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Introduction

De nos jours, la medecine moderne utilise les vertus thérapeutiques des huiles
essentielles et de leurs constituants. En effet, de nombreux composés volatils sont aujourd'hui
des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. Le thymol, par exemple, est
employé en soins dentaires pour ses propriétés antiseptiques ou encore l'eugénol pour ses

propriétés analgesiques (Pauli, 2001).

Pour tenter de trouver de nouveaux remeédes au phénoméne de la résistance
bactérienne aux antibiotiques (ATB) qui augmente régulierement que ce soit en milieu
communautaire ou hospitalier et constitue un veéritable probléme de santé publique. La
communauté scientifique s'est réccemment tournée vers les constituants des huiles essentielles,
car un nombre non négligeable de composés volatils, ont montré des activités
pharmacologiques remarquables contre les maladies comme le cancer (Modzelewska et al.,
2005).

Les huiles essentielles constituent donc une source intéressante de nouveaux COmposés

dans la recherche de molécules bioactives.

Ce travail porte sur 1’étude de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles de
deux plantes aromatiques et médicinales Lavandula angustifolia Mill et Pinus sylvestris L vis-
a-vis de huit souches bactériennes pathogenes référenciées: Enterococcus faecalis WDCM
00009, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Enterococcus
faecalis ATCC 10541, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Citrobacter freundi ATCC 8090 dans le but
de rechercher de nouveaux produits bioactifs naturels.

En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit
comportera quatre parties :

Dans une premiere partie, une synthese bibliographique sera présentée sur les plantes
en santé humaine, ainsi la description des huiles essentielles utilisées dans ce travail.

La deuxiéme partie du manuscrit présentera le matériel et les méthodes utilisés, notamment la
reverification de la pureté puis revivification des souches, ensuite 1’étude de D’activité
antibactérienne des deux huiles par deux méthodes différentes confirmée par aromatogramme
et par microdillution et comparé a un témoin positif (antibiogramme) et un témoin négatif

(DMSO). L’évaluation de la combinaison de deux huiles terminera cette deuxiéme partie.
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Les résultats obtenus, suivis de la discussion puis la conclusion et les perspectives
feront 1’objet de la troisieme et quatrieme partie, respectivement. Les références

bibliographiques constitueront la derniere partie du manuscrit.
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Chapitre 1 : Généralités sur les huiles essentielles

I. Définition
1. Les huiles essentielles

Selon la 8eme édition de la Pharmacopée frangaise de 1965, les huiles essentielles,
nommeées également « essences » ou « huiles volatiles », étaient « des produits de
composition généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans
les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation (ANSM, 1965).

Une huile essentielle est un liquide odoriférant d’aspect fluide a épais et de couleur variable
selon les plantes dont elle est extraite. Elle est sécrétée par des cellules spécialisées se
trouvant aussi bien dans les feuilles (menthe poivrée, basilic grand vert), les fleurs (lavande,
ylang), le bois (cédre Atlas, santal blanc), les racines (gingembre, valériane, vétiver), les
graines (Coriandre, anis vert, carotte).

La taille de ces gouttelettes est de quelque micron, c’est pour Cela que nous ne les voyons
pas. Mais lorsque que I’on froisse la plante aromatique, les Gouttelettes d’huile essentielle
sont libérées dans I’atmosphere et parviennent jusqu’a notre Nez. Les récepteurs olfactifs du

nez sont alors activés : ils envoient des stimuli sensoriels a différentes zones du cerveau.
Il.  Aromathérapie

L’aromathérapie est I’utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques,
préventives ou curatives. Celles-ci sont utilisées soit par voie interne ou cutanée, soit par

inhalation.

I1l.  Chémotype ou chimiotype

La notion de Chémotype (chimiotype ou encore race chimique) est une notion clé en
aromathérapie. Terme utilisé pour la premiére fois en 1968 par le Dr R. Santesson et son fils,
le Chémotype est alors défini comme un « groupe chimiquement défini au sein d’une
population d’individus morphologiquement indiscernables » (Keefover-Ring et al.,2009).
Le concept de Chémotype permet de distinguer deux ou plusieurs huiles essentielles de
composition chimique différente produites a partir de plantes de la méme espéce, définie par
sa dénomination scientifique et non a partir de sa dénomination commune. Ainsi, la
différence entre le thym a thymol et le thym a linalol (tous deux issus de Thymus vulgarisL.)
n’est pas la méme que celle entre la lavande fine et la lavande aspic (Lavandula angustifolia
Mill. et Lavandula latifolia Medik).
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Cela signifie que des individus de la méme espece botanique, ayant donc le méme
génome et le méme phénotype, peuvent présenter des différences significatives au niveau

de leur composition chimique. Celle-ci est en effet sous 1’influence de nombreux facteurs.
IV.  Localisation des huiles essentielles dans la plante

La synthese des essences se fait au sein de différents tissus sécréteurs présents dans
tous les organes de la plante : 1’écorce, péricarpe des fruits, feuilles, pétales des fleurs, les
graines, les racines ou encore les rhizomes d'ou elles sont extraites par expression a froid ou
par distillation. Elles peuvent étre concentrées par déterpénation (Huet Raymond, 1991).

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes
d’une cuticule.

Elles sont alors stockées dans des cellules a I’huile essentielle, dans des poils
sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou dans des canaux sécréteurs. Elles peuvent aussi étre
transportées dans I’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont localisées dans les
tissus internes sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile sont entourées de membranes
spéciales constituées d’ester, d’acide gras hydroxylé hautement polymérisé , associer a des
groupements pyroxyle en raison de leur caractéres lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz .ces membranes limitent fortement 1’évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a 1’aire(Brumeton , 1993 ;Anton et lobstein |,
2005).

V. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les essences et les huiles essentielles ont des propriétés physiques communes, qui

peuvent cependant varier en fonction de leur composition chimique (Pénoéld ,2001).
Les huiles essentielles forment un groupe trés homogene (Huet ,1991 ; Fernandez et Chemat,
2003). Les principales caractéristiques sont :
» Liquides a température ambiante ;
N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes ;
Trés rarement colorees ;

Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpénes ;

vV V V V

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en
dérivés oxygénés (Pénoéld, 2001 ; Fernandez et Chemat ,2012).
> Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants

organiques mais peu solubles dans I’eau ;
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» Tres altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la
lumiére et de ’air.

> Elles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes (Bardeau ,1976 ; Legrand,
1978 ; Lamberg, 1982 ; Bruneton, 1995; Roux et Catier ,2007).Elles sont solubles
dans: I’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants et dans la
pluparts des solvants organiques.

> Leur solubilité est totale dans les huiles grasses qui représentent leurs meilleurs
solvants, elle est tres grande dans les alcools a titres élevés et dans les solvants
organiques (Pénoéld, 2001).

VI.  Les composants chimiques des huiles essentielles

La composition chimique d'une HE est complexe, on y retrouve couramment plus
d'une centaine de composes, parmi lesquels nombre de familles chimiques sont représentées
(MOREL, 2008; Franchomme et al.,2009 ).

1. Les Terpénes

Comptant les monoterpenes, les sesquiterpénes et les di terpénes, exemple d’isopréne
(exemplel, figure 1).

IIs ont généralement des effets thérapeutiques assez faibles, mails ils viennent nuancer
ou compléter les actions des composants plus actifs. lls présentent généralement une toxicité
cutanée modéreée : irritation, rougeur, chaleur.

2. Les Alcools

Les alcools ont genéralement des propriétés antiseptiques, antivirales. lls présentent

généralement peu ou pas de toxicité (le menthol faisant exception a cette régle).
3. Les Phénols

Ce sont de puissants antibiotiques, a large spectre d'action, ainsi que de bons virucides
et antifongiques. Les HEs qui en contiennent en forte proportion doivent étre utilisées avec
parcimonie a cause de leurs toxicités. Un exemple est représenté dans la figurel (exemple 2).

4. Les Phénols méthyle-éthers

Les phénols méthyl-éthers (estragole et anéthol) dérivent des phénols mais en ont
perdu la dermocausticité (Exemple 3, figure 1). Ce sont des antispasmodiques des plus
puissants, des antalgiques et des anti-inflammatoires majeurs.

5. Les Oxydes
Ils sont stimulants des glandes exocrines, antispasmodiques et antalgiques.

Exemple de l'apiol (figure 1).
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6. Les Aldéhydes
IIs sont formés par l'oxydation des alcools, ce sont des molécules treés volatiles qui
dégagent souvent une odeur puissante (le citronellal est un bon répulsif). Plutdt négativantes,
elles ont des propriétés calmantes et anti-inflammatoires. Certaines sont antivirales.
Exemple du citronellal (figure 1, exemple5).
7. Les Esters
Ils sont négativants, spasmolytiques, anticonvulsivants, anti-inflammatoires. lls ne
manifestent pas de toxicité aux doses thérapeutiques. Exemple du salicylate de méthyle
(figurel).
8. Les Cétones
Ce sont des molécules tres actives, dont les propriétés s'inversent en fonction de la
dose employée : a faible dose elles sont stimulantes du systéme nerveux central,
tachycardisantes, et a doses plus élevées elles sont calmantes voire entrainant un état de
stupéfaction. A doses encore plus élevées, leur toxicité est redoutable. Exemple des thujones
(figurel).
9. Les Lactones
Elles sont mucolytiques et expectorantes, et présentent des propriétés antibactériennes
et parasiticides. Exemple de l'a-santonine (figure 1).
10. Les Coumarines
Ce sont de puissantes sédatives nerveuses, anticonvulsivants, elles sont hypotensives
et anticoagulantes. Exemple du psoralene (figure 1).
11. Les Composés soufrés
Sont en général des anti-infectieux efficaces, mais ils sont fortement dermocaustiques,

et leur emploi est déelicat. Exemple de l'allylpropyl deésulfite (figure 1).
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Exemple 7 : Structure de la thujones

Exemple 9 : Structure du
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Exemple 10: Structure de l'allylpropyl
désulfite

Figure 1: Quelques exemples des composants des huiles essentielles. (MOREL, 2008;

Franchomme et al.,2009 ).

VII.

Facteur influencant la composition chimique des huiles essentielles

Il existe beaucoup de facteur externe pouvant influencer la composition chimique de

I’HE : la tempeérature, le taux d’humidité, la durée d'ensoleillement, la composition chimique

du sol, la partie de la plante utilisée, le cycle végétatif de la plante, la méthode utilisée pour

I'extraction, sont d'autant de facteurs susceptibles d'exercer les modifications chimiques.

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en HE par

exemple : les citrus ont une teneur importante en HE lorsque la température est élevée. Les
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fleurs de Chrysanthemum caronarum sont riches en HE sous l'effet de fertilisants (Porter,
2001).

VIIl.  Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont produites par certains végétaux grace a leurs organes
sécréteurs localisés dans différentes parties de la plante (fleur, fruit, bois, racine, feuille...).
Ces plantes, dites aromatiques, représentent seulement 10% de toutes les espéces végétales de
la planéte. En effet, la plupart des végétaux possédent une odeur caractéristique mais ne font
pas forcément partie des plantes aromatiques. Pour qu’un végétal appartienne a la famille des
plantes aromatiques, il doit contenir une quantité plus ou moins importante d’essences dans
une ou plusieurs parties de sa structure (Bonnafous et Miles, 2013).

Les plantes aromatiques sécrétent ces substances afin de se protéger contre les
maladies, le froid, le dessechement et certains prédateurs, comme les insectes nuisibles. Ainsi,
la quantité d’essence fabriquée par la plante est directement proportionnelle a 1’intensité de la
rudesse climatique contre laquelle la plante doit faire face. Inévitablement, le taux d’essence
obtenu a partir d’une plante qui pousse dans des conditions sauvages sera plus élevé que celui
obtenu a partir d’une plante cultivée par ’homme. Cependant la culture des plantes
aromatiques demeure indispensable pour la sauvegarde de la biodiversité naturelle.

( Purchon, 2008 ;Festy, 2008 ).

Différentes méthodes d’extraction sont utilisées, le choix de la technique dépendra de
la partie de la plante sélectionnée, du rendement souhaité, de la durée d’extraction, du cott...
A titre d’exemple, la fleur de lavande contenant plus d’HE que la tige, la distillation de la
fleur présentera un meilleur rendement que celle de la tige. Quel que soit la méthode utilisée,
la composition moléculaire d’une HE doit rester identique au cours de 1’extraction.(Worwood,
2002 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou 2012).

Actuellement, trois procédés d’extraction sont reconnus : la distillation a la vapeur d’eau,
I’expression mécanique, et I’extraction par solvant.
1. La distillation ou ’entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur constitue la technique la plus connue et la plus ancienne
pour ’extraction des substances volatiles. En effet, des traces de son utilisation datant de
I’antiquité ont été retrouvées. Avec le temps, les appareils d’extraction se sont perfectionnés,
mais le principe de distillation reste inchangé. Toute huile essentielle étant insoluble dans
I’eau, la distillation consiste donc a entrainer 1’huile par de la vapeur d’eau. La majorité des

huiles essentielles peuvent étre extraites de cette fagon, a la condition qu’elles ne soient pas

8
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altérées par la chaleur, ce qui est le cas des fleurs de jasmin, trop délicates pour survivre a des
températures ¢levées, I’HE de jasmin est donc obtenue a I’aide d’une méthode plus douce :
I’enfleurage. (Worwood, 2002 ; Bonneval et Dubus, 2014)

La distillation consiste a faire passer de la vapeur d’eau a travers une cuve contenant la
plante aromatique. Cette méthode se caractérise ainsi par sa douceur et sa délicatesse car la
plante ne se retrouve pas directement immergée dans I’ecau bouillante. L’extraction doit
s’effectuer sous basse pression afin d’éviter des phénoménes de suroxydation responsables
d’une contamination des huiles essentielles par des goudrons cancérigénes. (Worwood 2002;
Hoare, 2012; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

Toutes les opérations d’extraction se réalisent dans un alambic, illustré dans la figure 2

feu
eau

vapeur d'eau

plantes aromatiques

vapeur d'eau chargee
d'H.E

eau froide

;:’ﬂ.
.

eau chaucge

eau + H.E

huile essentielle

hydrosol ou hydrolat

Figure 2 : procédé d’extraction d’une huile essentielle par entrainement a la vapeur
d’eau (Roux-Sitruk, 2009).

La durée de I’extraction demeure variable et peut étre longue : en moyenne, la
distillation dure 30 minutes, mais si I’on souhaite extraire la totalité de ’'HE contenue dans
la plante, 1’opération nécessite bien plus de temps.

2. Distillation seche
Lors d’une distillation seéche, la plante n’est pas en contact direct avec 1’eau. La masse
végétale est disposée sur une plaque perforée et de la vapeur d’eau y est injectée au travers. Il
est possible de travailler en surpression modérée (de 1 a 3 bars) afin de gagner en temps et en
énergie mais la qualité de 'HE peut en suffire (Bruneton, 2009). Cette méthode est utilisée

pour les écorces, bois et racines.
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3. Expression a froid

C’est le procédé le plus ancien et le plus simple pour obtenir une HE. Cependant, il
reste limité car il ne s’applique qu’aux agrumes dont le péricarpe des fruits possede des
poches sécrétrices d’essences. Cette technique, née en Sicile et en Calabre, est uniquement
mécanique et consiste a broyer, a 1’aide de presses, les zestes frais afin de détruire les poches
sécrétrices d’essences et donc de libérer I’essence qu’elles contiennent. L’expression a froid
permet de limiter I’oxydation en conservant les antioxydants naturels présents dans la fraction
non volatile de ’essence. Le produit final obtenu est appelé essence car il n’a subi aucune
modification chimique lors de son procédé d’extraction (Baudoux et al., 2012 ; Roux , 2011).

4. Extraction par les solvants

L’extraction par les solvants est un procédé inspiré¢ de ’enfleurage qui utilise des
solvants non aqueux. Il peut s’agir de I’hexane, d’éthers de pétrole, d’huiles, de gaz... Le
solvant idéal doit étre sélectif pour extraire les molécules aromatiques mais pas les molécules
indésirables comme les pigments (Garneau, 2005).

Le point négatif des solvants organiques est leur toxicité. Cela réduit les champs
d’application des extraits obtenus (appelés « concrétes »), notamment dans les domaines
pharmaceutiques et agroalimentaires (Piochon, 2008).

% Autres méthodes d’obtention des huiles essentielles

D’autres méthodes ne sont autorisées par la pharmacopée europeenne pour obtenir une
HE de qualité pharmaceutique :

1. Percolation ou hydrodiffusion

La percolation est une méthode consistant a envoyer la vapeur d’eau de haut en bas et
non de bas en haut comme pour la distillation. Cette méthode a 1’avantage d’étre plus rapide
et donc moins préjudiciable a la qualité des substances aromatiques. Cependant, la percolation
possede I'inconvénient de charger les HE en substances non volatiles. Il en résulte des «
essences de percolation » et non des HE a proprement parler (Roux, 2011)

2. Extraction au CO2 supercritique

Ce procédé, tres moderne, consiste a faire éclater les poches a essences des végétaux
et ainsi entrainer les substances aromatiques en faisant passer un courant de CO2 a haute
pression dans la masse végétale (en générale les fleurs). On utilise le CO2 car il possede de
nombreux atouts : il s’agit d’un produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable, facile a
éliminer totalement, aisément disponible, peu réactif chimiquement et enfin peu codteux. Le
CO2 a également la capacité de fournir des extraits de compositions tres proches de celles

obtenues par les méthodes décrites dans la pharmacopée européenne. Tous ces avantages
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permettent & ce procéde de se développer malgré un investissement financier important
(Keville et Green, 1995 ;Baysal et Starmans , 1999).

Hite

SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Stockage
€02 liquide

Extracteur

Figure 3: L'extraction au CO2 supercritique
3. Enfleurage
L’enfleurage est une technique ancienne mettant en contact [’organe producteur
(généralement la fleur) avec une graisse qui se sature en HE aprés quelques jours. On obtient
alors des pommades qui sont utilisées telles quelles ou extraites par de I’éthanol. Les extraits
alcooliques aux fleurs ainsi obtenus sont appelés « absolues » (Lardry et Haberkorn , 2007).
4. Hydrodistillation
Maintenant, des méthodes d’hydrodistillation améliorées sont inventées, on peut citer :
4.1.Hydrodistillation sous pression
Bien que ce procédé conduise a une amélioration du rapport d’entrainement, donc, a
des économies d’énergie, I’influence d’une température €levée (supérieure a 100°C) sur la
qualité de I’huile essentielle donne lieu a certains artéfacts.
4.2.Le systéeme de thermopompage
Consiste a pomper la chaleur du condenseur et a I'utiliser pour la production de
vapeur. Les économies d’énergie calorifique et d’eau de refroidissement se situeraient entre
60 et 90%.
4.3. Turbodistillation
Pour activer la distillation a la pression atmosphérique, 1’alambic est équipé d’une

turbine qui permet d’une part, la dilacération des matieres végétales, d’autre part une agitation
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turbulente, d’ou un meilleur coefficient de transfert thermique et une augmentation de la

surface de vaporisation (Cu et al.,1999).

4.4 Hydrodistillation par micro-ondes
Meéthode tres rapide (temps de travail divisé par 5 a 10 par rapport a I’hydrodistillation
traditionnelle), peu consommatrice d’énergie (température plus basse) et de qualité supérieure
a I’hydrodistillation traditionnelle. Elle consiste a chauffer sélectivement une plante par un
rayonnement micro-ondes dans une enceinte ou la pression est diminuée de fagon
séquentielle : I’HE est alors entrainé dans un mélange azéotropique formé par la vapeur d’eau

de la plante traité (sans ajout d’eau pour les produits traités en frais) (Skaria et al., 2007).

Hydrodistillation ou distillation simple

Figure 4 : L'hydrodistillation
1 :Chauffe-ballon 2:Eau bouillante 3:Thermometre 4:Réfrigérant a eau 5:Arrivée d'eau froide
et Sortie d'eau tiédie6:Essencier 7:VVégétal 8:Huile Essentielle
X.  Procédure par épuisement

Les HE peuvent étre extraites par des solvants volatils, type benzéne. A partir des
concrétes de feuilles et de fleurs obtenues, des « absolues » sont obtenues apres extraction par
de I’éthanol. L’évaporation de 1’éthanol conduit aux « essences concretes ». Ces dernieres
contiennent généralement 2 a 3% de solvants résiduels et ne peuvent étre utilisées que pour
I’aromachologie (Velé , 2015).
XI.  Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Selon la Pharmacopée Francaise et Européenne, le contrdle des huiles essentielles

s’effectue par différents essais, comme la miscibilité a 1’éthanol et certaines mesures
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physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et 1’odeur
sont aussi des parameétres importants (Pibiri , 2006).

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une huile essentielle reste
cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de connaitre tres
exactement la composition chimique.

1. Chromatographie en phase gazeuse(CPG)

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I’identification
des composants d’une HE, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative (Paris et
Godon, 1979).

L’échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’¢lution est assurée par un
flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé
entre une phase gazeuse mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte (Skoog et al., 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement
retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénomene appelé
« rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a
celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns aprés les autres. On
enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul, puis un pic au
passage de chaque soluté séparé (Tranchant, 1995).

XII.  Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous

certaines conditions.

Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons.

Il est préférable de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté (brun, vert,
ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiere a une température ambiante jusqu’a 20°C
(Agkerman et al.,1996).

11 existe des normes spécifiques sur ’emballage, le conditionnement et le stockage des

huiles essentielles ainsi que sur le marquage des récipients contenant des HE (Pénoéld,2001).
X111, Activite biologique des huiles essentielles
Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques :
1. L’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne d’une huile essentielle spécifique est principalement

déterminée par sa concentration et sa composition chimique. La plupart des composants qui

présentent une efficacité antimicrobienne éleveée sont les phénols, suivis des terpenoides
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0XYgenés, les terpenes et autres constituants des huiles essentielles, notamment les cétones et
les esters, tels que le B-mycrene, 1’a thujone et 1’acétate de géranyl, présentent une activité
antimicrobienne beaucoup plus faible que les phénols et les terpénoides (Jiajia Rao et
al.,2019).

2. Activité insecticide

L'activité insecticide des plantes aromatiques s'exerce a deux niveaux : un effet léthal
sur les populations adultes et une inhibition de la reproduction. L'activité protectrice des
plantes aromatiques résulte de l'action de plusieurs composés allélochimiques, notamment
terpéniques et polyphénoliques, que les plantes synthétisent au cours du métabolisme
secondaire. L'utilisation de ces molécules dans le cadre de la lutte écochimique pourrait
contribuer a diversifier les méthodes de lutte contre les insectes phytoravageurs(Regnault-
Roger et Hamraoui 2013).

3. Activité antioxydantes

Les huiles essentielles (HE) représentent une source de molécules bioactives et font
I’objet de nombreuses études pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour la
protection des aliments contre 1’oxydation (Barkat et Imene ,2011).

Le recours a ces huiles s’avere étre un choix pertinent comme agents de conservation a
la place des conservateurs synthétiques. Le réle de ces essences comme antioxydants naturels
suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies
inflammatoires et cardiovasculaires ; elles sont également utilisées comme additifs en
industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Houbairi et al.,2015).

4. Activités anthelminthiques

Certaines huiles essentielles sont reconnues pour leur action sur les vers intestinaux.
Un des constituants ayant montré une activité anthelminthique est ’ascaridole qui reste le
principal constituant actif de 1’essence de Chenopodium ambrosoides et du thymol (Satrija et
al.,1995).

5. Activité sur les affections respiratoires etantiseptique

Certaines huiles essentielles sont dotées d’un pouvoir antiseptique marqué. Ce dernier
s’exerce sur des souches bactériennes variées, y compris celles habituellement résistantes en
antibiotique (Tétracycline, acide oxolinique) (Burt, 2004). En effet, elles sont « eu-biotiques »
( Ngassapa et al., (2003). C’est a dire qu’elles détruisent les parasitent sans interférence avec
I’organisme hoéte, contrairement aux antibiotiques qui trés souvent interagissent avec les
parasites en les dénaturant avec des effets secondaires sur les sujets traités. Elles agissent

géneralement a faible dose (Bruneton, 1995). Certaines huiles essentielles sont utilisées dans
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le traitement de certaines maladies du tractus respiratoires : toux, bronchites, angines...
(Milijaona et al., 2003).
XIV.  Mécanismes d’action des huiles essentielles
1. Cytotoxicité

Les huiles essentielles ou certains de leurs constituants sont en effet efficaces contre
une grande variété d'organismes tels que les bactéries, les virus, les champignons, les
protozoaires, les parasites, les acariens, les larves, les vers, les insectes et les mollusques
(Lahlou et Berrada ,2001).

En raison du nombre important des constituants qu’elles contiennent, les huiles
essentielles n’ont pas de cibles cellulaires spécifiques (Carson et al., 2002). En tant que
lipophiles, elles passent a travers la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique, ce qui
perturbe la structure des différentes couches polysaccharidiques, des couches
phospholipidiques, des acides gras et rend ainsi la membrane permeable.

Les huiles essentielles peuvent coaguler le cytoplasme (Gustafson et al.,1998) et
induire des dommages lipidiques et protéiniques (Burt, 2004). Ces altérations de la paroi
cellulaire et de la membrane entrainent la fuite des macromolécules et la lyse cellulaire (Cox
et al., 2000 ;Lambert et al., 2001; Oussalah et al., 2006).

Les huiles modifient ainsi la fluidité des membranes, qui deviennent anormalement
perméables, entrainant une fuite de radicaux, et de cytochrome C ; la fuite des ions calcium et
des protéines peut avoir lieu, comme dans le cas du stress oxydatif et 1’échec bioénergétiques
(Yoone et al., 2000 ; Armstrong, 2006).

2. Phototoxicité

Dans le cas de la phototoxicité, les huiles essentielles pénétrent dans la cellule, sans
pour autant endommager les membranes ou les protéines et I'ADN. Des réactions radicales
par excitation de certaines molécules et le transfert d'énergie par la production de mono
oxygene se produisent lorsque les cellules sont exposées a la lumiére. Ceci peut causer des
dommages macromoléculaires au niveau des cellules et dans certains cas la formation
d'adduits (adducts) covalente a I'ADN, protéines et lipides membranaires (Davis ,2006).

De toute évidence, la phototoxicité ou la Cytotoxicité dépendent des types de
molécules présents dans les huiles essentielles et de leur compartimentation dans la cellule, la

production de différents types de radicaux, avec ou sans exposition a la lumiére.
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XV.

Précautions d’emploi

Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a doses adaptées afin

d’éviter de dommageables effets secondaires.

XVI.

>
>

I ne faut jamais injecter d’huiles essentielles par voie intramusculaire ou veineuse.
Certaines huiles essentielles pures sont agressives pour la peau, comme 1’huile
essentielle de thym vulgaire. Il faudra donc les diluer dans une huile végétale (amande
douce, olive...).

Il faut se laver les mains apres toute application cutanée.

Il ne faut jamais appliquer d’huile essentielle pure sur les yeux, le nez, le conduit
auditif, les muqueuses ano-génitales.

Il ne faut pas mettre sur la peau des huiles essentielles avant toute exposition au soleil.
Il est interdit de faire des aérosols d’huiles essentielles aux patients allergiques et
asthmatiques sans contréle médical,

Il faut faire attention aux interactions avec les traitements des patients. Les huiles
essentielles peuvent interagir avec un médicament. Par exemple, 1’huile essentielle
d’ail stimule la thyroide alors que celle de fenouil diminue son activité.

Il faut éviter d’utiliser I’huile essentielle de Mentha piperata sur une zone trop étendue
du corps car elle peut provoquer des convulsions, un effet vasoconstricteur et
anesthésiant. Elle est fortement contre-indiquée chez la femme enceinte, et chez le
nourrisson jusqu’aux enfants agés de moins de sept ans.

Il faut éviter de laisser les flacons a la portée des enfants (Davis, 2006 ; Baudoux,
2007).

Intéréts et roles des huiles essentielles

Depuis le Moyen Age, les huiles essentielles sont largement utilisées pour des

applications bactéricides, virucides, fongicides, antiparasitaires, insecticides, médicinales et

cosmétiques, en particulier dans les industries pharmaceutique, sanitaire, cosmétique, agricole
et alimentaire(Bakkali, 2007).

Les huiles essentielles sont extraites des plantes aromatiques et essentielles, elles sont

réputées pour leurs propriétés thérapeutiques (tel que les terpenes), en particulier anti-

infectieuses, souvent sous forme de produits non médicamenteux. Comme ce sont des

composés volatils, elles jouent également un important role dans la défense des plantes et des

foréts contre les agressions naturelles, mais aussi pour lutter contre la sécheresse en

contribuant a la pluviosité (Soualech et Soulimani, 2016) et ce pouvoir n’est pas seulement

réservé aux plantes, mais également pour tout étre sur cette terre. Elles vont donc nous
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permettre de nous aider a soutenir et stimuler notre organisme de maniére naturelle, sans les
inconvénients des substances chimiques : pas d’effets secondaire (si elles sont utilisées
correctement) ni d’accoutumance. Elle s’adapte aux besoins de 1’organisme sans remplacer
ses fonctions.

Sont également reformulées par I’industrie alimentaire pour remplacer les additifs
alimentaires artificiels, tels que les colorants, les ardmes et les agents de conservation, par des
alternatives plus naturelles.

Ainsi, elles sont utilisées dans 1’agroalimentaire (gateaux, biscuits, soupe, sauce,
chewingum, chocolats, bonbons...) pour aromatiser la nourriture. Elles sont également
utilisées dans I’industrie de la parfumerie, de la cosmétique et de la savonnerie. On les utilise
aussi dans la fabrication des adhésifs (colle, scotch ...), et celle de la nourriture pour animaux,

dans I’industrie automobile, dans la préparation des sprays insecticides (Bakkali, 2007).
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I.  Lavandula angustifolia Mill
1. Description

La Lavande officinale, Lavande vraie ou Lavande a feuilles étroites est une espéce de
sous-arbrisseaux de la famille des Lamiaceae. C'est une plante qui est appréciée pour son
odeur. C'est la plus appréciée des lavandes pour la qualité olfactive de son huile essentielle.
La Lavande vraie se distingue par ses feuilles étroites et ses faux epis bleu-violet. Son odeur
fine et pénétrante. Spontanée dans le Sud-Est de la France, elle y est cultivée depuis plusieurs
siécles et sa distillation est une tradition déja ancienne.

Originaire des montagnes provencales : France, Bulgarie, Moldavie ou Russie, la

Lavande Fine pousse a I’état sauvage entre 800 et 1800 métres d’altitude.
2 -

Figure 5 : plante de lavande fine
2. Historique
Les Romains profitaient déja des qualités aromatiques de la lavande aux thermes et ils
en parfumaient leurs vétements et leurs bains. Son nom est d'ailleurs dérivé de lavare, un mot
latin qui signifie « laver ». Le mot « lavandiere » vient du fait qu'on ajoutait de la lavande a
leau de lessive afin de parfumer les vétements. Au Moyen Age, ses pouvoirs
désinfectants étaient reconnus et on en faisait des fumigations et des emplatres destinés a
combattre la peste.
Pendant de nombreuses années, son huile essentielle fut également employée pour déesinfecter
I’air de certains hopitaux. Aujourd’hui, I’huile essentielle de Lavande Fine est considérée

comme 1’une des bases de 1’aromathérapie.

3. Description botanique

La Lavande officinale ou Lavande fine est la plus prisée. Originaire des basses
montagnes du bassin méditerranéen, elle pousse en altitude au-dessus de 1 000 m sur des
coteaux arides, calcaires et ensoleillés. C’est une plante vivace et broussailleuse. Ses feuilles
sont étroites, linéaires et ses fleurs bleu-violet apparaissent en épis associés a deux petites

bractées ovales et pointues. Son excellente tolérance cutanée, sa parfaite innocuité, son
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efficacité prouvée lui attribuent une place de choix dans toutes les pharmacies familiales
naturelles.
Il existe plusieurs especes botaniques de lavandes et elles ne possedent pas toutes les mémes

vertus (La lavande officinale, La lavande stoechade, La lavande aspic, Le lavandin)

4. Classification

La Lavande fine est une espece d'arbre de la famille des Lamiaceae.

= Domaine : Biota

= Regne : Plantae

= Sous-Régne : Viridaeplantae

= Infra-Regne : Streptophyta

= Classe : Equisetopsida

= Clade : Tracheophyta

= Clade : Spermatophyta

= Sous-Classe : Magnoliidae

= Ordre : Lamiales

= Famille : Lamiaceae

= Sous-Famille : Nepetoideae

= Tribu : Ocimeae

= Genre : Lavandula

= Espéce : Lavandula angustifolia Mill.

= Sous-Espece : Lavandula angustifolia subsp.
5. L’huile essentielle de la lavande fine

L’huile essentielle de Lavande officinale, est sans conteste une huile essentielle
incontournable de 1’aromathérapie. Obtenue a partir des sommités fleuries de la lavande par
distillation complete, elle est particuliérement appréciée pour son parfum délicat, ainsi que ses
vertus apaisantes et regénérantes. Au vu du nombre d’articles scientifiques existants, 1’huile
essentielle de Lavande officinale est trés probablement 1’huile essentielle la plus étudiée
aujourd’hui, ce qui permet de justifier sans grande difficulté de son grand intérét pour
soulager les problemes de peau, les troubles nerveux, ainsi que les douleurs chez les petits

comme chez les grands.
6. Propriétés des huiles essentielles
L’huile essentielle de lavande fine est reconnue pour ces propriétés :

e Anti inflammatoire, antalgique et anesthésique
e Propriétés antispasmodiques
e Propriétés relaxantes, et anxiolytiques

e Propriétés a visée cutanée : cicatrisante, anti inflammatoire, et antiride
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e Poux : action préventive et curative
e Cardiovasculaires
7. Composition
o Esters terpéniques : acétate de linalyle (25-45%b), acétate de lavandulyl
e Monoterpénols : linalol (20 & 40%b), a-terpinéol, terpinéne-4-ol
o Autres composants en faibles quantités : limonene, 1,8 cinéole, camphre octanone,
B-caryophylléne.
Il.  Pinus sylvestris L
1. Description
Le Pin Sylvestre est un arbre résineux appartenant a la famille des Pinacées (Pinus
sylvestris), porte plusieurs noms, comme « pin d'Auvergne », « pin de Geneve », « pin rouge»
ou encore « pin d'Ecosse ».
Naturellement présent dans une grande partie de I'Europe tempérée et de la Sibérie, il est
aussi appelé Pin du Nord ou Pin Riga. C'est I'espéce ligneuse dont l'aire de diffusion naturelle
est la plus étendue. Ce conifére peut atteindre 40 métres de hauteur et vivre jusqu'a 500 ans.
Son écorce de couleur ocre orangé-rouge est caractéristique, ce qui permet de le reconnaitre

parmi toutes les espéces de pin.

Figure 6 : plante de Pin sylvestre

2. Historique

Pinus est un nom d’origine grecque se référant a pitus, pitta « pin, résine » ou pix
« poix résine ».Sylvestre, est un prénom d’origine latine dérivé de Silva (signifiant la forét).

En 1534, I’explorateur « Jacques Cartier apprit des Indiens la valeur antiscorbutique
des extraits d’aiguilles de pin » (Jean-Pierre Willem). Le pére de la médecine grecque,
Hippocrate, le citait pour ses bénéfices sur 1’appareil respiratoire. Sous le régne de Louis-
Philippe, le pin sylvestre fut planté abondamment sur les landes et les zones rocheuses de la
forét de Fontainebleau.

Aujourd’hui, son aire de répartition naturelle est extrémement large : on le trouve du

sud de la peninsule ibérique a la Turquie, des montagnes écossaises a la Mandchourie en
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passant par I’extréme Nord sibérien. Il est couramment utilisé dans la construction et dans la
fabrication de pate a papier, son bois étant exploité pour produire du déroulage de
contreplaqué et dans la charpente. On en tire aussi de I'essence térébenthine et évidemment de
I’huile essentielle de pin sylvestre.
3. Description botanique

Membre de la famille des Pinacées, comme le Sapin et I’Epicéa, le pin sylvestre est
originaire d’Asie. Il est aujourd’hui trés répandu dans les zones froides et montagneuses
d’Europe. Faisant partie des végétaux connus comme les plus anciens du monde, il apprécie
particulierement les sols sablonneux et rocailleux. 1l peut atteindre une hauteur de 40 métres.
Ses feuilles en forme d’aiguille poussent par paire. Il présente un cbne ovale de 7,5
centimétres de long vert puis brun lorsqu’il arrive a maturité. Dés la fin du printemps, des
cones bourgeonnent et leur couleur differe selon qu’il s’agit de cones males (jaunes) ou
femelles (rouges).

L'écorce de cette espéce, grise chez les jeunes sujets, se colore progressivement avec
I'dge en brun orangé. Tandis que I'écorce de son houppier saffine et se détache en minces
plaques, celle de la partie basse du tronc laisse apparaitre de profonds sillons. Ses aiguilles,
géminées et vrillées, mesurent 4 a 8 centimétres de longueur. De couleur gris vert ou gris
bleuté, elles sont souples, pointues, mais non piquantes.

4. L’huile essentielle de pin sylvestre

L’huile essentielle de pin sylvestre se caractérise par une forte odeur balsamique, et
épicée rappelant la note térébenthine. Obtenu par distillation a la vapeur d’cau. Cette huile
essentielle est irritante pure sur la peau. Il est indispensable de la diluer dans une huile
végétale.
Elle ne doit pas étre utilisée seule dans un diffuseur électrique a jet d’air sec. Il est
recommandé de lui associer une huile essentielle ou une essence de citronnier ou une huile

essentielle ou une essence de pamplemoussier.
5. Propriétés

Les propriétés de I’huile essentielle de Pin sylvestre s’expliquent par la présence de composés

actifs a I’origine présents dans les aiguilles et pommes de pin de Pinus sylvestris :

e Hypertensive
e cortison-like" : effet similaire a la cortisone, tonique et stimulante

e Antiseptique respiratoire et expectorante et percutané
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e Rubéfiante, elle réchauffe, analgésique cutanée
e Antibactérienne moyenne
e Décongestionnante lymphatique
e Anti-infectieuse (Bactéricide, antivirale, antifongique)
e Antalgique
e Anti-inflammatoire
e Drainante (anti-cedémateuse)

6. Constituants responsables des principales propriétés

e Alpha-pinene : 38 a 60 %

o Béta-pinene : 20225 %

e Limonéne:4al12%

o Béta-caryophyllée:2a3 %

7. Composition

Dans sa biochimie aromatique entrent le tanin, la résine, I'acide primarique, l'acide
primarinique, le pinipicrine, 40 % et 13 % de terpénes, Alpha-Pinéne et béta-pinéne, 25 a

30 % de limoneéne et de I'acétate de bornyle.

8. Classification

Le Pin sylvestre est une espéce d'arbre de la famille des Pinaceae .

Domaine : Biota

Régne : Plantae
Sous-Régne : Viridaeplantae
Infra-Régne : Streptophyta
Classe : Equisetopsida
Clade : Tracheophyta
Clade : Spermatophyta
Clade : Gymnosperma
Sous-Classe : Pinidae
Ordre : Pinales

Famille : Pinaceae

Genre : Pinus L.

Espéce : Pinus sylvestris L.
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Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et aromatiques, nous nous
sommes intéressées sur 1’un de leurs métabolites secondaires que sont les huiles essentielles
de deux plantes d’usage assez répandu; Lavandula angustifolia Mill et Pinus sylvestre L.

Afin d’étudier leur activité antibactérienne ainsi leur potentiel synergique vis-a-vis des
souches pathogenes, notre expérimentation s’est déroulée au sein du laboratoire pédagogique
de microbiologie de 'UMMTO, pour une durée de trois mois allant de 12 avril 2019 au 12
juillet2019.

I.  Matériel
1. Matériel microbiologique

Notre étude a porté sur huit souches bactériennes pathogénes référenciées, qui font
Partie de la collection des souches bactériennes du laboratoire de Microbiologie de
I’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou. Leurs caractéristiques sont représentées dans
le tableau ci-dessous :
Tableau | : Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes Caractéristiques

Enterococcus faecalis WDCM 00009 Coccobacille- Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cocci -Gram positif

Bacillus cereus ATCC 14579 Bacille-Gram positif

Enterococcus faecalis ATCC 10541 Coccobacille- Gram positif
Escherichia coli ATCC 25922 Bacille-Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bacille- Gram négatif

Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603 Forme de tige-Gram négatif-encapsulé
Citrobacter freundi ATCC 8090 Bacille-Entérobactérie-Gram négatif

2. Les huiles essentielles testées

Deux huiles essentielles naturelles, aromatiques et 100% pures ont été utilisés pour
I’évaluation antibactérienne qui sont : Lavandula angustifolia Mill et Pinus sylvestris L
représentées dans le tableau 1V :

Tableau I1 : Description des huiles essentielles testées

Huile Nom latin Molécule active | Organe Méthode d’extraction
essentielle
Lavande Lavandula | Acétate de Sommités fleuries | Distillation
fine angustifolia | linalyle, linalol,

Mill cis-p-ocimene
Pin Pinus a-pinéne, B- Aiguilles Distillation a la vapeur
sylvestre | sylvestrisL | pinéne d’eau
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3. Les antibiotiques utilisés I’ensemble des antibiotiques utilisés sont cités dans
le tableau suivant :

Tableau I11 : Les antibiotiques utilisés
Nom Abréviations
Amoxiline AM
Colistine CS
Cefotaxime CTX, CTX30
Gentamicine GN, CN, CN10
Oxytétracycline 0, 030
Kanamycine K, K30
Peniciline P
Peniciline G P10
Vancomycine VA
Amoxicillin AML30, AX25
Cefoxitin FOX30
Neomycin N30
Vancomycin VA30
Piperacilline PIP
Pefloxacin PEF
Piperacilline Tazobactam PZP
Cefazoline CzZ
Fosfomycine FOS

4. Les milieux de culture

L’ensemble des milieux de culture utilisés durant 1’é¢tude sont fournis par le laboratoire
pédagogique de microbiologie et qui sont représentés dans le tableau VI

Tableau 1V : Milieux de culture

Milieux de culture

utilisations

Gélose Muller Hinton (MH)

Etude de I’activité antibactérienne

Gélose nutritive (GN)

Repiquage des souches

Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

Enrichissement des souches bactériennes

5. L’Emulsifiant

C’est le diméthylsulfoxyde (DMSQO) quiest unsolvant polaire organosulfuré et
aprotique , ajouté pour diluer les huiles essenticlles testées afin d’avoir une meilleure
diffusion dans le milieu et comme témoin négatif pour comparer 1’activité des HEs.

6. Appareillage

La réalisation de ce travail a nécessité 1’utilisation des appareils suivants :

% Autoclave (WEBECO. Allemagne)

+ Bain marie (MEMMERT. Allemagne)
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X/
°

Balance (KERN770.Allemagne).

Etuve bactériologique a 37°C (BINDER. Allemagne)

Agitateur a barreau magnétique chauffant (GARHARDT. Allemagne)
Spectrophotometre (Vis-7220G.Biotech Engineering. Management CO.LTD (UK))
Réfrigérateur (ENIEM.ALGERIE)

Vortex (HEIDOLPH. Germany)

X/ /7 X/ 7
LR R X IR X g

e

*

I. Méthodes

1. Revérification et confirmation de la pureté des souches

Afin de Vérifier la pureté des souches, la méthode de coloration de Gram a été

effectuée :
1.1Principe de la méthode

La paroi bactérienne peut étre plus ou moins perméable au passage de certains solvants
Cette propriété est mise a profit au court de la coloration Gram.

Cette derniere, consiste a traiter un frotti ou un étalement bactérien séché, fixé a la

chaleur par une solution de violet de Gentiane, puis par une solution iodo-iodurée (Lugol).

En soumettant la préparation a I’action de I’éthanol, les cellules bactériennes réagissent de

deux facons et forment deux groupes :

Les unes dites « Gram négatif » se décolorent rapidement sous 1’action du solvant ; les autres,

au contraire, conservent leurs coloration violettes et sont dites « Gram positif ».

Pour accentuer le contraste, la préparation est finalement traitée par la fushine ou de la
safranine : les bactéries a Gram négatif se colorent en rose, tandis que les bactéries a Gram

positif restent violettes (Meyer et al.,).

2. Repiquage des souches
L’ensemble des souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur milieu nutritif
gélosé favorable a leur croissance pendant 24 h a I'obscurité a 37 °C afin d’obtenir des
colonies jeunes et bien isolées pour 1’étude de ’activité antimicrobienne.
Le repiquage se réalise 24h avant chaque nouvelle série de tests.
Afin de conserver les souches a court terme des colonies ont été ensemencées dans des
tubes contenant 3mL du milieu incliné (gélose de conservation) et incubé a 4°C.

3. Préparation et standardisation de la suspension bactérienne
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Une suspension bactérienne correspondant aux normes de MC Ferland a été préparée a
partir d’une culture pure et jeune (agée de 18 a 24h).

Ces normes équivalentes a une densité optique(DO) de 0.08 a 0.1 a 620 nm. Dans le but
d’obtenir une concentration de 10° UFC/ml.
Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de MH coulées dans des boites de Pétri par un
écouvillon imbibé de la suspension par la méthode de stries serrés.

4. Etude de ’activité antimicrobienne des deux huiles essentielles

Pour surmonter le probléme de résistance des microorganismes vis-a-vis des
antibiotiques, la plupart des travaux sont orientés actuellement vers d’autres agents
antimicrobiens possédant un mode d’action tout a fait spécifique (Labiod, 2016).

L’activité antimicrobienne des deux HE a été déterminée par deux meéthodes différentes :
v' La méthode de diffusion de disque en milieu gélosé (aromatogramme) cité par

(Sacchetti et al.,2005 ; Celiktas et al., 2007).

v" La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les CMI (NCCLS

2000).

4.1. Aromatogramme

Pour chaque souche testée des disques de papier Whatman de 6mm de diamétre
stériles imprégnés de 10ul de chaque huile diluée dans le DMSO (95% de L’huile+5% de
DMSO V /V) ont été déposés sur la surface de la boite de pétri contenant des géloses MH
ensemencées avec les suspensions bactériennes standardisées a étudier.

D’autres disques chargés de 10ul de DMSO stérile ont été déposés pour servir de
témoin négatif, et également un antibiogramme pour servir de témoin positif (tester la
sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques supposes).

Chaque huile et antibiotique diffusent a partir du disque au sein de la gélose et y déterminent
une zone d’inhibition en fonction de la concentration de I’antibiotique ou de I’huile.

Les bactéries croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une
concentration d’huile ou d’antibiotique suffisante pour inhiber leur croissance. Ainsi on
observe des zones circulaires indemnes de colonies au tour des disques appelées, zone
d’inhibition.

Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’huile ou a
I’antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (Fauchere et Avril, 2002).
Ensuite, Les boites gélosées sont maintenues a la température du réfrigérateur (4°C)

pendant 1 heur afin de permettre la pré-diffusion.
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Enfin, incubées a 37°C pendant 24h pour la lecture. Deux essais sont réalisés pour
chaque test.

4.1.1. Lecture

L’activité antimicrobienne a été déterminée en millimetre a 1’aide d’une régle
mesurant le diametre de la zone d’inhibition et le résultat étant la moyenne des deux essais.
L’échelle de I’estimation de 1’activité antimicrobienne est donnée par (Mata et al.,2007) ; ils
ont classé les zones d’inhibition de la croissance en 5 classes :

e D>30mm : tres fortement inhibitrice.
e 2Imm<D<29mm : fortement inhibitrice.
e 16mm<D<20mm : modérément inhibitrice.
e 1Imm<D<I16mm : [égérement inhibitrice.
e D<10mm : non inhibitrice
4.2.Méthode de microdilution en milieu liquide

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des huiles
essentielles actives (celles représentants une grande activité sur les souches testées) sont
déterminées par la méthode de microdilution sur milieu liquide BHIB.

Une gamme de dilution décroissante de demi en demi de I’HE a été réalisée dans 10 tubes au
172, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, a partir d’une solution mere
contenant 225ul de I’'HE. (Voir tableau VII).

Chaque tube contient 1.77ml de milieu liquide BHIB.

D’un tube a un autre commencant de la solution mére on préléve 1ml jusqu’au 10eme tube a
partir duquel le dernier ml est jete.

Au final, 5ul de la suspension bactérienne standardisée est ajoutée pour chaque tube.
Deux témoins sont également réalisés : un témoin négatif contenant uniquement le BHIB, et
un témoin positif contenant en plus du BHIB la suspension bactérienne.

Les tubes sont ensuite incubés a 37°c pendant 24h, la CMI est définie comme la plus
faible concentration de I’HE qui ne montre aucune croissance bactérienne visible (pas de
trouble visuel).

Les essais de détermination de la CMI sont limités a I’HE Lavandula angustifola Mill et & la

combinaison (25%H1+75%H2) pour B. cereus et E.coli respectivement.

Quant a la CMB, des boites gélosées sont ensemencées avec 100ul de la suspension du

tube ne présentant pas de turbidité visible.
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Les boites sont alors incubées pendant 24h a 37°C, la CMB est la plus faible concentration

qui inhibe toute culture visible sur gélose apres la période d’incubation.

Tableau V : valeurs des dilutions déterminant la CMI

Rapport de | Solution | Tubel | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
dilution de | mére 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024
I’HE

% 100 50 25 125 |6,25(3,12 |15 (0,78 |04 0,2 0,1
HE pl /ml | 127,11 | 63,55 | 31,77 | 15,88 | 7,94 |3,97 198|099 |0,49 |0,25 |0,12

Selon Koba et al., (2004) le pouvoir antibactérien d’une huile essentielle vis-a-vis d’une
souche peut étre classé comme suivant :
e CMI<50ul/ml : pouvoir inhibiteur excellent ;
e 50ul/mI<CMI<250ul/ml : pouvoir inhibiteur intéressant ;
o  250ul/mI<CMI<500ul/ml : pouvoir inhibiteur faible ;
e CMI »>500ul/ml : pouvoir inhibiteur nul ;
Le rapport CMB/CMI peut étre également calculé pour mettre en évidence la nature de
I’effet antimicrobien des huiles essentielles testées. Lorsque le rapport est inférieur a 4, I’huile
essentielle est considérée comme une huile essentielle bactéricide et lorsque le ratio est
supérieur a 4, elle est considérée comme huile essentielle bactériostatique (Lakhdar et
al.,2016).
4.3. Etude de la combinaison des huiles essentielles Lavandula angustifolia
Mill et Pinus sylvestris L
Au sein de cette étude 3 combinaisons des deux huiles ont été effectuées
(50%H1+50%H2, 25%H1+75%H2, 75%H1+25%H2) puis testées sur les huit souches de
références représentées dans le tableau Il1. Cela est réalisé en utilisant le méme protocole des
deux méthodes citées précédemment :
e Meéthode de diffusion de disque
Pour chaque concentration 5ul de DMSO est additionné a 95ul de chaque
combinaison obtenant ainsi des huiles diluées. En gardant le méme principe les boites
ensemencées ont été laissées au réfrigérateur pendant lheur puis incubées a 37°C pendant
24h.
Apres I’incubation la mesure du diamétre d’inhibition en millimétre est réalisée (disque

inclus).
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e Technique de microdilution
Le mode opératoire de ce test est basé sur celui de la méthode de microdilution décrite

dans la page précédente. Une seule souche a éte choisie (E. coli ATCC 25922).
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I1l.  Résultats
1. Résultats de la revérification de la pureté des souches

La pureté des souches a été vérifiée aprés 24h d’incubation a 37° C a I’examen

macroscopique des colonies bactériennes sur gélose nutritive et microscopique apres
coloration de Gram.

Quelques photographies ont éte prises et illustrées dans la figure ci-dessous.

E.faecalis K.pneumoniae B.cereus

P.aeroginosa E.coli

Figure 7 : Photographies des souches testées apres coloration de Gram au microscope

photonique au grossissement 100
2. Résultats de I’activité antimicrobienne des deux huiles essentielles

L’étude in vitro du pouvoir inhibiteur des huiles essentielles a été qualitative par
I’estimation du diamétre de la zone d’inhibition autour des disques. Elle est aussi quantitative

par la détermination de la CMI (Djabou et al.,2013).
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En milieu solide, I’action antibactérienne des huiles essentielles testées se traduit par

I’apparition ou 1I’absence d’un halo d’inhibition autour des disques (Figures 8,9).
1.1.Lavandula angustifolia Mill

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle pure Lavandula angustifolia Mill
montre une forte activité sur la plupart des souches bactériennes. E. coli, E.

faecalis(WDCMO00009) et C.freundi sont les bactéries les plus sensibles.

D'autre part, on remargue que S.aureus, P.aerogenosa et B. cereus sont moyennement
sensibles. Par contre E. faecalis(ATCC14579) et K. Pneumoniae étaient résistantes a cette

huile essentielle, les résultats sont démontrés dans la figure8.

E.faecalis K.pneumoniae E.faecalis WDCM
ATCC 10541 00009

Figure 8 : Photographies correspondants aux résultats de I’activité antibactérienne de I’HE Lavandula

angustifolia Mill
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Les résultats étudiés sont illustrés dans Le tableau VI :

Tableau VI : Résultats de I'aromatogramme de Lavandula angustifolia Mill

souches bacteriennes Diameétre des zones d’inhibition en
mm (diameétre du disque inclus)

Enterococcus faecalis WDCM 00009 12+0.00
Staphylococcus aureus ATCC 25923 9+1.41

Bacillus cereus ATCC 14579 9.5+0.70
Enterococcus faecalis ATCC 10541 -

Escherichia coli ATCC 25922 12+1.41
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8+1.41

Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603 -

Citrobacter freundi ATCC 8090 11+1.41

- : absence de zone d’inhibition
2.2Pinus sylvestris L
L’huile essentielle Pinus Sylvestris L montre une activité legérement inhibitrice vis-a-
vis des souches : E. coli, K. Pneumoniae et B. cereus, contrairement aux deux souches
d’Enterococcus faecalis, S. aureus, P. aeruginosa et C.freundi ou on a noté absence

d’activité, les résultats sont démontrés dans la Figure9.

—

S em———.

P.aeruaginosa

E.faecalis
ATCC 10541

2 E.faecalis

S.aureus ; :
WDCMO00009 K. Pneumoniae E.coli

Figure 9 : photographies des résultats de I’activité antibactérienne de I’HE Pinus sylvestris L
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Les résultats de ’activité de I’HE obtenus sont récapitulés dans le tableau VII.

Le tableau VII: Résultats de I’activité antimicrobienne du Pinus sylvestris L sur les souches
testées

souches bactériennes Diameétre des zones d’inhibition en mm
(diameétres des disques inclus)

Enterococcus faecalis WDCM 00009 -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 -

Bacillus cereus ATCC 14579 13.5+0.70
Enterococcus faecalis ATCC 10541 -
Escherichia coli ATCC 25922 8.5+0.70
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -
Klebsiella ATCC 700603 13+1.41

Citrobacter freundi ATCC 8090 -

- : absence de zone d’inhibition

Enfin, les résultats des deux huiles ont été comparés a des témoins négatifs dont un

tapis bactérien a été observé : ce qui signifie que le DMSO n’a pas d’effet sur les souches

testées (les photographies sont illustrées dans la figure 10.

E.faecalis WDCM  preumon C.freundi 'P.aeruginosa
00009

Figure 10: Résultats du test de témoin négatif (DMSO) réalisé sur I’ensemble des souches
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Egalement les résultats des deux huiles ont été comparés a des témoins positifs ou
quelques antibiotiques testés se sont révélés trés actifs vis-a-vis de ces souches (CN10, O30,

FOX30, K30, V30 P, P10, AX25, N30, PEF), les résultats sont illustrés dans la figure 11 et
tableau X.

g ° “\'\
4 K30 Pe
(PlO eN10®

E.faecalis WDCM E.faecalis
00009 ATCC 10541
Figure 11 : Résultats du test témoin positif réalisé avec les ATBs sur I’ensemble des souches.

K. Pneumoniae

E.coli

Les valeurs indiquées sont les moyennes des deux mesures et les diameétres des
disques (6mm) sont inclus dans ces dernieres + 1’écart type
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Tableau VIII : Diamétre des zones d’inhibition des témoins positifs

Les souches Les antibiotiques testés ainsi le diamétre des zones d’inhibition en mm (disque
bactériennes inclus)
CN10 030 K30 VA30 FOX30 | P10 AX25 N30 PEF
Enterococcus faecalis
WDCMO00009 23.5+0.70 24+1.41 - 24+1.41 34.5£4.94
Staphylococcus
aureus ATCC25923 25.5+0.70 - 16.5£0.70 | 20.5+0.70 - 16.5+0.70
Bacillus cereus
ATCC14579 2740 - 29.5+0.70 - - - - 2440
Enterococcus faecalis
ATCC10541 2axlal ' ' : -
Escherichia coli
ATCC25922 26.5+0.70 | 25+1.41
Pseudomonas
aeruginosa 18+0 - 1354070 | 25¢0.70 | - 24%0.70
ATCC27853
Klebsiella KP700603 | 200 - 2620 - - - -
Citrobacter freundi
ATCC8090 245+2.12 | 28+2.82 - - 11%0 - - 332.12

- : Absence de zone d’inhibition

Le tableau au-dessus montre que 1’antibiogramme réalisé sur I’ensemble des souches
pathogenes testées est révélé trés actif sur la plupart d’entre elles, générant ainsi des zones
d’inhibitions allant de 11 a 34.5mm.
Par ailleurs les souches, K. Pneumoniae, P. aeruginosa et E.coli sont sensibles uniqguement a
trois ATBs dont CN10, O30 et K30.
Par contre, E.faecalis ATCC 10541 était la souche la plus résistante sur ’ensemble des ATBs

a I’exception de K30 avec une zone d’inhibition assez importante de 24mm.

D’aprés les résultats on constate que Lavandula angustifolia Mill exerce une activité

remarquable sur les souches testées dont : E.fecalis (WDCM 00009), S.aureus, B.cereus, E.
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coli, P.aerogenosa et C.freundi a I’exception de E.fecalis (ATCC 10541), et K. Pneumoniae
ou elle ne présente aucune activité.
Par contre, Pinus sylvestris L est efficace uniqguement envers : K. Pneumoniae, B.cereus et E.

coli.

K. Pneumoniae est révélée la seule souche représentant une grande résistance aux deux HEs

Pinus sylvestris L et Lavandula angustifolia Mill.

E.fecalis WDCM 00009 et E. coli sont les seules et uniques souches représentant une

sensibilité aux deus HEs.
3. Résultats de la combinaison des deux huiles essentielles

Les huiles essentielles sont associées en fonction de leurs propriétés et compositions

dans le but de créeer de nouvelles fragrances.

La comparaison des résultats de ’activité antibactérienne des deux HEs Lavandula
angustifolia Mill et Pinus sylvestris L ont montrées que les huit souches testées n’ont pas la

méme sensibilité vis-a-vis de ces essences.

Le résultat de combinaisons de plusieurs propriétés peut renforcer l'effet bénéfique de
chaque huile essentielle. C'est-a-dire que le mélange de plusieurs huiles essentielles ayant
des propriétés similaires donnera un produit plus « puissant». Chaque mélange est unique.
(Ahmed et Aqil, 2007).

Les résultats de notre étude sont démontrés dans le tableau XI et également dans la figure
10.
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Tableau IX : Résultats de 1’activité antibactérienne de la combinaison des deux huiles

essentielles Lavandula angustifolia Mill et Pinus sylvestris L.

Diametres des zones d’inhibition en (mm)

Les souches disques inclus (6mm)
50%H1+50%H2 75%H1+25%H2 25%H1+75%H2

Enterococcus faecalis 11.5+0.70 12.5+0.70 11.5+0.70
WDCMO00009
Staphylococcus aureus 18.5+0.70 16+2.82 14+1.41
ATCC25923
Bacillus cereus - - 13+1.41
ATCC14579
Enterococcus faecalis - - -
ATCC10541
Escherichia coli 10+0.00 11+0.00 14.5+3.53
ATCC25922
Pseudomonas aeruginosa - - -
ATCC27853
Klebsiella KP700603 - - -
Citrobacter freundi 8090 13+1.41 - 14.5+2.12

L’association des deux huiles essentielles a différentes concentrations présente des

effets variés avec des zones d’inhibition différentes d’une souche a une autre.

La figure 12 démontre les résultats de | combinaison des deux HEs a 75% pour Lavandula

angustifolia Mill additionnée a 25% du Pinus sylvestris L.

E.faecalis
ATCC 10541

e ———

B.cereus

E .coli

E.faecalis DCM
00009

C.freundi

Figure 12 : Résultats de la combinaison des deux HEs a (75%H1+25%H2)
H1: Lavandula angustifolia Mill
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La figure 13 démontre les résultats de | combinaison des deux HEs & 25% pour Lavandula

angustifolia Mill additionnée a 75% du Pinus sylvestris L.

1'--_—‘ . ‘ » . —
k. Pneumoniae E.faecalis WDCM P.aeruginosa E.faecalis ATCC
00009 10541

Figure 13 : Résultats de la combinaison des deux HEs a (25%H1+75%H2)
La figure 14 démontre les resultats de la combinaison des deux HEs a 50% pour Lavandula

angustifolia Mill additionnée a 50% du Pinus sylvestris

~ Bcereus = Efa

ecalis WDCM
00009

S.aureus . “C.freundi

Figure 14 : Résultats de la combinaison des deux HEs a (50%H1+50%H2)
H1 : Lavandula angustifolia Mill H2 : Pinus sylvestris L

R

% D’aprés les résultats illustrés dans le tableau (11) et figure (12), Staphylococcus
aureus (ATCC25923), Enterococcus faecalis WDCMO0009 et Escherichia coli
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ATCC25922 sont les souches sensibles aux trois combinaisons avec des diametres
allant de 10mm jusqu’a 16mm.

Par contre, P.aeruginosa ATCC27853, E.faecalis ATCC10541 et K. Pneumoniae
ATCC700603 sont résistantes.

B.cereus est sensible uniquement & la combinaison (25%Lavandula angustifolia
Mill+75% Pinus sylvestris L) avec un diametre de 13mm.

C.freundi ATCCB8090 est résistante a la combinaison (75% Lavandula angustifolia
Mill +25%H2), mais sensible aux deux autres associations (50% Lavandula
angustifolia Mill +50% Pinus sylvestris L) et (25% Lavandula angustifolia Mill +75%
Pinus sylvestris L) avec des diametres 13 et 14.5mm respectivement.

D’aprés nos résultats on constate que les bactéries a Gram positif dont :S.aureus
ATCC25923 et E.faecalis WDCMO00009 , sont révélées les plus sensibles a nos huiles
essentielles Pinus sylvestris L et Lavandula angustifolia Mill, puis B.cereus
ATCC14579 est peu sensible (pour une seule association uniquement) a 1’exception de
la souche E.faecalis ATCC10541 qui est Gram positif et qui représente une sensibilité
aux trois associations et donc aux deux huiles.

Par contre les bactéries a gram négatif la plupart sont résistantes dont P.aeruginosa
ATCC27853 et K. Pneumoniae ATCC700603, C.freundi ATCC8090 est peu résistante
(uniquement a 1’association 75% Lavandula angustifolia Mill +25% Pinus sylvestris
L) a I’exception de E.coli qui est sensible aux trois associations.

Il est a noté¢ aussi qu'une grande sensibilit¢ des souches est démontrée dans les
combinaisons ayant des concentrations élevées de I’huile de Pinus sylvestris L..

On comparant également les résultats du tableau XI aux résultats des tableaux
précédents VIII et 1X on peut déduire que I’huile essentielle Lavandula angustifolia
Mill présente une activité antibactérienne importante lorsqu’elle est seule que
lorsqu’elle est associée a la deuxiéme 1’huile qui est Pinus sylvestris L.

Comme il est a noté aussi que cette huile agit sur ’ensemble des souches étudiées avec
des zones d’inhibition moyennement importantes, a 1’exception de K. Pneumoniae
ATCC700603.Par contre Pinus sylvestris L présente une activité importante avec des
diameétres assez importants sur quelques souches uniquement dont E.coli ATCC25922,
K. Pneumoniae ATCC700603 et B.cereus ATCC14579 avec des diameétres : 8,5 13.5

et 13mm respectivement.
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4 Résultats de la CMI

Le résultat de la CMI est défini comme la plus faible concentration de I’HE qui ne
montre aucune croissance bactérienne visible (pas de trouble visuel).

Le résultat de la microdilution en série réalisées avec 1’huile Lavandula angustifolia
Mill sur la souche d’E.coli ATCC25922 est illustré dans la figure 15.

Figurel5 : Microdilution en série réalisées avec I’association de 25% de Lavandula

angustifolia Mill et 75% de Pinus Sylvestris L sur la souche d’E.coli ATCC25922.

Le résultat de la microdilution en série réalisées avec 1’huile Lavandula angustifolia
Mill sur la souche B.cereus est illustré dans la figure 16.

SM : Solution Mére T+ : Témoin positif T- : Témoin négatifFigure

Figurel6 : Microdilution en série réalisées avec la combinaison (25% Lavandula
angustifolia Mill et 75% Pinus sylvestris L) sur B.cereus ATCC14579.

D’apres la figure, il apparait que B. cereus ATCC14579 était résistante a la
combinaison des deux HEs avec une CMI >127,11. pl/ml.
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D’aprées Koba et al (2004), le pouvoir inhibiteur de I’huile Lavandula angustifolia Mill

est excellent avec une concentration de 31.77 pl /ml (CMI<50ul/ml) obtenu dans le tube (2).

5.Résultats de la CMB
Les résultats obtenus aprés 24h d’incubation a 37°c sont illustrés dans la figure 17.

Boites ensemencées avec le tube (2) et (3) pour E. coli ATCC25922.

s - s % \%

T3 : tube 3 T2 : tube 2
Figurel?7 : Résultats de la CMB obtenu pour la souche d’E. Coli ATCC25922.

D’aprés la figure on constate que 1’effet de Lavandula angustifolia Mill sur E. Coli

ATCC25922 est bactéricide, car I’inhibition est compléte et aucune croissance n’est apparue.
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V. Discussion

Plusieurs facteurs biotiques ou abiotiques et également la régulation différentielle des
divers constituants de I’huile essenticlle peuvent influencés la composition chimique ou le
chémotype d’une huile essentielle a une autre, ce qui rend chaque huile unique et différente et

donc on constate une activité antibactérienne plus ou pas ou moyennement importante.

De nombreux facteurs écologiques tels que la température, I’humidité relative,
I’insolation et la nature du sol peuvent influencer la composition chimique des huiles
essentielles (Boira et Blanquer, 1998 ; Oliveira et al., 2005).

Selon Sangwan et al.(2001), il est plus délicat de juger que I’influence de la

température sur la production d’essence par la plante tant les réactions sont variables et
spécifiques a chaque espeéce.
On sait que la plupart des especes ne sont présentes que sur une plage d’altitude bien définie.
Des études ont été menées pour déterminer I’influence de I’altitude a laquelle se développe la
plante peut avoir sur son profil biochimique. Ainsi, il a été déterminé pour la lavande
(Lavandula angustifolia Mill.) qu’un plant poussant a haute altitude produisait jusqu’a 10%
d’esters (acétate de linalyle) de plus qu’un plant se développant a une altitude moyenne. La
différence est la méme pour un plant soumis a la sécheresse (Faucon , 2012).

L’activité antimicrobienne peut étre influencée également par les familles des
plantes, selon Hussain et al., (2009) la période de la recolte et la région ont un effet sur la
famille des Lamiaceae tel que Lavandula et Thymus.

Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles essentielles
en fonction de la période de récolte, du site de récolte ou encore du cycle végeétal sont
nombreuses (Tonzibo, 1998, Oussou, 2009, Kouame, 2012).

La période de récolte est donc un facteur trés important.

I1 est établi aussi dans de nombreux travaux que 1’activité d’une huile essentielle est en
rapport avec les composés majoritaires des huiles (Dorman et Dreans, 2000, Saint et Kalemba
et al., 2003, Oussou et al.,2008 , Oussou et al., 2010), ont démontré que le thymol est le
composé qui posséde le plus large spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de
bactéries testées.

Aussi, des études réalisées par 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 1999) ont
également montré que ce constituant posséde une forte activité antifongique et antibactérienne

contre de nombreuses especes y compris les bactéries étudiées.
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Juven et al. (1994) et Lambert et al.(2001) ont expliqué le fait que le thymol se lie aux
protéines membranaires et fait augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire
bactérienne.

D’autres ¢tudes ont suggéré aussi que ce compos€ volatil est responsable de
I’inactivation d’enzymes, y compris celles impliquées dans la production d’énergic et la
synthése des constituants de structure (Trombetta, 2005).

La présence de terpénes (par exemple, le linalool et l'acétate de linalyle) et de
terpénoides (par exemple, le 1,8-cinéole), qui sont principalement responsables de leur saveur
caractéristique et leurs propriétés biologiques et thérapeutiques (Laurence et al., 2015).

D’apreés les études menées par Kim et al. (2008) : le p-caryophyllene dont la teneur est
de 15,20 a 8,06% chez A. conyzoides et de 9,67% chez C. odorata est connu pour étre actif
sur S. aureus.

Concernant notre étude 1’activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées serait
alors attribuable a une ou plusieurs molécules actives dont 1’ Acétate de linalyle, linalol, cis-B3-
ocimene pour Lavandeula angustifolia Mill et a-pinéne, B-pinéne pour Pinus sylvestris L.

Le screening des propriétés antibactériennes des deux échantillons d’huiles essentielles, révele
qu’elles possédent une activité antibactérienne vis-a-vis de I’ensemble des souches testées

avec une légere difféerence de sensibilité entre les bactéries gram+ et gram-.

De facon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles
essentielles sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la
perturbation de la force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu
protéique des cellules (Davidson, 1997).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leurs propriétés hydrophobes qui leur
permettent de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation des enzymes de la membrane,
une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K+): ce mécanisme a été observé avec
I’huile de Melaleuca alternifolia sur les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et a
Gram négatif (E. coli) et levure (Candida albicans) in vitro (Cox et al., 2000 et Carson et al.,
2002).

Il est a noter aussi que les bactéries a Gram+ ont été un peu plus sensibles que les souches a

Gram-, ceci est en accordance avec la majorité des travaux antérieurs.
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En effet, les Gram- possedent une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est
en relation avec la nature de leur paroi bactérienne. Chez les bactéries a Gram+, le
peptidoglycane est tres épais et associé a des protéines pariétales exposées et a des structures
polyosidiques (acides lipoteichoiques et acides teichoiques). En revanche chez les bactéries a
Gram-, le peptidoglycane est trés fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant
un espace périplasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique
hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines (porines) et de lipopolysaccharides
(LPS). L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes
pour quelles puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits
chimiques toxiques (antibiotiques).

La résistance des bactéries a Gram négatif aux glycopeptides et aux macrolides est due
a l'incapacité de ces molécules a franchir la membrane externe. En revanche, de rares travaux
rapportent I’inexistence de lien apparent, ni aucune corrélation entre 1’activité inhibitrice des
essences aromatiques et la nature de la paroi bacterienne (Boukhatem et al., 2014).

D’apres les zones d’inhibition générées par les huiles essentielles étudiées, ’huile
essentielle Lavandula angustifolia Mill présente la meilleure activité sur 1’ensemble des
souches testées. L’activité de 1’huile essentielle Pinus sylvestris L reste active aussi mais sur
certaines souches uniquement.

D’aprés la classification de Ponce et al. (2003), les zones d’inhibition, variant entre 8
et 13mm, indiquent que toutes les souches sont sensibles a 1’huile essentielle des fleurs de
Lavandula officinalis.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que les deux HEs inhibent la croissance des
bactéries avec des degrés de sensibilité différents. Cette sensibilité est attribuée
principalement a 1’activité antibactérienne des molécules lipophiles capables de pénétrer la
double couche phospholipidique, entrainant alors un changement de conformation et un
mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire (Calsamiglia et al., 2007).

Parmi les souches étudiées, P. aeruginosa s’est montrée résistante uniquement a Pinus
sylvestris L . En effet, cette bactérie posséde une résistance intrinseque aux agents biocides,
en relation avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de
lipopolysaccharides qui forment une barriére impermeéable aux composés hydrophobes. En
présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des substances inactives contre P.

aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000 et Bezic et al., 2013).
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D’aprés Hammer et al.(1999) et Deans & Ritchie, (1987) il semble que cette souche se
révéle résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles.

Les diameétres générés par les huiles essentielles, qui sont des mélanges complexes de
plusieurs molécules, sont nettement inférieurs a ceux produits par les antibiotiques et tres
variables selon I’huile utilisée.

Selon la classification de Duraffourd et al.(1990) , ’huile essentielle est considérée
comme inactive si elle produit des diamétres d’inhibition inférieurs ou égaux a 8 mm,
intermédiaire pour des diametres compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyennement efficace
pour un diamétre entre 14 et 20 mm. Pour un diametre supérieur ou égal a 20 mm 1’huile est
tres efficace.

La sensibilité des souches a Gram positif vis-a-vis des antibiotiques peut s’expliquer
probablement par la nature de leurs parois qui sont dépourvues de membrane externe et qui
semble étre sensibles aux changements environnementaux externes, tel que la température, le
pH, et les extraits naturels (Balentine et al.,2006).

Les études de combinaison de substances médicinales sont de plus en plus souvent
décrites dans la littérature (Rosato et al., 2007 ; Coutinho et al., 2011 ; Gauthami et al., 2012;
Thiago et al, 2013 ;). Cette stratégie est en effet d’un grand intérét en vue de potentielles
applications cliniques, car permettant de réduire les éventuels effets secondaires des
traitements actuels en diminuant la dose de composé utilisé (Rosato et al., 2007), limitant
ainsi également le développement des phénomeénes de résistances.

C’est dans cette optique que I’huile essenticlle Lavandula angustifolia Mill a été testée en
combinaison avec Pinus sylvestris L sur les huit souches pathogenes.

La souche E. faecalis WDCMO00009 est résistante aux deux HEs, mais sensibles aux trois
combinaisons. Comme il a été démontré par ( Essawi et Srour,2000) : I’efficacité d’un extrait
ne peut pas étre dli & un constituant actif majoritaire , mais plutdt a 1’action combinée de
différents composés.

Par contre Wang et al.,(2008) ont démontré qu’une huile essentielle entiére exerce une
activité antimicrobienne supérieure qu’un mélange de composants majeurs de la méme huile
essentielle, ce qui suggére que les composants mineurs peuvent avoir un effet synergique.

On note que la concentration des huiles essentielle influence I’activité inhibitrice ;
selon Karagoz et al., (2010) ; plus la concentration de 1’extrait augmente plus les diamétres
d’inhibitions sont importants.

En effet, Thiago et al.,(2013) ont mis en évidence des phénomeénes de synergie pour la
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Combinaison de I’huile essenticlle de Croton campestis avec les aminosides et les quinolones
sur I’inhibition de la croissance de S. aureus et P. aeruginosa.

Coutinho et al.,( 2011) ont démontré que 1’extrait de Croton campestris potentialise
I’action de la norfloxacine sur des souches multi résistantes de S. aureus. Les méthodes en
phase vapeur sont utilisées dans les études de combinaisons de substances naturelles et
antibiotiques.

La combinaison des huiles essentielles de Zanthoxylum articulatum, Vanillosm
opsisarborea, Lippia microphylla et Croton zehntneri avec les aminoglycosides et quinolones,
est efficace sur S. aureus et P. aeruginosa (Rodrigues et al., 2009 et Coutinho et al., 2011).
Pour notre étude S. aureus est révélée sensible aussi envers les combinaisons de deux huiles.
Par contre la souche de P. aeruginosa est résistante et c’est le cas également pour Klebsiella
et E. faecalis ATCC25922.

La combinaison est considérée comme synergique lorsque le diametre d’inhibition est
supérieur a 5mm (Ahmed et Aqil, 2007).Ce qui a été démontrée et confirmée pour nos deux
HEs Pinus sylvestris L et celle de Lavandula angustifolia Mill Combinées a différentes
concentrations avec des zones d’inhibition allant de 10 a 18.5mm et qui sont considérées donc
comme synergique.

Pertamawati et Nuralih (2008), ont montré que I’huile essentielle de A. conyzoides
est plus active sur les bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif ; par contre
elle est inactive sur toutes les souches de Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats de notre étude ont montré que I’huile essentielle Lavandula angustifolia Mil
inhibe la croissance des souches d’E-coli ATCC25922 avec des CMI a 31.77ul/mL.

Les résultats des CMIs obtenus par la méthode de microdilution montrent qu’ils ne
sont pas corrélés avec ceux obtenus par la méthode des disques ; I’activité de ’'HE Lavandula
angustifolia Mill s’avere plus efficace aussi bien en milieu liquide qu’en milieu solide,
contrairement a celle de pinus sylvestris L qui se montre moins efficace. Ces résultats sont en
concordance avec ceux trouvés par (Djenane et al., 2012), cela peut s'expliquer par la
diversité moléculaire des huiles qui ne réagissent pas de la méme maniére, la composition et
la concentration de I'HE et sa solubilité dans le milieu utilisé (propriété hydrophobe des
huiles).

Matias et al. (2010) ont mis en évidence les propriétés antibactériennes de 1’extrait
hexanique des feuilles de Croton. campestris sur S. aureus.
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Les bactéries les plus sensibles a I’action des huiles essentielles étudiées sont les bactéries
Gram positif. Cependant B.cereus présente une CMI trés basse (127.11 pg/mL).
Cela s’explique par I’organisation structurale de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
positif qui est moins complexe que celle des bacteries a Gram négatif. Cette différence
structurale la rend moins sensible a 1’action des huiles essentielles et des extraits de plantes.
Deans et al.(1995), apportent que la susceptibilité des bactéries Gram positif et Gram
négatif vis-a-vis des huiles essentielles a une légere influence sur 1’accroissement du degré
d’inhibition. Cependant, il apparait que beaucoup d’huiles volatiles exercent une activité
importante envers les bactéries Gram positif; comme il est souvent apporté que les bactéries
Gram négatif sont plus résistantes aux plantes a base d’huile essentielle (Reynolds, 1996).
L’essence Pinus sylvestris L et celle de Lavandula angustifolia Mill sont rapportées
comme étant des huiles essentielles actives, mais la comparaison des résultats est assez
difficile pour diverses raisons : Les souches bactériennes utilisées ne sont pas toujours les
mémes ; Les échantillons de plantes utilisés sont d’origines géographiques différentes, ce qui
fait intervenir le phénomeéne de polymorphisme chimique ; Les conditions et les méthodes

utilisées ne sont pas toujours les mémes.
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Conclusion

Conclusion

De tout temps, les propriétés désinfectantes et bactéricides de certaines plantes
aromatiques ont jouées un role primordial dans I’hygiéne, la prévention et le traitement de
certaines pathologies. L’aromathérapie est un art, mais aussi une science qui concerne
I’utilisation en toute sécurité et avec efficacité des huiles essentielles pour procurer un bien

étre psychologique ainsi qu’un bien étre physiologique.

La présente étude nous a permis d’évaluer 1’activité antibactérienne des deux huiles
essentielles Lavandula angustifolia Mill et Pinus sylvestris L et I’effet de leur association a
différentes concentrations dont 1’un des objectifs majeurs est la recherche de nouveaux

principes actifs afin de valoriser les plantes utilisées en médecine.

Les deux huiles essentielles se sont révélees inhibitrices contre les souches testées ;
I’huile essentielle Lavandula angustifolia Mill a manifesté le plus grand pouvoir antibactérien
avec des zones d’inhibition allant de 8mm pour P.aerogenosa, a 12 mm  pour
E.faecalis(WDCMO00009) et E.coli.

Par contre I’huile du Pinus sylvestris L s’est montrée moins active avec des zones
d’inhibitions allant de 8,5 a 13,5 mm pour E.coli, Klebsiella et B.cereus. Mais les autres
souches testées se sont montrées résistantes. Ce qui peut s’expliquer par leur profil chimique
riche en composés connus pour leur pouvoir antibactérien tels que les cétones.

Les résultats de 1’association des deux huiles essenticlles étudiées a différentes
concentrations ont donnés également des résultats importants et différents. Les souches : E.
faecalis WDCMO00009, S. aureus ATCC25923 et E.coli ATCC25922 se sont montrées
sensibles pour les trois combinaisons d’huiles ; Citrobacter est sensible pour les deux
associations (50% Lavandula angustifolia Mill+50% Pinus sylvestris L) et (25%Lavandula
angustifolia Mill+ 75% Pinus sylvestris L) et Bacillus cereus uniquement pour cette derniere
combinaison.

E. faecalis ATCC10541, P.aeruginosa ATCC27853 et K. Pneumoniae ATCC700603
se sont montrées résistantes pour toutes les combinaisons.

Les trois combinaisons des deux essentielles Pinus sylvestris L et celle de Lavandula
angustifolia Mill a différentes concentrations sont considérées comme synergiques avec des

zones d’inhibition allant de 10 a 18.5mm.
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Conclusion

En ce qui concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par la
méthode de microdilution en milieu liquide, seulement la souche d’E.coli ATCC25922 a été
inhibée sous I’action de la Lavandula angustifolia Mill a une concentration de 31.77 puL/ml ;
Cependant, Lavandula angustifolia Mill a exercée une action bactéricide sur E.coli car

I’inhibition est compléte et aucune croissance n’est apparue.

Ces résultats préliminaires obtenus s’averent prometteurs dans 1’¢largissement de
I’arsenal thérapeutique des plantes dotées de propriétés antibactériennes. Leur criblage
permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui pourraient constituer une alternative

a I’usage des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces.

Cette étude confirme l'intérét des huiles essentielles offrant ainsi un patrimoine a
préserver, a développer et a valoriser, dans la mesure ou nos résultats constituent, avec ceux
des études réalisées auparavant, une base essentielle en faveur de leur exploitation dans

différents domaines.
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Perspectives

Perspectives

Toutefois, ces resultats restent préliminaires et afin de les approfondir, d’autres

approches et études sont souhaitables a realiser:

Détermination et étude de profil de ces deux HEs par | technique d’analyse CG-SM
Etude du mécanisme d’action des HEs.

nous proposons d’étendre cette étude a bon nombre d’huiles essentielles sur des
bactéries multi-résistantes,

Comme il serait intéressant également d’établir des synergies de différents composés de
diverses plantes en plus d’étudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, & savoir
les propriétés antifongiques, anti-inflammatoires, antivirales, antiparasitaires et
insecticides.

Elargir I’étude antibactérienne sur la majorité des souches pathogénes provoquant des
maladies graves.

Cependant, les methodes in vitro utilisées pour confirmer l'activité antibactérienne des

différents extraits sont insuffisantes et nécessitent d'autres tests supplémentaires plus avancées

tels que I’étude de I’activité antibactérienne in vivo.

Par ailleurs, il y a encore trop souvent d’erreurs d’administration dues au manque de

connaissances et aux confusions faites entre les différentes espéces.

Un changement & I’avenir concernant I’encadrement et la réglementation des huiles

essentielles serait a envisager afin de limiter tout risque de mauvais usage.
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Annexes
Composition des solutions et milieux de culture utilisés

e Gélose nutritive

La gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore géelose ordinaire
est un milieu d'isolement non-sélectif.

Composition en g/l

o  Extrait de viande : 1,0g/L

o  Extraitde levure : 2,5g/L

o  Peptone : 5,0g/L

o  Chlorure de sodium : 5,0 g/L

o Agar:15,0¢g/L

o pH: 7,0
e Milieu MH

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche pour la réalisation de I'antibiogramme
standard

Composition en g/l

v"Infusion de viande de beeuf : 300,0 ml

v’ Peptone de caséine : 17,5 ¢

v" Amidon de mais: 1,59

v Agar:17,0¢g

v pH=74


https://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_de_culture
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme

e Milieu BHIB BD Brain Heart Infusion (BHI)

Composition en g/l
e 8,0 g Digestion peptique de tissu animal
e 5,0 Digestion pancréatique de caséine
e 16,0 Chlorure de sodium

e 5,0 Glucose2,0 Phosphate d’hydrogene disodique 2,5 Gélose 13,5

« Ph7,4+0.2



Résumé

Les huiles essentielles ont un spectre d'action biocide tres large puisqu'elles inhibent la
croissance de moisissures, levures et bactéries. Le but de ce travail est de déterminer l'activité
antibactérienne de deux huiles essentielles Lavandula angustifolia Mill et Pinus Sylvestris L,
testées seules et en combinaison avec différentes concentrations.

L'activité inhibitrice a été évaluée sur des bactéries a Gram négatif et a Gram positif en
suivant deux méthodes : en milieu gélosé : aromatogramme, et en milieux liquide :
Microdillution. Un bon nombre de bactéries ont monté une sensibilité importante vis-a-vis de
ces huiles avec des diametres différents. En milieu gélosé, Lavandula angustifolia Mill est
plus efficace que Pinus sylvestris L sur la plupart des bactéries testées. En milieu liquide une
CMI a été révélée uniquement pour Escherichia coli avec une concentration de 31.77ul/ml.

L'utilisation des huiles essentielles est donc proposée comme bactéricide afin de

limiter I’utilisation des antibiotiques.

Mots clés : huile essentielle, Lavande fine, Pin sylvestre, aromatogramme, microdilution,

activité antimicrobienne, microorganismes.

Abstract

Essential oils have a broad spectrum of biocidal action since they inhibit the growth
of molds, yeasts and bacteria. The aim of this work is to determine the antibacterial activity of
two essential oils Lavandula angustifolia Mill and Pinus Sylvestris L, tested alone and in

combination with different concentrations.

The inhibitory activity was evaluated on Gram-negative and Gram-positive bacteria by
two methods: in agar medium: aromatogram, and in liquid medium: microdilution. A good
number of bacteria have mounted a high sensitivity to these oils with different diameters. In
agar medium, Lavandula angustifolia Mill is more effective than Pinus sylvestris L on most
bacteria tested. In liquid medium a MIC was revealed only for Escherichia coli with a

concentration of 31.77ul / ml.
The use of essential oils is therefore proposed as a bactericide to limit the use of antibiotics.

Key words: essential oil, fine lavender, Scots pine, aromatogram, microdilution,

antimicrobial activity, microorganisms.
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