilisant une seringue stérilisé et

seul I’HE est gardé dans les eppendorfs.
2.2. Propriétés physicochimiques

2.2.1. Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essenticlle est estimé par le rapport de la masse d’huile
essentielle et de la matiere végétale fraiche utilisée. 1l est exprimé en pourcentage (%).

Myg
R% =——x100
Myy

Ou:

R% : Rendement en huile essentielle.

MHEe : Masse de I’huile essentielle (g).

Mwmv : Masse de la matiére végétale séche (g).

2.2.2. Caractéristique de ’HE

La caractérisation d’une essence consiste a :

o \Vérifier ces caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur, saveur).

e Déterminer ses indices physicochimiques (indice d’acide, indice d’ester, pouvoir

rotatoire, et indice de réfraction).

2.2.3. Les indices physicochimiques
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physicochimiques sont celles

indiquées par le recueil et normes de 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR,

2000).
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2.2.3.1. Indice d’acide (1A)
Nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des
acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle (AFNOR, 2000).
L’indice d’acide permet de vérifier la qualité d’une HE, notamment en ce qui concerne
sa dégradation avec le temps durant le stockage. Cette méthode convient pour toutes les HE,

sauf pour celles qui sont riches en lactones.

e Principe
Les acides libres sont neutralisés par une solution éthanolique titrés d’hydroxyde de

potassium.

e Mode opératoire

Introduire 2g de notre HE dans un ballon de 100 ml, puis ajouter 5 ml d’éthanol
neutralisé et 5 gouttes au maximum d’indicateur coloré, utiliser soit : la solution de
phénolphtaléine, soit la solution de rouge de phénol, si I’HE a analyser renferme des groupes

phénoliques.

Titrer le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium contenue dans la burette et
continuer 1’addition jusqu’a I’obtention d’un virage de la couleur de la solution persistant

pendant 30 secondes.

Noter le (V) de la solution d’hydroxyde de potassium utilisé, I’indice d’acide (IA) est
donné par la formule :

_ (V'xCx56.11)
B M

1A
Ou :
V : Volume en millilitres, de solution d’hydroxyde de potassium, utilisé pour le titrage.
C : Concentration exacte, en moles par litre, de la solution d’hydroxyde de potassium.

M : Masse, en grammes de 1’échantillon.
56.11 : equivalent en gramme de KOH.

2.2.3.2. Indice d’ester (IE)
Nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires a la neutralisation des

acides libérés par I’hydroxyde des esters contenus dans 1 g d’HE (AFNOR, 2000).

31



Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

e Principe
Hydroxyde des esters par chauffage dans des conditions définies, en présence d’une
solution éthanolique titrée d’hydroxyde de potassium, et dosage de 1’excés d’alcalin par une

solution titrée d’acide chlorhydrique.

e Mode opératoire

Introduire 2g de notre HE dans un ballon de 100 ml a 250ml, puis, a I’aide d’une burette
de 25 ml, ajouter 25 ml de la solution d’hydroxyde de potassium ainsi que des fragments de
pierre ponce ou de porcelaine.

- Selon I’HE analysée, adapter le tube en verre ou le réfrigérant a reflux au ballon, et le
placer sur le bain d’eau bouillante.

- Maintenir le ballon sur le bain d’eau pendant une durée de temps.

- Laisser refroidir le ballon et démonter le tube.

- Ajouter 20ml d’eau, puis 5 gouttes de solution de phénophtaléine ou bien, dans le cas

ou I’HE contient des groupes phénoliques, 5 gouttes de solution de rouge phénol.

En parallele a la détermination, effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions

opératoires et en utilisant les mémes réactifs.

L’indice d’ester (IE) est donné par la formule :

_28.05(Vo—Vy)
o M

IE 1A

Ou:

Vo: Volume, en millilitres de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc.
V1:Volume, en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour la détermination.
M : Masse en gramme, de ’HE.

IA : Valeur de I’indice d’acide.

28.05 : La constante.

2.2.3.2. L’indice de réfraction
L’indice de réfraction est déterminé par une simple lecture directe a 1’aide d’un
refractométre ABBIE en employant la lumiére du jour, en fixant la température a 20°c
Maintenue a I’aide d’un thermostat (AFNOR, 2000).

32



Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

2.3. Etude de IP’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du Pelargonium
graveolens et de I’Origanum glandulosum

Cette étude consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des micro-organismes soumis

a nos deux HE (Pelargonium graveolens et Origanum glandulosum), a I’aide d’une technique

en milieu solide appelée Aromatogramme, en procédant a des tests sur une sélection de

souches de référence bactérienne et fongique connues, et qualifiées comme dangereuses pour

I’Homme et I’ Animal.

2.3.1. Technique en milieu solide (Aromatogramme)

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
I’antibiogramme (BENJILALI et al, 1986 ; SATRANI et al, 2007). Dans cette méthode, nous
utilisons des disques de 6mm de diametre provenant du laboratoire d’hygiéne de 1’hopital
Faroudja (Blida), imprégnés d’une quantité de 5 pl d’HE. Le disque sera déposé au centre
d’une boite de pétri contenant un milieu gélosé préalablement ensemencé par une souche
microbienne. L’étude du pouvoir antibactérien par cette technique est identique a celui de
I’antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement des antibiotiques par des

extraits aromatiques.

e Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture pure et récente de germes (bactéries ou levures) a tester sur
milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques.

- Décharger la pipette Pasteur dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Agiter la suspension bactérienne (bien homogénéiser) a I’aide d’un agitateur.

- L’ensemencement doit se faire moins de 15 min apres la préparation de I’inoculum.

e Ensemencement

- Les milieux des cultures utilisés sont : Muller-Hinton (MH) pour les bactéries, et
Sabouraud (SAB) pour les levures.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer et le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées.
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- Répéter 1’opération quatre fois, en tournant la boite de pétri de 45° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

- Finir I’ensemencement en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Dépot des disques

- A I’aide d’une pince stérile, nous avons prélevé a chaque fois un disque stérile. Ce
dernier est imbibé avec I’HE en mettant seulement en contact le bout du disque avec I’HE.
Celle-ci est absorbée progressivement jusqu’a imprégnation totale de tout le disque.

- Nous avons déposé les disques sur la surface du milieu de culture.

- Les boites sont laissées diffuser pendant 1h30.

- Les boites sont ensuite mises a incuber a I’étuve a 37°C pendant 24h pour les bactéries
et 25°C pendant 48h pour les champignons.

e L ecture des résultats

La lecture des résultats consiste a observer :

- La présence d’une zone claire autour du disque : présence d’une activité inhibitrice.

- L’absence d’une zone claire autour du disque : indique [’absence d’activité
inhibitrice.

- On parlera de CMI la ou aucune croissance visible n’est constatée au niveau des spots

tout en sachant que la présence d’une ou deux colonies n’est pas prise en considération.

e e B0 ito do PGLri

Souches 1est

Milleu de culture gelose
(Agar)

Dis que mbibé
dhuile
essentielle

Cross e
microbnne

Figure 9 : lllustration de la méthode des aromatogrammes (ZAIKA, 1988).
- Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibitions et peuvent étre

symbolisés par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des HE (PONCE et al,
2003).
e Non sensible (-) ou résistante : <8 mm.

e Sensible (+) : diametre compris entre 9 et 14 mm.
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e Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

2.3.2.Préparation des dilutions

On introduit aseptiquement 0.5 ml de I’HE a 1’aide d’une pipette stérile dans un tube
stérile contenant 9.5 ml de tween 20 tout en agitant le tube pour homogénéiser les deux phases
du milieu. Cette suspension constitue la dilution 5%.

- Introduire ensuite aseptiquement a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, 5 ml de la
dilution (5%) dans un tube a vis stérile contenant 5 ml de tween 20. Cette dilution est alors au
2.5 %.

- Suivre la méme méthode jusqu’a I’obtention d’une dilution de 0.625 %.

2.4. Etude de P’activité Larvicide de I’huile essentielle du Pelargonium graveolens et
de I’Origanum glandulosum

2.4.1. Prospection des gites :

Il s’agit de prospecter les lieux a la recherche de 1’existence de collections d’eau,
grandes ou petites, naturelles ou artificielles, potentiellement favorable au développement des
larves des moustiques. Toutes les collections d’eau stagnantes ont été considérées comme des

gites larvaires potentiels et ont été prises en considération.

Figure 10 : Gite d’eau

Figure 11 : Bac en plastique

2.4.2. Collecte des larves
Les larves ont été collectées en fin avril au niveau d’un gite d’eau (Figure 10) prés du
marché du centre de la ville de Chéraga, Alger. La méthode de collecte utilisée est celle du

« Dipping » ou trempage. (PAPRIEROK et al, 1975). Elle consiste a prélever 1’eau du gite a
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I’aide d’une louche ou d’un récipient, nous avons plongé le récipient rapidement dans 1’eau

plusieurs fois ou nous avons apres verse le contenu dans un bac en plastique (Figure 11).

2.4.3. Détermination des especes

L’identification des espéces de moustiques collectés a été réalisee au niveau du
laboratoire de BPAM-PN du département de Biotechnologie de 1’universit¢é Saad Dahleb
(Blida), en plagant la larve entre lame et lamelle et en 1’observons SOuS Microscope
photonique G x10, x40, tout en s’aidant des clés d’identification des larves proposées par
RIOUX (1958).

2.4.3.1. Identification du genre de I’insecte étudié (moustique)
a. Téte
- La langueur de I’antenne : antenne longue (L= la longueur de la téte)
- Structure hypostomale (suture maxillaire) : compléte ou nettement marquée.

b. Abdomen
- L’ orifice respiratoire s’ouvre a I’extrémité d’un tube cylindrique.
- Ornementation du siphon avec peigne basale et plusieurs touffes de soies ventrale.

D’apreés les résultats d’identification du genre, cette espece appartient au genre : Culex

2.4.3.2. Identification de I’espéce
a. Téte
- Le premier critére d’identification de 1’espece est ’insertion de la soie antennaire 3-A
dans ce cas la soie antennaire se situe a proximité 4-A.
- Le mentum forme avec une paire de mandibule armée de dent sur leur bord distal
I’appareil masticateur, le nombre de dents du mentum se différent d’une espéce a une autre et
notre espece possede 8 dent ou plus de part et autre de la dent médiane.

b. Abdomen

- Concernant la forme du siphon, il existe plusieurs formes : a bord droits, a bords
convexes, a bord concaves ou a bord arqué dans notre cas, notre espéce avait un siphon a bord
droit.

- Disposition des soies 1-S du siphon des soies ventrales et latérales.

- Nombre de branches de la soie 1-S du siphon possede de 2 a 5 branches.

- Orientation de la dent distale du peigne siphonal est de 3 a 5 denticules basaux.

- Et enfin le dernier qui a permis d’identifier notre espéce est le nombre de branches de
la soie caudale 1-X qui possede 1 branche.
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2.4.4.Elevage

L’¢levage a duré 3 jours, le temps de les transporter au laboratoire de BPAM-PN. Les
larves sont nourrie avec de la nourriture pour poisson et dont la température ambiante varie
entre 20°C et 25C°.

2.4.5.Evaluation de I’efficacité de I’huile essentielle du Pelargonium graveolens et
de I’Origanum glandulosum sur les larves de moustiques
A partir des dilutions déja préparé pour I’effet antimicrobien, nous avons utilisé les

dilutions suivantes : 5%, 2.5%, 0.625% de chaque plante.

e Pour I’HE du Pelargonium graveolens et d’Origanum glandulosum

10 larves ont été prélevées a I’aide d’une pipette pasteur et mises dans des gobelets de 5
cm de diametre, contenant chacun 99ml d’eau du gite (par introduction d’un millilitre de
chaque dilution dans les gobelets (précédemment préparés). Une répétition a été réalisée pour

chaque dilution.

e Pour le témoain :

Le témoin contient 99ml d’eau du gite et 1ml de tween 20.

Figure 12 : Test de sensibilité des larves de moustique.

2.4.6.Evaluation des taux de mortalités corrigées des larves induites par les

différents traitements

Aprés un temps de contacte de 24h, nous dénombrons les larves mortes. Nous avons
calculé le pourcentage de mortalité chez le témoin et les traités en utilisant la formule :

37



Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

- . Nombre d'individus morts
Mortalité observé = — x 100
Nombre total des individus

Nous avons calculé aprés le pourcentage de mortalité corrigé selon la formule d’ Abbott
1925 (TAPONDJOU et al, 2003) :
M2 - M1
100 — M1
M1 : Pourcentage de mortalité dans le témoin.

x 100

M2 : Pourcentage de mortalité dans le lot traité.

MC : Pourcentage de mortalité corrige.

Le test est considéré valide si le pourcentage de mortalité chez les témoins est inférieur
a 5% ou compris entre 5% et 20 %.

Si la mortalité chez les témoins exceéde 20 %, le test est invalide et doit étre

recommence.

2.4.7.Evaluation de D’efficacité des produits testés par des analyses statistiques

2.4.7.1. Analyse de variance (modele GLM)

L’analyse de la variance permet de déterminer 1’influence des facteurs étudiés ou des
intercalions entre les facteurs. Dans notre cas nous avons effectué cette analyse pour comparer
I’effet des huiles essentielles en fonction des doses et du temps (jours), a 1’aide du logiciel
« SYSTAT VERSION 7.0, COPYRIGHT (C) 1997, SPSS INC ».

2.4.7.2. Calcule de la dose létale (DL50) et (DL90)

Nous avons calculé la DL50, la dose provoquant 50% de mortalité dans la population
étudiée ainsi que la DL90, pendant un temps donné, nous avons transformé les pourcentages
de mortalités corrigées en probits et les doses en logarithme décimal (CAVELIER, 1962).
Ainsi nous avons établi par le logiciel EXCEL des droites de régression type Y =ax + b

Y : Taux de mortalité a 50%.

a = La pente.

x = la dose recherché a 50% de mortalité.

b = Valeur de 1’axe des donnés.
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1. Rendement en HE
L'extraction d’huile essentielle duPelargonium graveolenset de IOriganum
glandulosunréaliséepar hydro distillation a donné des rendements exgsien pourcentage

regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 5: Rendement moyen des HE Belargonium graveolenst de 10riganum

glandulosum
Espece Rendement HE %
Pelargonium graveolens 0.18%
Origanum glandulosum 2.5 %

Le rendement en HE deelargonium graveolensst [égerement élevé (0,18%) comparé
a celui rapporté dans les normes AFNOR (0,15%) (@RN2000). Ce taux est relativement
faible comparé a celui rapporté par BOUKHATEMagt (2010) (0,2%) obtenu a partir du
Pelargonium graveolensissue de la région de la Chifa. Cette difféerencst e
vraisemblablement due au site et a la période a#teé duPelargonium graveolensffectuée
en fin novembre au niveau du jardin d’essai (Algemir notre échantillon et au mois de mai
au niveau de la région de la Chifa pour I'échamtilde Boukhatem edl. (2010), période
favorable pour une photopériode optimale propida Biosynthese des HE. Ce rendement a
montré aussi une variation selon l'origine de lanp¢ en France (0,15%), Portugal (0,2%),
USA (0,18%) et au Maroc (0.1%) (RODOLFOatt 2006).

Aussi, ce rendement est tributaire de plusieursetass: la température, I'humidité
relative, la durée totale d’insolation, le régimesdvents, les écartements entre plants (un
espacement de 60x30 cm avec culture intercalaientfme) pour un meilleur rendement
(RAO etal., 2002), le désherbage ou encore I'apport dailieples amendements minéraux
qui contribuent a 'augmentation de la masse végéhdonc celui du rendement en HE,
notamment, les engrais organiques en combinaigea kazote (160Kg/ha), le temps de
séchage (DEMARNE,1985 et GOMES, 2004), la technitjegtraction et le cycle végétatif
qui influe qualitativement et quantitativement Burendement en HE.

Pour celui de 'HE IOriganum glandulosunqui est de 2,5%,il est supérieur a celui
obtenus (0,76%) par FROUHAT et LAHCINI en 2013 aa@la durant le Mois d’Avril et
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supérieur a celui de @riganum vulgareobtenu par CASSIANO etl, (2007) qui est de
1.33% et qui peut atteindre 4,8% selon BENDAHOWEIg(2008).

2. Etude analytique des HE duPelargonium graveolens et de I'Origanum glandulosum
2.1.Caractéristiques organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques des deux HIE rmentionnées dans les tableaux
(6) et (7):

Tableau 6: Comparaison des caractéristiqgues organoleptigige$’HE du Pelargonium

graveolens.
Caracteéristiques Notre étude (2015) AFNOR (2000)
Aspect Liquide, limpide Liquide, limpide, mobile
Couleur Jaune a jaune verdatre Jaune ambré ayauiére
Odeur Citronnée et Rosée Rosée, menthée

Les caractéristiques organoleptigues de I'HE Relargonium graveolensont en
conformité avec celle défini par les normes AFNQRQQ).

Tableau 7: Caractéristiques organoleptiques de I'HE'@eiganum glandulosum.

Caractéristiques Notre étude (2015) GARNIER (1961)
Aspect Liquide Liquide
Couleur Jaune foncé a jaune pale Jaune foncé &claine
Odeur Piquante, Tres aromatique Trés aromatique

Les Caractéristiques organoleptiques de I'HEI'@iganum glandulosumsont en
conformité a celle défini par GARNIER (1961).

2.2.Caractéristiques physico-chimiques
2.2.1Pelargonium graveolens

Les résultats des parametres physico-chimiquesHie du Pelargonium graveolens

sont mentionnés dans le tableau (8):
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Tableau 8: Parameétres physico-chimiques de 'HERBlargonium graveolens

Critére Notre étude (2015) AFNOR (2000)
Densité relative 0.881 0.884
Indice de réfraction 1.468 1.461-1.470
Indice d’'acide 8.976 <10
Indice d’ester 66.9 53-76

Les parametres physico-chimiques Belargonium graveolensont conformes aux
normes AFNOR sauf pour le critére de densité quléggrement moins fort. Cependant, ils
sont différents de ceux du de la région de la CfBfaukhatem etl., 2010). A partir de ces
valeurs, il en ressort que toutes ces constardes iéfluencées par les conditions édaphiques
et climatiques ainsi que les pratiques culturaleda fait partie de la complexité de la notion

de chémotype.

Un indice de réfraction variant essentiellementcalgeteneur en monoterpenes et en
dérivés oxygéneés. Une forte teneur en monoterpdosera un indice éleveé. L’indice d'acide
donne une idée sur le taux d'acides libres. Datr® mtude, cet indice, certes est dans les
normes, demeure un peu élevé. Cela peut trouveexpleEation dans la dégradation de I'HE
(hydrolyse des esters) durant sa conservationucdiminue de sa qualité. Inversement, un
IA inférieur a 2 est une preuve de bonne consemwalie I'essence (faible quantité d'acides
libres). Cet indice est aussi supérieur a celdildlge de la région de la Chifa. Ce qui confirme

I'influence de plusieurs facteurs tels que I'origiet la période de récolte.

2.2.2.0riganum glandulosum

Il n'existe pas de normalisation AFNOR concernai@rigan. Les résultats des
parametres physico-chimiques de I'HE |f@riganum glandulosunsont mentionnés dans le
tableau (9):
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Tableau 9: Parametres physico-chimiques de 'HBE'@iganum glandulosum

Critere Notre étude (2015)
Densité relative 1.105

Indice de réfraction 1.507

Indice d’acide 14.586

Indice d’ester 4.56

La densité de 'HE @driganum glandulosun(l1.105) est Iégerement supérieur a celle
définit par GARNIER (1961) qui varie entre (0.8686, I'indice de réfraction (1.507) est
assez proche de celui trouvé par ABDULLAH (2009umpb0O. vulgarequi est de 1.499,
l'indice d’acide dOriganum glandulosun(iLl4.586) est bien plus supérieur a celui trouviésda
la fiche technique de I'HE déQriganum compactunadu Maroc qui est égale a 2 et l'indice
d’ester (4.56) est supérieur a celui mentionné dmrfishe technique de I'HE dé&driganum
compactundu Maroc qui est égale a 3.

La variation de ces parametres physico-chimiques diux huiles essentielles est
influencée par les conditions édaphiques et clop@s ainsi que les conditions de culture de
la plante. Cela fait partie de la complexité dadéion chémotype (RODOLFO-JULIANI e,
2006)

3. Evaluation de I'activité antimicrobienne du Pelargonium graveolengt de I'Origanum
glandulosum
3.1. Aromatogramme
Les résultats des diamétres des zones d'inhibifiordéveloppement des différentes
souches bactérienne traitées par I'HE Belargonium graveolenst de |Origanum

glandulosunsont regroupés dans les tableaux (10) et (12).
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Tableau 10 :Diametres des zones d’inhibition (ZI) du dévelappet des différentes souches
bactérienne traitées par les différentes concémtisat’HE duPelargonium graveolens

Bactérie
a Gram
positif

Souches

Dilutions

yARY)

Sensibilité

Staphylococcu
aureus
(résistante)

0%

14 mm

"2

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Staphylococcu
aureus
(sensible)

0%

"2

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Streptococcus
pneumoniae

0%

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Enterococcus
faecalis

0%

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Bactérie
a Gram
négatif

Escherichia
coli

0%

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Pseudomonas
aeruginosa

0%

5%

2,5%

1,25%

0,625%

Levure

Candida
albicans

0%

5%

2,5%

1,25%

0,625%

o|0| 0| | B|g|x|0| DB o|o|0|D| | olooD L LT oY oD |o|0|o|

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dansnesures des diametres de la zone
d’inhibition. R: (résistant), + : (sensible), ++ (tres sensible), +++ : (extrémement sensible).
@: diametre. ZI : Zone d’inhibition.

3.2.Interprétation et discussion des résultats

D’aprés nos résultats nous constatons que I'HEPdlargonium graveolensst plus

active sur Staphylococcus aureués) et Streptococcus pneumoniagvec des diametres
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d’inhibitions de 18 mm et 16 mm. Concernant lescbes Staphylococcus aureufR),
Enterococcus faecaligt Escherichia coli,I'huile essentielle a exercéne faible activité
antibactérienne avec des diametres d’inhibition$4el 1, et 12 mm, respectivement.

Pour les souchePseudomonas aeruginosgt Candida albicans,une absence total
d’activité antimicrobienne est remarqué, or audiametre d’inhibition n’a été observe, ce
qui montre que ces deux souches sont résistantel& ale Pelargonium graveolenst que
cette derniéere ne renferme pas les molécules acitivébant le développement de ces deux

microorganismes.

Comparant ces résultats a ceux des travaux réelig¢ EPE etal, 2005 ; GILLES eal,
2010) et qui mentionne queles bactéries Gram + sont plus sensible a [l'action
antimicrobienne de I'HE de cette plante que lesn@syranous conformons cette différence de
sensibilité entres les bactéries a Gram + et a Gra@ela est dd au fait que les Gram —
possédent une résistance intrinséque aux agerisiddo qui est en relation avec la nature de
leur paroi bactérienne (CUMMINS et HARRIS, 1956).

bY

La souchePseudomonas aeruginossiest avérée plus résistante a notre HE. Cette
résistance n’est pas surprenante. Ceci a été wounfipar plusieurs études antérieurs
(HAMMER etal, 1999 ; DORMAN et DEANS, 2000).

Pour ce qui est de l'activité antifongiqueAMMER et al, (1999) ont réalisé une étude
complete sur l'activité antimicrobienne de quelqi#s (Pelargonium graveolengdcimum
basilicum,Juniperus communigucalyptus polybractea..et ils en ressortent que I'essence
du géranium possede un fort pouvoir inhibiteur mm@andida albicanCes résultats obtenus
sont en contradiction avec les nétres, puisqueerntdlr n’a montré aucune activité vis-a-vis de
la soucheCandida albicansNous supposons que cela est dla anéthode utilisé qui est
'aromatogramme alors que HAMMER at, (1999) ont utilisés la technique des dilutions en

milieu gélosé ; et probablement a l'origine estizde phrénologique de la plante.
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3.3. Détermination de la concentration minimale inhibirice (CMI)

Tableau 11: Les valeurs de la de la concentration inhibgtrale I'HE duPelargonium
graveolensris-a-vis des germes testés.

Concentration
d’'HE | 5% 25% 1.25% 0.625%
Souches
Staphylococcus aurelfsensible) + + - -
Streptococcus pneumoniae - - - -
-+ Inhibition + : Croiseae

D’apres le tableau (11), nous constatons une enoiss duStaphylococcus aureusu
contact des deux plus fortes concentrations (5%25%) d’'HE duPelargonium graveolens,
alors gu’en revanche nous remarquons une inhibiiancontact des deux plus faibles
concentrations (1.25% et 0.625%), la CMI p8taphylococcus aureest de 0,625%.

ConcernonsStreptococcus pneumoniaeus constatons une inhibition au contact des 4

concentrations, ainsi la CMI po8treptococcus pneumoniast de 0.625%.
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Tableau 12: Diametres des zones d’inhibition (ZI) du dévelement des différentes souches
bactérienne isolées, en fonction des différentescamtrations en HE de Qriganum
glandulosum.

Souches Dilutions Z1 @ Sensibilité
0% 36 mm +++
Staphylococcus 5% - R
aureus 2,5% - R
(resistant) 1,25% - R
0,625% - R
0% 38 mm +++
Bactérie | Staphylococcus 5% 20 mm +++
A Gram | @ureus 2,5% 18 mm ++
positif (sensible) 1,25% 10 mm +
0,625% 21 mm +++
0% 35 mm +++
Streptococcus 5% 15 mm ++
pneumoniae 2,5% 16 mm ++
1,25% 18 mm ++
0,625% 20 mm +++
0 30 mm +++
Enterococcus 5% - R
faecalis 2,5% - R
1,25% - R
0,625% - R
0% 34 mm +++
5% - R
Escherichia 2,5% - R
coli 1,25% - R
Bactérie 0,625% - R
a Gram 0% 11 mm +
négatif | pseudomonas 5% - R
aeruginosa 2,5% - R
1,25% - R
0,625% - R
Candida 0% - R
albicans 5% - R
Levure 2,5% - R
1,25% - R
0,625% - R

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dansnesures des diametres de la zone
d’inhibition. R : (résistant), + : (sensible), ++(tres sensible), +++ : (extrémement sensible).

@ : diametre, ZI : Zone d’inhibition.
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3.4. Interprétation et discussion des résultats

Les bactériesStaphylococcus aureus(RPBtaphylococcus aureus(Spnt été tres
sensiblesau contact de I'HE essentielle d®figanum glandulosumavec des diameétres de
36mm et 38mm respectivement. Ces résultats speétrieur a ceux trouvé par DORMAN et
DEANS (2000) pour I'HE dOriganum vulgarequi est de a 33,18 mm.

Pour Streptococcus pneumoniaene forte inhibition a été constatée avec une zone
d’inhibition de 35mm ainsi que des zones d’inhdng assez importantes pour les autres
dilutions qui sont de 15, 16, 18, 20mm respective@mee qui montre la forte activité

antibactérienne des composés que contiens cettesHEvis duStreptococcus pneumoniae

D’autre part, une zone d”inhibition de 30mm a étéistaté pouEnterococcus faecalis
qui est supérieur a celui trouvé par CASSIANGae{2007) qui est de 16.3mm, une autre
zone d’inhibition pourEscherichia coli,qui a été tres sensible vis-a-vis de I'HE de
I Origanum glandulosunge 34 mm, mais seulement pour la concentration(@%e), pour
les autres les dilutions, aucune activité n'a é&éstatée. Cette activité inhibitrice a la
concentration 100% a été supérieure a celle trpavédDORMAN et DEANS (2000) qui est

€gale a 24.30mm.

E.coli est connue comme indispensable pour la flore tinede, donc, I'utilisation de
'HE d’origan sous sa forme pure pourrait étre wanger pour la santé de 'homme car
I'utilisation des huiles essentielles sous cettentd est toxique. Nous proposons a l'venir
d’autres essais avec des concentrations inférieul@goncentration pure 0 % et supérieurs a
la concentration 5% étudiées pour obtenir la phiblé concentration convenable et non

toxique pour I’homme.

CependantPseudomonas aeruginosa manifesté une tres faible sensibilité a I'huile
étudiée avec un diamétre de 11mm. Cette souché agalement résistante a l'action de

I'huile essentielle pure @riganum glandulosutBEKHECHI etal, 2008)

Pour la levureCandida albicansaucune activité n’a été constatée, alors que
PINA-VAZ et al. (2004)ont signalés que les HE d’origan provoquent unenpabilité de la
membrane plasmique conduisant a la mort de laleditngique, ce qui est en contradiction
avec nos résultats obtenus par I'HE de cette ne#spéce. Cette absence d’activité est due a
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la période de récolte de la plante qui semble reefgeoriser la présence des molécules a

activité antifongiques.

3.5.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Les résultats obtenus pour la concentration mirenmdiibitrice sont mentionnés dans le
tableau suivant :

Tableau 13: Les valeurs de la de la concentration inhibgtrade I'HE dOriganum
glandulosunvis-a-vis des germes testés.

Concentration | 5% 2.5 % 1.25% 0.625%
d’HE

Souches
Staphylococcus aure(S) - - - -

Streptococcus pneumoniae - - - -

- : Inhibition + : Cissance

D'aprés le tableau 13, nous constatons une inbibitde la croissance du
Staphylococcus aure|fS) et duStreptococcus pneumoniaa contact des 4 dilutions de 'HE

du I'Organum sputilisées, ainsi la CMI pour nos deux bactériedes0.625 %.
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4. Evaluation de l'activité insecticide du Pelargonium graveolenset de I'Origanum
glandulosum
4.1.1. ldentification du genre de I'insecte étudié (moustjue)

D’apres les résultats d’identification du genrdieespece appartient au gen@ulex

4.1.2. ldentification de I'espece

D'apres les résultats d'identification de [I'especeet insecte appartient a
'especeCulex pipiengfigure 11)

Figure 13 : Dessin d'une larve Gelex pippiensphoto issus d®opular Science
Monthly V8 (1875).

L’espéceCulex pipiensest le moustique le plus abondant et le plus géquent récolté
au niveau des différents gites en Algérie. En etfetpres plusieurs auteurs : KARBOUA et
MERNIZ (1997), BOUDRIHEM (2001), LOUNACI (2003), HWAIDIA (2004), Culex
pipiensété rencontrée dans des gites trés divers, sgielce la plus fréquente en Algérie et
en Afrigue du Nord. Les larves de cette espece mmuiontrées dans les gites les plus divers
comme, les gites permanents a eau douce pauvidhetan végétations, gites temporaires a
eau douce riche en végétations. Cette espéece rargéntrée par plusieurs auteurs dans les
mémes types de gites dont I'eau est fraiche et(BREINHES et al, 1999). BERCHI (2000),
affirme I'existence de cette espece dans les miligbains et sub-urbains de Constantine et
plus particulierement dans les gites riche en meateganique.
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4.1.3. Estimation du taux de la mortalité corrigée (MC) des larves deCulex
pipienstraités par I'HE du Pelargonium graveolenst de I'Origanum glandulosum

Les résultats de l'effet larvicide de nos deux HiSemtielle sont présenté dans le
(tableau 14 et Figure 12) et le (tableau 15, Fidie

Tableau 14: Taux de mortalité corrigé des larves @elex pipienstraitées a I'HE du

Pelargonium graveolens

Dose HE% 24H 48H
Temps
D1: 5% R1 70 100
R2 30 100
Moyenne/ET 50+28.28 100+0.00
D2 :2.5% R1 30 100
R2 50 100
Moyenne/ET 40+14.14 100+0.00
D3:0.625% R1 40 100
R2 40 100
Moyenne/ET 400 100+0.00
Témoin R1 0 0
R : Répétition.
100 - m D1
90 - mD2
80 - m D3
70 -
(0]
Nob) 60 -
2
5 50 -
(&)
>y 40 -
T 30 -
§ 20 -
10 -
O .
24 H 48 H
Durée du traitement

Figure 14: Représentation graphique du pourcentage de mértas larves d€Culex
pipiensexposées a I'HE dBelargonium graveolens
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Dose HE% 24H 48H
Temps
D1:5% R1 80 100
R2 60 100
Moyenne/ET 70+14.14 100+0.00
D2:2.5% R1 90 100
R2 40 100
Moyenne/ET 65+35.35 100+0.00
D3:0.625% R1 50 100
R2 50 100
Moyenne/ET 500 100+0.00
Témoin R1 0 0
R : Répétition
100 -
90 -
o 80
Q
D 70 -
§ 60 -
2 50 - mD1
[
5 40 - mD2
= 3 - = D3
20 -
10 -
0 .

24H 48 H

Durée du traitement

Figure 15 : Représentation graphique du pourcertada mortalité des larves @ulex
pipiensexposées a I'HE dedriganum glandulosum.

4.1.4. Interprétation et discussion

D’apres le (tableau 14 et Figure 12) et le (tabl&auFigure 13), nous remarquons que
pour les deux HE, le taux de mortalité est plupdrtant pour la concentration élevée d’HE
(5%) avec 50% de mortalité pour Relargonium graveolengt 70% de mortalité pour
I'Origanum glandulosumCette mortalité est plus faible avec les deux eotrations (2.5%)
et (0.625%), mais, ils ont données des résultataaltalité assez considérables avec un taux
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qui varie entre (50 a 65%) poliOriganum glandulosumet 40% pour lePelargonium
graveolens.

Nous constatons aussi gi@riganum glandulosuna été légerement plus efficace que
le Pelargonium graveolenalors que IePelargonium graveolensst bien plus connu dans la
littérature en tant que répulsif de moustique. @&sultats nous démontrent que I'effet
larvicide d’un produit n’est pas comparable a keffépulsif.

Nous constatons aussi que pour nos deux HE edtsntie taux de mortalité est a
100% dés le deuxiéme jour, ce qui signifie que tatalité des larves évolue dans le temps
pour les trois doses.

Les huiles essentielles possédent de nombreus@égtiologiques et ces activités sont
liées essentiellement & la composition chimiqueawt groupes fonctionnels (VAGI et
SIMANDI, 2005) et il a été déja prouvé que, ledétiéntes réponses sont en fonction a la fois
du type d’huile et sa concentration (OLIVEIRA et2010).

4.1.5. Analyse statistique

Le logiciel utilisé est le : SYSTAT VERSION 7.0, EIRIGHT (C) 1997, SPSS INC.

111.0 ' ‘ 9 92 ' '
L ! R =

L 968 = | 1= | |
= | 1 3s = 81
5 826 =] =
= > = {
Z sl 2. o1& }
E 684 =7 S 70r b
= =

54.20 { b

40.0 L L 3 Origan géranium 29 [I)1 [52 |:I)3

24h 48h
TEMPS PLANTE DOSE

Figure 16 : Activité larvicide des huiles essemgelduPelargonium graveolenst de
I’ Origanum glandulosuren model GLM.

L’analyse de la variance montre que le temps dfeh lrautement significatif (p=0,000)
sur l'activité larvicide des huiles essentielless dieux plantes utilisées. Les deux huiles
essentielles ont un effet larvicide mais avec uifférdnce non significative (p=0,263). Par
contre l'effet dose a un effet trés significatif $activité larvicide (p=0,001) des deux huiles
essentielle. (Figure 14).
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4.1.6. Calcule des doses létales (DL50) duPelargonium graveolenset de
I’ Origanum glandulosum

La dose létale qui tue 50% de la population d’'wageur (DL50), est estimée par
établissement de la droite de régression des prdbg taux de mortalités donnés par la table
de Finney (1952), en fonction du logarithme desdos

La DL50 renseigne sur I'importance de l'effet deslds essentielles des deux plantes
testées sur les larves de moustique dans le temps.

Tableau 16 :Logarithmes décimaux des doses et les probittadesde mortalite.

Pelargonium Origanum glandulosum
graveolens
24h 48h 24h 48h
Log D1 1.699 5 8.09 Log D1 1.699 5.52 8.09
Log D2 1.398 4.75 8.09 | Log D2 1.398 5.39 8.09
Log D3 0.796 7.75 8.09 | Log D3 0.796 5 8.09
7,000 y = 1,6505x + 0,0485
6,000 R?=1
@ 5,000 /I/
2
© 4,000
e
s 3,000
=
2,000 B
1,000
0,000 . ; ; ; .
0 1 2 3 4 5
Log de dose

Figure 17 : DL 50 chez les larves @rilex pipiens24h aprés traitement & I'huile
essentielle diPelargonium graveolens
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8,000
7,000
6,000
5,000
4,000

(Probits)

™
w
o
o)
o

’

2,000
1,000
0,000

y=1,9105x - 0,2115
R2=1

Log de dose

Figure 18 : DL 50 chez les larves @alex pipiens24h apres traitement a I'huile
essentielle ddriganum glandulosum

Nous avons constaté que la dose en pourcentage riBld&ssaire pour tuer 50% de la
population larvaire de moustique est de 1.995% bl du Pelargonium graveolenst de
1.870% pour I'HE dOriganum glandulosum.

Concernant la DL 90, la dose en pourcentage d’HEessaire pour tuer 90% de la
population larvaire de moustique est de 2.382% bl du Pelargonium graveolenst de
2.182% pour I'HE dOriganum glandulosum.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remaygeid HE d'Origanum glandulosum
est Ilégéerement plus efficace que I'HE Blelargonium graveolengjue ce soit pour la DL 50
ou DL 90, toutefois I'effet larvicide de nos deux HE est asggoche et peuvent étre
considérés comme des bon larvicides.
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Notre travail a été mené afin d'évalué I'effet amtrobien et larvicide de deux huiles
essentielles Relargonium graveolenst Origanum glandulosuim

L’extraction des huiles essentielles a été réalg#rehydrodistillation pour nos deux
plantes, on utilisant seulement les feuilles pawe durée de 2h30 pour chaque extraction.

L’effet antibactérien a été réalisé on adoptartetnnique de I'aromatogramme, d’ou
on a constaté que I'HE deelargonium graveolena donnée quelques résultats significatifs,
en inhibant la croissance @taphylococcus aureys) et duStreptococcus pneumoniaedes
diamétres d'inhibitions de 18 mm et 16 mm respeatignt, avec une CMI de 0.625% pour
ces deux souches, toutefois nous avons réalispajud’HE del’Origanum glandulosumles
résultats de I'activité antimicrobienne ont éténbus importants, en obtenant les zones
d’inhibitions suivantes : 36 mm po6Gtaphylococcus aureR), 38 mm poutaphylococcus
aureus(s) , 35 mm pouftreptococcus pneumoniaede 34 mm pouEscherichia coliavec
une CMI de 0.625 pour les souclt&aphylococcus aure(S) etStreptococcus pneumoniae

Ainsi I'HE essentielle de Origanum glandulosuna été plus efficace sur les souches
bactériennes utilisées que I'HE Belargonium graveolens.

L’effet larvicide de nos deux huiles essentielleftéa porté sur les larves de moustique
de lI'especeCulex pipienstout comme I'effet antimicrobien nous avons corstpaie 'HE de
I’ Origanum glandulosura été Iégérement plus efficace qué&argonium graveolensyvec
un taux de mortalité moyenne de 70% contre 50 % p@®elargonium graveolena une
concentration d’'HE de 5%, pour la concentration2d&® nous avons trouvé un taux de
mortalité de 65% pour @riganum glandulosuret 40% pour léPelargonium graveolengt
pour la derniére concentration qui est de 0.625srevons trouvé un taux de 50% pour
I’ Origanum glandulosurat de 40% pour |Pelargonium graveolens.

Nos deux HE essentielles ont montré un taux de alitdértde 100% aprés 48h pour
toutes les concentrations utilisées, ce qui praueles HE de Origanum glandulosurat du
Pelargonium graveolensnt été efficace contre les larvesGuiex pipiens

L’analyse de la variance de I'activité larvicide mies deux HE par le test GLM, nous a
permis d’affirmé que le temps a un effet hautensignificatif (p=0,000) et la dose des HE
trés significatif (p=0,001 sur les larves de maysts.

La DL50 et DL90 pour 'HE duPelargonium graveolengté de (DL50 =1.995%),
(DL90 =2.382%), et pour 'HE de Origanum glandulosumDL50 =1.870%), (DL90
=2.182%), d’'aprés ces résultats nous avons congtetd’effet larvicide de nos deux HE est
assez proche et peuvent étre considérés commedédarbicides.
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Conclusion

Comme perspective il serait intéressant :

- D’évaluer I'activité antimicrobienne de nos deux Bilf une gamme élargie de
souches microbiennes, tout employant d’autres ndétha@omme la technique des
micropuits et la dilution au milieu gélosé, aingeda détermination de la CMB.

- Etudier d'autre activitt de nos deux HE telles quectivité anti-
inflammatoire, anti-oxydante, antidiabétique.

- Il serait tout aussi intéressant de tester l'effigade nos deux HE dans les
gites naturels en tant qu’insecticide biologiquelss ceufs, les larves et les adultes de
Culex pipiensafin de vérifier leurs utilisations a large échell
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ANNEXE 01

Tableau | : Matériel de laboratoire et appareillage.

Annexes

Appareillage

La verrerie et autres

Réactifs etauly

Balance de précision.
Etuve.
Hotte.
Autoclave.
Chauffe ballon.
Hydrodistillateur.
Bec bunsen.

Microscope Photonique.

Frigidaire.

Erlenmeyer.
Eppendorf.
Eprouvette.
Béchers.
Ballon.

Pipette gradué.
Pipette pasteur.
Micropipette.
Boites de pétri.
Eprouvette graduées.
Tubes a essai.
Ampoule a décanter.

Disques d’antibiotiques.

Ecouvillon.
Entonnoir.
Pince.

- Milieu de culture :

Milieu Mueller Hinton.
Milieu Sabouraud.

Eau distillée.

Eau physiologique.
Eau de Javel.
Ethanol 70°.

Tween 20.
Hydroxyde de potassium
(KOH).
Acide chlorhydrique (HCL).
Phénophtaléine.
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ANNEXE 02
Tableau Il : Analyse de la variance de l'activité larvicide thesles essentielles par le test
GLM.
Analysis of Variance : test GLM
Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-|P
ratio
TEMP 5801.786 1 5801.78{0.000
33.394
PLANTE 252.083 1 252.08{0.263
1.451
DOSE 10079.464 3 3359.82/0.001
19.339
Error 1389.881 8 173.735




Tableau 11 : Les probits.

0 1 2
0 267 2,95
10 3,72 3,77 3,82
20 4,16 4,19 4,23
30 4,18 4,5 4,53
40 4,75 4,77 4,8
50 5 5,03 5,05
60 525 528 531
70 5,52 5,55 5,58
80 584 588 5,92
90 6,28 6,34 6,41

0 0,1 0,2
99 7,33 7,37 7,41

ANNEXE 03
3 4
3,12 3,25
3,87 3,92
4,26 4,29
4,56 4,59
4,82 4,85
5,08 5,1
533 5,36
5,61 5,64
595 599
6,48 6,55
0,3 0,4
7,46 5,51

Annexes

5 6 7 8 9
336 345 352 359 3,66
3,96 401 405 408 4,12
433 436 439 442 445
461 4,64 467 469 4,72
487 49 492 495 497
513 515 518 52 523
539 541 544 547 55
567 571 574 577 581
6,04 608 6,13 6,18 6,23
664 675 688 7,05 7,33
05 06 07 08 09
758 7,65 7,75 7,88 8,09



Chapitre| Plantes et huiles essentielles

1. Généralités sur les plantes étudiées
1.1.Géranium rosat
1.1.1Histoire

Les nombreuses espéces spontanées d’Afrique dfuBard introduites en Europe vers
le XVéme siécle a une époque ou tout bon voyagewesdant au pays des épices et de

parfums passait par le cap de Bonne Espérance.

Tableau 1: Position systématique dRelargonium graveolen®EMARNE etal., 1989.

Domaine Eukaryota
Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialypétales
Ordre Geraniales
Famille Geraniaceae
Genre Pelargonium
Espéce Pelargonium graveolens'Her.Ex Aiton.

Le géranium rosat, comme plante aromatique, ne plas connu du monde
méditerranéen. Pourtant a Constantinople, on récgea parfums de géranium de Turquie et
des Indes. Lorsqu’au début du XIXeme siécle laaggniose est tres demandée et que celle-ci
est tres chere, on importe des Indes orientales esles » de géranium rosat. L’extraction de

cette huile ne peut se faire que sur matériel {REMARNE, 1985).

Originaire du cap, cette espéce a été introduit@lgérie en 1865 ou elle a acquis des

proportions gigantesques durant la période colenial
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ODAK-LEAF GERANIUM
{PELARGONIUM GRAVEOLENS)

tf. MNat. size

P 88

Figure 1:Pelargonium graveolen&STEP, 1897).

Aujourd’hui, la culture du géranium rosat (Figure firatiguée sur de petites parcelles
dans des conditions de production difficiles, esthatée d’abondant malgré les immenses
atouts qu’elle offrait. La distillerie local « ExirBio » sise a Chiffa (w.Blida), en exploite
guelques hectares de géranium destiné a I'extradiol’HE. La possibilité d’incorporer ces
extraits aromatiques dans l'industrie cosmétiquestitue une activité plus lucrative pour la
société et des études préliminaires sont en cawsgermettre I'application de la qualité des
produits finiscBOUKHATEM etal., 2013.

1.1.2. Morphologie

Il s’agit d’une plante vivace, pleine de suc enudétle végétation, puis ligneuse, a
ecorce brun clair, cultivée en annuelle ou en p@euivant le pays. Ce sont buissons a port
erigé, denvirons 60cm et pouvant atteindre 1m30 hdmiteur et 60 cm de largeur
(DEMARNE, 1986).

Le P. graveolensappartient a la catégorie des géraniums a feeillagorant. Les
feuilles persistantes sont lobées (5-7 lobes) gueuses, opposées, couvertes de poils
glanduleux microscopiques qui liberent leurs padiem toucher ou a la chaleur. Les tiges

sont vertes et tendres et se lignifient et deviahpkus foncées avec I'age alors la racine est
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de type pivotant. Les fleurs sont groupées paepde couleurs rose, disposées en ombrelles
et s’épanouissant tout au long de I'année (DEMARNIBG).

Le P.graveolensest une plante possédant aussi bien des poilsldi&rx sécréteurs
d’essence que des poils protecteurs et semblentiéé protection contre les infestations dues
aux pucerons mais améliorant aussi la pénétratesnabeilles dans la fleur (DEMARNE,
1985).

1.1.3. Culture et phénologie

Le géranium rosat préfere Les climats subtropicetugupporte peu les températures
inférieures a 3°C bien qu’il soit cultivé sur lesutteurs dans certaines régions (Réunion). Des
précipitations de lI'ordre de 1000 a 1500 mm d’eau gn sont recommandées. Idéalement,
cette plante croit dans des conditions climaticgtesdaphiques ni trop humides (favorable au
développement de la rouille), ni trop seches (@mrd un retard de croissance).Mis a part les
terres lourdes et asphyxiantes, cette plantes farpas’adapte a tous types de sols pourvus
gu'ils soient correctement drainés, friables etnpiables. Le géranium rosat s’adapte tres
bien aux terres de basses altitudes et a un eménoant cétier. Il semble cependant que les
huiles extraites de plantes cultivées en altitymessedent un parfum de rose plus subtil qu’en
basses altitudes (NYABYENDA, 2007).
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1.2.0rigan

1.2.1Histoire
Il'y a plusieurs millénaires déja, les égyptiermstaient les infections avec de I'huile

essentielle d’origanlLACOSTE, 2010)

Tableau 2 :Position systématique dediriganum vulgar§ DEYSSON 1967,

FIGUEREDO, 2007).

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum
Espéce Origanum vulgare

Lorsque la civilisation islamique était a son apmgtes médecins utilisaient déja
I'origan et ses huiles pour traiter les maladidedtieuses. Dans les années 1600, I'herbaliste

britannique Gerard faisait la promotion de l'origgomme traitement idéal du rhume de

cerveau (ZHIRI, 2006).

Figure 2: Origanum glandulosurftMAHMOUDI, 2011).
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Mais, aujourd’hui, les études scientifiques, pharohagiques et cliniques, se
multiplient pour confirmer et expliquer a quel pofhuile essentielle d’origan peut rendre
service (LACOSTE, 2010).

Origanumvient de 2 mots grecss oros »qui veut dire montagne et ganos »qui
signifie éclat. (FIGUEREDO, 2007).

1.2.2Morphologie

L'origan est un sous-arbrisseau vivace a port toufe dépassant guére de 60cm de
haut. Seuils ovales, opposées, d'un vert tendtenoeuses et parfois mouchées, sont portées
par des tiges anguleuses rougeatre, assez pulesscEnt été apparaissent de petites fleurs
roses pales, groupées en épis. Toutes les paetiesplantes sont trés aromatiques, le parfum
de l'origan pouvant varier suivant I'exposition muterrain ou on la récolté (BOURGEQIS
2007).

1.2.3. Culture et phénologie

Le genre Origanum, appartenant a la famille desaleées, comporte 38 espéces qui
sont largement répandues dans les régions eurnesibe et irano-siberienne. Cependant, la
plupart des especes, environ 75% sont concentréaes k& pourtour méditerranéen, en
particulier dans les régions méditerranéenne dest.'HOriganum vulgare pousse
spontanément dans tout le nord de I'Afrique, enigarer dans les montagnes, a une altitude
de 300 a 1600m, surtout dans les endroits rochl@ast une espéce endémique en Algérie et
en Tunisie et qui pousse au niveau des broussetliés garrigue@EKHECHI etal, 2008).

De préférence sur les sols calcaires situés audmbd mer. On le récolte a la floraison,
en étgLarousse 1996).
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2. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont définies commaatétes extraits volatils et odorants,
que l'on extrait de certains végétaux. Elles sentort dans un grand nombre de plantes
comme sous produits du métabolisme secondaires Bite des propriétés et des modes
d’utilisation particuliers et ont donné naissancena branche nouvelle de la phytothérapie :
'aromathérapie (BRUNETONL999).

Contrairement a ce que le terme pourrait laissasgre les HE ne contiennent pas de
corps gras comme les huiles végétales obtenuesdmgepressoirs (huile de tournesol, de
mais d’amande douce, ect.). il s'agit de la sécrétiotumedle élaborée par le végétal et
contenue dans les cellules de la plante, le termeile» s’explique par la propriété que
présentent ces composeés de se solubiliser damggdsses et par leur caractére hydrophobe.
Le terme « essentielle » fait référence au parfodeur plus ou moins forte dégagée par la
plante(ANTON et LOBSTEIN, 2005).

2.1. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles peuvent étre stockéesdiaes organe ; fleur (origan), feuilles
(citronnelle), écorce (cannelier), bois (bois dee)o rhizomes (acore), fruits (badiane), ou
graines (carviiMOHAMMEDI. 2006).

La synthése et I'accumulation des HE sont généeadérassociées a la présence de
structures histologiques spécialisées, souventisées sur ou a proximité de la surface de la

plantes :

- Les poils glandulaires épidermiques rencontrés esniuchez les Labiaceae,
Geraniaceae, et Rutaceae produisent les esseteesujperficielles.

- Les organes sécréteurs sous-cutanés comprenamellates et les poches
sécrétrices qui sont généralement disséminées iaudsetissu végeétal chez les
Myrtaceae, Auranthiaceae.

- Les canaux sécréteurs chez les ombelliferaceacacépé ou Asteraceae
(BRUNETON, 1999).
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2.2. Réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les HE en tant qitabolites secondaire. Leur role
exact dans le processus de la vie de la plante estore mal connu. Elles peuvent avoir
plusieurs effets « utiles » pour la plante a sa(B#&KKALI, 2008) :

- Repousser ou attirer les insectes pour favorispollaisation ;

- Faciliter certaines réaction chimiques et soureggtique ;

- Permettre de conserver I’hnumidité des plantes ti§gees ;

- Réduire la composition des autres espéces de paniahibition chimique de
la germination des graines ;

- Action répulsive sur les prédateurs par goQt etteffiéfavorable ;

- Protection contre la flore microbienne infectiegse émission de substances
appelées « phytoalexinegMann, 1987).

2.3.Composition chimique

Les HE sont des mélanges de structure extrémenoemplexe, pouvant contenir plus
de 300 composees difféerents. Ces substances ssnnalécules tres volatiles appartenant
pour la grande majorité a deux grands groupes doiesi en fonction de leur voie de
biosynthése, les terpénes et les composées aroestigérivés du phényl propane
(CROTEAU etal., 2000).

2.3.1L’huile essentielle du géranium rosat

Produite dans des glandes sécrétrices issues tdeseépidermiques des tiges et
feuilles, I'huile essentielle est obtenue par éngment a la vapeur ou par hydrodistillation
des parties herbacées fraiches ou légérement faledeslargonium x asperurihhert ex
Willdenow et de certains hybrides cultivés ayamrdblieu a une formation d’écotypes selon
les régions géographiques (AFNOR, 2DQGks teneurs en HE sont trés faibles, de I'ordre d
0,15 a 0,2% mais ce taux s’abaisse encore pluswdiassaison des pluies. Le rendement
dépend également du sol, de laltitude, de I'exjpmrsi de I'age de la plante, ainsi que d’autres
facteurs. Le temps de distillation est estimé a@$

Ligquide limpide et huileux, I'HE obtenu est de ceul vert jaunatre a vert brunatre et

possede une forte odeur de rose plus ou moins FeWFNOR, 2000).
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2.3.1.1 Composition chimique de I'huile essentielle du géanium rosat

Le profil chromatographique fait apparaitre la préee de certains composants
caractéristiques : citronellol, formate de citrdylel isomenthone, géraniol, linalol, formate
de géranyle, oxyde de rose. Le cv bourbon doitesondu guaiadiene et pas de 10-¥pi-

eudesmol alors que c’est l'inverse pour le cv Afeéglu nord (AFNOR, 2000).

L’essence de géranium se compose majoritairemer? d&ools : le géraniol et le
citronellol qui existent pour 2/3 a 'état libremaur 1/3 a I'état combiné sous forme d’esters ;
ce sont ces composeées oxygénés qui donnent larvalex essences de géranium
(BOUKHATEM etal., 2010.

2.3.1.2. Propriétés de I'huile essentielle du géram rosat

Le P. graveolense différencie en trois cultivars : cv Chine, cwuBbon et cv Egypte.
L’HE de chacun d’eux est antibactérienne, antifqogi anti-inflammatoire et tonique, mais
aussi un hémostatique remarquable. Quelques galgtestte HE sur une plaie sanguinolente

aréte le saignement et facilite la cicatrisatiofT fPAN, 2004).

2.3.2.L’huile essentielle d’origan

Longtemps employé pour ses effets incontestableslasudigestion et contre les
inflammations des bronches, toujours bienvenu darsiisine pour aromatiser les viandes,
les soupes et les salades, l'origan a pris un eloassor ces dernieres années avec les
nombreuses recherches consacrées a son huileiedseBtle est sans doute a l'origine de
bien des indications de I'origan, mais, surtoug sk montre redoutable envers des bactéries
qui résistent aux traitements antibiotiques. De joass, c’est un atout essentiel (LACOSTE,
2010)

2.3.2.1.Composition chimique de I'huile essentiell#origan

L’huile essentielle de I'origan est composée dery@erol, thymol, tanin, susbstance
amer, saponosides, gomme ou résine, acides phérftaspnoides, triterpenes,
aromadendrinefHMAMOUCHI, 1997).

10
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2.3.2.2.Propriétés de I'huile essentielle d’origan

Dans I'huile essentielle d’origan, I'un des ses posants, le carvacrol, est sans doute a
l'origine de son étonnante efficacité. Il s’agitud’ composé phénolique (un antioxydant
puissant) qui possede des propriétés antibact@seatarge spectre (c’est-a-dire efficaces sur
un maximum de bactéries différentes). Il inhibe d@truit aussi de nombreux virus, les
moisissures et les champignons. Autre composanthyimol de 'huile essentielle d’origan

est également un antibactérien, antiviral et angiigue reconnu (LACOSTE, 2010

2.4. Notion de chémotype

Le chémotype d'une HE est une référence précise indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent daftdE. C’est I'élément qui permet de
distinguer des HE extraites d’'une méme variété rigtee, mais d’'une composition
biochimique différente. Cette classification permetsélectionner les HE pour une utilisation
plus précise, plus sOre et plus efficace. Ce poipimeme chimique existe chez certaines
espéeces Thymus vulgaris, Mentho spicoto, Origanum vulgdrest important de noter que
les HE a chemotypes différents présentent non seuedes activités difféerentes, mais aussi
des toxicités trés variables (PIBIRI, 2005).

2.5. Méthodes d’extraction

Le procédé d’obtention des HE intervient d’'une fag@terminante sur sa compostion
chimique, différentes méthodes sont mises en opowrel’extraction des essences végeétales,
cette diversité est due a la variété des matiar@sipres et a la sensibilité considérable de
certains de leurs constituants (GARNERO, 1977).

2.5.1. Distillation

Il existe trois différents procédés utilisant leinpipe de la distillation :
L’hydrodistillation, I'hnydrodifusion et I'entraineenmt a la vapeur d’eau.

11
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. Hydrodistillation

Il s’agit de la méthode la plus simple qui étadgosée par Garnien 1991. La matiere
végetale est immergée directement dans un alarebiplr d’eau, placé sur une source de
chaleur, le tout est ensuite porté a I'ébullitidres vapeurs sont condensées dans un

réfrigérant et 'HE se sépare de I'hydrolysat par@e différence de densité.

L'HE étant plus légére que l'eau, elle surnage essds de I'hydrolat. Cependant,
I'hydrodistillation posséde des limites. En effety chauffage prolongé et trop puissant
engendre la dégradation de certaines moléculesatigqpres (LUCCHESI2005).

. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végémhmacére pas directement dans l'eau. Il
est placé sur une grille perforée au travers deelé® passe la vapeur d'eau. La vapeur
endommage la structure des cellules vegétalebeartliainsi les molécules volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigerant. Cette ndétlapporte une amélioration de la qualité de
L’'HE en minimisant les altérations hydrolytiques@E2HON, 2008).

. Hydrodiffusion

Cette technique est relativement récente. Elleista faire passer du haut vers le
bas, et a pression réduite la vapeur d’eau aurgdaanatiére végétale. L'avantage de cette
meéthode est d’étre plus rapide donc, moins de dagen@our les composés volatiles
(PIOCHON 2009.

2.5.2. Extraction par fluides supercritiques

La technique a pris ces dernieres années, beawtlesgor concernant I'extraction des
extraits végétaux. Le principal avantage de cedhrtique est celui de combiner les
caractéristiques des gaz et des liquides pendgnblessus d’extraction. En outre, tous les
processus de deégradation possible tels que l'oigdabu isomération sont réduits au
minimum du fait que le temps d’extraction y estuiedPIOCHON 2008). Toutefois, cette
technique d’extraction présente un inconvénienbdase polarité du dioxyde de carbone

supercritique qui est le solvant d’extraction legpkemployé. Au-dela du point critique (p=

12
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73,8 bars, T°= 31,1°C), le CO2 posséde les prawigttermédiaires entre celles des liquides
et celles des gaz, ce qui lui confére un bon pawlektraction (PIOCHON2008).

2.5.3. Extraction assistée par micro-ondes

Une nouvelle technique qui combine I'utilisatiorsdeicro-ondes et d’autres méthodes
traditionnelles. Dans ce procédé, la matiere végéist chauffée par micro-ondes dans une
enceinte close dans laquelle la pression est gdigtmaniére séquentielle. Les composés
volatils sont entrainés par la vapeur d’eau form@artir de I'au propre a la plante.

lls sont ensuite récupérés a l'aide des procé@désigues,condensation, refroidissement
et décantation (HEMWIMON eil., 2007).

2.5.4 Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais’'agplique qu’'aux agrumes dont
I'écorce des fruits comporte des poches sécrétdmssences. Ce procédé consiste a broyer
les zestes frais pour détruire les poches afirbéedr I'essence. Le produit ainsi obtenu porte

le nom d’essence, car il n’a subi aucune modificathimiquegROUX, 2008).

2.5.5. Extraction par solvants organique

C’est la méthode la plus pratiquée. Les solvargplas utilisés a I’heure actuelle sont
’hexane, le cyclohexane, I'éthanol moins fréquemink dichlorométhane et I'acétone
(LEGRAND, 1993 ; DAPKEVICIUS eal., 1998 ; KIM et LEE, 2002).

2.6. Activité antimicrobienne

En phytothérapie, les HE sont utilisées contre nesadies infectieuses d’origine
bactérienne, comme les bactéries endocanalairela aunicroflore vaginale, ou d’origine
fongiqgue comme les dermatophytes, les moisissuliesgigantes ou les champignons
opportunistes (BILLERBECK2002). Elles représentent aussi des propriétésoxytpies qui
les rapprochent donc des antiseptiques et désamfiscen tant qu’agents antimicrobiens a
large spectre (BILLERBECK2007). Cette activité antimicrobienne est principalement e
fonction de leur composition chimigue (notion deiriotype) et en particulier de leurs

composes volatils majeurs (MEBARKI, 2010).

13
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2.6.1Activité antibactérienne :

La premiere mise en évidence de I'action des HHredes bactéries a été réalisée en
1881 par Delacroix (BOYLE, 1955). Depuis de nombeetuiles ont été définies comme
antibactérienne (BURT, 2004). Leur spectre d’actshtrés étendu, car elles agissent contre
un large éventail de bactérie, y compris celles daveloppent des résistances aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs able d’'une HE a l'autre et d’'une souche
bactérienne a l'autre (KALEMBA et KUNICKA, 2003).es HE agissent aussi bien sur les
bactéries Gram positives que sur les bactéries Gégatives. Toutefois, les bactéries Gram
négatives paraissent moins sensibles a leur aetioeci est directement lié a la structure de
leur paroi cellulaire (BURT, 2004). Ainsi, la memahbe extérieure des Gram négatifs est plus
riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant piydrophile, ce qui empéche les terpenes
hydrophobes d'y adhérer (CRISTIANI at, 2007). La bactérie reconnue comme la moins
sensible a leurs effets reste néanmoins la badBraen négativd’seudomonas aeruginosa
(DORMAN et DEANS, 2000).

La croissance des bactéries, résistantes et nsigtinétes aux antibiotiques, peux étre
inhibée par certaines HE. Les huiles d’Agrumesldeande, de Menthe, de Genévrier, de
'Arbre a thé, de Thym et d’Eucalyptus se révelpatticulierement efficaces contre les
Staphylocoques dorés résistant a la méthicillinéYMet al., 2000 ; TOHIDPOUR edl.,
2010) et les entérocoques résistants a la vandoemgleISHER et PHILLIPS, 2009).

2.6.2. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentdé®,HE pourraient également étre
employées comme agents de protection contre lemypibaons phytopathogenes et les

microorganismes envahissant la denrée alimentaligs 2002).

Le pouvoir antifongique des HE de certaine plaat®snatiques a été mis en évidence
par de nombreux auteurs contre les moisissuresgigltes (DE BILLERBECK eal .,
2002 ; KOBA etal., 2004 ; OURAINI etal., 2005) et contre les dermaphytes et les
champignons pathogenes et opportunistes tels @Gaedida albicans, Cryptococcus
neoformangt Aspergillus fumigatuéTEIXEIRA-DUARTE, 2005).

14
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2.6.3. Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensiblesmaobécules aromatiques des HE
telles que les monoterpénols et les monoterpén@lesnombreuses pathologies virales
séveres traitées avec des HE ont montré des aat@ing importantes. L'effet antiviral de
'HE de Mentha piperita a été étudié « in vitro » contre les virus depgdsrSimplex, une
inhibition, une inhibition de 50% est obtenue ades concentrations entre 0,002% et 0,008%
(SCHUHMACHER et REICHLING, 2003).

2.7. Activité insecticide : mécanismes d'action :

Les huiles essentielles représentent une pisterllagt les recherches sur les extraits
d'huiles sont nombreuses, Toutefois, la grande nid@jole ces études portaient sur les
moustiques, que ce soit sur l'effet répulsif dedebuessentielles ou sur leur effet larvicide
(NTONIFOR et al., 2006) toutefois le mode d'actaes huiles essentielles est relativement
peu connu chez les insectes (BEKELE et HASSANARDD1) (ISMAN, 2000).

2.8. Toxicité des huiles essentielles

Certains huiles essentielles, comme l'origan, stammocaustique et donc capables de
bruler la peau, c’est pourquoi il ne faut jamais Ugiliser pures. L’huile essentielle doit étre

diluée dans une huile végétale a dose infime.

Certaine d’entre elles sont irritantes, voir altargs, a cause de molécules comme les
terpenes et la térébenthine. A titre d’exempleuilth essentielle de rose contient dans sa
composition six des vingt-six allergénes pointésidigt par la Iégislation : citral, citronellol,
eugénol, farnésol, géraniol et linalol. C’est pawigl faut toujours faire un test sur une petite
partie de votre corps quand vous essayer un now@aunétique a base d’huile essentielle.
(SAYOUS et CHEVALLIER, 2009).
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1. Geénéralité sur lesCulicidae

Les moustiques sont des vecteurs de beaucoup aalima transmission vectorielle
affectant les étres humains et les animaux. lIsstitoient un probléme majeur de santé
publigue. Parmi les espéces les plus rependus ldam®nde nous avons [éulex pipiens,
Culex hortensis, Culex quinquefascia(MOHAN, 2007).

1.2. Morphologie
1.2.1.L’adulte

Son corps est divisé en trois parties téte thorabdomen :

trompe

=ntenne
TETE

_— oo put
lobe pronotal antérieur

mésonatum
THORAX
scutellum

post notu

ABDOMEN

cargue

Figure 3 : Principales parties du corps du moustipulte (Bussieras, 1991).

a- La téte

Elle est de forme globuleuse et bien dégagée dwath@ortée par un cou étroit, de

couleur sombre, couverte d’écailles fourchues éessset sombres entre lesquelles sont
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situées des écailles blanches et des poils brunkesJoues se trouvent des écailles plus
courtes formant une tache blanche (KETTLE, 1998IDREO, 2003).

Les yeux son trés grands, réniformes juxtaposéex@tpant la majeurs partie de la
téte. Les yeux sont composés d'yeux élémentaireel@ppommatidies. Les antennes,
implantées dans la région facial sont formées desi@lrs segments et d'un bourrelet
d’insertion globuleux, appelé le scape. Un deuxiesagment allongé, le torus renferme
'organe auditif de johstone qui est plus dévetommez le mal. Une troisieme partie, le
flagellum ou flagelle composé d’article de nombegiable selon les sexes. Entre chaque

article s’inserent des soies courtes.

Chez les femelles les antennes sont glabres cemeditiez les males les antennes sont
plumeuses (ANDREO, 2003).

La trompe ou proboscis est un organe impair sirgsda partie inféro-médiane. Sa

structure est différente selon les sexes :
- Chez les femelles hématophages le proboscis egias#Em
De 3 pieces impaires qui sont de haut en basiphé&pynx, I'lhypoharynx et le labium.

De 4 pieces paires et symétriques représentéedepar mandibules en haut et deux
maxilles en bas. Toutes ces pieces pénetrent dgniaié lors de la piglre sauf le labium qui

se coude ce dernier, forme la gaine de la trompeatloppe donc toutes les autres piéces.

- Chez le méle, qui ne se nourrit pas de sang masude végétaux, seuls persistent
I'epipharynx et le labium. Les autres piéces buesfbreuses sont atrophiées, les deux palpes
maxillaires situés de part et d'autre de la bastadeompe, sont des organes tactiles formés
de 3 ou 4 articles. Elles sont de méme longueurl@guemmpe ; chez les males, I'extrémité
distale est aplatie en raquette (RIOUX, 1958).

b- Le thorax

Il se compose de trois segments soudés a sawwiprothorax, le mésothorax et le
métathorax, il porte les ailes et les pattes (BERAS & CHERMETTE, 1991).
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c- L’abdomen

Gréle et allongé, il est composé de 9 segmentsriesnpar 2 cerque, appendices courts
protégeant I'anus et I'orifice génital. Il est rewert d’écailles claires, brunes et blanches avec
de longs poils sur la face dorsale. Une ligne luagnale sombre ainsi que quelques taches
sombres sur les cotés ornent la face ventrale. @semales, 'abdomen se termine en une
armature génitale servant a maintenir la femellamiu’accouplement. Chez les femelles, on
trouve un oviscapte qui intervient lors de la pqB&SSIERAS et CHERMETTE, 1991).

1.2.2.Les ceufs

Les ceufs, ont un diametre inférieur & Imm (ANDRE@)3). lls sont de couleur noire
facilement visible a I'ceil nu. lls sont détruitsédr rapidement en d’asséchement
(GUILLAUMOT, 2005). Une femelle peut pondre jusquB@0 ceufs (URQUHART. edl,

1996), qui éclosent en 24 a 48 heures lorsqueripdeature de I'eau est adéquate.

1.2.3.La larve

Les larves de genr€ulex se développent indifferemment dans les eaux slaime
polluées. D’aspect vermiforme, son corps se digisérois segments : la téte, le thorax et un
abdomen souple. Sa taille varie de 2mm a 12mm eyenm@ en fonction des stades et en
fonction des especes. Elle est dépourvue d’applr@moteur. Son extrémité caudale est
munie d’un siphon, ou tube respiratoire, long etieaffleurant a la surface de I'eau. Ce tube
est muni de 5 clapets qui s’ouvrent sur deux @#figar ou l'air pénétre a I'intérieur quand la
larve monte a la surface de 'eau, et se rabattieand elle gagne les profonde(&ABRIEL,
2008) Ses pieces buccales sont de types broyeurs, adaptéen régime saprophyte
(KETTLE, 1995). Elles se nourrissent de bactértageeplancton (URQUHART, 1996).
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Figure 4 : Structure d'une larve de Culex (HARBA 2008).

1.2.4.La nymphe

La nymphe des Culicidae ou pape en anglais, setéaise par une téte et un thorax
réunis en une seule masse globuleuse, le céphaathet une partie postérieure effilée et
recourbée constituant 'abdomen ; ce dernier dadra forme générale de la nymphe un
aspect d’'une virgule. Sur le sommet et la porti@phalothoracique se projettent deux
trompettes respiratoires de forme tres variablas/estt longues et cylindriques équivaux
physiologiquement au siphon respiratoire de ladatvabdomen de la nymphe de Culicidae
est composé de huit segments visibles ou chacwx gierte des soies caractéristiques. Une
soie palmée se trouve généralement au niveau duigmresegment, cependant le dernier
segment est muni de deux palette natatoires tregrsiga souvent ornées de denticules et de
soies (HEGH, 1921 ; RODHAIN et PEREZ, 1985).
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Tableau 3 :Position systématique dfulex pipiens(LANE et CROSSKEY, 1993)

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta
Sous-classe Pterygota
Ordre Diptera
Sous-ordre Nematocera
Famille Culicidae
Sous-famille Culicinae
Genre Culex
Espéce Culex pipiens

1.4. Le cycle de développement

Les moustigues, comme tous les diptéres, son desctas holométaboles a

métamorphose compléte, la larve et I'adulte onagpect et un mode de vie tres différents

(GUILLAUMOT, 2005). On distingue quatre stade démsycle de développement : I'ceuf, la

larve, la nymphe et I'adulte ou imago. En géndes,femelles ne s’accouplent qu’'une seul

fois mais pondent périodiquement pendant toutedgistence.

Pour y parvenir, la plupart d’entre elles doiverdgnare un repas de sang. Les males ne

sont pas hématophages ; ils se nourrissent delfrggine végétale (OMS, 1999).
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Figure 5 : Cycle de développement du moustique (IR814)

1.4.1. La phase aérienne

Le méle et la femelle en général s’accouplent d@tem vol puis sur le sol. La femelle
détient la particularité en vie jusqu’a sa mortdesnétes males dans une ampoule globulaire
appelée spermathéque. Grace a cette caractérisiguiemelles ne s’accouplent qu’une fois
et ce sont les repas de sang qui apportent lesasiles nutritives indispensables a chaque
maturation ovarienne. Les ceufs fécondés sont poadassurface d’eau ou ils poursuivent
leur embryogénése (DARRIET, 1998).

1.4.2.La phase aquatique

Les ceufs fécondés donnent naissance a des laaMasyé qui en sort mesure 1a 2 mm
de long. Pour atteindre sa taille maximum, soit®2eanm, elle devra muer 3 fois. Les larves
se nourrissent de matiére organique, de microcsgas et méme de proies vivantes, elle

respire I'aire atmosphérique en surface grace aiptron.

Au bout de 6 a 10 jours ou plus selon la tempéeatle I'eau et la disponibilité en
nourriture, la 4éme mue donne naissance a une rgnph est au moustique ce que la
chrysalide est au papillon. C'est le stade corredpot a la surface de I'eau au moyen de
petits appendices appelés trompettes, mais nengiate pas (GUILLAUMOT, 2005).
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L’émergence, qui dure entre 3 et 4 minutes, estdment le lus fascinant a observer de
la vie du moustique. La nymphe s’immobilise a ld€ate de I'eau ; le dos du thorax se fend
et s’ouvre tandis qu’une sorte de cire empéche ltEapénétrer, et le moustique adulte savoir
imago s’éleve lentement. D’abord le thorax, puitte et 'abdomen (DIARRIET, 1998).

Les pattes, les antennes et la trompe se déroeidas ailes, minuscules au début, se
gonflent littéralement quand l'air pénétre dans Veses par les trachées. C’est aussi le
moment le plus délicat dans la vie du fragile itsecimmobilisé, il est a la merci de
n'importe quel prédateur ou méme d’'une simple eafé¢ vent. La mortalité durant cette

phase est souvent éleveée.

Quand l'opération est terminée, le jeune moustgpiéent quelques minutes, ses pattes
en suspension sur la surface de I'eau, attendansaguticule toute neuve durcisse au contact
de lair. Puis, il s’envole, laissant derriere laipeau morte de la nymphe (GUILLAUMOT,
2005).

1.5. Le complexeCulex pipiens

Le complexeCulex pipiengegroupe plusieurs especeSx. pipiens(Linnaeus, 1758)
avec ses deux formes; la forme pipiens et la formelestus (Forskall, 1775),
Cx.quinquefaciatus (Say, 1823), Cx.pallens (Coquillett, 1898), Cx.Globocoxitus
(Dobrotworsky, 1953) eCx. australicus(Dobrotworsky et Drummond, 1953). D’autres
espéeces sont étroitement liées ou suggérées apipartee complexe telle qu€x.Vagans
(Wiedemann, 1828)Cx.Fatigans(Wiedemann, 1828)Cx.Pervigilans(Von Bergroth, 1889)
et Cx. TorrentiumMartini, 1925), (VINOGRADOVA 2003 ; SMITH & FONHESCA, 2004).

Le moustiqueCulex pipiengL). existe sous deux formes molestus et une fquipiens.
La forme molestus est autogene (capable de réalmepremiere ponte sans prendre de repas
de sang), sténogame (peut s'accoupler dans desesspanfinés) et reste en activité durant la
période hivernale (homodynamique). A l'inversefdame pipiens est anautogene (exigeant
toujours un repas de sang pour réaliser une pauejgame (s'accouple en plein air) et entre
en diapause pendant I'hiver (hétérodynamique). (RER NICHOLS, 1999).
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1.6. Principales nuisances causés par le Culex

On distingue deux types de nuisance causée gaumlex: La piqure et la transmission

de maladie.

1.6.1.La piqure

Chez 'homme comme chez I'animal, la piqure du ntique femelle provoque une

Iésion ronde de quelgues mm a 2cm de diametre sbpugrigineuse (ANDREO, 2003).

Des réactions allergique a ces piqures peuventajpyea dues a l'injection d’antigénes
salivaires, mais pouvant aussi étre dues au simpldact avec le moustigue ou ses
excréments (CANDACE, 2001).

1.6.2La transmission des maladies

LeCulexpipens est tres répandu dans le monde. Il est présenbrees tropicales et
tempérées (WEILL eal., 2003). C’est une espéce qui se reproduit dassdeitats naturels
et artificiels de différentes tailles (SAVAGE & MLER, 1995).

Sa capacité a s’adapter a tous les biotopes (HASBEA2002 ; FARAJ eal., 2006)lui
permet d’étre vecteur de plusieurs agents pathegésponsables de maladies infectieuses
parfois mortelles (GUYATT edl., 1999).

Selon Savage et Miller (1995 ulex pipensest I'un des principaux vecteurs de
I'encéphalite de saint-louis aux Etats-Unis, ilté éonsidéré aussi comme le principal vecteur
du virus West-Nile en Rouman{8AVAGE etal., 1999),aux Etats-Unis, en Bulgarie et en
république tcheque (HUBALEK & HALOUZKA, 1999).

En Algérie, le virus West-Nile a provoqué une épide€importante dans la région de
Timimoune en 1994, des cas isolés d’encéphalite themme avec des cas mortels sont
rapportés par ZIENTARA «il,, (2001).

De méme, en AlgérieCulex pipensest le moustique qui présente le plus d’intérét en
raison de son abondance et sa nuisance réelldetangnes urbaines (Berchi, 2000). Selon ce
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méme auteur, son développement dans certainességsbd continu pendant toute I'année. De
nombreux travaux sur la population @elex pipenges régions tempérées ont été entrepris
pour examiner les critéres de différenciation motpgique entre les biotypes (ROUBAUD,
1929).

2. Généralité sur les microorganismes utilisés
2.1.Les bactéries Gram positifs
2.1.1.Staphylococcus aureus

Parfois appelé « staphylococcus doré pathogéngpartenant a la famille des
MicrococcaceaeC’est un coccus a catalase (+), coagulase (ellttivement anaérobies.
Elles sont groupées en amas réguliers ou irréguéargrappe de raisin, d’ou leur nom (en
grec staphylos). Ills sont immobiles et se cultivemt des milieux contenant 5% de Na CI.
C’est un germe ubiquiste, la plupart des individost colonisés de facon intermittente ou
permanente par cette bactérie au niveau du nasophde la peau des vétements.

lls peuvent entrainer une Iésion locale a type cBaba partir de cette multiplication
locale, ce germe peut ensuite gagner le couramjugaret entrainer des complications
métastasique (RAOULT, 1999).

Un aliment faiblement contaminé lors de la prépamaket conservé a tempeérature
ambiante qui permet la multiplication d’'une soughmduisant I'entertoxine peut étre
responsable d’'une toxi-infection alimentaire cdilex (AVRIL, et FAYCHERE, 2002).

Elle acquiert facilement une résistance aux arttdpies et en particulier a la pénicilline
et a la méthicilline (HAXHE et ZUMOFEN, 1999).
2.1.2 Streptococcus pneumoniae

Ce sont des cocci ubiquitaire, disposés en paiue foomer des diplocoques et pouvant
se présenter sous forme de chainettes parfois édsngsporulés, catalase (-) (a la différence
des staphylocoques), oxydase (-), anaérobie aératies c'est-a-dire incapables d'utiliser
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'oxygéne mais multiplient en sa présence, se\@iti bien dans une atmospheére contenant
du CO2 (COWAN, 1999).

Les espéces du groupe des Entérocoques n’ont pééeuimportant dans les infections
mais sont quelquefois isolées dans les endocarditeles infections urinaires. Ils sont
recherchés aussi comme indicateurs de contamin@oaie des eaux de consommation et des
produits alimentaires (LECLERC et al, 1995).

2.1.3Enterococcus faecalis
E.faecalis Est I'espece du genre Enterococcus,lua fréquemment isolée chez

I'hnomme. Coques d'aspect ovoide en courtes chaim@sbile en bouillon et acapsulés.

Anaérobies facultatifs aérobies tolérants. E. fiedait partie de la flore digestive de

'homme et des animaux.

E.faecalis est principalement responsable d'indesti urinaires le plus souvent
secondaires apres explorations urologiques, d'emdibes évoluant sur un mode subaigué,
sur valves natives ou sur protheses, et survempa@s &xplorations digestives ou urologiques,
d'infections intra abdominales (biliaires,...) deipgurations diverses. Le caractere
polymicrobien des surinfections a Entérocoquesrégtient (entérobactéries et anaérobies).

Les urines, les hémocultures, les pus sont legyeéients principaux ou E.faecalis peut
étre retrouvé (ARCHAMBAUD et CLAVE, 2007).

2.2.Les bactéries Gram négatif
2.2.1Escherichia coli
ce sont des bacilles droits, appartenant a la andés Entérobactéries, mobiles,
enveloppés d'une paroi fine et complexe parfoissabgs, une couche de peptidoglycane
adhere a la membrane externe, aérobies facultatifseuvent fermenter les nitrates (ALLOU
et NADJARI, 2002).

E.colifait partie de la microflore bactérienne normaletidatus digestif de I’'homme et

de la plupart des animaux a sang chaud. Il estdmipr germe responsable de linfection
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urinaire, de l'infection materno-feetale, de pragtade suppurations divers a partir de la flore

digestif, toutes ces infections peuvent se compligun septicémie.

Méme si la majorité des souches sont commensalealdsa quelques unes sont
toutefois a I'origine de pathologies intestinalesextra intestinales, la présenck.doli dans

I'environnement est le témoin d’'une contaminatiécale (LARPENT, 1990).

2.2.2Pseudomonas aeruginosa

Ce genre appartient a la famille des PseudomonadaCz sont des bacilles incurveés,
mobile grace a un flagelle polaire, strictemenbb#, donnent des colorations bleu ou jaune
verdatre lors d’'une culture sur gélose, certairggeees commeP.aeruginosasont capables

de se cultiver a 41°C et méme a 43°C, ce caraétarg utilisé pour le diagnostic.

Elles sont répondues dans les sols et dans lesdeauces et salées (LECLERCadt,
1995).

Elles sont principalement des agents des altéstismperficielles des aliments
réfrigérés : viandes, volailles, poissons, laiteztfs (AIT ABDELOUHAB, 2001).

Ce sont des bactéries pathogénes des animaux etédésaux. Elles infectent les
personnes les moins résistantes, envahissantsksstbrulés et causent des infections des
voies urinaires (KLEIN, 1995).

2.3.Levures
2.3.1Candida albicans

Ce sont des levures ovales bourgeonnantes qui ipssdudes pseudomycéliums en
culture. Elles sont présentes sur la peau, dabsuahe et l'intestin. Elles peuvent devenir
dangereuses suite a un changement de I'environneikes attaquent le tube digestif et la

vessie.

La dissémination hématogene peut entrainer desnesiu niveau des reins, de la rate,
des poumons et du foie (LARPENT, 1990).
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