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I ntroduction

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dansle
domaine de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la
gamme d’ antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d autant plus
alarmante que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une
prolongation de I’ é&tat pathol ogique et un accroissement du taux de mortalité. L’ acquisition de
ces multiples résistances a engendré une perte d'efficacité de I'antibiothérapie pour,

finalement, conduire a une impasse thérapeutique.

Aussi, au vu de la propagation du phénoméne de résistance et du nombre limité
d’ antibiotiques en cours de développement, la découverte de nouveaux agents antibactériens,
est devenue plus qu’indispensable. Pour étre innovants et contourner les mécanismes de
résistance bactériens, les antibiotiques de demain devront viser de nouvelles « cibles »
d action chez les bactéries. Les pistes de recherche sont nombreuses mais |’ exploration des
ressources naturelles apparait comme des plus prometteuses car celles-ci constituent, de par

leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives.

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80 % des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (O.M.S, 2002). Des
avantages économiques considérables dans le développement de cette médecine et dans
I'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses maladies ont é&é constatés
(MUTHU et al., 2006). Par conséguent, la recherche des principes actifs potentiels de la

plante est plus que jamais d actualité.

Les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques constituent une source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font |’ objet d' éude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection

des aiments.

Dans les années 1990, |a découverte de métabolites bioactifs d’ origine microbienne a
progress€ de maniere exponentielle grace aux progres technologiques. Malheureusement,
parmi les métabolites découverts, nombreux sont des analogues de molécules déa connues,
des composes n'ayant pas d'activité antibiotigue ou encore des composes mineurs. La
découverte de nouvelles familles chimiques innovantes se raréfie (BERDY, 2005). Pourtant

de nouveaux besoins émergent, des germes multirésistants (SHARMA et al., 2005) et de

1



I ntroduction

nouveaux Virus apparaissent. Face a ces besoins, de nouveaux composes chimiques doivent

donc étre identifies et la recherche de nouvelles molécul es bioactives évol ue.

Dans ce contexte, |'objectif de ce travail est I'évaluation in vitro I'activité
antibactérienne de deux huiles essentielles provenant de deux espéces; Pinus sylvestris
appartenant a la famille des Pinaceae et Pelargonium asperum de la famille des Geraniaceae,
et en combinaison avec la nisine pour rechercher un éventuel effet de synergie vis-a-vis de

différentes souches bactériennes pathogenes.



Généralités sur les huiles essentielles

|. Généralités sur les huiles essentielles
1. Définition des huiles essentielles

Plusieurs définitions disponibles d’ une huile essentielle converge sur le fait que les
huiles essentielles, communément appel ées « essence », sont des produits de composition
généralement assez complexe, renferment les principes odorants volatils contenus dans les
végétaux. Elle différent des huiles fixes (huile d’'olive,...) et des graisses végétales par

leur caractére volatil ainsi que leur composition chimique (BALZ, 1986).

AFNOR NFT 75-006 (1998) définit les huiles essentielles comme produit obtenu a
partir d'une matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par procédé
meécanique a partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche. L'huile essentielle est
ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes
d'obtention; elle peut subir des traitements physiques n'entrainant pas de changement
significatif de sa composition. (BRUNETON, 2008).

2. Répartition et localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les
genres capables d'éaborer les constituants qui les composent sont répartis dans une
cinquantaine de familles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les
Rutacées, les Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées (BRUNETON,
1999). Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes: fleurs (rose)
feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santa),
racines (vetiver), rhizomes (cucurma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade).
(SANGWAN et al., 2001). La synthese et I'accumulation des huiles essentielles sont
géné&ralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent
localisées sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a huiles essentielles des
Lauracées ou des Zingibéracées, poils sécréteurs des Lamiacées, poches sécrétrices des

Myrtacées ou des Rutacées, canaux sécréteurs des Apiacées ou des Astéraceées.
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3. Rdle des huiles essentielles dansla plante

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés
difféerent en fonction des espéces et, bien que leurs réles soient encore mal connus, il est
cependant clair quils interviennent dans les relations quentretient la plante avec les
organismes vivants qui I'entourent. lls sont probablement des éléments essentiels de la
coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogéenes et
prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné

lieu a une extréme diversification des composés secondaires.

Les travaux de CROTEAU(1977) puis ceux de CROTEAU et HOOPER (1978) ont
montré que, bien qu’étant des produits du métabolisme secondaire, les composants volatils
auraient en fait un réle mobilisateur d’ énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit
de la plante. Certains terpénes jouent un réle important et varié dans la relation des plantes
avec leur environnement. Ainsi le 1,8-cinéole et le camphre inhibent la germination des
organes responsables de la prolifération des infections ou la croissance des agents pathogenes

issus de ces organes.

Pour certains auteurs, les huiles essentielles constitueraient « les déchets » du
métabolisme cellulaire de la plante. Pour d’ autres, elles serviraient a attirer les insectes pour
permettre la fécondation ou alors a les éloigner de la plante. L’ attrait des insectes pour les
plantes a fleurs en vue de la pollinisation est également crédité aux huiles essentielles que ces
plantes contiennent. Les huiles essentielles constitueraient enfin un moyen de défense de la
plante vis-a-vis des prédateurs tels que les microorganismes (bactéries et champignons) et les
herbivores (BRUNETON, 1999). Dans la nature, les huiles essentielles jouent un role
important dans la protection des plantes en tant que substances antibactérienne, antiviral,
antifongique, insecticide et aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour une telle
plante. Elles peuvent attirer aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines,

ou au contraire repousser d’ autresindésirables (BAKKALI et al., 2008).
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4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

On trouve généralement les HE incolores ou jaune pale a |’ état liquide a température
ordinaire.

Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus
souvent inférieure a 1. Seules trois HE officinales ont une densité supérieure a celle de I’ eau,
ce sont les HE de cannelle, de girofle et de sassafras.

Elles sont peu solubles dans I’ eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants
organiques. Elles sont altérables et trés sensibles a I’ oxydation (JACQUES et PALTZ, 1997).

5. Composition chimique des huiles essentielles

L’ éude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: les térpénoides et les composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (TEISSEIRE, 1991).

5. 1. Lesterpénoides

Le terme terpéne rappelle la toute premiere extraction de ce type de composé dans
I'essence de térébenthine. Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpénes les plus
volatils, c'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevée sont observés. Ils
répondent dans la plupart de cas a la formule générale (CsHg),. Suivant les valeurs de n, on a
les hémiterpénes (n=1), les monoterpenes (n=2), les sesquiterpenes (n=3), les
triterpenes(n=6), les tétraterpénes (N=8) et les polyterpénes. Les constituants des huiles
essentielles sont trés variés .On y trouve en plus de terpénes, des hydrocarbures, des esters,
des lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et
autres (TEISSEIRE, 1991).
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heQusg

Myrcéne (+)-B-Pinéne y-Terpinéne {(+}-Camphéne Géraniol a-Terpinéol

Figure 1 : Exemples de structures de monoterpenes (MODZELEWSKA et al., 2005)

DNCAS

B-Caryophyliéne f-Bisaboléne a-Humuténe n-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 2 : Exemples de structures de sesquiterpénes (MODZELEWSKA et al., 2005)

5. 2. Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
fréguents dans les huiles essentielles. Tres souvent, il s'agit d’alyle et de propénylphénol. Ces
composés aromatiques congtituent un ensemble important car ils sont généralement
responsables des caractéres organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en
exemple |’eugénol qui est responsable de I’ odeur du clou de girofle ( KUNLE et OKOGUM,
2003).
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CHO

OCH;

Eugénol trans-Anéthole Vanilline

Figure 3 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane (KURKIN, 2003).

5. 3. Lescomposées d’ origines diver ses

Compte tenu de leur mode d extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I’ hydro distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (INOUYE et al.,2003).

6. Les Chémotypes

La connaissance des chémotypes d'une huile essentielle et leur comportement est
fondamentale car elle permet denvisager |'activité pharmacologique, de prévoir auss la
pharmacocinétique et |a biodisponibilité.

Pour une méme espece botanique, la composition chimique de I'huile essentielle n'est
pas immuable. Les huiles essentielles sont élaborées par les plantes aromatiques au sein des
cellules sécrétrices. Leur élaboration est totalement tributaire du rayonnement solaire en
I'absence duquel le rendement en produits aromatiques et leur nature sont affectés. En sa
présence, et tout particulierement en fonction de la présence de tel ou tel rayonnement, les
types de composants pourront varier considérablement au sein d'une méme espece. Par
exemple, le basilic cultivé en pleine lumiére a Madagascar a un taux de chavicol de 57% alors
gue la méme plante cultivée a I'abri de la lumiére en contient 74% (FRANCHOMME et

7
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PENOEL, 1990). Cette variabilité peut étre influencée également par la composition du sol et
la position géographique; le Lippia mutiflora récoltée au Togo a révélé les chémotypes a
citral, athymol (acétate de thymyle), a para-cymene, a1 -8 cinéole (AZANLENKO, 1995).

7. Lesprocédés d'extraction

7.1. Ladistillation

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant |'entrainement des substances
aromatiques gréace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'heure actuelle. La méthode
est basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points
d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément. Ainsi, les
composes volatils et I'eau distillent ssmultanément a une température inférieure a 100 °C sous
pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par
Sa vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (FRANCHOMME et PENOEL, 1990). I
existe précisement trois différents procedés utilisant ce principe: I'hydrodistillation,
I'hydrodiffusion et I'entrainement ala vapeur d'eau. Beaucoup de confusions regnent autour de

I'utilisation de ces trois termes. Quel ques éclaircissements simposent donc.

Tout d'abord, I'hydrodistillation (water distillation). Il sagit de la méthode la plus
simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergeé directement
dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a
ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant et I'huile essentielle
se separe de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant plus légere

gue I'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrol at.

Ensuite, la distillation par entrainement ala vapeur d'eau (steam distillation). Dans ce type de
ditillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans I'eau. 1l est placé sur une grille
perforée au travers de laguelle passe la vapeur d eau.

Lavapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi 1es molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une améioration de la
qualité de I'huile essentielle en minimisant les atérations hydrolytiques. le matériel végétal
ne baignant pas directement dans I'eau bouillante (FRANCHOMME et PENOEL, 1990).
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Hydrodistillation ou distillation simple

f
i
d
|

1- Chauffe ballon 5- Entrée et sortie d’ eau

2- Ballon 6- Erlenmeyer

3- Thermométre 7- Matiére aextraire |’ essence
4- Réfrigérant 8- Couched’ H.E

Figure 4 : Schémadu principe de la technique d’ hydrodistillation (LUCCHESI, 2005)

Enfin, la troisiéme technique est I'nydrodiffusion. Cette technique relativement récente
est particuliére. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas (per descendum) et a pression
réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale. L'avantage de cette méthode est
d'ére plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils.
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Cependant, I'huile essentielle obtenue avec ce procédé contient des composés non
volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale: « essence de percolation » (FRANCHOMME
etal., 1990 ; RICHARD, 1992).
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Entrainement a la vapeur d'eau Hydrodiffusion

Figure 5: Montages pour |’ entrainement alavapeur d’ eau et I’ hydrodiffusion

(NAITACHOUR, 2012).

7. 2. Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée
hydrodistillation par micro-ondes sous vide (Figure 6). Dans ce procédé, la matrice végétale
est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de
maniere ségquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formée a partir
de I'eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a l'aide des procédés classiques de
condensation, refroidissement et décantation. Ce procédé permet un gain de temps (temps
d'extraction divisé par 5 a 10) et d'énergie (température plus basse) considérable. En guise
d'exemple, I'extraction par micro-ondes de deux kiios de Mentha piperita permet d'obtenir
environ 1% d'huile essentielle en 15 minutes aors que deux heures d'hydrodistillation sont

nécessaires pour obtenir un rendement similaire a partir de la méme masse de plante
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(MENGAL et al., 1993). La composition de I'huile essentielle obtenue par ce procédé est bien
souvent semblable a celle obtenue avec un procédé d'entrainement ala vapeur traditionnel.

Toutefois, une plus grande proportion de composés oxygénés est généralement
observée dans les huiles essentielles extraites par microondes. Ceci est d0 ala faible quantité
d'eau présente dans le systéme et a la rapidité du processus de chauffage. Ainsi, les
dégradations thermiques et hydrolytiques des composés oxygénés sont limitées
(BENDAHOU et al., 2007; LUCCHESI et al., 2007).

Cette technique présente donc beaucoup d'avantages. technologie verte, économie
d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrol ytiques
minimisées (MENGAL et al., 1993; LUCCHES! et al., 2004).

Refrigarant &
s

"
Hudde essentelle
Phase acqueuse \

Montage dune distillation par micro-ondes

Figure 6 : Systéme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes
(LUCCHESI et al., 2007) .

7. 3. Extraction par solvants
La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont

solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de
construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste a épuiser

11
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le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera éiminé par
distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de
consistance péateuse dont I'huile est extraite par I'alcool. L'extraction par les solvants est trés
colteuse a cause du prix de I'éguipement et de la grande consommation des solvants. Un autre
désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque de sélectivite; de ce fait, de
nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
coumarines, etc.) peuvent seretrouver dans le mélange pateux et imposer une purification
ultérieure (BRIAN, 1995).

7. 4. Extraction par lescorpsgras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement
des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont tres sensibles a I'action de la
température. Elle met a profit laliposolubilité des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer
en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un
solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer
I'enfleurage oul la saturation se fait par diffusion alatempérature ambiante des ardmes versle
corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par immersion des organes végétaux dansle
corps gras (BRIAN, 1995).

7. 5. Extraction au CO2 supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO2 supercritique. Au-dela du point critique (P = 73,8 barset T = 31,1 °C), le CO2 possede
des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui confére un
bon pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression. Cette technique présente énormément d'avantages. Tout d'abord, le
CO2 supercritique est un solvant idéal puisquil est naturel, inerte chimiquement,
inflammable, non toxique, sélectif, aisément disponible et peu colteux. De plus, il Sélimine
facilement de I'extrait sans laisser de résidus. Outre ces avantages, e principal point fort est la
gualité irréprochable de I'extrait puis qu'aucun réarrangement ne sopére lors du processus.
Son unique point faible est le codt trés élevé de son installation (PELLERIN, 1991). En jouant

sur les conditions de température et de pression, il est possible de rendre I'extraction plus
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sélective aux composés odorants et ainsi obtenir des extraits de composition tout a fait
semblable aux huiles essentielles, non chargés en molécules non voldils. Ainsi, la
température et la pression a ne pas dépasser pour extraire uniquement les principes volatils est
60 °C et 60 bars (RICHARD, 1992). Cette technique est aujourd’hui considérée comme la
plus prometteuse car elle fournit des extraits volatils de tres haute qualité et qui respecterait
intégralement I'essence originelle de la plante (WENQIANG et al., 2007) .

8. Activités biologiques des huiles essentielles

8.1. Activités antibactériennes des huiles essentielles

La premiere mise en évidence de I’ action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par Delacroix (BOYLE, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été

définies comme antibactériennes.

Leur spectre d action est tres étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui dével oppent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d'une huile essentielle a I'autre et d’une souche bactérienne a |’ autre
(KALEMBA et KUNICKA, 2003). Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries
Gram positives que sur les bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives
paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié ala structure de leur paroi
cellulaire (BURT, 2004). Il existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram
négatives Aeromonas hydrophila et Campylobacter jguni ont é&é décrites comme
particulierement sensibles a |’ action des huiles essentielles. La bactérie reconnue comme la
moins sensible a leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative P. aeruginosa
(DORMAN et DEANS, 2000).

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’ agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, del’ arbre athé, de thym et d’ eucal yptus se révélent particulierement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants alaméthicilline (SARM) (MAY et al., 2000 ;
TOHIDPOUR et al., 2010) et les entérocoques résistants ala vancomycine (ERV) . Les huiles
essentielles, isolées de deux especes de thym de Corée, Thymus magnus et Thymus

guinquecostatus, sont également capables d'inhiber la croissance de bactéries résistantes
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comme Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella entereditis et S
aureus (SHIN et KIM, 2005).

8.1.1. Activité bactéricide et bactériostatique

L’ activité antibactérienne des huiles essentielles a été la plus éudiée. On distingue

deux sortes d’ effets des huiles essentielles sur ces microorganismes :
- Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité |étale
- Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.

L’ activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux huiles essentielles que
I’activité bactéricide. Cependant il a éé démontré que certains constituants chimiques des
huiles essentielles ont des propriétés bactéricides (KUNLE et OKOGUN, 2003 ; WALSH et
MAILLARD, 2003). En effet, des dommages au niveau des cellules de différents
microorganismes ont été rapportés, illustrés par microscopie éectronique. Citons |’ effet
bactéricide des huiles essentielles riches en monoterpénols et en phénols sur Staphylococcus
aureus, ou encore celui de I’Origanum compactum sur Escherichia coli (BURT et
REINDERS, 2003).

8.1.2. Facteur s influencant I’ activité antimicr obienne des huiles essentielles

L’ efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux
paramétres : |'huile essentielle et sa composition chimique d’ une part car les composés
chimiques connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur large spectre sont les phénols
(thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), les adéhydes,
les cétones et plus rarement les carbures, et e microorganisme (type, structure...) d’autre part
(COSENTINO et TUBEROSO, 1999 ; DORMAN et DEANS, 2000).

8.2. Activités antifongique

Les huiles essentielles ont un large spectre d’ action antiseptique, puisgu’ €lles inhibent
auss bien la croissance bactérienne que la croissance fongique, comme les moisissures
alergisantes, les dermatophytes et les champignons opportunistes. Leur activité
antimicrobienne est principalement en fonction de leur composition chimique (MIBARKI,
2010). La question qui se pose est de savoir s certains composés chimiques des H.Es sont
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plus actifs que d autres, ains, le thymol ; le composé majeur de I’ H.E de thym, utilisé seul sur
les éspéces: Aspergillus, Penicilium, Cladosporium, Trichoderma, Rhizopus et Mucor,
montre une activité significativement plus forte que I’ H.E de thym ( Thymus vulgaris) prise
dans son ensemble ( DEGRY SE et al.,2008).

L’action antifongique de I'huile essentielle de cladanthus mixtus, sur trois
champignons, Aspergillus niger, Penicillium parasiticus et Tramets pini, les resultats ont
montré que les trois champignons sont compléement inhibés a 1/2000 (v/v) agar 2%.
(SATRANI et al., 2012).

MANAHAR et al. (2001) ont rapporté que I’ huile essentielle d’origanum a un effet
fongicide sur Candida albicans in vitro.

8.3. Activitéantivirale

Les huiles essentielles parviennent au niveau cellulaire et participent ala destruction
des agents pathogenes et al’ @limination des déchets du métabolisme (ZHIRI et
BAUDOUX ,2006).

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirae, et
parmi elles, les monotérpénols et les monoterpenals. Les virus sont généralement fortement
sensibles aux molécules aromatiques, et de nombreuses pathologies séveéres virales montrent
des amédiorations importantes avec leur utilisation. De plus, les cellules saines des sujets
utilisant les H.Es, acquierent une résistance toute particuliére vis-a-vis de la pénétration virale,

développant ainsi le systeme d' autodéfense (ZHIRI, 2006).

Les H.Es sont sélectivement absorbées et pertubent les fonctions des membranes
biologiques de la cellule, sur la mitochondrie et autres organites vitaux pour tous les
organismes hormis les virus (les H.Es ne sont actives que sur les virus a enveloppe comme
celui de la grippe et du VIH (Virus de I'lmmunité déficience Humaine) (INOUYE et ABE,
2007).

8.4. Activité pesticide

Malgré les nombreuses molécules synthétiques susceptibles d étre utilisées, la
protection des végétaux peut également se faire avec certaines essences naturelles. En effet,
les pesticides sont tres diversifiés et se classent selon leur activité en insecticides, mollucides,

nématicides, germicides. Certaines huiles sont reconnues pour leur efficacité sur les
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champignons phytopathogenes : tel est le cas des essences de Citrus sur la croissance

mycélienne de Phaeoramularia angolensis (CHENG et al., 2004).

8.5. Activités anti-inflammatoir es

Les constituants des huiles essentielles tels que les monoterpénes hydrocarbonés, les
sesguiterpenes hydrocarbonés et |es al cool s sesquiterpénigques ont montré une activité
inhibitrice de la 5-lipoxygénase qui est une enzyme responsable de la production de
leucotrienes suspectés de jouer une role importante dans la maladie d’ Alzheimer (CHAO et
al., 2005).

8.6. Activités antioxydants

Certains constituants des huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant tres
marqué et sont aujourd hui commerciaisés : c'est le cas de I’eugénol, du thymol, du
carvacrol, etc. Les résultats déja publiés montrent que les huiles essentielles constituent une
bonne source d’ antioxydants naturels recherchés pour leur innocuité relative (BURITS et
BUCAR, 2000 ; CANDAN et al., 2003; TEPE et al., 2005).

9. Domaines d’ utilisation des huiles essentielles

9. 1. Phytothérapie

L’ aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un
certain nombre de maladies.

Le terme aromathérapie vient du chimiste Francais René-Maurice Gattefosse, qui a
utilisé I’ HE de lavande pendant la premiére guerre mondiale pour soigner des blessures et des
infections. Selon lui, la lavande était plus appropriée pour traiter les infections que plusieurs
antiseptigues utilisés a cette épogue. Cette spécialité préoccupe de plus en plus des
meédecins et des pharmaciens qui ont publié un nombre important d’ ouvrages d’ aromathérapie
(ROULIER, 1992).

Les HE sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et externes
(infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine
dentaire, plusieurs HE ont donné des résultats cliniques trés satisfai santes dans la désinfection
de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries (KATO et al .,
1990 ; SCHWARTZ et al.,1992; SIVROPOULOU et al.,1996). La listerine qui est une
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solution constituée d'HE de thymol et d’ eucalyptol possede une grande activité bactéricide
sur les microorganismes de la salive et de la plague dentaire (KATO et al., 1990).

Les huiles essentielles de thym et de romarin ont été utilisées pour soulager la fatigue,
les maux de téte, les douleurs musculaires et quel ques problemes respiratoires.
Malheureusement, ces prescriptions ne possedent pas de bases scientifiques rigoureuses car
elles sont souvent tirées de pratiques et de tdtonnements empiriques (VALNET, 1974).

Des études trés récentes ont montré que le géraniol a une action sur les cellules
cancéreuses du colon , en plus de I’ activité anti-inflammatoire, récemment mise en évidence
(SIANI et al., 1999).

9. 2. Utilisation en aéro-ionisation

Dans les locaux, on peut aseptiser |’atmosphere avec un ionisateur d huiles
essentielles. 1l se forme ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionisées, créant de |’ oxygene
naissant ionique, fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer I’ atmosphére.

Elles servent dans la fabrication du ” paragerm ”, solution volatile a base d’ essences
naturelles (citron, lilas) a activité bactéricide, acaricide et fongistatique qui S est révélée sans
aucune toxicité pour I’homme aux doses utilisées (MALLEA et al., 1979).

9. 3. Parfumerie et cosmétologie.

L’ utilisation des HE dans les créemes et les gel's permet de préserver ces cosmétiques
gréce a leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable
(MARUZZELLA , 1962 ; ROULIER,1992 ; VARGAS et al.,1999).

9. 4. Industrie alimentaire

En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de
longue durée pour les produits consommeés ainsi qu’ une qualité organol eptique meilleure. Une
nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans
I’utilisation des HE (LIS-BALCHIN et al.,1998 ; LACHOWICZ et al.,1998) . Les plantes
aromatiques et leur HE sont utilisées dans la conservation des denrées alimentaires. Parmi le

groupe diversifié des constituants chimiques des HE (HAMMER et al., 1999), le carvacrol,
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qui exerce une action antimicrobienne bien distinguée, est additionné a différents produits
alimentaires en industrie agro-alimentaire . IIs y sont rgjoutés pour rehausser le godt et pour
empécher e développement des contaminants alimentaires. Plusieurs travaux ont montré que
les HE de thym, d’origan, de cannelle et d’ autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur
sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables de
toxi-infections alimentaires (BEUCHAT, 1976; MADHYASTA et BHAT,1984; BERAOUD,
1990; BILGRAM I et al.,1992).

10. Toxicité des huiles essentidles

Les H.Es ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Certaines H.Es
sont dangereuses lorsqu’ elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur pouvoir irritant
(les huiles riches en thymol, ou en carvacrol), allergene ou photo-toxique (huiles de Citrus),
d’autres H.Es ont un effet neurotoxique (les cétones sont toxiques pour les tissus nerveux).
Toutefois, la toxicité des H.Es est assez ma connue. || manque de données sur leurs
éventuelles propriétés mutagenes et cancérigenes. La plupart du temps, sous le terme de
toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’ évaluer le risque que
présente leur emploi. Il existe quelques H.Es dont certains composés sont capables d’induire
laformation de cancer. C'est |e cas par exemple de dérivés d' alybenzéne comme le safrole et
I’estagrole. Des chercheurs ont mis en évidence |’ activité hépathocarcinogénique de ces
composes chez les rongeurs. Le safrole et |” estagrole, sont métabolisés au niveau du foie des
rats en dérivés hydroxylés puis en esters sulfuriques é ectrophiles qui sont capables d’ interagir
avec les acides nucléiques et les protéines. Ces résultats sont controverses, car il existe des
différences chez I’homme dans le processus de métabolisation de ces composés. Le safrole
par exemple est métabolisé en dihydroxysafrole et trihydroxysafrole non cancérigene (GUBA,
2001).

11. Conservation des huiles essentidlles

Etant par nature des composes fragiles et trés volatils, les HES doivent étre stockées
dans des conditions adéquates, permettant de conserver leurs propriétés chimiques ainsi que
physique. Pour limiter leur volatilité, il faut prendre la précaution de les conserver dans des
flacons bien étanches, hermétiquement fermés.

Les huiles essentielles sont en effet peu stables, surtout s elles sont riches en
hydrocarbure insaturés. Pour diminuer leur exposition alalumiéere ( UV solaires) et |’ oxygene
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de I'air, elles doivent étre conservees dans des flacons en verre ambre ou fonce, ou bien en
aluminium, remplis ou conditionnés sous vide a gaz inerte, dont les bouchons sont
soigneusement vissés. Leur entreposage a I’abri de la chaleur impose des températures de
conservation comprises entre 4°C (réfrigération) et 30°C a 35 °C maximum (FAUCON,
2009).

La chaeur, lalumiéere (UV solaires) et I'O2 de I'air favorisent |’ oxydation des huiles
essentielles, ce qui entraine une dénaturation de leurs molécules actives notamment les
polyinsaturées, et donc une perte réelle d'activité, un durcissement prématuré, ou des
transformations en résine, donnant lieu a une multitude de produits malodorant (aldéhydes,
peroxydes etc...) responsables des phénomenes d'irritation cutanées ou des mugueuses,
rendant inutilisable I’'HE éventée (FAUCON, 2009).

Correctement conservees, les huiles essentielles de bonne qualité pouvant étre utilisees
pendant cing années au moins. La péremption est cependant plus courte pour les HES
d’ agrumes (citrus) tres facilement oxydable, et donc limitée a trois semaines seulement.
Tandis que les autres murissent et se bonifient en vieillissant (SHIRNER, 2004).

Il existe des normes spécifiques sur I’ emballage, |e conditionnement et |e stockage des huiles
essentielles (norme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le marquage des récipients
contenant des HE (norme NF 75-002, 1996).
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II. Résistance bactrienne aux antibiotiques
1. Définition delarésistance

Larésistance est une adaptation des bactéries aux agents antimicrobiens. Une souche est
dite résistante lorsgu’ elle supporte une concentration d’ antibiotique notamment plus élevée
gue celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espéce.

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise.
2. Typesdereésistance

2. 1. Resistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’ une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. L’ expression d’ un caractere inng, partagé par I’ ensemble dela
communauté bactérienne, rend inappropriée |’ utilisation de certains antibiotiques (BRIAND,
2012).

Des particularités structurales de la paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques
d’ accéder aleur cible, ou I’ absence de cible sont autant de facteurs, qui conditionnent la
résistance naturelle, ¢’ est I’ exemple des bactéries du genre Mycoplasma. Dépourvus de cet
élément constitutif, les mycoplasmes présentent une résistance intrinseque aux B-lactames,
dont le mode d’ action consiste en une inhibition de la synthése du peptidoglycane
(PRESCOTT et al., 2010 ; TORTORA et al., 2011).

D’ apres TORTORA et al. (2011), larésistance bactérienne naturelle est permanente et
d’ origine chromosomique. Elle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale),
mais elle n’ est généralement pas transférable d’ une bactérie al’ autre (transmission

horizontale).La résistance naturelle constitue un critére d’identification.
2. 2. Resistance acquise
La résistance acquise survient lorsgque, seules, quelgues souches d’ une méme espece,

normalement sensibles a un antibiotique deviennent résistantes. Cette résistance peut étre

acquise par mutation ou par transfert de genes.
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Larésistance acquise par mutation est aussi qualifiée de résistance chromosomique. Le
phénomeéne de mutation est conditionné par I’ utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne
sont pas des agents mutagénes mais ils contribuent a sélectionner, de maniére spontanée, des
mutants résistants au sein d’ une population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles,
les antibiotiques permettent aux mutants résistants de se multiplier plus facilement. Le facteur
principal favorisant I’évolution et I'’extension des résistances aux antibiotiques est leur
prescription a grande échelle en thérapeutiqgue humaine (GOOSSENS et al., 2006). Ces
prescriptions sont souvent mal ciblées, comme dans les cas dinfections virales, ou
incorrectement dosées (YAGUPSKY, 2006).

La transmission d ééments génétiques mobiles, comme les plasmides et les
transposons, favorise également |'acquisition des résistances par les bactéries. Elle peut

S effectuer par transduction, conjugaison ou transformation.

La dissémination des génes de résistance peut s effectuer au sein d’ une méme espece
mais aussi d’'une espéce bactérienne a |’ autre. Ainsi, les souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la vancomycine (SARV) auraient acquis ce caractére suite au transfert
plasmidique de I’ opéron vanA, réalisé par conjugaison avec Enterococcus faecalis (NOBLE
etal., 1992 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007).

3. Mécanismes derésistance

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser I'action des
agents antibactériens, les plus répandus étant I’ inactivation enzymatique de |’ antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de I’antimicrobien, I’ efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la sur
production de la cible de |’ antibiotique sont également décrits. Ils sont, cependant, plus rares
et surtout associés a certaines classes de composés (GUARDABASSI et COURVALIN,

2006). Lafigure 7 présente uneillustration de ces différents mécanismes de résistance.
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Figure 7 : Les mécanismes de résistance aux antibiotiques (WILLEY et al., 2008).

3.1. Inactivation enzymatique de |’ antibiotique

L’inactivation enzymatique de |’ antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On décrit également ce
type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroguinol ones, bien gque cette
inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.
L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un
groupement chimique, empéche la fixation de |’ antimicrobien sur sa cible et provoque une
perte d’ activité. Parmi les réactions biochimiques catal ysées par ces enzymes bactériennes, on
peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des
estérifications, des réductions et des réactions d addition d’un glutathion. Ces enzymes sont
généralement associées a des déments génétigues mobiles (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).
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3.2. Modification ou remplacement dela cible de |’ antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle
sorte gue le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particuliérement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives. Ce type de
résistance peut étre la conséquence de I’ acquisition de matériel génétique mobile codant pour
une enzyme modifiant la cible de I’ antibiotique, ou peut résulter d’une mutation au niveau de
la séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de I antibiotique est, quant
alui, un mécanisme décrit pour les sulfamidés, les diaminopyrimidines (triméthoprime) et les
béta-lactames dont les Saphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) ainsi qu'a
toutes les bétalactames d’'usage vétérinaire sont un exemple remarquable par la synthéese
d’une nouvelle PBP (Penicillin Binding Protein) possédant une affinité moindre pour la
méthicilline (GUARDABASSI et COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ;
NIKAIDO, 2009).

3. 3. Pompes a efflux

Les premiers cas de résistance par efflux ont éé mis en évidence pour des agents
chimiothérapeutiques, efflués par la glycoprotéine P des cellules cancéreuses de mammiféres
(JULIANO €t LING, 1976). L’efflux des antibiotiques a été observé pour la premiere fois
avec la tétracycline a la fin des années 1970 (LEVY et MC MURRY, 1978). Les pompes
d efflux sont des transporteurs membranaires, impligués dans la résistance aux antibiotiques
par exportation active des drogues dans le milieu extracellulaire. Ces pompes peuvent étre des
transporteurs « drogue-spécifiques » et conférer une résistance vis-a-vis d’'une seule classe
d’ antibiotiques. Tel est le cas des pompes Tet, qui effluent exclusivement les tétracyclines ou
des pompes Mef, qui sont spécifiques des macrolides (MARKHAM et NEYFAKH, 2001).
Cependant, la plupart de ces transporteurs peut prendre en charge des composeés de structures
trés différente et contribuer ainsi, de maniére significative, alamulti-résistance (MDR : multi-
résistance aux drogues) des bactéries vis-a-vis des antibiotiques (POOLE, 2004). Les géenes,

codant pour les pompes « drogue-spécifiques », sont souvent situés sur des ééments
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génétiques mobiles (plasmides ou transposons) alors que ceux qui codent pour les pompes

MDR sont, pour la plupart, chromosomiques (BUTAYE et al., 2003).

Chez les bactéries Gram negatif, les systémes d’ efflux sont des complexes protéiques
tripartites constitués d’une pompe transmembranaire, d’une protéine périplasmique de
jonction (MFP : Membrane Fusion Protein) et d’une porine, enchéssée dans la membrane
externe (OMP : Outer Membrane Protein). Les pompes les plus fréquemment rencontrées sont
les pompes AcrB chez Escherichia coli ou MexB chez P. aeruginosa. Chez les bactéries
Gram positif, les systemes d’ efflux ne sont constitués que de la pompe. Les plus étudiés sont

les pompes NorA ou QacA, chez S aureus, et PmrA chez Streptococcus pneumoniae.

Pour fonctionner, les pompes d’ efflux utilisent I’ énergie fournie par la dissipation d’ un
gradient de protons (familles MFS, SMR et RND) ou d'ions sodium (famille MATE) ou
encore par I’hydrolyse del’ ATP (famille ABC).

3.4. Perméabilitéréduite

Contrairement aux bactéries Gram positives, dont la structure enveloppante est assez
simple, composée d'une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les antibiotiques
traversent par simple diffusion, les bactéries Gram négatives jouissent quant a elles d’ une
envel oppe plus complexe et plus difficilement franchissable. Les figures 8a et 8b présentent la

structure des bactéries Gram négatives et Gram positives.
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Figure 8a: Structure de laparoi des bactéries Gram négatives (HART et SHEARS, 1997).
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Figure 8b : Structure de la paroi des bactéries Gram positives (HART et SHEARS, 1997).

Ainsi, au sein des bactéries Gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénetrent
dans la bactérie via des protéines transmembranaires nommées porines, alors que les
molécules hydrophobes diffusent simplement a travers la couche phospholipidique. La

membrane externe de certaines bactéries telles que P. aeruginosa est moins perméable que
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celle d'autres especes, ce qui lui confere un niveau moins élevé de senshilité aux
antimicrobiens.

En outre, des mutations au niveau des genes qui codent pour les porines et qui
conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore a une diminution de leur
expression, se traduiront par I’ acquisition de bas niveaux de résistance vis-a-vis de nombreux
antibiotiques. Citons comme exemple, laréduction de |’ expression de la porine OmpF chez E.
coli qui entraine une réduction de sensibilité aux quinolones, aux béta-lactames, aux
tétracyclines et au chloramphénicol. La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme
de résistance cliniquement tres important chez les bactéries Gram négatives et plus
précisement chez P. aeruginosa et les Enterobacteriaceae, étant donné le large spectre
d antibiotiques qu'elle cible. En outre, on décrit également ce type de phénomene pour
expliquer la résistance aux aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible
niveau de sensibilité clinique (résistance intrinseque a bas niveau) observé vis-avis de cette
famille de composés parmi |es bactéries anaérobies facultatives telles que les entérocoques et
les streptocoques. En effet, cette famille d antibiotiques pénétre & I’intérieur des cellules
bactériennes via un mécanisme de transport dépendant d'un métabolisme aérobie
(GUARDABASSI et COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).

3.5. Protection delacibledel’antibiotique

La protection de la cible de I’ antibiotique est un mode de résistance bien connu pour la
famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les fluoroquinolones.
Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection ribosomiale qui conferent
une résistance aux tétracyclines en les déplacant de leur site de fixation par la création d’un
encombrement stérique au niveau du ribosome. Depuis quelques années, des souches
présentant des résistances sub-cliniques dites a bas niveau aux fluoroquinolones ont été
observeées. Ces résistances sont notamment dues a la présence de genes plasmidiques (pour
guinolone resistance) dont 5 groupes existent. Ce mécanisme a été rapporté parmi différentes
bactéries Gram négatives a travers le monde, et des analogues de ces genes ont également été
décrits chez des bactéries Gram positives (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2008).

3.6. Piégeage de |’ antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant |a production de
sa cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier. 1l en
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résulte une diminution de I'antibiotique a I'éat libre au niveau de la cible. Ains des
mutations chromosomiques responsables d’une surproduction des cibles des sulfamidés et
dutriméthoprime ont été décrites chez de nombreuses especes bactériennes. Ce mécanisme est
également impligué dans des bas niveaux de résistance aux glycopeptides chez certaines
souches de S. aureus, et a la tobramycine chez E. coli (GUARDABASSI e¢ COURVALIN,
2006).

4. Place des plantes dansla lutte contrela résistance

Les nouveaux composés actifs peuvent étre recherchés dans les plantes médicinales,
car celles-ci constituent une source potentielle de composés antimicrobiens et/ou inhibiteurs
des mécanismes de résistances aux antibiotiques. En effet, de nombreux composés d’ origine
végétale ont déja démontré des propriétés antimicrobiennes ; ces composeés agissent suivant

plusieurs mécanismes :

- Formation de complexes avec des macromol écules telles que les protéines et les
polysaccharides, inhibant ainsi leurs fonctions (polyphénals) ;

- Rupture de membranes microbiennes (flavonoides lipophiles, terpénoides, défensives)

- Inhibition de I’ adhésion de protéines microbiennes aux récepteurs polysaccharidiques de
I” hote (polypeptides). (MACHEIX et al., 2005).

Les plantes meédicindes fournissent également des composés qui n'ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui augmentent ou restaurent
I’activité des antibiotiques en inhibant les mécanismes de résistance. Ces composés
appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme inhibiteurs des pompes a
efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibiteurs des PBP 2a (quinones, terpénoides)
provoquant la perméabilité des membranes bactériennes (terpénoides) et inhibiteurs des
bétal actamases (alkyls gallates).
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[11. Notionssur la nisine
1. Définition et caractéristiquesdelanisine

La nisine est une bactériocine, de nature protéque produite par des bactéries, et qui présente
des propriétés bactéricides ou bactériostatiques. En 1988, elle a été reconnue GRAS par la
Food and Drug Administration et est utilisée en tant qu’ agent de conservation (E234) dans
I"industrie alimentaire. C’ est un polypeptide thermostable produit par la bactérie Lactococcus
lactis ssp. Lactis. Son spectre d’action est relativement étroit et agit essentiellement sur les
bactéries Gram positif (SEBTI, 2002 ;EFSA, 2006).

2. Structure et propriétés physico-chimiques

Lanisine est un peptide de 3488 Da constitué de 34 acides aminés dont la structure est
représentée dans la figure 9. Les molécules de nisine peuvent s assembler en diméres ou en
oligoméres de 7000 a 14000 Da (KLAENHAMMER, 1993) via des réactions
intermoléculaires entre les résidus Dha et Dhb. La conformation en anneaux des lanthionines
assurerait la rigidité du peptide, diminuerait sa sensibilité a la protéolyse et augmenterait sa
résistance alachaleur . MULDERS et al. (1991) ont isolé un variant naturel delanisine A, la
nisine Z, qui différe par un acide aminé en position 27. La spécificité de I’activité
antimicrobienne des deux variants est identique. Cependant, des tests d’ activité menés par la
technique de diffusion en gélose et des concentrations en bactériocines supérieures a 0.1
ug/ml ont montré que la nisine A donnait des zones d'inhibition d un diameétre inférieur a
celles de la nisine Z a concentrations identiques . Cette différence s explique par une
meilleure diffusion de lanisine Z dans I’ agar . La solubilité de la nisine est fonction du pH et
de laforce ionique de la solution (ROLLEMA et al.,1995). Au dessous de pH 5, la nisine A
présente une solubilité supérieure a celle de la nisine Z. Dans des conditions de pH neutre ou
basique, la solubilité des deux variants est comparable (ROLLEMA et al.,1995). Le pH
influence de fagon importante la stabilité de la nisine a la température (HURST, 1981 ;
ROLLEMA et al., 1995). La nisine dans une solution a pH 5,0 et 6 ,8 perd respectivement 40
et plus de 90 % de son activité aprés un autoclavage a 115,6°C, alors qu'a pH 2 aucune
diminution de |’ activité n’ est observée (HURST, 1981).
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Asparagine au lisu de Uhistidine pour
la nizsine Z

Figure9: Structuredelanisine A et delanisine Z (JASNIEWSKI, 2008).

3. Moded’action

La premiére cible de la nisine se situe au niveau de la membrane cytoplasmique
des souches sensibles (SAHL et BIERBAUM, 1998). Des deux modéles proposés dans la
littérature pour expliquer la formation des pores transmembranaires par la nisine, celui de
DRIESSEN et al. (1995) et VAN DEN HOOVEN et al. (1996) est généralement retenu
(SAHL et al., 1998) (voir figure 10). Les forces d’ attraction électrostatiques entre les charges
négatives des tétes phospholipidiques de la membrane et les charges positives des résidus de
lysine de I’ extrémité C-terminale de la nisine seraient a I’ origine des interactions entre les
molécules de nisine et la membrane (BREUKINK et al., 1998). Le caractére amphiphile de la
nisine lui permettrait ensuite de s'insérer dans le feuillet externe de la bicouche lipidique
(VAN DEN HOOVEN et al., 1996). L’accumulation de plusieurs molécules de nisine au
méme point conduirait a la formation d’un pore. Tout en restant attachées a la surface, les
molécules de nisine se déplaceraient a travers la membrane, en réponse au potentiel
électrique, entrainant avec elles les lipides de la couche externe du coté cytoplasmique
(MOLL et KONINGS, 1996). La formation transitoire de ces pores s accompagne d une
rupture de la force proton- motrice par dissipation du potentiel éectrique transmembranaire
(Ay et du gradient de pH conduisant a I’arrét de toutes biosyntheses (MONTVILLE et
BRUNO, 1994). Les pores entrainent également le passage dans le milieu extracellulaire
d’ATP, d acides aminés, de potassium et de phosphate inorganique (RUHR et SAHL, 1985 ;
ABEE, 1995).

Le deuxieme mode d’action de la nisine est I'inhibition de la biosynthese de la
paroi cellulaire (REISINGER et al.,1980). Cette inhibition résulterait de la formation d’'un
complexe entre le précurseur lipidique membranaire du peptidoglycane, le lipide I1, et les
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molécules de nisine. Le lipide |1 est également la seule cible spécifique de la nisine pour la
formation de pores . Cette association engendre des pores stables et uniformes composés de 8
molécules de nisine et 4 de lipides Il selon un nouveau modéle proposé par (HASPER et
al.,2004).
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Figure 10 : Modéle de formation d’ un pore transmembranaire par lanisine (SAHL et al.,1998).

4. Toxicitédelanisine

Les bactériocines sont degradées par certains enzymes protéolytiques. La non-
toxicité de la nisine, la seule bactériocine autoriste comme additif alimentaire, a é&é
démontrée (TUNELI et DELVES-BROUGHTON, 1998). De plus, un facteur important a
considérer est que la nisine présente dans les aliments, est facilement dégradée par les
enzymes digestifs sans toutefois générer des produits toxiques (HURST, 1981). Ainsi,
I’organisation de I’agriculture et de I’aimentation (FAO) et I'organisation mondiae de la
santé (OMS) ont recommandé une prise moyenne journaiére (Average Daily Intake: ADI) de
0 a 33 mg de nisine par kg de poids corporel. La nisine a é&é approuvée pour des utilisations
spécifiques dans différents produits alimentaires dans 50 pays dont les Etats-Unis (DELVES-
BROUGHTON, 1997 ; TUNELI| et DELVES BROUGHTON, 1998). Toutefois son usage
alimentaire reste restreint a certains aliments (BOUKSAIM et al., 1999).
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5. Intérétsdelanisine

La nisine joue un role dans la conservation des aliments, elle est la seule bactériocine des BL
acceptée comme bio-ingrédient dans les aiments par FDA (1988). Elle est surtout réputée
pour son efficacité contre les spores de Clostridium et de Bacillus, fréquemment responsables
de ladétérioration des conserves alimentaires (DELVES-BROUGHTON, 1990).

WAJID et KALN, (1976) ont montré que des échantillons du lait stérilisés et traités avec la

nisine ont pu étre conservés six mois a 37°C et trois semaines a 55°C.

La nisine connait une large application comme additif alimentaire dans les conserves de

végétaux, soupes ou poudings a base de céréales (ECKNER, 1992).

TAYLOR et al. (1990) ont rapporté qu'un emballage sous atmosphere modifiée (CO2) ou
sous vide combiné a I'utilisation de la nisine pourrait allonger significativement la durée de

vie de certains poissons.

L'gout de bactériocines dans les aliments permettrait non seulement de commerciaiser des
produits plus sains et plus sécuritaires mais aussi de diminuer I'emploi de conservateurs
chimiques (HARLANDER, 1993).

Aussi, la nisine a fait I’objet d'un brevet quant a son utilisation dans la prévention et le
traitement d’ ulcére causé par Helicobacter pylori .Elle est, de plus, connue pour étre un agent
thérapeutique potentiel des mastites bovines, et est déja utilisée comme agent prophylactique.
Différentes études ont été réalisées sur I’ utilisation de la nisine en solution buccale. Elle a
démontré une action préventive contre la plague dentaire et les inflammations gingivales chez
le chien (HOWELL et al., 1993).
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V. Description des plantes étudiées

1. Pinus sylvestris

1.1. classification

Regne :Plantae
Sous-Regne :Tracheobionta
Division :Coniferophyta
Classe :Pinopsida
Ordre ‘Pinales
Famille :Pinaceae
Genre :Pinus

Espece :Pinus sylvestris

Figure 11: Photographie de Pinus sylvestris

1. 2. Description botanique

Le pin sylvestre (Pinus sylvestris), porte plusieurs noms, comme « pin d' Auvergne »,

« pin de Genéve », « pin rouge » ou encore « pin d’ Ecosse ».

Le Pin sylvestre est un arbre des régions montagneuses, poussant a basse altitude. 1l se
reconnait & son écorce rouge. |l peut atteindre 30 metres de hauteur et entre 6 & 10 métres

d'étalement. |l peut devenir centenaire.

Le feuillage est composé d'aiguilles persistantes, doubles dans une gaine. Elles sont
vrillées et de couleur vert bleuté. Elles ont de 5 & 7 cm de longueur. L'ombre n'est pas trop

épaisse.

L'écorce est formée de fines écailles, de couleur brun-rouge. Elle vire a la couleur

saumon sur les branches et en haut du tronc sur les vieux arbres.

Les fleurs méles apparaissent en Mai-Juin ; elles forment de petits chatons jaunes qui
sont groupés a la base des pousses. Les fleurs femelles sont de couleur pourpre, de petite taille
et ont une position terminale (CARON,2001).
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1. 3. Huile essentielle de Pinus sylvestris

L’ huile essentielle est extraite des aiguilles fraiches, par distillation compl éte par
entrainement alavapeur d’ eau.

Le profil chromatographique indiqué par la pharmacopée Européenne est :
- Monoterpenes : a-pinéne (32-60%), B-pinene (22%), 5-3-caréne, limonene, B-
myrcene
- Esters terpéniques : acétate de bornyle
- Sesquiterpenes : B-caryophylléne (BRUNETON, 2009).

Pinus sylvestris posséde de nombres propriétés anti-inflammatoires, a une place dans
le traitement de la sciatique, du lumbago, de I'arthrite et notamment de la polyarthrite
rhumatoide.

Les huiles essentielles de pin sylvestre sont utilistes comme complément dans le
parfumage des savons, pour la préparation des produits de bain, pour les désodorisants, les
produits de vaporisation et dinhalation (MAXIA et al., 2001).

2. Pelargonium asperum

2. 1. Classification

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

Genre : Pelargonium

Espéce : Pelargonium asperum

Figure 12: Photographie de Pelargonium
asperum
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2. 2. Description botanique

Pelargonium asperum est une plante buissonnante de 60 cm et parfois plus. Les tiges
poussent vertes et se lignifient avec I’age. Il porte des feuilles cordiformes avec 5 a 7 lobes,
opposées, recouvertes de poils qui donnent un aspect velouté. Les poils défensifs rendent la
plante poisseuse, les poils glanduleux sont remplis d’ essence aromatique et rendent la plante
odorante quand on la touche. Ils ont un réle dans la défense contre les insectes, les pucerons

par exemple. Lorsqu’ on froisse lafeuille, elle dégage un puissant parfum de rose citronné.

La racine est pivotante. Les fleurs montrent 5 pétales roses, dont certains se
chevauchent et parmi lesquels 2 sont lignés de rouge. Elles sont en grappe et groupées par 2,
et apparaissent en continue toute la belle saison. Des 2 ovaires présents, un seul est féconde, et
produit un fruit allongé et éroit (ANONY MEL).

2. 3. Huile essentielles de Pelargonium asperum

La composition biochimique est susceptible d' évoluer en fonction des conditions de

production.
- Composes chimiques principaux : Monoterpénols 50%  (Citronnellol 21,22%,
géraniol 13,42, linalol 15,36), Esters (25%) (Formiate de citronnellyle et de géranyle)
- Autres composés chimiques : Sesquiterpenes, Cétones (5 a 10 %) (Isomenthone et

menthone), Oxydes.

Propriétés particulieres de | huile essentielle de Pelargonium asperum: Hémostatique,
Cicatrisante, Antispasmodique, Anti-inflammatoire, Anti-infectieuse, Anti-fongique de la

peaul.

Autres propriétés: stimulante lymphatique, stimulante hépatique et pancréatique,
relaxante (BOUKHATEM et al.,2010).
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|. Matériel et méthodes
1. Matériel
1.1. Microor ganismes testés

Le choix des bactéries s'est porté sur six souches fréguentes en pathologie humaine.
Nous avons sélectionné deux groupes de bactéries, des bactéries a Gram positif et des

bactéries a Gram négatif (Voir tableau 1).

Tableau 1 : Tableau descriptif des différentes bactéries utilisées dans cette étude

L es souches bactériennes Typede Gram Provenance
Escherichia coli Gram négatif
(ATCC25922)
Laboratoire de microbiologie
Saphyl ococcus aureus Gram positif de’'UMMTO
(ATCC43300)
Escherichia coli Gram négatif
Saphylococcus aureus Gram positif Laboratoire de microbiologie
du CHU de Tizi-Ouzou
Klebsiella pneumoniae Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa Gram négatif

1.2. Milieux deculture
- Gélose nutritive, gélose de Mudler Hinton ;
- Milieux liquides : BrainHeart Infusion Broth (BHIB)

Les milieux proviennent du laboratoire Conda (Espagne). La composition chimique de
ces milieux est décrite dans |’ annexel.
1.3. Antibiotiques utilisés

Ces antibiotiques sont fournis par le laboratoire de microbiologie de 'UMMTO et
proviennent de Bioanalyse Inde laboratoires.

- Amoxicilline (AM) de 25 pg/disque ;

- Oxytétracycline (O) de 30 ug/disque ;

- Gentamicine (GN) de 10 pg/disque.
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1.4. LaNisine

Lanisine detype A fournie par Mr Ouelhad;.

1. 5. Leshuiles essentidlles

Les deux huiles essentielles étudiées sont fournis par Mr Ouelhad]. Elles sont 100%

pures et d' origine naturelle et les ingrédients sont issus de I agriculture biologique.

Tableau 2 : Tableau descriptif des deux huiles essentielles utilisées dans cette étude

Huiles essentielles Nom latin provenance contrble
Laboratoires Pierre Ecocert Greenlife
Pin sylvestre Pinus sylvestris Fabre, France F32600
Laboratoires Ecocert France
Géranium Pelargonium asperum Puressentidl, Fr-BIO-01
Belgique

1.6. Appareillage

- Spectrophotometre: Vis-7220G. Biotech Engineering. Management CO.LTD (UK).
- Etuve : BINDER. Allemagne.

- Baance de précision : KERN 770. Allemagne.

- Autoclave : WEBECO. Allemagne.

- Bain Marie: MEMMERT. Allemagne.
- Agitateur a barreau magnétique non chauffant : GERHARDT. Allemagne.
- Réfrigérateur : ENIEM. Algérie.

2. Méthodes

2.1. Testsde confirmation des souches bactériennes

2.1.1. Tests microbiologiques

Chacune des souches a été d'abord revivifiée dans un milieu BHIB, puis repiquée sur

un milieu sélectif afin d’ obtenir des souches jeunes de 24h. Apres incubation a 37°C pendant

24h, la coloration de Gram et |’examen microscopique au grossissement x1000 ont été
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réalisés. Ils permettent I’observation du mode de regroupement, la forme des cellules

bactériennes ainsi que le type de Gram.
La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode décrite par DELARRAS (2007)
- Préparer un frottis de lasouche test ;
- Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1 minute puis rincer al’ eau distillée ;
- Verser du lugol et laisser agir pendant 1 minute, rincer al’eau digtillée ;
- Décolorer al’acool a95°, entre 15 et 30 secondes, rincer al’ eau distillée ;
- Recolorer avec de lafuchsine pendant 10 &30 secondes, rincer al’ eau distillée ;
- Sécher au-dessus de laflamme d’ un bec bunsen ;
- Observation au microscope optique al’ objectif x 100 al’immersion.

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif, et celles colorées en

rose sont des bactéries a Gram négatif.
2.2. Préparation del’inoculum
2.2.1. Préparation de pré-culture

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18 a 24h, en
phase exponentielle de croissance. Un repiquage est réalisé a partir du bouillon BHIB dans
des boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton Agar (MHA), puis incubées pendant 24h
a3reC.

2.2.2. Préparation dela suspension bactérienne

A partir des boites de Pétri ensemencées, on a prélevé quelques colonies dans 15ml
d’ eau physiologique stérile. La suspension bactérienne a été standardisée a une DO de 0,08-
0,1 &’aide d un spectrophotométre & 620 nm, qui correspond & 10’ UFC/ml, puis on aréalisé

une dilution de 1/10 pour avoir une concentration bactérienne de 10° UFC/ ml.
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2. 3. Etudedel’activité antibactérienne
2.3.1. Test de sensibilité des souches bactériennes aux huiles essentielles

L’ aromatogramme consiste a estimer I'inhibition de la croissance des germes testés
soumis au contact des huiles essentielles étudiées (Pinus sylvestris et Pelargonium asperum).
Cette méthode a été réalisée sur milieu géloseé de Mueler Hinton (MHA). 0,Aml de chaque
suspension bactérienne standardisée & 10° UFC/ml est ensemencé par écouvillonnage dans
les boites de Pétri. Des disques de papier Wattman stériles de 6 mm de diameétre imprégnés de
10 pl d'H.E atester ont été déposés au centre de chague boite. On raison de I” hydrophobicité
des H.E et pour avoir une meilleure diffusion de ces huiles dans le milieu, un émulsifiant
Diméthyle Sulfoxyde (DM SO) est additionné aux H.E a raison de (5% V/V)(DJENANE et
al., 2011).

Un témoin négatif a été réalisé par un dépdt de 10 pl de DMSO sur des disques
entreposés sur un milieu préalablement ensemencé de la bactérie teste.

Un témoin positif a éé réaisé par un dépdt dun disque de chacun des trois

antibiotiques sur un milieu préal ablement ensemencé de la bactérie teste.

Chague essaie est répété troisfois.

Disque de papier ‘ N
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle

‘ / *@® ———-

Incubation a 37°C

IHOC{J_W? pendant 24 heures
bactérien
.
Boite de Pétri Diamétre
avec lagélose MH dinhibition

Figure 13: Illustration de la méthode d’ aromatogramme (ZAIK1, 1988).

38



Matériel et méthodes

La lecture a été effectuée par mesure du diamétre de la zone d'inhibition autour de
chague disque a I’aide d’'une regle en (mm). Selon PONCE et al. (2003), la sensibilité des

souches vis-&-vis des H.Es est déterminée comme suiit :
e Non sensible (-) ou résistante, si le diamétre est inférieur a 8mm ;
e Sensble (+) si le diamétre est compris entre 9mm et 14mm ;
e Tressensible (++) si le diamétre est compris entre 15mm et 19mm ;

e Extrémement sensible (+++), si le diamétre est supérieur a 20mm.

2.3.2. Détermination de la Concentration Minimale I nhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer @ I’aide d’un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en H.E. Aprées incubation, |I’observation de la gamme permet
d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en H.E capable d’inhiber la croissance bactérienne. La CMI des H.Es étudiées a
été déterminée suivant la technique de macrodilution en milieu liquide rapportée par
GUINOISEAU (2010).

2.3.2.1. Technique de macrodilution en milieu liquide

450 pl de I'H.E a tester supplémentée en DM SO (5% V/V), sont placés dans un tube
stérile contenant 3,55 ml du Bouillon Muller Hinton (MHB). Une dilution de demi en demi
est réalisée dans du milieu MHB, de maniére a obtenir une gamme de concentration comprise
entre 63,38 et 0,12 ul/ml, les valeurs de dilution sont résumées dans | e tableau 3.

Tableau 3: Vaeurs des dilutions utilisées pour déterminer les CM|

Rapport
e | w2 | va | ws | wie | us2 | Ues | V128 | 256 | U512 | V1024
del'H.E
% 50 | 25 | 125 | 625 | 312 | 15 | 078 | 04 | 02 | 01
W HE/mI | 6338 | 3169 | 1584 | 7,92 | 3,96 | 1,98 | 099 | 049 | 024 | 012
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10,5 pl d'un inoculum bactérien de10° UFC/mI sont déposés dans chacun des tubes de la
gamme de dilution. Un témoin de la croissance bactérienne, pour lequel 10,5 pl de la
suspension bactérienne standardisée ont été déposés dans du milieu MHB supplémenté en
DMSO (5% V/V), est également réalisé. Chaque essai est répété 2 fois.

Incubation 24h & 37°C, puis |’ observation de |a présence ou absence de croissance bactérienne

al’ il nu.

Selon OUSSOU et al. (2004), le contenu de tous les tubes ou il n’ya pas eu de croissance
visible est ensemencé sur un milieu gélosé. Un témoin négatif est réaisé a partir du tube
témoin (ne contenant pas d huile). Incuber & 37°C pendant 24h. L’ absence du dével oppement
microbien implique |'effet bactéricide, alors que la présence de colonies (croissance

bactérienne) est I’ effet bactériostatique .Chaque est répété 2 fois.
2. 4. Etudedel’activité antibactéienne delanisine

L’ activité de la nisine a été mise en évidence par la méthode de I’ antibiogramme. Etant
donné que I’ activité de la nisine dépend du pH (diminue lorsque le pH augmente), une autre
solution a été préparée a base de nisine dissoute dans du HCL a 0,02 N de fagon a obtenir la
concentration de 1,5 mg/ml. Un contréle négatif a é&é réalisé en imbibant des disques de 10 pl
du HCL a0,02 N puis, les entreposer sur les milieux de cultures ensemencés. Chaque essai est

répété troisfois.

Ces concentrations ont éé choisies en se reférant a celle utilisées par BANI-JABER
(2000). L’ gout dHCL a0,02 N pour la préparation de la nisine a été chois en seréférant ala
méthode établie par KHADDOR (2003).

2.5. Etude del’ effet dela combinaison des huiles essentielles avec la nisine

Par la méthode de diffusion sur milieu gélosé ; dans le but de la mise en valeur d’un
éventuel effet synergique entre les H.Es et de la nising, des combinaisons entre les H.Es
émulsifiées dans du DM SO a (5% V/V) et la nisine dissoute dans du HCL a 0,02N a une

concentration de 1,5 mg/ml ont été effectuées avec trois concentrations différentes :
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50% d'H.E + 50% de nisine;
25% d'H.E + 75% de nisine;
75% d' H.E + 25% de nisine .

Les disques imbibés de 10 pl de la solution préparée initialement, par mélange des
différentes concentrations, sont déposés sur les boites de pétri préalablement ensemencées.
Les résultats obtenus seront comparés aux résultats de la nisine et des huiles essentielles

séparément.

Des témoins négatifs ont été réalisés, par mélange de 50% de DM SO et de 50% d’'HCL
a0,02N. Chaque est répété troisfois.

D’aprés PIBIRI (2005), il existe quatre effets antimicrobiens des associations d’ huiles

essentielles, ainsi pour les antibiotiques :
Indifférent : I’ activité d une huile essentielle n’ est pas affectée par I’ autre :
(A+B)= Effet A ou Effet B.

Addition : I'effet de |’ association est égal ala somme des effets de chague H.E éudiée

isolément, ala méme concentration que dans |’ association :
(A+B)=Effet A + Effet B.

Synergie : I’ effet est significativement supérieur ala somme de chaque huile essentielle

étudiée isolément, ala méme concentration :
(A +B) > Effet A + Effet B.

Antagonisme: [’association diminue |'activité de I'une ou l'autre des huiles

essentielles. Elle est inférieure ala somme des effets de chague H.E prise séparément :

(A +B) < Effet A ou Effet B.
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2. 6. Analyses statistiques

Les analyses de la variance ont été realisees par le logiciel statistique Statistica version
7.1. Toutes les expériences ont étés réalisées en triple, les résultats ont été représentés par la
moyenne avec son écart type pour chague cas. Les différences ont éé considérées
significatives a p< 0,05.

e P>0,05 —— différence non significative ;

e P<005etP>0,01 > différencesignificative;

e P<0,0letP>0,001 —— différence hautement significative ;
e P<0,001 ___ différence tres hautement significative.
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1. Résultats destestsde vérification des souches bactériennes

L es caractéres morphol ogiques des bactéries testées sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 4 : Caracteres morphol ogiques étudiés pour la vérification des souches bactériennes

Espece bactérienne Milieu de culture Gram Aspect microscopique
E. coli ) o _
Gélose Hecktoen Négatif Coccobacille
ATCC 25922
E. coli Gé ose Hecktoen Négatif Coccobacille

_ Gélose nutritive o _
P_aeruginosa ) _ Neégatif Bacille
King A et King B

K. pneumoniae Gé ose Hecktoen Négatif Coccobacille
S aureus Gélose Ch Positif Cocci derais
ose man Siti occi en grappe deraisin
ATCC 25923 » orepp
S aureus Gé ose Chapman Positif Cocci en grappe deraisin

2. Résultats destémoinsréalisés par la méthode de diffusion sur gélose
2.1. Résultats des témoins négatifs réalisés avec le DM SO

Lafigure 14 montre les témoins négatifs réalises avec le DM SO par la méthode de

diffusion sur gélose.
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\\DMSQ/ S. aureus

DMSO/E. coli

—

L

DM SO'/Klebsiella Mae’""" DM SO #iRseudomonas aeruginosa

: =<

Figure 14: Témoins négatifs réalisés avec le DM SO sur les six bactéries testées

2.2. Résultats des témoins positifs (antibiogramme)
L’ antibiogramme consiste a rechercher la sensihilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques. Nous avons testé |’ activité de trois antibiotiques choisis selon leur fréquence

d’ utilisation en milieu hospitalier, par la méthode standard des disques.

44



Résultats et discussion

E. Coli (ATCC 25922)

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 15:Témoins positifs réalisés avec les antibiotiques Amoxicilline (AM, 25 ug),
Gentamicine (GN, 10 ug) et Oxytétracycline (O, 30 ug) sur les six souches bactériennes
testées.
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Le tableau suivant montre les diamétres d'inhibition ainsi que la sensibilité des souches
bactériennes aux trois antibiotiques (Amoxicilline, Gentamicine et Oxytétracycline).

Tableau 5 : Résultats des diametres d’inhibition en mm (moyenne + |’ écart type) des
antibiotiques sur les six souches bactériennes.

Diametres d’inhibition en (mm) et en moyenne
destroisessais + |’ écart type

Souches ATB | Amoxicilline | Gentamicine | Oxytétracycline
Staphylococcus aureus
(ATCC43300) 26 £ 0,00 28 £ 0,00 30,00 + 0,00
Staphylococcusaureus | g 0. 0,00 | 6,00+ 0,00 22,5+ 353

Escherichia coli
(ATCC25922) 6,00 + 0,00 24,50+ 0,70 23,5+0,70

Escherichia coli 6,00 + 0,00 19+ 1,41 24,00 + 0,00

Klebsiella pneumoniae | 6,00+ 0,00 | 28,50+ 2,12 20,50+ 0,70

Pseudomonas aeruginosa | 6,00 + 0,00 14,50 £ 0,70 15,50 + 0,70

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres des zones
d’inhibition.

35 b - - - ..
@: diamétre d'inhibition
30

25 A

B Amoxycilline

ﬂ(mm)

B Gentamicine

1 Oxytétracycline

S aureus S. aureus E. coli E. coli K. P.
(ATCC43300) (ATCC25922) pneumoniae  aeruginosa

Figure 16 : Représentation graphique du test de sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis
des trois antibiotiques.
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D’ apres I’ histogramme représenté dans la figure 16, on constate que les bactéries
testées présentent des sensibilités différentes vis-a-vis des antibiotiques utilisés. Pour
I’ Amoxicilline, Staphylococcus aureus (ATCC43300) est la seule bactérie sensible aors que
pour Gentamicine et Oxytétracycline toutes les bactéries se sont montrées sensibles a

I’ exception de Staphylococcus aureus qui est résistante a Gentamicine.

3. Réaultats du test de sensibilité des souches bactériennes aux deux huiles essentielles

3.1. Résultats du test de sensibilité des souches bactériennesa |’ H.E de Pinus sylvestris

Lafigure 17 montre |’ effet de |’ HE de Pinus syl vestris vis-a-vis des six souches

bactériennes étudiées.
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E. Coli /P. sylvestris

i

K. pneumoniae/ s Ivestri P. aeruginosa/ P. sylvestris

Figure 17 : Effet de |’ huile essentielle de Pinus sylvestris sur les six souches bactériennes
testées.
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L e tableau suivant montre les diamétres d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches

bactériennes a |’ huile essentielle de Pinus sylvestris.

Tableau 6 : Résultats des diametres d’inhibition en mm (moyenne + | écart type) de I’ H.E de
Pinus sylvestris les six souches bactériennes testées.

Pinus sylvestris
Souches Diamétresd mhl b|t|or! en (frlm) et en moyenne Sensibilité
destrois essais + |’ écart type
S aureus
Gram | (ATCC43300) 13,50 £ 0,70 (+)
(+)
S. aureus 29,50+ 2,12 (+++)
E. coli
(ATCC25922) 28,50 £ 0,70 (+++)
Gram(-) E. coli 32,00+ 1,41 (1)
K. pneumoniae 13,00 + 0,00 (+)
P. aeruginosa 6,00 + 0,00 ()

* Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des diametres des zones
d’inhibition.

3.2. Résultats du test de sensibilité des souches bactériennesa l’H.E de Pelargonium
asperum

Lafigure suivante montre I’ effet de |’ HE de Pelargonium asperum vis-a-vis des six
souches bactériennes éudiées.
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S. aureus(ATEC43300) [P asperum

E.coli / P. asperum

/

K. pneumoniae/ P.“asperum P. aeruginosa/ P. asperum

Figure 18 : Effet del’ huile essentielle de Pelargonium asperum sur les six souches
bactériennes testées.
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Letableau 7 montre les diamétres d'inhibition ainsi que la sensibilité des souches

bactériennes al’ huile essentielle de Pelargonium asperum.

Tableau 7 : Résultats des diametres d’inhibition en mm (moyenne + | écart type) de I’ H.E de

Pelargonium asperum les six souches bactériennes testées.

Pelargonium asperum
Souches Diametresd mhl biti on en (frlm) eten Sensibilité
moyenne des trois s I’ écart type
S aureus (ATCC43300)

Gram (+) 36,00 + 1,41 (+++4)
S. aureus 22,50 + 3,53 (+++)

E. coli (ATCC25922) 12,50 + 3,53 (+)
Gram(-) E. coli 40,00 + 7,07 (++4)

K. pneumoniae 12,00 + 0,00 (+)

P. aeruginosa 10,50 + 0,70 (+)

* Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des diametres des zones
d’inhibition.

Le tableau suivant résume les résultats du test d’ aromatogramme obtenus avec les deux
huiles essentielles initialement émulsifiées dans du DM SO araison de 5 % (V/V) vis-a-vis

des souches bactériennes testées.

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches bactériennes

vis-a-vis des deux huiles essentiell es testées.

Diameétres d’inhibition en (mm) et en moyenne destrois essais £ I’ écart type
Pinus sylvestris Pelargonium asperum
Souche Diametre Sensibilité Diametre Sensibilité
Saureus
(ATCC43300) 13,50+ 0,70 (+) 36,00+ 1,41 (+++)
Saureus 29,50 + 2,12 (+++) 22,50 + 3,53 (+++)
E.coli
(ATCC25922) 28,50 £ 0,70 (+++) 12,50 + 3,53 (+)
E.coli 32,00+ 1,41 (+++) 40,00 + 7,07 (+++)
K. pneumoniae 13,00 + 0,00 (+) 12,00 + 0,00 (+)
P. aeruginosa 6,00 £ 0,00 ) 10,50 £ 0,70 (+)

* Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des diametres des zones
d’inhibition.
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Figure 19: Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches
bactériennes vis-&-vis des deux huiles essentielles Pinus sylvestris et Pelargonium

asperum

D’ apres I’ histogramme représenté dans la figure 19, nous constatons que toutes les
souches bactériennes sont sensibles aux deux huiles essentielles Pinus sylvestris et
Pelargonium asperum a I'exception de P. aeruginosa qui n'a montré aucun diamétre
d’inhibition vis-a-visde Pinus sylvestris.

Nous remarquons des diameétres d'inhibition éevés chez E. coli et S. aureus pour les
deux huiles essentielles. Pour E.coli (ATCC25922) et Saureus (ATCC43300), elles ont
montré une grande sensibilité vis -a- visdeI’HE P. sylvestris et P. asperum respectivement.

Les huiles essentielles éudiées ont montré des degrés d activité antimicrobienne
variable en fonction de la bactérie cible.
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La bactérie a Gram positif testée, S aureus est tres sensible aux deux huiles
essentielles avec un diametre de 29,5 mm pour P. sylvestris et de 22,5 mm pour P. asperum.
Comparée aux antibiotiques utilisés comme témoins positifs, cette souche est résistante a

Amoxicilline et Gentamicine mais sensible a Oxytétracycline.

Par contre Saureus (ATCC43300) est extrémement sensible seulement envers P.
asperum ; avec un diamétre de 36 mm mais sensible aux trois antibiotiques utilisées comme

témoins positifs qui sont Amoxicilline, Gentamicine et Oxytétracycline.

En ce qui concerne les bactéries a Gram négatif E.coli (ATCC25922), E.coli, K.
pneumoniae et P. aeruginosa; elles sont toutes sensibles aux deux huiles essentielles en
précisant que E.coli est laplus sensible avec des diamétres de 32 mm envers P. sylvestris et
40 mm envers P. asperum. Par contre E.coli (ATCC25922) présente un diamétre de 28,50

mm avec P. sylvestris.

Il faut noter que les bactéries & Gram négatif éudiées sont toutes résistantes a

Amoxicilline et sensibles a Gentamicine et Oxytétracycline.

On déduit que les deux huiles essentielles Pinus sylvestris et Pelargonium asperum

ont manifesté une activité antimicrobienne importante.

SELADJI (2014), aévalué la sensibilité de quelques bactéries vis-a-vis des huiles
essentielles de Pinus pinea, Pinus pinaster et Pinus halepensis provenant des stations de
Nadroma (Maroc). Les résultats ont montré que les souches bactériennes a Gram (+) testées
sont trés sensibles aux huiles essentielles des trois Pinus, notamment contre Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC
19115). En revanche, les trois Pinus n’ont pas révélé le méme pouvoir antibactérien contre
I”’ensemble des souches a Gram (-) testées qui sont Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063) et
Escherichia coli (ATCC 25922). Nos résultats concordent avec ces travaux, mis a part pour
E.coli et E.coli (ATCC25922) qui ont exprimé une forte sensibilité vis-a-vis de notre huile
étudiée (Pinus sylvestris).

Lestravaux de FEKIH (2015), ont montré une activité moyenne vis-a-vis des bactéries
a Gram-négatif K. pneumoniae (zone d’inhibition de 12mm et 10 mm) pour |’ huile essentielle
de P. pinea et P. halepensis respectivement. Aussi |'huile essentielle de P. halepensis a

montré un effet inhibiteur moyen contre A.baumanii. Nous remarquons aussi que les trois
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huiles n’ont montré aucun effet contre P.aeruginosa, S. typhimurium, E. coli, E.cloacae, C.
freudii et P. mirabilis.

De plus, I*huile essentielle de P. pinaster & montré aussi une activité moyenne vis-a-vis de la
souche bactérienne a Gram-positive Enterococcus faecalis (zone d'inhibition de 12 mm).
Aucune zone d’inhibition n’ est observée autour des disques a la charge 10 pL contre 8 micro
organismes a Gram-négatifs et a Gram-positifs parmi lesquels : Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, I huile est inactive contre ces bactéries.

Selon le méme auteur, I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de P. halepensis
de Ghazaouet (Ouest du Nord de I'Algérie) est évaluée contre quatre souches de bactéries :
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Bacillus cereus, en
utilisant la méthode de diffusion sur disque. L'huile essentielle a montré une forte activité
contre Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Dans le contraste, |'huile est inefficace sur
I'inactivation de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Toutes les études effectuées par ces auteurs sur les H.Es des éspéces du genre pinus
concordent avec nos résultats pour I'HE Pinus sylvestris al’ exception d’ E.coli (ATCC25922)

et d E.coli qui ont montré une sensibilité éevée.

Les résultats de BEN HSOUNA et HAMDI (2012), ont montré que I'huile essentielle
de P. graveolens avait un grand potentiel pour une activité antimicrobienne contre un groupe
de micro-organismes. Le maximum des diamétres des zones dinhibition pour les souches
bactériennes, qui étaient sensibles a I'huile essentielle, se trouvaient dans la gamme de 13-24
mm. lls ont noté chez les bactéries a gram (-) des diamétres de 13 et 14 mm pour Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 et Salmonella enterica respectivement. Pour les bactéries a Gram
(+) des diametres de 15 mm pour Micrococcus luteus ATCC 1880, 20 mm pour Enterococcus
faecalis ATCC29212 et 14 mm pour Staphylococcus epidermis ATCC 12228. Sur la base des
diamétres des zones d'inhibition, Saphylococcus aureus était plus sensible al'huile essentielle

gue les autres bactéries Gram-positives avec un diameétre de lazone d’inhibition de 24 mm.

L’ é&ude de GHANNADI et al. (2012), a montré que toutes les souches bactériennes
testées sont sensibles vis-a-vis de I’ huile essentielle P. graveolens d’'lran avec des
diameétres de 9,5 mm pour E. coli, 25,3 mm pour P. aeruginosa,42 mm pour S aureus,16,5
mm pour B. subtiliset 9 mm pour S. enteritidis. Par contre L. monocytogenes est résistante.
La souche la plus sensible est S. aureus et cette huile essentielle a un bon effet inhibiteur sur
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sa croissance. Toutes les souches sont également sensibles au contrle antibiotique

(amoxicilline et chloramphénicol).

Selon CARMEN et HANCU (2014), l'intensité de I'effet antimicrobien de I'HE
Pelargonium graveolens est variable selon les souches bactériennes étudiées. Toutes se sont
montrées sensibles a I'HE. Saphylococcus aureus pour les bactéries a Gram(+) et
Pseudomonas aeruginosa pour les bactéries a Gram(-) ont montré le plus grand diameétre de la

zone d'inhibition qui est de 31 mm.

Toutes ces études sont en accord avec nos résultats pour I'HE Pelargonium asperum
qui ont révelé des zones d'inhibitions différentes envers toutes les souches cibles ou les
bactéries a Gram (+) Saureus (ATCC43300) et Saureus sont les plus sensibles avec un
diameétre de 36mm et 22,50 mm respectivement et une sensibilité moyenne vis-a-vis des
bactéries a Gram (-) E.coli (ATCC25922), K. pneumoniae et P. aeruginosa mis a part

E.coli qui est tres sensible avec un diametre de 40 mm.

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu gélosé ont permis de

montrer que les bactéries a Gram positifs sont les plus sensibles que les Gram négatif.

Il a été fréguemment rapporté dans la littérature scientifique que les bactéries a Gram (-)
résistent a I'effet inhibiteur des H.Es et leurs composants. De ce fait, plusieurs auteurs
s accordent (EL KALAMONIE et al. 2009 ; GILLES et al., 2009 ; AL REZA et al., 2010;
ZAHER et al., 2010 ; SATTANNI et al., 2012 ; FADLI €t al., 2012). Cette résistance peut
s expliquer par le fait que les bactéries a Gram(-) sont dotées d’ une couche de peptidoglycane
coincée entre la membrane plasmique et une assise externe constituée de lipopolysaccharides
et de protéines. Selon LECLERC et al. (1995), la membrane externe de lipopolysaccharides
des bactéries a Gram (-) constitue une barriere d' imperméabilité aux substances hydrophobes,
susceptibles d’ entrer et d’empécher |a croissance bactérienne. Cependant, |’ absence de cette
membrane chez les bactéries a Gram (+) fait que la couche de peptidoglycane se situe a
I’ extérieur, ce qui permet a ces bactéries d’ étre plus disponibles a entrer en contact avec les
H.Es (BURT, 2004). De plus, comme propriété trés rependus chez les bactéries a Gram (-),
' est la présence de proténes membranaires appel ées pompes a efflux, qui expulsent I’ agent
antimicrobien hors de la cellule avant qu’'il ne puisse agir (c'est le cas de Pseudomonas
aeruginosa), (LOUCIF, 2011).
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Selon DELAQUIS et al. (2002), il est trés difficile de faire une généraisation du fait
gue chague essence est unique dans sa composition et chague bactérie differe
considérablement I’ une de I’ autre en structure et en fonctionnalité. FARAH et al. (2001), ont
rapporté que |’ efficacité antimicrobienne d'une huile essentielle est due a la nature et a la

teneur de ces différents constituants qui peuvent agir en synergie.

Etant par nature des composés tres volatils et instables, surtout s'ils sont riches en
hydrocarbures insaturés, les huiles essentielles doivent étre stockées dans des conditions
adéquates, permettant de conserver leurs propriétés chimiques ains que physiques. La
chaleur, lalumiére (UV solaires) et I’ O, de I’air favorisent I’ oxydation des huiles essentielles.
Ce qui entraine une dénaturation de leurs molécules actives notamment polyinsaturées, et
donc une perte rédle d’ activité un durcissement prématuré, ou des transformations en résine,
donnant lieu a une multitude de produits malodorants (aldénhydes, peroxydes etc.)
responsables des phénomenes d'irritations cutanées ou des muqueuses rendant I'H.E
inutilisable.

4. Résultats du test de sensibilité des souches bactériennes ala nisine

Selon lalittérature, la nisine semble avoir un optimum d’ activité dans des conditions
acides, une concentration de 1,50mg/ml est mise en ceuvre en association avec del’HCL a
0,02N. Lafigure 20 montre les résultats du test de |’ antibiogramme obtenu en association
avec I'HCL.
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S .aureus (ATCC 43300)

E. Coli (ATCC 25922)

K. pneumoniae P. aeruginosa

Figure 20: Résultats du test de I’ antibiogramme avec lanisine a1,5mg/ml dansde’HCL a
0,02N.
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Le tableau 9 montre les diameétres d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches

bactérienne ala concentration de 1,5mg/ml de nisine dissoute dansde I’'HCL a0,02N.

Tableau 9: Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches bactériennes
alaconcentration de 1,5mg/ml de nisine dissoute dans de I’'HCL a0,02N.

Diamétres d’inhibition en (mm) et en moyenne des troisessais + |’ écart type
Hution 1,5 mg/ml nisine/ HCL a0,02N
Souche Diamétre Sensibilité
Saureus
(ATCC43300) 2300x14 ()
Saureus 24,50 £ 0,70 (+++)
E.coli
(ATCC25922) 1330£0.70 ™)
E. coli 18,00 + 2,82 (++)
K.pneumoniae 12,50 + 0,70 (+)
P.aeruginosa 21,50+ 0,70 (++4)

* Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des diametres des zones
d inhibition.

@: Diamétre d'inhibition
30 -

H 1,5mg/ml nisine /

20 4 HCL 2 0,02N
5
E 5]

10 -

5 .

O T T T T T

S.aureus S.aureus E.coli E. coli K.pneumoniae P.aeruginosa
(ATCC4330) (ATCC2592)

Figure 21: Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches
bactériennes vis-a-vis de lanisine dissoute dans|’HCL a 0,02N.
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Dans notre expérimentation le choix s est porté sur la concentration de 1,5 mg/ml de
nisine dissoute dans I'HCL a 0,02N en se basant sur I'éude de ARAB et al. (2012) qui a
montré que cette concentration sest montrée active envers toutes les souches testées
notamment S.aureus et P.aeruginosa avec des zones d'inhibition importantes de 23 mm et
24,33 mm respectivement. K.oxytoca a montré une zone d'inhibition moyenne de 16 mm

suivie d' E.coli avec une zone de 13,66 mm.

Nos résultats montrent que toutes les bactéries sont sensibles vis-a-vis de la nisine
dissoute dans HCL a 0,02N avec des diamétres d'inhibition éevés de 24,5mm,23mm et
21,5mm vis-a-vis de Saureus, Saureus (ATCC4330) et P.aeruginosa respectivement et avec
des diamétres moyens de 13,5mm,18 mm et 12,5 vis-a-vis de E.coli (ATCC2592), E.coli et
K. pneumoniae respectivement. Ces résultats concordent avec ceux d ELMOUALDI et al.
(2008) qui ont teste |’ effet bactéricide de plusieurs bactériocines appartenant a des bactéries
de différents genres, suivant |la méthode de diffusion sur milieu solide TSA, lacococcus lactis
subsp. responsable de la production de lanisine, a été retenue pour saforte activité bactéricide
Vis-a-vis des souches étudiées dont Salmonella enteridis et Proteus mirabilus. D’importantes
zones d'inhibition ont été signalées avec les bactéries a Gram positif, S aureus qui a
manifesté un diamétre d'inhibition de 28,2 mm et les résultats obtenus avec les bactéries a
Gram négatif sont plus importants avec la souche bactérienne E. coli qui a exprimé une zone
d’inhibition de 24,3 mm suivie par K. pneumoniae qui a présenté un halo d'inhibition de 22,1

mm et enfin la souche de P. aeruginosa avec une zone d’inhibition de 21,2 mm de diameétre.

L’ analyse de la variance a montré que I’ activité exercée par les deux huiles essentielles
et la nisine sur les souches étudiées ne présente pas de différences significatives (P = 0,84).
Cette analyse a montré également que la sensibilité des six bactéries vis-a-vis des deux H.Es
et la nisine ne présente pas de différences significatives (P = 0,11) (Voir tableaul et 2,
annexe 2).

AOQUADHI et al. (2014) ont remarqué dans leurs travaux que le pH a un effet
significatif dans I’inactivation des spores de Bacillus sporothermodurans par la nisine. En
effet, la diminution du niveau du pH permet |I’améioration de I’ inactivation des spores par la
nisine. Par exemple, apH 7, le taux d’inactivation des spores était de I’ ordre de 0,9 log, aors
gu'apH 5, il peut atteindre 2,92 log. L’ augmentation de la sensibilité des spores alanisine a
un pH acide a aussi été observée chez certaines especes de Bacillus.

59



Résultats et discussion

En effet, MANSOUR et al. (1998), ont constaté que le pH a un effet significatif sur
I'inactivation des spores de B. licheniformis et le nombre des spores diminue avec la
diminution du pH. De plus, I" utilisation de la nisine seule n'avait aucun effet sur les spores

mais leur combinaison avec le pH améliore leur efficacité antimicrobienne.

De méme, CRISTINA et al. (2005), ont montré que I’ effet inhibiteur de la nisine sur
certaines especes bactériennes a savoir B. subtilis, L. bulgaricus, L. acidophilus et Str.

thermophilus augmente avec I'augmentation de I'acidification du milieu du traitement.

Ces auteurs ont constaté que la faible valeur du pH et la nisine agissent en synergie

pour détruire completement les bactéries utilisées.

LI et al. (2005) ont montré que le niveau élevé du pH (10) en combinaison avec la
nisine (100 ug/ml) peut étre utilisé pour détruire les bactéries pathogénes a savoir les especes

de Salmonella et Staphyl ococcus aureus dans la viande.

Le pH joue un réle important dans I’ activité des bactériocines de plusieurs manieres. |l
modifie la solubilité de la bactériocine: la nisine est quasi insoluble & pH neutre ou acalin.

D’une maniére générale, les bactériocines de bactéries | actiques possedent de nombreux
résidus d'acides aminés chargés sur lesquels le pH du milieu peut avoir une grande
incidence. Ceci explique les différences d’ activité observées en fonction de I’ acidité (L1U et
HANSEN,1990).

La nisine est la bactériocine la plus commercialisée, produite par Lactococcus lactis
subsp. lactis, qui présente une activité antimicrobienne contre une large gamme agissant
essentiellement sur les formes végétative et sur les spores des bactéries a Gram-positives.
En outre, la nisine a éé autorisée dans les viandes transformées comprennent les limites de
12,5 mg / kg aux Etats-Unis (Food and Drug Association) et a surtout éé appliquée aux
produits laitiers et carnés comme une cible dagents pathogenes a Gram positif
(principalement des Listeria monocytogenes) (BALCIUNAS et al., 2013).
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5. Concentrations minimalesinhibitrices (CM15s)
5.1. Résultatsdes CM I s réalisées avec Pinus sylvestris et Pelargonium asperum
Le tableau suivant résume les valeurs de CMIs des deux HE de Pinus sylvestris et

Pelargonium asperum vis-a-vis des bactéries Saureus (ATCC43300), S aureus et E. coli

Tableau 10 : Lesvaleurs des CMIs des deux huiles essentielles de Pinus sylvestris et
Pelargonium  asperum sur les bactéries testées [ S.aureus (ATCC43300),
S aureus et E. coli] en pl/ml.

Huiles essentielles S. aureus E. coli S. aureus
(ATCC43300)
P. sylvestris CMI - 15,84 pl/ml ND
P. asperum CMI 3,96 pl/ml 1,98 ul/mi -
ND : non déterminé. -1 non testé.

L’ étude préliminaire in vitro arevélé que, les deux huiles essentielles Pinus sylvestris et
Pelargonium asperum ont montré une activité antimicrobienne. Cette activité est confirmeée
par une étude complémentaire suite ala détermination des CMI.

Cependant, d’ apres les résultats d’ aromatogramme, S. aureus et E.coli ont révélé une
sensibilité elevée enversI'H.E de P. sylvestris. L' H.E de P. asperum quant a elle a montré une
activité considérable contre S. aureus (ATCC43300) et E. coli.

Les CMIs ont é&é déerminées sur la base de ces résultats et les valeurs obtenues
varient en fonction de |’ HE étudiée et de |a souche microbienne testée.

L’H.E de Pinus sylvestris a montré un effet inhibiteur contre la souche E.coli a la
dilution (12,50%) qui correspond a la concentration de 15,84 ul/ml. L'H.E de Pelargonium
asperum a inhibé la croissance de deux souches microbiennes S. aureus (ATCC43300) a la
dilution (3,12%) qui correspond a la concentration de 3,96 pl/ml, et E. coli a la dilution
(1,50%) qui correspond ala concentration 1,98 pl/ml.
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Les subcultures réalisées suite a |’ obtention des CMI ont permis d’ observer une action
bactéricide de L"H.E de Pinus sylvestris sur E. coli, et une action bactériostatique de I'H.E de
Pelargonium asperum sur S. aureus (ATCC43300) et E. coli.

Il et a noter que I'activité antimicrobienne d'une huile essentielle est due,
principalement, a sa composition chimique, et en particulier, a la nature de ses composés
majoritaires (VASCONCELOS SILVA et al., 1999). Elle peut étre attribuée, aussi, a une ou
plusieurs molécules, présente(s) en faible(s) proportion(s) dans les huiles essentielles (KONIG

et al.,2001). Celaexpligue les résultats contradictoires de plusieurs auteurs.

DERWICH et al. (2009); SEWANU (2012) et CHOUITAH et al. (2013) ont
démontré que des bactéries a Gram (-) comme E. coli peuvent étre sensibles a de faibles

concentrations d’' H.Es, selon les huiles essentielles étudiées.

BENABDERRAHMANE et al. (2009), ont testé I’ activité antimicrobienne des huiles
essentielles de larésine de Pistacia atlantica Desf, récoltée dans trois stations de I’ Ouest et le
Sud-Ouest de I'Algérie vis-a-vis des bactéries a Gram (+), a Gram (-) et des souches
fongiques. Les huiles essentielles ont révélé un grand pouvoir antibactérien vis-a-vis de S
aureus et E. feacalis avec des concentrations minimales inhibitrices inférieures a 10 pg/ml ;
cependant, les autres especes a Gram(-) et les souches fongiques nécessitent des fortes
concentrations minimales inhibitrices : 10° ug/ml pour E.coli, K.pneumoniae et P.aeruginosa,
et une CMI de 10° pg/ml pour Enterobacter cloacae. Des résultats similaires ont été obtenus
par d autres études récentes de RAMTIN et al. (2013) et DAI et al. (2013), ou ces auteurs ont
constaté que les Gram (+) sont plus sensibles que les Gram (-). Cependant, la concentration
minimale inhibitrice est peut-é&tre la méme chez certaines bactéries Gram (+) et Gram (-), ce
qui était d’ailleurs montré par ATTOU (2011) et LIMA et al. (3013).

Les résultats de SELADJI (2014), confirment par la méthode de dilution CMI que la
souche Bacillus cereus (ATCC11778) donne la meilleure activité antimicrobienne puisgu’ elle
représente la plus petite concentration inhibitrice pour P. pinaster. Ainsi les souches Listeria
monocytogenes (ATCC 19115) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923) donnent une bonne
activité avec P.halepensis et P.pinea. D’ autre part, les bactéries Klebsiella pneumoniae (ATCC
70063) et Escherichia coli (ATCC 25922) possedent une faible sensibilité vis-a-vis des trois

Pinus.
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FEKIH (2014), a montré que le résultat le plus prometteur de |'activité antimicrobienne
de I’ huile essentielle de P.halépensis avait la valeur de CMI la plus faibe (28,4ug/ml) contre
Pseudomonas aeruginosa

L' huile essentielle de P. pinea a également montré un effet antimicrobien contre
Staphylococcus aureus avec une CMI de 113,63 pg /ml.

Selon DJAHOUDI (2015) , I’ activité antibactérienne de I’ huile essentielle Pelargonium
graveolens sur une population bactérienne composée de cent trente souches isolées
d’infections communautaires a montré que la valeur moyenne des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) est de 1%. Toutes les souches testées sont sensibles a des concentrations
inférieures ou égales a 2% d huile essentielle. On enregistre une meilleure activité sur les
cocci a Gram positif avec des CMI variant de 0,1% a 0,5%.

L’éude de BIGOS et al. (2012) sur I'huile de géranium obtenu a partir de
Pelargonium graveolens a montré une tres forte activité contre la souche de S. aureus (ATCC
43300) et aussi contre les souches de S. aureus examinés obtenu a partir des matieres
cliniques. Les valeurs de CMI contre des souches cliniques de S. aureus ont varié de 0,25 ul /
ml 22,5 ul / ml. Lacroissance de la souche S. aureus (ATCC 433000), a éte inhibée par 0,25
ul / ml de I'huile testée. La mgjorité des souches de S. aureus éudié 47 sur 70, ont été
sensibles al'huile de Pelargonium graveolens.

6. Résultats de la combinaison des huiles essentielles avec la nisine

Afin d éudier I’ activité antibactérienne des huiles essentielles (Pinus sylvestris et
Pelargonium asperum) en combinaison avec la nisine, des combinaisons ont été effectuées
avec trois concentrations différentes: 50 % d'huile essentielle avec 50% de nisine; 75%
d huile essentielle avec 25% de nisine ; 25 % d’ huile essentielle avec 75% de nisine.

Le choix des huiles essentielles utilisées pour la combinaison avec la nisine est porté
sur leur efficacité qui se traduit par des zones d’inhibition importantes obtenues dans les tests

d’ aromatogramme.
6.1. Résultats destémoins négatifsréalises avec le DM SO et HCL a 0,02N

La figure suivante montre I’ effet du DMSO et de I’'HCL a 0,02N sur les souches

bactériennes testées.
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DM SO/ HCL /S. aureus (ATCC 43300) DM SO/HCL / S. aureus

W

DM SO/ HCL /E. Coli (ATCC 25922)

DM SO/ HCL /K. pneumoniae

Figure 22: Témoins négatifs réalisés avec le DMSO et HCL a0,02N sur les six bactéries
testées.
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6.2. Résultats dela combinaison del’H.E de Pinus sylvestris avec dela nisine

Les figures 23,24 et 25 montrent |’ effet des trois combinaisons de I’ HE de Pinus
sylvestris avec la nisine vis-a-vis des six souches bactériennes étudi ées.

S .aureus (ATCC 43300)

E. Coli (ATCC 25922)

\

K. “pneumoniae P. aeruginosa

Figure 23: Résultats de la combinaison de 50% d'H. E de Pinus sylvestris avec 50% de nisine.
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'Y

S alrals (ATCC 43300) S alrais

E. Coli (ATCC 25922)

K. pneumoniae P. aeruginosa

Figur e 24: Résultats de la combinaison de 75% d'H.E de Pinus sylvestris avec 25% de nisine.
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\

S. aureus (ATCC 43300)

E. Coli (ATCC 25922)

K. pneumoniae “P. aeruginesa

Figure 25: Résultats de la combinaison de 25% d' H.E de Pinus sylvestris avec 75 % de nisine.
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L e tableau suivant montre les diamétres d'inhibition ainsi que la sensibilité des
souches bactérienne aux trois combinaisons réalisées avec I'H. E de Pinus sylvestris et la
nisine.

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches

bactériennes aux trois combinaisons réalisées avec I’ H. E de Pinus sylvestris et la nisine.

Diameétres d’inhibition en (mm) et en moyenne des trois essais + I’ écart type
Dilution 50% H.E Pinus sylvestriset | 75% H.E Pinus sylvestriset | 25% H.E Pinus sylvestris
50% Nisine 25% Nisine et 75% Nisine
Souche Diametre Sensibilité Diametre Sensibilité | Diamétre | Sensibilité
Saureus
ATCCA43300 1250+ 2,12 (+) 17,50+ 2,12 17,50+ 2,12 (++)
Saureus 6,00 + 0,00 ) 6,00 = 0,00 6,00 + 0,00 )
E.coli
ATCC25922 10,50 + 0,70 (+) 22,00+ 0,00 25,50+ 0,70 (+++)
E. coli 15,00 £ 2,82 (++) 16,00 + 0,70 14,50 + 3,53 (+)
K.pneumoniae | 6,00 + 0,00 ) 6,00 = 0,00 15,00 + 0,00 (++)
P.aeruginosa | 14,00+ 1,41 (+) 6,00 = 0,00 6,00 + 0,00 O]

*Les diametres des disques (6 mm) sont inclus dans les mesures des diameétres des zones
d’inhibition.

30 -

25 A

20 -

15 A

@ ( mm)

10 -

0 -

S.aureus
(ATCC4330)

S.aureus

E.coli

O: diametre d’inhibition

B 50% H.E P.sylvestris
et 50% Nisine

M 75% H.E P.sylvestris
et 25% Nisine

25% H.E P.sylvestris
et 75% Nisine

| ]i |
wdk

(ATCC2592)

E. coli

K.pneumoniae P.aeruginosa

Figure 26: Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches

bactériennes vis-a-vis de |’ H.E de Pinus sylvestris combinée ala nisine.
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D’apres I'histogramme représenté dans la figure26, nous constatons que les deux
combinaisons testées de (25% de I'H.E P.sylvestris et 75% de nisine) et (75% de I'HE
P.sylvestris et 25% de nisine) présentent un effet inhibiteur considérable sur S. aureus
(ATCC43300) et E. coli (ATCC25922).

L’analyse de la variance a montré que |’activité des trois combinaisons (Pinus
sylvestris-nisine) sur les bactéries étudiées présente des différences non significatives (P =
0,65). Celle-ci a montré aussi que la sensibilité des bactéries vis-a-vis des trois combinaisons
présente des différences significatives (P = 0,02) (Voir tableau 3 et 5, annexe 2).

6.3. Résultats dela combinaison del’H.E de Peargonium asperum avec dela nisine

Les figures 27,28 et 29 montrent |’ effet des trois combinaisons I’ H.E de Pelargonium
asperum avec lanisine vis-a-vis des six souches bactériennes étudi ées.
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S .atreus (ATCEC 43300)

E. COli (ATCC 25922)

K pneumoniae P.aeruginosa

Figure 27: Résultats de la combinaison de 50% d'H.E de Pelargonium asperum avec 50% de
nisine.
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S. aureus (ATCC 43300)

.’/

E. Coli (ATEE25922)

“K. pneumoniae P.“aeruginosa

Figure 28: Résultats de la combinaison de 75% d'H.E de Pelargonium asperum avec 25% de
nisine.
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S .aureus (ATCC43300)

E. Coli (ATCC 25922)

P. aeruginosa

Figure 29: Résultats de la combinaison de 25% d'H.E de Pelargonium asperum avec 75% de
nisine.
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Le tableau suivant montre les diamétres d’'inhibition ains que la sensibilité des
souches bactérienne aux trois combinaisons réalisées avec I’ H. E de Pelargonium asperum et

lanisine.

Tableau 12: Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches
bactériennes aux trois combinaisons réalisées avec I'H. E de Pelargonium
asperum et lanisine.

Diameétres d’inhibition en (mm) et en moyenne destrois essais = |’ écart type
Dilution 50% H.E Pelargonium | 75% H.E Pelargonium 25% H.E Pelargonium
asperum et 50% Nisine | asperumet 25% Nisine | asperum et 75% Nisine
Souche Diametre | Sensibilité | Diamétre | Sensibilité | Diameétre Sensibilité
Saureus
ATCCA3300 13,50 +0,70 (+) 21,00 £1,41 (+++) 16,50+0,70 (++)
Saureus 6,00 £+ 0,00 ) 17,00 £7,07 (+4) 6,00 £+ 0,00 )
E.coli

ATCC25922 24,50+ 6,36 (+++) 20,50 £0,70 (+++) 6,00 + 0,00 )

E. cali 9,50 +0,70 (+) 20,00+ 1,41 (+++) 25,00+1,41 (++4)

K.pneumoniae | 9,50 + 0,70 (+) 27,50+2,12 (+++) 6,00 + 0,00 )

P.aeruginosa | 57,5 +10,60 (+++) 62,50+ 3,53 (+++) 62,00+2,82 (+++)

* Les diametres des disgues (6 mm) sont inclus dans les mesures des diamétres des zones

d’inhibition.

@: Diamétre d'inhibition
80 -
70 - B 50% H.E P.asperum

S.aureus

(ATCC4330)

S.aureus

(ATCC2592)

E. coli

K.pneumoniae P.aeruginosa

3““]' »

E.coli

et 50% Nisine

B 75% H.E P.asperum
et 25% Nisine

25% H.E P.asperum
et 75% Nisine

Figure 30 : Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches

bactériennes vis-a-vis de |’ H.E de Pelargonium asperum combinée alanisine.
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D’apres |'histogramme représenté dans la figure 30, nous constatons que les trois

combinaisons testées présentent un effet significatif sur la souche bactérienne P. aeruginosa.

Cependant un effet inhibiteur important de la combinaison 75% de |I'H.E P.asperum et
25% de nisine sur |’ensemble des souches bactériennes; et |’ effet |e plus accentué est obtenu
sur P.aeruginosa et K.pneumoniae. Aussi nous remarquons des effets considérables de la
combinaison 25% de I'H.E P.asperum et 75% de nisine sur E.coli et la combinaison 50% de
I"H.E P.asperum et 50% de nisine sur E.coli (ATCC25922).

L’ analyse de la variance a montré que I’ activité des trois combinaisons (Pelargonium
asperum -nisine) envers les bactéries testées présente des différences non significatives (P =
0,72). Cdlle-ci aencore montré que la sensibilité des six bactéries présente des différences tres
hautement significatives (P = 0,000033) (Voir tableau 6 et 8, annexe2).

Le but visé dans ce travail, est d &udier I’ effet antimicrobien résultant de I’ association
des deux huiles essentielles avec la nisine. Des combinaisons de 50 % H.E / 50% de nisine,
75% H.E / 25 % de nisine et 25 % H.E / 75% de nisine, ont éé testées. L’activité
antibactérienne de chacune de ces interactions est déterminée in vitro par la méthode de
diffusion sur gélose en mesurant le diamétre des halos d'inhibition autour des disgues en

(mm).

Les résultats portés dans les figures et les tableaux précédents, montrent que |’ effet
antibactérien varie selon la combinaison, la concentration et selon la souche bactérienne cible.
La combinaison de I’ H.E de Pinus sylvestris et la nising, a manifesté un effet indifférent envers
K. pneumoniae (25 % H.E Pinus sylvestris et 75% nisine) tandis que les deux autres
combinaisons ont exercé un effet antagoniste. Les trois combinaisons ont eu un effet
antagoniste vis-a-vis de S. aureus (ATCC43300), S. aureus, E.coli (ATCC25922), E.coli et P.
aeruginosa. Pour ce qui est de la combinaison de I'H.E de Pelargonium asperum avec la
nising, les trois combinaisons ont montré un effet antagoniste sur S. aureus (ATCC43300), S
aureus et E.coli. La combinaison 50 % H.E et 50 % de nisine a exercé un effet additif envers
E.coli (ATCC25922), citant également un effet synergique sur P. aeruginosa avec les trois
combinaisons et sur K. pneumoniae avec la combinaison de (75 % H.E Pelargonium
asperum et 25% nisine).

L’ effet synergétique résultant de la combinaison des antibiotiques avec les H.Es est
souvent étudié par plusieurs auteurs. ADWAN et MHANA (2008), ont évalue I’interaction
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entre différentes huiles essentielles avec dautre agents antimicrobiens, en citant les
antibiotiques tels que : la Pénicilline G et la Gentamycine contre cing souches de S. aureus :
une souche résistante a la méthicilline et quatre souches sensibles ala méthicilline. Suivant la
méthode de diffusion et la CMI, les résultats ont montré un effet synergétique entre les
combinaisons antibiotique-huiles essentielles avec une réduction significative dans les CMI
vis-a-vis de ces souches microbiennes. KALPNA et CHANDA (2012), ont opté a conclure
gu'il y a une amédioration importante dans I’ activité grace aux combinaisons réalisées entre
les H.Es et les antibiotiques, dont I’ effet le plus marqué était avec I'H.E de Caricapapaya
associée aux différents antibiotiques, dont cette huile seule n'a exercé aucun effet

antibactérien.

D’autres travaux visent a utiliser d’autres composés chimiques tels que le vinaigre,
comme les travaux de GUL et al. (2012) sur I'association vinaigre-H.E qui a exercé une
activité antibactérienne. Il a é&é montré que cette activité est principalement due au vinaigre.
HINDI (2013), quant a lui, il atesté |’ effet individuel et combiné de I’ extrait agueux d’ Alluim
sativum et le vinaigre de pomme, I’ association a permis une forte sensibilité de toutes les
bactéries utilisées, alors que le vinaigre seul a montré une |égére sensibilité vis-a-vis de ces
bactéries. Une autre étude de |’ activité antibactérienne de I’ huile essentielle en combinaison
avec la nisine a été également réalisée par ARAB et al. (2012), la combinaison 50 % HE
d’ Urtica dioica et 50 % nisine a montré un effet synergétique vis-a-vis de Klebsiella oxytoca.
Par contre, S aureus et E. coli ont été indifférentes aux combinaisons 25 % de I’H.E d'Urtica
dioica 75 % nisine et 25 % de |’ H.E de Ruta tuberculata - 75 % nisine, respectivement.

Une autre étude d AKROUN et HARRANI (2011), a tester I’ activité antibactérienne
d’extrait de feuilles d'olivier (extrait brut et oleuropéine) en combinaison avec la nisine. La
combinaison de la nisine avec I’ extrait brut a amélioré la sensibilité de S aureus et E. coli
d'un diametre de 15,33 mm a 37 mm, e de 10 mm a 20 mm respectivement. Aingi,
I" application de I’ oleuropéine associée a la nisine a montré une forte sensibilité de S. aureus

(35 mm) et E. coli (32 mm) comparée aux diametres de |’ oleuropéne seul.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a é&é mené dans le cadre de I’ é&ude de I’ activité antibactérienne des huiles

essentielles extraites des feuilles de Pinus sylvestris et Pelargonium asperum.

Les résultats indiquent que I’ huile essentielle de Pinus sylvestris a exercé une activité
antibactérienne importante a I’encontre des trois  bactéries Saphylococcus aureus,
Escherichia coli (ATCC25922) et Escherichia coli; par contre Pseudomonas aeruginosa lui
est résistante. Quant a L’H.E de Pelargonium asperum, celle-ci a révélé une activité
significative envers les bactéries Saphylococcus aureus (ATCC43300), Staphylococcus

aureus et Escherichia coli.

L’ étude de I’ activité antibactérienne de la nisine en association avec de|’"HCL a0,02N a
témoigné un effet inhibiteur sur les six souches bactériennes testées.

Une étude plus poussée de I’ activité antibactérienne de I'H.E de Pinus sylvestris en
combinaison avec la nisine a permis d observer un effet indifférent envers Klebsiella

pneumoniae et un effet antagoniste vis-a-vis des autres bactéries étudiées.

L’ huile essentielle de Pelargonium asperum combinée avec la nisine quant a-elle, a
montré un effet synergique sur Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae, additif
envers Escherichia coli (ATCC25922) et un effet antagoniste sur Staphylococcus aureus
(ATCC43300), Saphylococcus aureus et Escherichia coli.

L’ensemble des résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere éape dans la
recherche de substances de source naturelle biologiquement actives. Il serait donc intéressant

de continuer ces travaux par:

¢ Une analyse de la composition chimique des deux huiles essentielles par la technique
de GC/MS (Chromatographie en phase gazeuse- spectrométrie de masse);

e Une étude de I’ effet de la combinaison de ces huiles essentielles entre elles, leurs
interaction avec lanisine ou avec des antibiotiques afin d’ améliorer leurs activités ;

e L’application sur une large gamme de bactéries et de champignons;

e L’étude delatoxicité de ces huiles essentielles.

e |solement des molécules bioactifs.
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Annexe 1: Composition des solutions et milieux de culture utilisés

e Eau physiologique stérile

Compositionen g/l :

Chlorure de sodium (NACI)......oe i e e e e 9
Bal distilIe. .. ...t e 1000ml
pH=7

Stérilisation a121°C/15min.

e Gélose MU€ler Hinton (MH)

Composition en g/l

EXtrait deViande. .. ... ..o e 39
Hydrolysat aCide e CaSEINE. ..........oviniii i e e 17,59
= 18g
pH=7,4

Stérilisation a120°C/15 min

e Bouillon Brain Heart Infusion (BHIB)

Composition en g/ml
0 11=72 S ST = (0] 1 10g
Infusion de cervelle deVeall. .. .......c.oie i 12,59

Chlorure de SOIUM. .. ... o e e e e e e e e e e e 2,D0)

PhosSphate diSOOIQUE. .. ... e. e e e e e e e e e e e e e e e e et e e 2,59
Bal distilIe. .. ... e 1000ml
pH=7,4

Stérilisation a120°C/15 min



e Géosenutritive (GN)

Composition en g/l

P ONE. . . e
Extraitdeviande........cccoee e
Extraitdelevure. ... ..o

ChlorUre de SOOIUM. .. .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

pH=7,2+0,2
Stérilisation 2120°C/15 min
e Gédose Chapman

Composition en g/l

Extraitdeviande...........cooo i
Extrait delevure...... ..o
TIYPIONE. .. et e
Peptone bactériologique..........covvvvievie e
Mannitol.... ..o

[0 TUT0 TS0 (= o] 1< )

pH=7,4
Stérilisation 2120°C/15 min
e Géose Hecktden

Composition en g/l

Peptone pepsiquedeviande.............cooooveiiiiiiiiie.
Extraitdeviande...........ccooiiiiiiiii

EXIrAIt A IOVUIE. ..o e e e e e e e e e e e e,



SAlICINE. .. e e s
SACCNAMOSE. .. ... et
Chlorure de SOOUIM. .. ...t e e e e e e e et aees
Thiosulfate de SOUUIM. .. ... ... e e e e e e e e e e e e s
Citrate defer ammoniacal.............cccoovvvviiviiie i
SEISDITBITES. ...t e e e e e e e
Bleu debromothymol........ ... e

FuschineaCide. .......c.ovv e e

pH=7,4
Stérilisation 2 120°C/ 15 min
e GdoseKingA

Composition en g/l

Peptonedeviande............cooiiiiiiii
(€Yot (o I (€1 = 1 =) I
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Annexe?2:

Tableau 1

Résultats destests statistiques

: Table de I’ ANOVA pour les résultats de I’ analyse de la variance de la sensibilité

des six bactéries vis-a-vis des deux H.Es et lanisine

Tests Univariés de Significativité pour P.sylvestris P.asperum Nisine (Feuille de données1)
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 7564,500 1/ 7564,500| 111,0385 | 0,000000
Souche 778,500 5 155,700/ 2,2855 0,111784
Erreur 817,500 12| 68,125

Tableau 2 : Table del’ ANOVA pour lesrésultats de I’ analyse de lavariance de I’ activité
exercée par les deux huiles essentielles et la nisine sur les souches étudiées

Tests Univariés de Significativité pour Activité antibacterienne (Feuille de donnéesl)
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 7564,500 1/ 7564,500| 72,69286| 0,000000
HEs ou Nisine 35,083 2 17,542 0,16857 0,846450
Erreur 1560,917 15 104,061

Tableau 3: Tabledel’ANOVA pour I'analyse delavariance de lasensibilité des bactéries
vis-a-vis des trois combinaisons de Pinus sylvestris-nisine

Tests Univariés de Significativité pour Combinaison P.sylvestris Nisine (Feuille de données1
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine [ 2738,000 1 2738,000/ 138,2440| 0,000000
Souche 401,833 5 80,367 4,0578 0,021771
Erreur 237,667 12, 19,806




Tableau 4 : Table de Newman Keuls pour I’analyse delavariance de lasensibilité des
bactéries vis-&-vis des trois combinaisons de Pinus sylvestris-nisine

Test de Newman-Keuls ; variable Combinaison P.sylvestris nisine (Feuille de données?2)
Probabilités Approximatives des Tests Post Hoc
Erreur : MC Inter = 19,806, dl = 12,000

Souche | {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cellule N° 15,833 | 6,0000 | 19,333 | 15,167 | 9,0000 | 8,6667
S ATCC 0,111560 0,354636 0,857625 0,186702 0,251210
S(0,111560 0,029720 0,106518 0,695009 0,477300
E ATCC]||0,354636 0,029720 0,505437 0,062081 0,076513
E|[0,857625 0,106518 0,505437 0,115588 0,214823
K|0,186702 0,695009 0,062081 0,115588 0,928539
P|0,251210 0,477300 0,076513 0,214823 0,928539
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Tableau 5: Table del’ANOVA pour les résultats I’ analyse de la variance de |’ activité des
trois combinaisons (Pinus sylvestris-nisine) sur les bactéries étudiées

Tests Univariés de Significativité pour Combinaison P.sylvestris Nisine (Feuille de
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 2738,000 1| 2738,000/ 67,94981 0,000001
Concentration des combinaisons 35,083 2 17,542/ 0,43534| 0,654967
Erreur 604,417 15 40,294

Tableau 6 : Tablede|’ANOVA pour I'analyse delavariance de |asensibilité des bactéries
Vis-a-vis des trois combinaisons de Pelargonium asperum-nisine

Tests Univariés de Significativité pour Combinaison P.asperum Nisine (Feuille de données
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |9361,681 1/9361,681|159,3101 0,000000
Souche 5300,403 5/1060,081 18,0397 0,000033
Erreur 705,167 12 58,764




Tableau 7 : Table de Newman Keuls pour I’analyse delavariance de lasensibilité des
bactéries vis-&-vis des trois combinaisons de Pelargonium asperun-nisine

Test de Newman-Keuls ; variable Combinaison P.asperum Nisine (Feuille de données
Probabilités Approximatives des Tests Post Hoc
Erreur : MC Inter = 58,764, dl = 12,000

Souche | {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cellule N° 17,000 | 9,6667 | 17,000 | 18,167 | 14,333 | 60,667
S ATCC 0,654959 1,000000 0,855364 0,905645 0,000225
S[|0,654959 0,491368 0,663257 0,470453 0,000178
E ATCC|1,000000 0,491368 0,981147 0,677760 0,000261
E|[0,855364 0,663257 0,981147 0,926238 0,000184
K{0,905645 0,470453 0,677760 0,926238 0,000204
P(10,000225/0,000178/0,000261 0,000184 0,000204
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Tableau 8 : Table del’ANOVA pour les résultats I’ analyse de la variance de I’ activité des
trois combinaisons (Pelargonium asperum-nisine) sur les bactéries étudiées

Tests Univariés de Significativité pour Combinaison P.asperum Nis
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 9361,681 1|/ 9361,681 24,40144 0,000178
Concentration des combinaisons 250,778 2 125,389/ 0,32683 0,726216
Erreur 5754,792 15 383,653




Résumé
Les résultats de notre étude ont révélé I'activité antibactérienne la plus élevée de
I"huile essentidlle de Pinus sylvestris  vis-a-vis des bactéries Saphylococcus aureus,

Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli et Pelargonium asperum vis-a-vis de
Saphylococcus aureus (ATCC 43300), Saphylococcus aureus et Escherichia coli.

L’ étude de I’ activité antibactérienne de lanisine en association avec de|’"HCL a 0,02N a
témoigneé un effet inhibiteur sur les six souches bactériennes testées.

D’ apres les combinai sons réalisées entre les deux H.Es et la nising, un effet indifférent
est obtenu vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae avec (25 % H.E Pinus sylvestris et 75% nisine),
un effet additif vis-&-vis de Escherichia coli (ATCC25922) avec (50 % H.E Pelargonium
asperum et 50 % nisine). Par contre, nous avons enregistré une synergie vis-a-vis de
Klebsiella pneumoniae avec (75 % H.E Pelargonium asperum et 25% nisine) et vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa avec les trois combinai sons testées.

L’ utilisation des huiles essentielles en combinaison avec d’autres produits microbiens
efficace comme la nisine peu représenté une alternative aux antibiotiques.

Mots clés: Huile essentielle, Pinus sylvestris, Pelargonium asperum, nisine, activité

antibactérienne, synergie.

Abstract

The results of our study showed the highest antibacterial activity of essential oil of
Pinus sylvestris against the bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia coli (ATCC25922)
and Escherichia coli and Pelargonium asperum E.O against Staphylococcus aureus
(ATCC43300), Saphylococcus aureus and Escherichia coli.

The study of the antibacteria activity of nisin in combination with the HCL to 0.02 N
testified to an inhibitory effect on the six bacterial strains tested.

According to the combination between the two essential oils and nisin, an indifferent
effect is achieved against Klebsiella pneumonia with (75% of Pinus sylvestris E.O and 25% of
nisin), an additive effect against Escherichia coli (ATCC25922) with (50% of Pelargonium
asperum E.O and 50% of nisin). But a synergetic effect was recorded against Klebsiella
pneumoniae with (75 % of Pelargonium asperum E.O and 25% of nisin) and against
Pseudomonas aeruginosa with the three combinations tested.

The use of essentia oils in combination with other effective microbial products such as
nisin could be represents an alternative to antibiotics.

Keywords: Essential oil, Pinus sylvestris, Pelargonium asperum, nisin, antibacteria activity,
Synergy.



