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Introduction

Depuis longtemps, les plantes aromatiques et médicinales sont utilisées largement

dans la plupart des civilisations, a des fins religieuses, cosmétiques, culinaires et médicales.

Les bactéries, en devenant insensibles a tout traitement, limitent une gamme
d’antibiotiques en thérapeutique médicales causant ainsi une prolongation de 1’état
pathologique et un accroissement du taux de mortalité. C’est pourquoi, la découverte de

nouveaux agents antibactériens est devenue plus qu’indispensable.

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), pres de 80 % des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire. Par conséquent, le
dépistage des constituants bioactifs des espéces végétales est plus que jamais d’actualité
(Ouelhadj et al., 2017).

Actuellement, le secteur des huiles essentielles (HES) extraites des plantes
aromatiques, grace a leur pouvoir antimicrobien (effet bactericide et bactériostatique), a
bénéficie d’une croissance rapide, soutenue par 1’étendue et la diversité des secteurs

d’application de ces extraits naturels.

En plus des HEs, il existe des metabolites bioactifs d’origine bactérien « les
bactériocine », ces derniéres ont un large spectre d’inhibition incluant des microorganismes
d’altération et pathogenes. Ceci a suscité 1’intérét des chercheurs et les a incités a I’utiliser
comme bio-conservateurs dans le domaine agroalimentaire et comme nouvel agent

antimicrobien dans la médecine.

Comme beaucoup des huiles essentielles, I’HE de Cedrus atlantica a été investiguée
pour ses propriétés antibactériennes, antifongiques et anti-inflammatoires (Derwich et al.,
2010).

Dans ce contexte, cette présente étude a pour objectif d’évaluer in vitro I’activité
antibactérienne de I’huile essentielle de Cedrus atlantica, celle de la nisine, et leurs
combinaisons pour un éventuel effet synergique vis a-vis de différentes souches bactériennes

de références. Cette étude est structurée de trois parties:

v’ La premiere partie, une revue bibliographique qui donne un apercu général sur les huiles
essentielles, une description de I’espece végétale utilisée: Cedrus atlantica et des notions

sur la nisine.

vl



Introduction

v/ La deuxieme partie présentera la partie pratique dans laquelle nous présenterons le
mateériel utilisé pour notre étude et le mode opératoire suivi pour:
- Le test antibactérien de I’huile essentielle de Cedrus atlantica et la nisine seules et
en combinaison vis-a-vis de six souches bactériennes a Gram positif et négatif.
- La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu liquide
et la CMB.
v’ La derniére partie présentera les résultats obtenus des tests effectués avec une analyse a la
lumiére de la littérature scientifique disponible. L’étude est cl6turée par une conclusion et
des perspectives.

-
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Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles.
1. Définition

Les huiles essentielles, HEs, (ou parfois «essences végétales», sont un mélange de
composeés lipophiles, volatiles et souvent liquide, synthétisés et stockés dans certains tissus
végetaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés physiques tels que
I’hydrodistilation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans le cas des
agrumes, elles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante (Bruneton, 1993 ;
AFNOR, 2000).

Le terme «<HUILE» se rapportant a leurs caractéres hydrophobes et visqueux, tandis
que le terme « essence » est utilisé pour désigner les molécules odoriférantes contenues dans
la plante et aussi le caractére inflammable. Quant au terme «essentiels» se comprenant comme
étant la caractéristique principale et typique de la fragrance de ces substances (Boukhobza et
Goetz, 2014).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles vegétales obtenues avec des pressoirs (huile
de tournesol, ...etc.) (Anton et Lobstein, 2005).

2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en
général dans des cellules glandulaires spécialisées. Ensuite, elles sont stockées dans des
cellules dites cellules a HEs (Lauraceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des

poches sécrétrices (Myrtaceae), dans des canaux sécréteurs (Astraceae).

Selon Qussala et al., (2006), elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux:
les fleurs (bergamotier, rose,..) les feuilles (citronnelle, eucalyptus,...), les racines (vétiver),
les rhizomes (curcuma, gingembre,...), les fruits (anis, badiane,...), le bois (bois de rose,
santal,...), ou graines (muscade,...). Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer
une huile essentielle, la composition de cette derniére peut varier selon sa localisation (Belkou
et al., 2005).

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de
membranes spéciales. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent 1’évaporation des HES ainsi

que leur oxydation a I’air (Bruneton, 1993 ; Anton et Lobstein, 2005).

-




Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles.

3. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des HEs dépendent de plusieurs facteurs d’aprés

Bardeau (2009), comme par exemple, les conditions environnementales et climatiques, la

saison de la cueillette des plantes, les conditions de stockage, la méthode utilisée pour leur

extraction et les conditions d’analyses employées pour I’identification des constituants de ces

huiles. Elles forment un groupe tres homogéne (Bernard et al., 1988 ; Bruneton, 1993). Les

principales caractéristiques sont:

Liquides a température ambiante.

N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

Volatiles et tres rarement colorées.

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

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en

dérivés oxygénés.
Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants

organiques mais peu solubles dans I’cau.

Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés

asymeétriques.

Tres altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la
formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a I’abri de la lumieére et

de lair.

4. Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent

une trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des

plantes d’origines. Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs, que nous pouvons

regrouper en deux catégories:

;



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles.

4.1. Facteurs intrinseques
Liés a I’espece, au type de clone, a l'organe concerné, a I’interaction avec
I’environnement (type de sol ou climat, ...etc.) et au degré de maturité du végétal concerng,

voir au moment de la récolte au cours de la journée.

Les travaux de Maffei et Sacco (1997), ont montrés des différences de composition
des huiles essentielles en raison d’organes différents (feuilles et fleurs) et de sous-especes
différentes. Ainsi les huiles essentielles extraites a partir des baies et des feuilles de piment ne

sont pas identiques.

Le rendement et la composition de I’huile essentielle des plantes de Lavandula
obtenues par clonage sont déterminés par le stade végétatif au moment de la récolte (Fantino,
1990).

4.2. Facteurs extrinseques

En lien avec la méthode d’extraction (Besombe, 2008). Huang et al. (1995) ont montré

I’influence des méthodes d’extraction sur la composition des huiles essentielles.

D’apres Carette (2000), les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois apres

leur obtention, car, avec le temps, leurs propriétés tendent a décroitre.

Par ailleurs, d’autres travaux ont mis en ¢évidence I’influence de 1’origine

géographique de la matiéere premiére (Verzele et al., 1988).
5. Composition chimique

D’apreés Belaiche (1979), les huiles essentielles sont constituées de variables
molécules chimiquement différentes qui appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux
groupes: le groupe de terpénoides et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane. On retrouve des composés minoritaires et un certain nombre de constituants
sous forme de traces a coté des composés majoritaires (entre 2 et 6 géenéralement) (Pibiri,
2006).

5.1. Série terpénique

Dés 1887, les terpénes ont été reconnus par Wallach comme étant des hydrocarbures

naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte, qui se caractérisent par la présence dans
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leur squelette d’unité isoprénique a 5 atomes de carbone CsHg (Figure 1). On trouve: les
Monoterpéne, les sesquiterpenes et les diterpeénes en fonction du nombre d’unités d’isopréne
(Ochoa, 2005).

CH3\

2
CH2

C—CH=——=CH2

Fig.1: Structure de I’isopréne (Guignard, 2000).

5.1.1. Monoterpénes

Les molécules monoterpeniques ont de faibles poids moléculaire et s’évaporent
rapidement. (Bruneton, 1993 ; Buckle, 1997). Ce sont des molécules formées de deux
isoprénes (CioHz16), peuvent étre acycliques (Myrcénes), mononocycliques (a et B terpéne) ou
bicycliques (sabinéne), peuvent constituer plus de 90% de I’huile essentielle (Harkati, 2011),
parmi les plantes contenant ces composés on trouve la menthe, le romarin et les agrumes
(citron, orange) (Girard, 2010).

5.1.2. Sesquiterpenes

Le nombre de molécules sesquiterpéniques connues n’a cessé de croitre, depuis
I’isolement du cadinéne et du caryophylléne par Wallach a la fin du XIXe siecle. 11 s’agit de
la classe la plus diversifiée des terpenes (Bretmaier, 2006). Constituée de 15 atomes de
carbone souvent présentés sous forme de lactones qui peuvent se transformer en carbures plus
en moins insaturés (Witcht et Anton, 2003; Winks, 2003).

5.1.3. Diterpénes

Les diterpénes sont des molécules a 20 atomes de carbone (Rodney et al., 2000;
Oswald, 2006).

5.2.Série aromatique

Contrairement aux précédents, les composes aromatiques sont moins fréquents dans
les HEs (Bekhechi et Abdoulouahid, 2010). Ils sont généralement responsables des caractéeres
organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en exemple l'eugénol qui est

responsable de I'odeur du clou du girofle (Teisseire, 1991).

-
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Parmi les composés aromatiques les plus répondus dans I’huile essentielle, nous

citons:

®,

% Les aldéhydes cinnamiques, cuminiques et anisiques.

®,

% Des phénols et éthers (thymol, carvacrol, eugénol) (Bekhechi et Abdoulouahid, 2010).
6. ROle des huiles essentielles dans la plante

La fonction biologique des terpénoides des huiles essentielles est écologique et
constitue une réponse a ses stress biotiques et abiotiques (Bruneton, 1997). Ces métabolites
secondaires jouent un role fondamental de protection et de défense antimicrobienne des
plantes (Tajkarimi et al., 2010). lls participent dans les interactions entre la plante et son
environnement, aussi bien dans le domaine des interactions végétales (inhibiteurs de la
germination), que dans celui des interactions végetal-animal: protection contre les prédateurs,
insectes, champignons et attraction des pollinisateurs (Picherski et Gershenzon, 2002);
Unsicker et al., 2009).

7. Activités biologiques des huiles essentielles

Grace a leurs nombreuses applications thérapeutiques rapportées dans plusieurs
travaux de recherche scientifiques, Les huiles essentielles comptent parmi les plus importants

principes actifs des plantes (Bruneton, 1999).

La valeur des activités biologiques des HEs tient a son «totum»; c'est-a-dire,
I'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composés majoritaires (Amarti et al.,
2010; Laib, 2011 ; Lahlou, 2004).

Elles sont connues pour leurs effets antimicrobiens et antiseptiques, notamment des
propriétés antitoxiques et plus récemment anticancéreuses (Valnet, 2005). Par ailleurs, ces

activités sont variables d’une HE a I’autre (Ouis, 2015).
7.1. Activité antimicrobienne

L’exploration des huiles essentielles pour la recherche de molécules a activité
antimicrobienne semble étre une voie intéressante, vu qu’elles sont principalement utilisées en

médecine traditionnelle, pour leurs propriétés antimicrobiennes (Rios et al., 2005). Un produit
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naturel a une activité « antimicrobienne » lorsqu’il inhibe la croissance des micro-organismes

pour des CMIs comprises entre 100 pg/mL et 1000 pg/ml (Tergos et al., 2002).

Les différentes méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne, ainsi que les
différents facteurs influencant celle-ci ont été décrites par Kalemba et Kunicka (2003).
L’inhibition de la croissance des microorganismes est variable en fonction de la méthode
utilisée, des conditions de culture, et de la solubilité des agents de dispersion ou diffusion des

huiles essentielles dans le milieu nutritif (Kalemba et Kunicka, 2003).

Cette activité peut probablement ne pas étre attribuable a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire, du fait de la variabilité des quantités et des profils
des composants des HEs (Carson et al., 2002). En effet, elles peuvent avoir une activité
bactéricide ou une inhibition de la croissance. Le plus souvent I’action des HEs est assimilée a
un effet bacteriostatique. Cependant certains de leurs constituants chimiques semblent avoir

des propriétés bactericides (Zhiri, 2006).
A. Activité antibactérienne

Le mauvais usage des antibiotiques conduit a I’apparition de germes pathogenes
résistants, sur lesquels les antibiotiques ne sont pas efficaces. Il est donc important de trouver
une alternative a leur utilisation. Des études ont montrées que les HEs permettent de
constituer une candidature particuliere crédible. En effet, La mise en évidence de I’action

antibactérienne des huiles essentielles a été réalisée par Delacroix en 1881 (Boyle, 1955).

Tohidpour et al., (2010), ont rapporté 1’effet antibactérien des huiles essentielles de
Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae) sur les
Staphylocoque Doré Résistant a la Méticiline (SARM) avec des concentrations minimales
inhibitrices estimées a 18,5 pg/mL et 85,6 ug/mL, respectivement. Kirmizibekmez et al.,
(2009), ont montré la sensibilité des SARM vis-a-vis de I’action de I’huile essenticlle de

Lavandula stoechas L. sp stoechas (CMI= 31,2 pg/mL).

Les HEs agissent aussi bien sur les bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram
négatif. Toutefois, les bactéries Gram négatif sont moins sensibles et ceci est directement lié a
la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). En effet, Le lipopolysaccaride (LPS) de la
paroi des bactéries Gram négatif leur confére un caractere hydrophile qui rend leur membrane

externe imperméable a la plupart des constituants hydrophobes des HEs (Saei-Dehkordi et al.,
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2010). Ces derniéres peuvent altérer directement la membrane cellulaire des bactéries Gram
positif, induisant la rupture de celle-ci, le blocage enzymatique et la perturbation de la

perméabilité membranaire (Sandri et al., 2007).

A titre d’exemple, Carson a démontré que I’huile essentielle de Melaleuca alternifolia
Cheel (Myrtaceae) serait capable de modifier la perméabilité de la membrane plasmique de
Staphylococcus aureus, entrainant une perte des ions potassium. L’observation au microscope
électronique de ’action du terpinéne-4-ol sur les cellules bactériennes, a montré la formation
de structures mésosomes. Ce qui a été également formé apres traitement a la vancomycine
(Carson et al., 2002).

Les HEs peuvent aussi inhiber la synthése de ’ADN, ARN, des protéines et des
polysaccharides (Cox et al., 1991).

B. Activité antifongique

Les sécretions végetales tel que les HEs apparaissent intéressante pour leur pouvoir
fongistatique (Giordani et Caloustian, 2006 ; Lis-Balchin, 2002). Selon Zhiri (2006), les
groupes moléculaires avec les plus puissantes actions antibactériennes sont egalement des

antifongiques efficaces mais ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes.

Les différentes études sur I’effet des HEs sur les dermatophytes montrent qu’il
n’existe pas de groupe chimique particulier responsable de celle-ci. Cependant, il semblerait
que les phénylpropanoides (ex, estragole, eugénol) et les alcools sesquiterpeniques
représentés par 1’a-bisabolol présentent des propriétés antifongiques intéressantes. Par
exemple, L’HE de Plinia cerrocampanensis Barrie contenant 42,8% d’a-bisabolol comme
composé majoritaire, a montrée une meilleure inhibition de la croissance de Trichophyton
mentagrophytes avec une CMI estimée a 32 ug/mL (VILA et al., 2010). Ce dermatophyte
s’est montré sensible a I’action de I’'HE de Citrus macroptera Montrouz, dont la composition
chimique est dominée par le B-pinéne (33,3%), a-pinene (25,3%) et le p-cyméne (17,6%) avec
une CMI évaluée a 12,5 pg/mL (Waikedre et al., 2010).

Selon les travaux de Sharma et Tripathi, (2006) et Viuda-Martos et al., (2007), les
huiles essentielles de citrus (orange douce, citron) montrent une activité antifongique contre

Aspergillus Niger et Aspergillus flavus. Ces substances augmentent la perméabilité de la
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membrane plasmique ce qui induit la rupture de celle-ci, entrainant ainsi la mort des levures
(Cox et al., 2000).

Selon Salhi (2015), la méthode de contact direct a permis de mettre en évidence le
pouvoir antifongique de I'HE du Laurus nobilis vis-a-vis de la souche Fusarium

sporotrichioides.
7.2. Activité antioxydante

L’auto-oxydation des lipides est un phénoméne chimique tres complexe. Elle est
responsable de la formation de produits chimiques nuisibles a la santé humaine et animale
(Avlessi et al., 2004). D’apres Belhadj et al., (2010), de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels (carvacrol, eugénol, tochophérol...etc.) sont recherchées par les
industriels aprés avoir mis en cause ceux de synthése en raison de leurs risques toxicologiques

potentiels.

D’apres 1’étude effectuée par De Oliveira et al., (2018), Le composant principal de
I’HE des fleurs de T.minuta cultivée dans le sud du Brésil est le (Z)-tagetone (1). Par une
simple Michael-type reaction, le compose (1) a été converti en thiotagétone (6) avec un
rendement de 82%. L’HE et les deux composés individuels 1 et 6 ont été testés pour leurs
propriétés antioxydantes et antifongiques et il a été observé que I’HE est un puissant
antioxydant in vitro, étant actif dans tous les tests effectués (DPPH, ABTS, FRAP, NO radical
scavenging and lipid peroxidation). L’effet antioxydant de ’'HE est principalement en raison
du transfert d'électrons et est due non seulement a la présence de (Z)-tagetone (1), mais aussi
en raison de la synergie entre les composants mineurs. La présence d'un thiophényle dans la
tagétone (comme dans la thiotagétone (6)), augmente la capacité d’inhiber la peroxydation de
lipide. De plus, une activité antifongique élevée de I’HE T.minuta contre C.lipolytica, C.

parapsilosis et T. asahii a été observée, qui est comparable au fluoconazole.
7.3. Activité anti-tumorale

Au cours des dernieres décennies, la thérapie anticancéreuse a connu un réel
bouleversement et un foisonnement de découvertes fondamentales. Les huiles essentielles et
leurs constituants ont montrés des activités anticancéreuses puissantes in vitro et in vivo
(Bouyahya et al., 2016).
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Dans une étude récente, Nikolic et al., (2014), ont montré I’activité cytotoxique des
HEs de cinq espéces de la famille de Lamiaceae (Mentha piperita, Mentha pulegium,
Lavandula angustifolia, Satureja montana et Salvia lavandulifolia) contre des lignées
tumorales des cellules de carcinome (HelLa), Adenocarcinoma (A549) et de cellules
fibroblastiques cancéreuses de feetus humain (MRC-5). Cette activité cytotoxique est
fortement liée a la présence des composeés terpéniques et phénoliques bioactifs.

Un grand nombre d’études suggérent que les constituants des HE, tels que le
carvacrol, constituent une nouvelle classe de drogues anticancéreuses tres frappantes dans la
régression des tumeurs avec une toxicité limitée (Bouyahya et al., 2016). L’étude de Atheer
Abbas Yassen Al-Fatlawi sur I’activité antiproliférative et pro apoptotique du carvacrol sur
des cellules cancéreuses humaines confirme I’effet positif du carvacrol sur les genes
régulateurs apoptotiques dans le col utérin et les cellules cancéreuses hepatique. Cette étude
conclut que le carvacrol pourrait étre un potentiel chimio thérapeutique contre le cancer, mais
des recherches plus poussées sont nécessaires pour garantir les revendications thérapeutiques
(Al-Faltawi, 2018).

8. Les domaines d’utilisation des huiles essentielles

Malgré que la thérapie tient toujours une large place dans 1’utilisation des essences de
plante, la vulgarisation de I'usage des huiles essenticlles a également ¢largi le domaine des
champs d’application. Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les HEs sont devenues une

matiere d’importance économique considérables avec un marché en constante croissance.

En effet, elles sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs
industriels comme en pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique, analgésique,
antispasmodique, apéritif, antidiabétique...etc., en alimentation par leur activité antioxydante
et leur effet aromatisant, en parfumerie et en cosmetique par leur propriétés odoriférantes
(Ouis, 2015).

8.1. Aromathérapie

Ou la thérapeutique aromatique, a été décrite pour la premiere fois en 1928 par le
scientifique francais RENE-MAURICE GATTEFOSSE, elle correspond a I’utilisation des

huiles essentielles a des fins thérapeutiques, donc une forme de médecine alternative. Ainsi

-



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles.

elles s’utilisent de plus en plus dans diverses spécialités médicinales telles que: 1’ostéopathie,

la rhumatologie et aussi dans I’esthétique (Bruneton, 1993).

L’exemple le plus couramment utilisé est la listerine, inventée au XIXéme siécle,
comme un puissant antiseptique chirurgical utilisé également sous forme de bain de bouche
pour le soin de santé bucco-dentaire (Fine, 2010). L’eugénol est utilisé en dentisterie pour ses

propriéetés antiseptiques et analgésiques (Cho et al., 2008).
8.2. Cosmétologie et parfumerie

Les HEs représentent environ 60% des matieres premiéres de 1’industrie de parfums
synthétiques, du parfumage des savons et des cosmétiques. Selon le National Research
Développment Corporation (NRDC), leurs propriétés odoriférantes relaxantes conférent a ces
dernieres une consommation importante en parfumerie et en cosmétique (Bouamer et al.,
2004 ; Bouanane et Boussehel, 2005). Il représente une grande part de la demande en
substances naturelles en particulier celle de rose, de jasmin, de violette, de verveine...etc.

(Bessah, 2015 ; Ouis, 2015).

La phytothérapie et I’aromathérapie (association de plantes et huiles essentielles) sont

depuis toujours au cceur des formulations du laboratoire NUXE® 1,
8.3. Pharmacologie

Les essences issues des plantes sont utilisés en grande partie dans la préparation
d’infusion (menthe, verveine, thym,...etc.) et sous forme de préparation galénique. Plus de
40% de médicaments sont a base de composants actifs de plantes (Bruneton, 1993; Ouis,
2015). Par exemple, I’huile essentielle d’hélichryse et ’huile végétale de rose musquee font
partie des traitements de choix dans I’arsenal thérapeutique post opératoire immédiat, et
retardent des interventions de chirurgie esthétique et plastique en offrant une réelle efficacité,
une bonne tolérance et une réduction des délais d’éviction sociale (Voinchet et Giraud-Robert,
2007).

! https://www.nuxe.com/en
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8.4. Industrie agro-alimentaire

Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans
la conservation des denrées alimentaires et pour améliorer le go(t ainsi que pour leur

aromatisation (Rhayour, 2002; Benzeggouta, 2005; Benoit et al., 2010).

Selon Ladaniya et al. (2008), Bousbia et al. (2009), Mebarki (2010), les HEs d’orange
et de citron sont utilisées comme aromatisants dans beaucoup de produits alimentaires tels que

les boissons alcooliques et non alcooliques, des produits de patisseries et de confiseries.
9. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Diverses méthodes sont mises en ceuvres pour I’extraction des essences végétales. La
sélection de la meilleure méthode se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a
traiter, des caractéristiques physico-chimiques de l'essence a extraire, de l'usage de I'extrait et

l'ar6me du départ au cours de ’extraction (Lucchesi, 2005).
9.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La distillation a la vapeur d’eau, ou entrainement a la vapeur d’eau, est la technique la
plus courante pour I’obtention des huiles essentielles. Elle est applicable en générale a toutes

les essences qui ne sont pas sensiblement altérées par I'eau a 100°C (Lucchesi, 2005).

Dans cette technique, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur
sans macération préalable (Laib, 2011). La matiere végétale est placée sur une grille perforee
au-dessus de la base de 1’alambic et n’est pas en contact avec 1’eau. Les vapeurs saturées en

composeés volatils sont condensées sur une surface froide puis décantées (Fekih, 2014).

arrivée de
vapeur d'eau

T

I
vapeur d'eau saturée en
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e
[vapeur d'eaun

—— e
vapeur d'eau
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conde: 3
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Entrainement a la vapeur d'eau Hvydrodiffusion

Fig.1: Entrainement a la vapeur d'eau ascendante et descendante (Lucchesi, 2005).
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9.2. Extraction par L'hydrodiffusion

Contrairement aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est
ascendant, dans cette technique le flux de vapeur traverse la biomasse végétale de maniere
descendante.

L’avantage de I’hydrodiffusion est traduit par I’amélioration qualitative et quantitative

de I’huile récoltée, I’économie du temps, de vapeur et d’énergie (Lucchesi, 2005).
9.3. Extraction par Hydrodistillation

C’est la technique la plus utilisée pour I’extraction des huiles essentielles et de
séparation a I’état pur, mais aussi d’obtenir un meilleur rendement (Bruneton, 1993). Le
principe consiste a immerger directement la biomasse végétale dans 1’alambic rempli d’eau,
place sur une source de chaleur qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées sur une surface froide et ’'HE sera alors séparée de 1’eau par des procédés

mécaniques (Dugo et al., 2002 ; Attou, 2011).
9.4. Extraction au CO2 supercritique

L’extraction par fluide a I’état supercritique consiste a remplacer le solvant par le CO>
a I’état supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux a une temperature supérieure a 31°C
(Piochon, 2008 ; Sutour, 2010). Passant un courant du CO; a forte pression dans le végétale,
fait éclater les poches a essences et entraine les HES qui seront ensuite récupérées (Machioni,
2003).

Dans le cas de dioxyde de carbone, les températures d’extraction sont basses et non
agressives pour les constituants les plus fragiles, aussi bien que la possibilité d’éliminer et de
recycler le solvant par simple compression détente. A ces différents avantages s’ajoutent ceux

de I’innocuité, d’inertie et d’inflammabilité de CO, (Lagunez, 2006).
9.5. Extraction par solvants organiques

C’est la méthode la plus pratiquée, elle permet la séparation des huiles essentielles
grace a 'utilisation de solvant tel que 1’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins fréquemment

le dichlorométhane et I’acétone (Legrand, 1993 ; Dapkivicius et al., 1998).

.
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L'extraction se fait dans des appareils appelés extracteur de construction différente en

continu, semi-continu ou en discontinu.

Le procédeé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition
qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant
donne un mélange odorant de consistance pateuse dont I'huile est extraite par l'alcool (Brian,
1995).

Le codt élevé de I'équipement, ainsi que la reglementation liée a la protection de

I’environnement limitent I’utilisation de cette méthode (Lagunez, 2006).
10. Toxicité des huiles essentielles

Les HEs sont des substances puissantes et trés actives. Elles repreésentent une source
inépuisable de remedes naturels (Ouis, 2015). Elles contiennent des milliers de composants,
elles sont tres efficaces mais aussi tres dangereuses. La toxicité provient de la présence de
certaines molécules aromatiques pour lesquelles des risques ont été identifiés. Une famille
biochimique particuliere, celle des cétones, est ici particulierement visée: elle présente une
neurotoxicité et un risque abortif. La famille des phénols (la peau et le foie), les HEs
contenant les furocoumarines et pyrocoumarines. Enfin, 1’absorption orale d’huiles
essentielles riches en monoterpenes (toutes les especes de pins et de sapins, de genévriers et
méme le santal blanc) sur de longues périodes peut enflammer et détériorer a terme, les
néphrons (Pinchuk et al., 2012; Chaker, 2010).

Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a doses adaptées afin
d’éviter de dommageables effets secondaires, parce que I’efficacité et la toxicité ce n’est

souvent qu’une question de quantité (Scimeca, 2007; Festy, 2011).
11. Mode de stockage

La relative instabilité des molécules constitutives des HEs implique des précautions
particuliéres pour leur conservation. En effet, les possibilités de dégradation sont nombreuses,
facilement objectivées par la mesure d‘indices chimiques, par la détermination de grandeurs
physiques et/ou par I’analyse chromatographique. Les conseéquences sont multiples par
exemple, photo-isomérisation, photocyclisation, coupure oxydative, peroxydation et

décomposition en cétones et alcools, thermo-isomérisation, hydrolyse, transestérification. Ces

.
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dégradations pouvant modifier les propriétés et/ou mettre en cause I’innocuité de 1’huile

essentielle, il convient de les éviter:

+ Utilisation de flacons propres et secs en aluminium vernisses, en acier inoxydable ou en
verre teinté anti-actinique, presque entierement remplis et fermés de facon étanche.

% Stockage a I’abri de la chaleur et de la lumiére.

% Dans certains cas, un antioxydant appropri¢ peut étre ajouté a I’huile essenticlle. Par
ailleurs, des incompatibilités sérieuses peuvent exister avec certains conditionnements en

matieres plastiques.

I1 existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des
HEs (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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Chapitre 11 Description de Cedrus atlantica.
1. Présentation de Cedrus atlantica

Dans la famille des abiétacées, Cedrus est le genre le plus ancien aprés Pinus et son

origine remonterait au Crétacés (Gaussen, 1964).

Le genre Cedrus, nom d’origine grec « kedros », est classé parmi les plantes a graines
(spermatophytes) et plus précisément les plantes a ovules nues (gymnospermes). Il porte des
cbnes (Coniferophyta) constitués d'écailles disposées en spirale (Emberger, 1998).

Cedrus est un genre ancien connu depuis le tertiaire avec une large répartition. La
superficie occupée par le cedre naturel se répartit en trois grandes zones, au Liban (160 000
ha), en Himalaya (500 000 ha), au Maroc et en Algérie (EI Haib, 2011).

Selon leur répartition geographique différente, le cédre est classé en quatre especes

différentes :

- Le cedre de I'Atlas ou Cedrus atlanticas Manetti
- Le cedre du Liban ou Cedrus libani A. Rich.
- Le cedre de Chypre ou Cedrus brevifolia Henry.

- Le cedre de I'Himalaya ou Cedrus deodara G. Don.

Cedrus deodara est la plus répandue des especes, elle peuple une partie de I'Inde, de
I’Afghanistan et du Népal. Tandis que, la répartition de Cedrus brevifolia est plus
confidentielle. En effet, elle ne couvre que quelques dizaines d'hectares dans I'lle de Chypre.
La premiere espece est endémique des montagnes nord africaines, la seconde est présente en

Asie mineure, au Liban et en Turquie (Toth, 2005).

» Le cédre de I'atlas:
- Noms habituels: Cedrus atlantica
- Nom botanique: Cedrus atlanticas.
- Nom local en arabe: Arz, Meddad.
- Nom local en berbére: Iddil, Ihguel.

- Nom en francais: Cédre d’atlas, Cedre bleu, Cedre argente.

Le cedre d’atlas est I'une des espéces les plus importantes économiquement et

écologiquement de la montagne de mediterranée. C’est un arbre de grande taille pouvant

-
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dépasser les 40 meétres de hauteur et il est capable de vivre plusieurs siecles dans des

conditions favorables.

1.1.

attribue au genre Cedrus la systématique suivante:

1.2.

Classification botanique

Emberger (1960 in TALEB, 2004),

Embranchement: Spermaphytes

S/ Embranchement: Gymnospermes
Classe: Vectrices

Ordre: Coniférales

S/Ordre: Abiétale

Famille: Pinacées

Genre: Cedrus Fig.3: Arbre du cédre de l'atlas (Ait Baziz

Espece: Cedrus atlantica Manetti. et Chemali, 2017).
Caracteristiques botaniques

L’arbre: pouvant atteindre 50m de haut a ’age adulte dans les peuplements soit anciens
en sol profond, soit serrés (Boudy, 1952)

Le port: posséde dans son jeune adge un port pyramidal, puis avec I’age il s’étale, pour
prendre une forme tubulaire, le fut du cédre est rectiligne

L’Ecorce: quant il est jeune I’écorce est lisse et brun, avec 1’age les écailles deviennent
grises foncées, crevasses et sinueuses (Toth, 1980)

Les feuilles: aiguilles persistantes 3-4 ans, aigues, assez rigides, 15 a 20 mm, leur couleur
allant du vert clair foncé jusqu’au bleu (Boudy, 1952 ; Toth. 1980)

Le Fruit: la maturité des cones dure 2ans apres la floraison, de couleur brune violacée, ils
ont 5-8 cm de dimension, atteignent au plus 10 cm (Riou-Nivert, 2007 ; Toth, 1980)

La graine: grosse, triangulaire, 10-15 mm, marron roux se termine par une large aile, trés
résineuse (Toth, 1980)

Le systéme racinaire: est trés développé, pivotant, les racines des plants d’une année sont

comprises entre 14 et 20 cm (Toth, 1980).
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Les feuilles Le fruit Racines Graines

Fig.4: Parties botaniques de Cedrus atlantica Manetti (Kacher et Kadjar, 2018)

1.3. L’huile essentielles de Cedrus atlantica et ses composants majeurs

Les différentes parties des arbres de cédre (bois, cones, graines et résine) renferment
des HEs qui different qualitativement et quantitativement. Certains composés restent propres
au bois, d’autres au feuillage. Les HEs des rameaux et des aiguilles renferment cependant un

mélange des composées du bois et du feuillage (Fidah, 2016).

L’HE de Cedrus atlanticas est obtenue par hydrodistillation ou par entrainement a la
vapeur de bois ou des aiguilles. Généralement, c’est le bois qui nous intéresse car les aiguilles

offrent une huile essentielle proche au niveau chimique de celle des autres coniferes.

Le bois de cedre renferme entre 1,6 et 4 % d’HE (Aberchane et al., 2004 et 2006). La
composition biochimique est susceptible d’évoluer en fonction des conditions de production

et de la qualité de I’huile.
Les principaux constituants de ’'HE du bois de cédre, son:

e Les himachalénes (53%) pour la partie hydrocarbures.

e Les atlantones (14%) pour la partie oxygénée.

e D’autres composés tels que le 5-cadinéne, le cubénol, I’himachalol, le cédranoxyde et le
Z-a-atlantone présentent également des teneurs non négligeables variant de 2 a 4%
(Aberchane et al., 2004).
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1.4. Propriétés physico-chimique de I'huile essentielle de cédre d’atlas”

e Couleur: jaune miel.

e Aspect: liquide limpide.

e Odeur: douce, boisée, avec une note légérement acide.

e Conditions de conservation: dans un endroit sec, a I'abri de la chaleur et de la lumiére.
e Densité de I'huile essentielle de cedre d’atlas: 0,924 - 0,950.

e Point éclair (température a laquelle le produit devient inflammable): 93°C.
1.5. Utilisation de I’huile essentielle de cédre d’Atlas

Les propriétés de ’huile essentielle de cedre s’expliquent par la présence de composés

actifs a ’origine présents dans le bois de Cedrus atlantica.

En raison de ses proprieteés insecticides et de son caractere non toxique pour les
mammifeéres, ’huile de la cédraie est utilisée a la place de la pyréthrine contre les insectes
domestiques (Sallé, 1991). L’huile essenticlle de ceédre est également utilisée par les
producteurs de savon de toilette et détergents (Schaffner, 1993) comme un fongicide efficace,
non-phytotoxique car elle contréle la détérioration fongique de certaines épices pendant leur

stockage.

En outre, le constituant principal de 1’huile de ceédre le B-himachalene diminue la

sécrétion de médiateurs de I’inflammation.

.
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Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des peptides
antimicrobiens de faible poids moléculaire. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre
les bactéries proches de la souche productrice.

La nisine est la seule bactériocine de bactéries lactiques, utilisée comme bio-
ingrédient dans les aliments depuis 1988, Elle a été reconnue par son efficacité vis-a-vis les
listeria monocytogenes. Son efficacité dépend de la qualité des aliments et est meilleure
dans le cas ou la charge des contaminants est faible. Sa premiére utilisation été dans un
fromage de type Emmental pour empécher le gonflement par Clostridium butyricum, et
contre la contamination par Clostridium botulinum des fromages pasteurisés a pate fondue
(Sebti et al., 2002).

1. La nisine

La nisine est un peptide de 3,5 KDa, constitué de 34 acides amines,
thermorésistants et actifs a des pH bas. Découverte par hasard en 1928 et en 1947, elle a
été appelée « une substance inhibitrice du Groupe N (streptococcie) ». Sa structure a éteé
élucidée en 1971 (Liu et Hansen, 1990).

En 1988, elle a été reconnue par la Food and Drug Administration (FDA) et est
utilisée en tant qu'agent de conservation (E234) dans l'industrie alimentaire (Sebti et al.,
2002). Produite par des souches de Lactococcus lactis sub sp lactis, depuis d’autres

variantes (A, Z, O, U et U2) ont été découvertes.

La nisine appartient a la classe | des bactériocines ou lanthionine qui regroupe les
composés protéiques d’une taille inféricure a 5 kDa (Klaenhammer, 1993). (Lubelsky et
al.,2008 ; De Aruaz et al., 2009). Le terme lantibiotique (par contraction des mots

lanthionine et antibiotique) leur est généralement réservé (Sahl et al., 1998).
1.1. Structure et propriétés physico-chimique

Via des réactions intermoléculaires entre les résidus didéshydroalanine (Dha) et
didéshydrobutyrine (Dhb), Les molécules de nisine peuvent s’assembler en dimeéres ou en
oligomeres de 7000 a 14000 Da (Klaenhammer, 1993). La conformation en anneaux des
lanthionines assurerait la rigidité du peptide, diminuerait sa sensibilité a la protéolyse et

augmenterait sa résistance a la chaleur (Mc Auliffe et al., 2001).
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Il existe deux variantes naturelles de la nisine, soie la nisine A de 3353 Da et Z de
3330 Da, qui différent par une substitution de I'histidine en position 27 dans la nisine A et
par un résidu asparagine pour la nisine Z. Cette substitution confere a la nisine Z une

capacité accrue de diffusion dans les milieux complexes (Meghrous et al., 1997).

La solubilité de la nisine est en fonction du pH et de la force ionique de la solution
(Rollema et al, 1995).

Fig.5 : Structure de la nisine (Makhloufi et al., 2011).
1.2. Biosynthese de la nisine

Contrairement aux antibiotiques ou aux toxines qui sont synthétisés par des
cascades enzymatiques, Les bactériocines sont directement produites par la voie

ribosomique, sous la forme de polypeptide ou de prépeptide (Jack et al., 1995).
En générale, la biosynthese de la nisine se déroule en 3 étapes (Benmouna, 2012):

v’ La formation des acides aminés inhabituels (des modifications post-traductionnelles).
v L’organisation en structure cyclique de la prénisine.

v Le clivage et le transport vers ’extérieur.

Les génes impliqués dans la biosynthése sont organisés en clusters dans le locus est
symbolisé par "Lan" (Asaduzzman et Sonomot, 2009). Le systeme génétique «nis»
impligqué dans la production de la nisine est retrouvé sur les éléments transposable présent
sur le chromosome trois, classes de transposons responsables de la production de la nisine

bien définit chez Lactococcus Lactis ssp. La biosynthese de la nisine est influencée par
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différentes facteurs tels que la température de milieu, pH, et la salinit¢ (MAKHLOUFI et
al., 2011).

Le gene de structure est appelé Nis, il code pour un peptide de 23 a 30 acides
aminés qui sera clivé a I'extérieur de la cellule aprés avoir subi des modifications post-
traductionnel formant des acides aminés inhabituels. Le transport de peptide est assuré par
le géne de structure, qui sera clivé par une protéase NisP ou par le domaine protéasique du
systeme transporteur ABC, le NisT (Mc Auliffe et al., 2001).

Ce systeme se fait par «Quorum sensing», il possede une histidine Kinase NisK qui
phosphoryle le régulateur de réponse NisR sous D’effet d’un stimulus extérieur.

(Kleerbezem, 2004).

Les génes Nisl, NisF, NisE et NisG assurent I’immunité de la souche productrice.
(Stein et al., 2003).
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Milieu Nisine 0 & 0

extracellulaire
|
Peptide
— r'_‘/K précurseur

Membrane
cytoplasmique

Milieu
intracellulaire

nisA  nisB nisT  nisC nisl  nisP  nisR nisK nisF nisE nisG

B NisA : précurseur de la nisine.

B nNisBHC : enzymes responsables des modifications post-traductionnelles.

B NisT : ABC-transporteur (contenant un site de liaison a I'ATP.

B NisP : enzyme responsable du clivage du peptide signal du précurseur (peut
étre associé a NisT).

Immunité

B NisI : protéine d’immunité de la souche productrice.

[ ranfF,BE G : ABC-transporteur responsable de I'immunité de la souche
productrice.

Régulation

[] NisK : kinase.

B NisR : régulateur de réponse.

I : peptide leader.

[ : nisine mature.

P : promoteur.

Fig.6 : Schéma de biosynthese, de régulation et d'immunité de la souche productrice de la
nisine (Makheloufi et al., 2011).

1.3. Spectre d’activité

La nisine a un spectre d’activité trés large, une action inhibitrice sur les bactéries
G*, notamment sur des cellules végétatives et des spores de Clostridium et Bacillus.
(Meghrous et al, 1999).

Dans des conditions normales, les bactériocines produites par des bactéries a Gram
positif n’ont pas d’effet bactéricide sur des espéces a Gram négatif. Cependant, la nisine
présente une activité inhibitrice contre des souches d’Helicobacter pylori et de Neisseria
(Mota-Meira et al., 2000).
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En effet, les LPS des bactéries & Gram négatif empéchent la nisine d'atteindre la
membrane cytoplasmique (Kalchayamand et al., 1992), évitant ainsi la lyse cellulaire.
Toutefois, I’action de la nisine peut étre élargie aux bactéries G™ et aux G" résistantes a
condition de la fragiliser par un traitement physique ou chimique. En effet I’action de la
nisine est plus efficace, une fois elle est combinée soit avec des traitement thermiques
chauds (Maisnier-Patin et al., 1995), soit avec des traitements froids (Kalchayamand et al.,
1992), soit avec ’EDTA (Stevens et al., 1991).

1.4. Mode d’action

Selon Oscaris et al., (2001), les membranes cytoplasmiques restent les principales
cibles d'action des bactériocines, mais ces dernieres peuvent altérer les différentes
fonctions essentielles a la vie de la cellule cible (transcription, traduction, biosynthése de la
paroi bactérienne).

La nisine agit comme un détergent cationique; la dépolarisation des membranes par
la nisine s’accompagne de la formation de pores au niveau de la double couche
phospholipidique entrainant ainsi un épuisement de la force proton motrice des cellules
cibles. Ceci cause une perte de potentiel membranaire et du gradient de pH, un afflux non
spécifique d’acide aminés, de cations, une fuite d’ATP et conduit ainsi a une situation

incompatible avec la viabilité cellulaire (Sahl et al., 1987 ; Klaenhammer, 1993).

Le deuxieme mode d’action de la nisine est I’inhibition de la biosynthése de la
paroi cellulaire (Reisinger et al., 1980), résulterait de la formation d’un complexe entre le
précurseur lipidique membranaire du peptidoglycane, le lipide II, et les molécules de
nisine. Le lipide 11 est également la seule cible spécifique de la nisine pour la formation de
pores (Mc Auliffe et al., 2001).

1.5. Toxicité de la nisine

La nisine a recu le statut de GRAS (Generally Recognizer As Safe) et est la seule
bactériocine approuvée comme agent de conservation par l'organisation mondiale de la
santé (Delves-Broughton et al., 1996). Sa forme commerciale est utilisée dans de

nombreux procédés alimentaires.

La nisine est produite par des souches de Lactococcus lactis présentes

naturellement dans le lait cru et dans le fromage, ce que preuve sa nature non toxique. En
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effet, pendant des années, elle a été consommée par les humains et les animaux sans
qu’aucun effet nuisible pour la santé ne soit détectable. 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 1’Agriculture et de I’Alimentation (FAO) et I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) ont recommandés une prise moyenne journaliére ADI (Average Daily
Intake) de 0 & 33 mg de nisine par kg de poids corporel (Turtell et Delves-Broughton,
1998).

1.6. Role de la nisine dans la conservation des aliments

L’utilisation de la nisine comme un bio-conservateur en industrie agro-alimentaire
semble tres prometteuse. Le secteur le plus exploitant la nisine comme moyen de
stabilisation est I’industrie alimentaire. Dans les fromages, elle est utilisée pour controler le
développement de Clostridium butyricum et C. tyrobutyricum responsables de la
transformation de I'acide lactique en acide butyrique et provoquant ainsi une perte de go0t.
Dans les pays a climat chaud, elle est utilisée pour augmenter la durée de vie du lait et des

boissons laitieres (De Vuyst et Vandamme, 1994).

L’emploi de la nisine dans l'industrie brassicole a été proposé pour la premiere fois
en 1985 par Ogden et Tubb. Le fait qu’elle empéche ou réduit le taux de contamination par
les bactéries lactiques et d’autres bactéries a Gram positif sans affecter les caractéristiques
gustatives de la biere ni la viabilité et les performances de fermentation de la levure
(Ogden et Waites, 1986).
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I. Matériel

La partie expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire pédagogique de
microbiologie, faculté des sciences biologiques et sciences agronomiques de 1’université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’obtention du Diplome Master académique en
biotechnologie microbienne. Au cours de cette etude nous avons évalué [I’activité
antibactérienne de I’'HE de Cedrus atlantica et celle de la bactériocine: nisine et leur effet

combiné.
1. Appareillage

Tableau I: Appareils utilisés.

Appareillage Compagnie
Agitateur a barreau magneétique chauffant GARHARDT. Allemagne.
Autoclave WEBECO. Allemagne
Bain marie MEMMERT. Allemagne
Balance KERN 770. Allemagne
Balance de preécision KERN 770. Allemagne
Etuve BINDER. Allemagne
Réfrigérateur ENIEM. Algerie
Spectrophotomatre Vis-7220G. Biotech Engineering.
P P Management CO.LTD (UK).
Vortex HEIDOLPH. Allemagne

2. Les souches bactériennes testées

L’activité antibactérienne de ’HE de cédre et la nisine a été testée sur des souches de

références appartenant a I’American Type Culture Collection (ATCC), fournies par le
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laboratoire pédagogique commun de microbiologie et le laboratoire de recherche en

microbiologie de 'UMMTO. L’ensemble de ces souches sont décrites dans le tableau 1.

Tableau I1: Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées.

Les bactéries testées Gram

Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif
Klebsiella pneumoniae KP 700603 Négatif
Bacillus cereus ATCC 14579 Positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif
Positif

Staphylococcus aureus MV 50

3. Les milieux de culture

Tableau I11: Tableau descriptif des milieux de culture utilisés.

Milieux de culture

Gélose de Muller Hinton (MH)

Gélose nutritive (GN)

Bouillon Brain Heart Infusion Broth
(BHIB)

Gélose Chapman

Gélose Hektoen

Utilisation

Etude de la sensibilité des bactéries aux
agents antimicrobiens

Repiquage des colonies
Revivification et enrichissement des souches
bactériennes testées

Culture de staphylococcus aureus.

Culture des bactéries Gram negatif:
Escherichia coli ATCC 25922 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

28
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4. Les antibiotiques utilisés

Tableau IV: Les antibiotiques utilisés et leur valeurs de diamétres critiques (CASFM,
2018)".1

(CASFM: Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de microbiologie).

Nom Abréviation | Quantité par Famille Diametre critique (mm)
disque Sensible Résistante
Vancomycine VA 30 ug Glycopeptides >12 < 12
Pénicilline P 10 ng Pénicilline > 29 < 29
Cefotaxime CTX 30 ug Céphalosporines >26 <23
de 3°™ genération
Kanamycine K 30 ug Aminoside >17 <15
Cefalexine CN 10 ug Céphalosporines > 18 <12
de 3°™ genération
Oxytétracycline @) 30 pg Tetracyclines >20 <20
Tétracycline TE 30 g Cyclines > 19 < 17
Pefloxacine PEF 5 ug floroquinolones > 22 <16

5. L’huile essentielle testée

L’huile essentielle utilisée durant notre partie expérimentale nous a été fournie par M".
OUELHADJ A, elle est 100% pure et obtenue par hydrodistilation.

Tableau V: Description de I'HE utilisée.

Huile essentielle Nom latin Provenance Controle

L’huile essentielle Cedrus Atlantica Laboratoire Pierre Certifié par ECOCERT
Fabre, France

*https://www.sfm-microbiologie.org/wp-content/uploads/2018/12/CASFMV2_SEPTEMBRE2018.pdf

2
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6. La bacteriocine utilisée

La bactériocine employée a été isolé de Lactococcus lactis (E234 ; CAS number
1414- 45- 5, formule chimique : CiasH230N42037S7), provenant de la compagnie Sigma-
Quimica , avec une masse moléculaire de 3354.12 Da.

Il. Méthodes
1. Revivification microbiologique des souches microbiennes

Afin de pouvoir utiliser les souches bactériennes testées, elles ont été revivifiées dans
le milieu de culture: Brain Heart Infusion Broth (BHIB); pour cela un repiquage dans de tubes
contenant du BHIB a été effectué a partir des milieux de conservation des souches, ces tubes

sont ensuite incubés a 37°C pendant 24h.
2. Verification de la pureté des souches bactériennes
2.1. Repiquage sur les milieux sélectifs

Les souches bactériennes testées ont été repiquées a partir des cultures contenues dans

le BHIB sur les milieux sélectifs, suivies d’une incubation a 37°C pendant 24h.
2.2. Examens microscopiques

La coloration différentielle de Gram a été réalisée suivant le protocole décrit par

Delarras (2007), qui est le suivant:

— Reéalisation d’un frottis sur une lame en verre contenant une goutte d’eau a partir d’une
colonie bactérienne isolée;

— Dépot de ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations;

— Fixation du frottis en passant la lame 3 fois dans la flamme du bec bunsen;

— Coloration au violet de gentiane (colorant basique) ou cristal violet et laisser agir pendant
30 secondes a 1 minute (toutes les bactéries sont colorées en violet) puis rincer a 1’eau;

— Mordancage au Lugol: étaler le Lugol et laisser agir le méme temps que le violet de

Gentian puis rincer a ’eau. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.
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— Décoloration a I’alcool: verser goutte a goutte 1’alcool sur la lame inclinée obliquement.
Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincer sous un filet d’eau;

— Contre coloration avec la fuchsine, laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver
doucement a ’eau. Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bensen;

— Observation au microscoscope optique a 1’objectif X100 (a ’huile d’immersion).

Les bactéries a Gram négatif sont colorées en rose tandis que les bactéries colorées en
violet sont des Gram positif.

3. Etude de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle de Cedrus atlantica et celle de

la Nisine
3.1. Pré-enrichissement des souches bactériennes

A partir des tubes de BHIB contenant les souches revivifiées, un pré-enrichissement a

¢été effectué sur un milieu d’isolement sélectif pour chacune des souches.

Afin d’obtenir des colonies bien isolées qui serviront a la standardisation de
I’inoculum, I’ensemencement a été réalis€ par la méthode des trois quadrants. Ensuite
I’incubation des boites de Pétri se fait a 37°C pendant 18h préférablement et au plus tard 24h

afin d’obtenir des colonies jeunes en phase de croissance exponentielle.
3.2. Préparation des suspensions bactériennes

Une suspension bactérienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mc Farland (108

UFC.mL™) a été préparée a partir d’une culture pure et jeune (agée de 18h).

A T’aide d’une anse de platine, racler quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques a partir des boites de Pétri ensemencées précédemment;

— Déposer les colonies dans un volume d’eau physiologique stérile & 0,9% de chlorure de
sodium (NacCl);

— Bien homogénéiser la suspension bactérienne;

— Reéaliser une standardisation de la suspension a I’aide d’un spectrophotomeétre réglé sur

longueur d’onde de 625nm et la densité optique est ajustée a 0,08 — 0,10.
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Cette densité mesurée a 625nm est équivalente a 102 UFC/ml (Haddouchi et al.,
2016).

L’ajustement de I’inoculum bactérien se fait en fonction de la charge: Soit par ajout de

la culture si la DO est faible ou de I’eau physiologique stérile s’il est trop chargé.
L’ensemencement doit se faire en moins de 30 min aprés la préparation de I’inoculum.

3.3. Evaluation de Pactivité antibactérienne in vitro de I’huile essentielle de Cedrus

atlantica

L’étude a été réalisée par méthode de diffusion sur gélose, congue initialement pour
les antibiotiques, mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés

d’huile essentielles (Figure 7), appelée aromatogramme ou encore méthode des disques.

SquUe do papicr

imbibé d'huile Tapis bacterien
essentielle
Q) ———
Incubation a 37°C
Tnoculum
. pendant 24 heures
bacterien

Boite de Pétri
avec gelose
putritve

Fig.7 : Principe de la méthode de diffusion par disques (Guinoiseau, 2010).

Cette méthode est reconnue comme fiable et reproductible, en plus de ca, elle
constitue surtout aussi une étape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet
d’accéder a des résultats essenticllement qualitatifs (Dima, 2016). Elle permet également de
mettre en évidence 1’effet antimicrobien de ’'HE et de déduire la résistance et la sensibilité

des souches microbiennes (Amara et al., 2017).

Le protocole suivi est celui décrit par Haddouchi et al., (2016), qui est réalisé comme

Suit:
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Des geloses de Mueller Hinton (MH) coulées dans des boites de Pétri sont
ensemencées uniformément a 1’aide d’une micropipette de 100 pl de chaque suspension

bactérienne standardisée, celles-ci ont été étalée a I’aide d’un rateau de pipette Pasteur.

Des disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre, imprégnés avec 10 pl
d’une préparation d’HE additionnée de DMSO a raison de 5% (v/v) ont été laissées secher

pendant quelques instant (pas trop longtemps pour éviter 1’évaporation de I’HE).

Pour chaque souche bactérienne testée, ces disques ont été déposés au milieu des
boites de Pétri contenant les géloses ensemencées.

D’autres disques chargés de 10ul de DMSO ont été déposés dans des boites de géloses
MH préalablement ensemencees de chaque souche bactérienne testée, pour servir de témoins

négatifs.

Les témoins positifs ont été réalisés par dépot de disques d’antibiotiques dans des

boites ensemencées avec les suspensions bactériennes standardisées.

Les boites ensemencées contenant les disques d’huile essentielle ont été mises a 4°C

pendant 2 heures pour faciliter la diffusion d’HE. Le test a été répété deux fois.
— L’incubation des boites se fait dans I’étuve a 37°C pendant 24h.

La lecture des résultats s’est faite 24 heures aprés ’incubation par la mesure des
diametres des zones d’inhibition, ceci en mesurant la moyenne des deux diameétres
perpendiculaires passant par le milieu du disque, qui sont ainsi déterminés comme un halo

translucide autour du disque a I’aide d’une régle en (mm).

Suivant le diameétre de la zone d’inhibition exprimé en (mm) autour de chaque disque,

la lecture des résultats est faite comme suit (Djabou et al., 2013):

Résistante (-): diamétre < 8 mm.

Modérément sensible (+): diametre compris entre 8 et 14mm.

Sensible (++): diametre compris entre 14 et 20mm.

— Extrémement sensible (+++): diamétre > 20mm.
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3.4. Evaluation de ’activité antibactérienne in vitro de la bactériocine (nisine)

L’activité de la nisine a été testée par la méme méthode que I’huile, c'est-a-dire la
méthode de I’antibiogramme. La nisine a été dissoute dans du HCL a 0,02 N de facon a

obtenir une concentration de 1,5 mg/ml (Khaddour et al., 2003).

Des disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre, imprégnés avec 10 pli

de la solution de nisine, ont été laissées sécher pendant quelques instants.

Pour chaque souche bactérienne testée, ces disques ont été entreposés au milieu des

boites de Pétri contenant les géloses ensemencées.

D’autres disques chargés de 10ul d’HCL a 0,02 N ont été déposes dans des boites de
géloses MH préalablement ensemencées avec une suspension standardisée de chaque souche

bactérienne testée, pour servir de témoins négatifs.

Les témoins positifs ont été réalisés par dépdt de disques d’antibiotiques dans des

boites ensemencées avec les suspensions bactériennes standardisees.
Tous les essaies ont été répétes deux fois.

Les boites ensemencées contenant les disques de la bactériocine (nisine) ont été mises

a incubation dans I’étuve a 37°C pendant 24h.

3.5. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de I’huile de

cédre

Méme si les huiles essentielles sont considérées comme des additifs salubres, leur
utilisation est souvent limitée par les criteres organoleptiques de I’aliment. Pour cette raison, il
sera nécessaire de déterminer la CMI car selon I’effet recherché et les bactéries ciblées, la

concentration ne sera pas la méme (Lambert et al., 2001).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de ’HE étudiée a été déterminée suivant
la technique de macrodilution en milieu liquide rapportée par (Guinoiseau, 2010) (figure8).
Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration
décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, 1’observation de la gamme permet

d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
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concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne. Les micro-

organismes restent cependant viables (Mahfouf et al., 2017)

a
45(J|.ll d’huile essenticlle
- Iml Eliminer le
deme-rvolume
113ul/ml 56.5ul ﬂ44uLmI
+ 3.55 ml BHIB 3.55 ml BHIB
10 pl d"inoculum
113uliml S6.5pul/ml 28 "5me| 14. I"ul,ml "Dﬁul,ml 333|.|1,ml 1.76 |.I.l]11] D88 pl'ml 0.44pl/ml =

‘ 24 heures d'incubation a 37°C |

II IW llﬂ

13pkml $6.5ul/ml 28.25ulml 14.12plml T.06ul'ml 3.53ulml 1.76 pl/ml 0.88 pliml 0.44uliml

Culot

C bactérien

Fig.8: Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide (Guinoiseau, 2010).
L’HE est dissoute dans du DMSO 5 % (v/v) afin de favoriser le contact germe/huile.

450ul de ’HE a tester additionnée en DMSO (5% v/v) est placé dans un tube stérile
contenant 3.55ml du bouillon BHIB. Ce tube correspond a la solution mere a partir de
laquelle des dilutions sont réalisées. Des dilutions un demi en série ont été préparées dans une
gamme de concentration comprise de 63,38 et 0,12 pl/ml dans des tubes & essai stériles
contenant le bouillon BHIB, pour cela, nous avons besoin de 10 tubes ou a chaque fois il faut
prélever 2 ml d’un tube et les verser dans le tube suivant, ainsi jusqu’au 10°™ tube & partir
duquel il faut prélever 2 ml et les jeter. Les valeurs de dilutions sont résumées dans le tableau
VI.
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Tableau VI: Les dilutions utilisées pour déterminer les CMls.

Tubes sSM | 1 2 3 [ 415 6| 7 8 9 10
Rapport de
dilution 1 | 12 | u4 | U8 116 1/32 164 1/128 1/256 1/512  1/1024
De 'HE
% 100 | 50 | 25 1250 625 312 150 0.78 | 0.40 | 0.20 | 0.10
pl

126,76 1 63,38 31,69 1584 | 7,92 396 198 099 049 0,24 0,12

HE/ml

10,5 pl d’inoculum bactérien de 108 UFC/ml est déposé 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 un tube contenant 2ml du milieu BHIB
supplémenté en DMSO 5 % (v/v), est également réalisé. Ainsi qu’un témoin négatif a été

réalisé par I’ajout de 10ul de DMSO dans un tube contenant 2ml de BHIB.

Chaque essai est répété deux fois. Ensuite, les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24

heures.

Aprées incubation, tous les tubes sont examinés, et la CMI (ul/ml) est déterminée en
prenant en compte la plus faible concentration en HE qui inhibe tout développement bactérien

(absence de turbidité).

3.6. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de I’huile de

cedre

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien
initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Elle définit I’effet bactéricide d’une huile

essentielle (Guinoiseau, 2010).
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La méme gamme de concentration, réalisée par la technique de macrodilution en

milieu liquide réalisée pour la CMI, est utilisée pour déterminer la CMB de I’huile essentielle

a tester (figure 9).

113ulm] 56.5ulml 28.25ulml 14.12ulml 7.06plml 3.53ulml  1.76 plml 0.88 ulml 044plml  Témoin

v

Ensemencement sur gélose MHA et incubation a 37°C, 24 heures

OOBH @
OOC

Fig.9: Méthode de la détermination de la CMB en milieu solide (Guinoiseau, 2010).

Des prélevements de 100 ul sont effectués dans les tubes témoins et dans chacun des
tubes dépourvus de culot bactérien puis déposés a 1’aide d’une micropipette sur gélose MH et

étalés a ’aide d’un rateau de pipete Pasteur. Les boites ensemencées sont incubées 24 heures
a37°C.

La CMB de I'huile essentielle est déduite a partir de la premiére boite dépourvue de

bactérie. Chaque expérience est réalisée deux fois au cours de deux expériences successives.

L’effet antibactérien a été jugé bactériostatique ou bactéricide en fonction de la

présence ou absence de colonies bactériennes.
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4. Etude de I’effet de combinaison de I’huile essentielle avec la nisine

4.1. Test de sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis de la combinaison de ’huile

essentielle de cedre et la nisine

Cette combinaison est réalisée afin de tester I’activité antibactérienne et de mettre en
valeur un éventuelle effet synergique entre 'HE et la nisine sur les souches bactériennes

testées.

Ce test consiste a réaliser des combinaisons entre 1’huile et la nisine a trois différentes

concentrations différentes émulsifiées dans le DMSO a raison de 5% (Vv/v).

e 25% d’huile +75% de nisine;
e 50% d’huile + 50% de nisine;
e 75% d’huile +25% de nisine.

Des disques stériles de papier Whatman de 6 mm de diametres imbibés de 10 ul de
chaque concentration deposes sur des boites pétri préalablement ensemencees avec une
suspension bactérienne standardisée. Les résultats obtenus seront compares aux résultats de la

nisine et de I’HE séparément.

Le témoin positif et le témoin négatif ont été réalisés par dépdt au centre des boites de
Pétri préalablement ensemencées avec une suspension bactérienne standardisée de disques
d’antibiotiques et de disques de papier Whatman imprégnés de 10 pl d’un mélange de 50% de
DMSO et de 50% d’HCL a 0,02N. Tous les essais ont été répétés deux fois.

Aprés Dincubation a 37° pendant 24h, une lecture a été faite comme cité

précédemment dans 1’aromatogramme.

D’apres Pibiri (2005), il existe quatre effets antimicrobiens de la combinaison :

Indifferent (A+B= Effet A ou Effet B);
Addition (A+B= Effet A+ Effet B);
Synergie (A+B> Effet A+ Effet B);
Antagonisme (A+B<Effet A ou Effet n B).
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1. Résultats du test de verification des souches bactériennes
La coloration de Gram est un test essentiel permettant de différencier les bactéries

Gram positif des bactéries Gram négatif et I’observation des caractéres morphologiques de

différentes souches bactériennes testées (Tableau VI1).

Tableau VII : Les caractéres morphologiques des souches bactériennes testées

Souches Milieux de culture Gram Aspect
bactériennes microscopique
Escherichia coli Gélose Hektoen Négatif Coccobacilles de
ATCC 25922 couleur rose
Bacillus cereus Gélose nutritive Positif Bacilles de couleur
ATCC 14579 violette
Pseudomonas Gélose Hektoen Négatif Bacilles roses
aeruginosa ATCC
27853
Staphylococcus Gélose Chapman Positif Cocci en grappes de
aureus ATCC raisin de couleur
25923 violette
Klebsiella Geélose Hektoen Négatif batonnets encapsulés
pneumoniae KP et non mobhile.
700603
Staphylococcus Gélose Chapman Positif Cocci en grappe de
aureus MV 50 raisin de couleur
violette

2. Résultats des témoins réalisés par la méthode de diffusion sur gélose

2.1. Résultats des témoins négatifs réalisés avec le DMSO et PTHCL

Le Diméthyle sulfoxyde (DMSQO), est un solvant organique polaire, miscible a

I’eau, utilisé pour avoir une meilleur diffusion de I’HE dans le milieu (Lahlou, 2004).

.
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Fig. 21: Résultats des témoins négatifs réalisés avec HCL sur les bactéries testées.
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L’activité antibactérienne du DMSO et I'HCL évaluée sur les six souches
bactériennes étudiées par la méthode de diffusion sur milieu gélosé, n’a montrée aucune

activite.
2.2. Résultats des témoins positifs

L’antibiogramme consiste a déterminer in vitro la sensibilité et la résistance des
bactéries aux antibiotiques et dépister les résistances acquises. Les antibiotiques diffusent
dans la gélose a partir des disques de telle sorte qu’autour de chacun d’eux s’établit un

gradient de concentration (Figure 12).

B. cereus

ZEN1T0

R Seaseond

P. aeruginosa S. aureus MV 50 S. aureus ATCC 25923

Fig.12: Résultats de I’antibiogramme réalisés avec des disques d’antibiotiques sur les six

souches.

La détermination des diamétres des zones d’inhibition permet une estimation de la
sensibilité ou de la résistance de la souche bactérienne aux différents antibiotiques, le tableau
ci-dessous rapporte les valeurs en millimétres des zones d’inhibition manifestées par les

antibiotiques sur les différentes souches bactériennes étudiées.

E
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Tableau VII1: Résultats des diamétres des zones d’inhibition en mm (moyennes * écart

types) des antibiotiques sur les souches bactériennes testées.

Souches Les antibiotiques utilisés et les diamétres critiques des zones d’inhibition = 1’écart type

bactériennes CTX PEF CN K TE P @) VA

E. coli
ATCC NT NT 15,00+00,00 | 20,00+00,00 NT NT 27,50+0,5 20,5+0,50
25922

B. cereus
ATCC NT NT 21,00£00,00 | 26,00+00,00 NT NT 26,50+00,50 | 22,00+00,00
14579

P.
aeruginosa
ATCC
27853

NT NT 18,00+00,00 | 12,75+00,82 NT 06,00+00,00 | 13,00+00,00 NT

S. aureus
ATCC NT NT 20,00+00,00 | 19,00+00,00 NT NT 10,004£00,00 | 18,00+00,00
25923

K.
pneumoniae | 06,00+00,00 | 29,50+00,05 | 21,50+00,50 | 21,00+01,00 | 09,50+00,05 NT NT NT
KP 700603

S. aureus

MV 50 NT NT 24,00+01,00 | 15,25+00,04 NT 16,25+0,08 NT 19,5+00,50

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans la mesure des diameétres des zones d’inhibitions.
NT : non teste.

D’apres les résultats consignés dans les tableaux 1V et VIII, nous constatons que les
bactéries présentent une sensibilité ou une résistance différente vis-a-vis des ATBs en

fonction de la souche et du type d’antibiotique utilisé.

Toutes les bactéries testées s’avérent sensibles a la Céfalexine et la Kanamycine a
I’exception de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) qui est résistante a ce dernier et elle

ne manifeste aussi aucune sensibilité vis-a-vis de la Pénicilline et de I’Oxytétracycline.

La souche Klebsiella pneumoniae (KP 700603) testée a montrée également une
sensibilité au Pefloxacine tandis qu’elle est résistante a la Tétracycline et la Céfotaxime. En
revanche les souches Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus cereus (ATCC 14579) et
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) testées présentent une sensibilité vis-a-vis la
Vancomycine alors que Staphylococcus aureus (ATCC 25923) est sensible a

I’Oxytetracycline.

F
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3. Résultats du test de sensibilité a I’huile essentielle testée

Fig. 13: Effet de I'HE de Cedrus atlantica sur les six souches bactériennes testées.

Les diamétres des zones d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches testées vis-a-

vis de ’HE de Cedrus atlantica sont résumés dans le tableau IX:

Tableau IX: Résultats des diamétres d'inhibition en mm (moyennes + écart types) de

I’activité antibactérienne de Cedrus atlantica sur les six souches bactériennes testées.

Souches AE Cedrus atlantica Sensibilité
E. coli (ATCC 25922) 11,00 + 0,50 (+)
P. aeruginosa (ATCC 72853) 13,00 + 2,12 (+)
S. aureus (ATCC 25923) 24,75 + 4,38 (+++)
S. aureus (MV 50) 11,00 + 0,50 (+)
B. cereus (ATCC 14579) 13,75+ 1,29 (+)
K. pneumoniae (KP 700603) 06,00 + 0.00 ()

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

E
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D’aprés les résultats de notre test biologique, nous pouvons constater que 1’huile
essentielle de Cedrus atlantica a manifestée de variables caractéristiques antibactériennes

dépendantes des microorganismes testés.

D’ailleurs, d’apres la figure 13 et les résultats du tableau précédent, on remarque que
I’HE de Cedrus atlantica s’est montrée d’une efficacité antibactérienne importante vis-a-vis
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec un diamétre d’inhibition de 24,75 mm, d’autre
part, les autres bactéries telles que Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli et Staphylococcus aureus MV 50 se sont montrées faiblement sensible vis-a-vis de 'HE
testée avec des zones d’inhibition respectivement de 13,75mm, 13mm, 11mm et 11mm. Par
contre, on a pu constater que seule Klebsielle pneumoniae parmi toutes les souches

bactériennes testées n’a pu étre inhibée par I’HE du cédre de I’atlas.

Contrairement aux antibiotiques utilisés, I’effet inhibiteur de cette HE sur la croissance
de la plupart des souches testées est faible puisque les diamétres des zones d’inhibitions
obtenues sont inférieurs a ceux obtenus vis-a-vis des antibiotiques utilisés, mis a part celui
Staphylococcus aureus ATCC 25923 qui a manifesté une zone importante vis-a-vis de I’'HE

testée.

Habituellement, les bactéries a Gram négatif sont connues pour leur résistance a 1’effet
inhibiteur des HEs, par apport aux bactéries a Gram positif, et ce grace a la structure
particuliere de leur membrane externe (Akbali et al., 2016). D’aprés nos résultats, on
remarque que le type de Gram n’a pas d’influence sur I’efficacité de I’HE testée vue que les
zones d’inhibition de I’huile de Cedre pour S. aureus ATCC 25923 (Gram positif) est de
24,75mm, 13,75mm pour B. cereus (Gram positif) et 11mm pour S. aureus MV 50 qui est
aussi un Gram positif, et 13mm et 11mm pour P. aeruginosa et E. coli, respectivement, qui
sont des Gram négatif; on constate alors que I’activité de I'HE de Cedrus atlantica testée ne

varie pas en fonction du type de Gram.

Concernant les composés majoritaires de I'HE de Cedrus atlantica selon la
bibliographie sont: E-a-atlantone (28,75%), B-himachaléne (14,62%) et I’himachalol (7,11%).
Ils sont des composés terpéniques, qui ne présentent aucun pouvoir antibactérien (Aberchane
et al., 2003). De plus, plusieurs études ont confirmées que ’activité antimicrobienne des HEs
n’est pas toujours attribuée aux principaux composés, mais peut étre due aux interactions de

synergisme ou antagonisme avec d’autres composes mineurs (EL Malki et al., 2018).

.
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L’étude de Satrani et al., (2006), a montrée que plusieurs microorganismes testés a
I’huile essentielle de Cedrus atlantica sont inhibés complétement, ce qui explique nos
résultats trouves vis-a-vis des 5 souches inhibées. Ce pouvoir est d0 essentiellement a sa
composition chimique riche en alcools terpéniques (himachalol, cedros, isocedranol et 1-

epicubenol) dont le taux global atteint environ 24,40%.

De plus, I’é¢tude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle des feuilles de
Cedrus atlantica de Maroc effectuée par Derwich et al., (2010), a indiquée que Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus était les souches les plus sensibles
parmi celles testées, avec les plus fortes zones d’inhibition 25mm, 2Imm et 22mm,
respectivement. Klebsiella pneuminiae, Staphylococcus intermidius et Enterococcus faecalis,
se sont réveles moins sensibles que les bactéries précédentes avec des zones d’inhibition de
12mm, 19mm et 11mm, respectivement. Aucune activité n’a été observée contre Bacillus

sphericus.

Les huiles essenticlles riches en a-pinene ont démontrées leur potentiel activité
antibactérienne (Hajji et al., 1993). Les principaux composants de cette huile, I’a-pinéne, sont
connus pour presenter une activité antibactérienne contre les souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus et Bacillus sphaericus)
(Bourkhiss et al., 2000). Les hydrocarbures monoterpéniques, les terpenes, ont également
montrés des propriétés antibactériennes modérées contre les bactéries Gram positif (Oyedeji
et Afolayan, 2005).

De plus les cones de Cedrus libani possédent des remedes anti-ulcérogénes pour le

traitement contre I’activité d’Helicobecter pylori (Yesilada et al., 1999).

En outre, Aberchane et al., (2003), ont constaté que I’HE de Cedrus atlantica ne
posseéde in vitro aucun pouvoir antibactérien, cela confirme le résultat obtenu vis-a-vis de

Klebsiella pneumoniae.

De méme, I’étude de Thielmann en 2019 qui s’est portée sur le Criblage de 179 huiles
essentielles de 86 variétés de plantes pour leurs activités antimicrobiennes contre les bactéries
pathogenes d'origine alimentaire Escherichia coli et Staphylococcus aureus, ou il a ressorti
que S. aureus était inhibée par 30 variétés d’HE et E. coli par 12 variétés, a révélé que ’'HE

de cedrus atlantica n’a aucun pouvoir inhibiteur sur les 2 souches testées.

.
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Pour une huile essentielle, I’efficacité antimicrobienne est principalement due aux
teneurs et a la nature des constituants qui peuvent agir séparément ou en synergie, cependant,
la comparaison de ’efficacité des HEs a travers les différentes publications reste difficile a
établir. Cette difficulté réside dans le fait que les parametres expérimentaux (méthodes
employées pour 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne, choix et conditions physiologiques
des microorganismes, période de I’exposition du microorganisme a I’HE, dose de I'HE
utilisée, émulsifiant utilisé pour la solubilisation de I’HE) différent entre les études (El Malki
et al., 2018).

4. Résultats du test de sensibilité a la bactériocine (nisine)

/
/

S. aureus MV 50 S. aureus ATCC 25923

ez

Fig. 14: Effet de la nisine sur les six souches bactériennes testées.

Les diameétres des zones d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches bactériennes

vis-a-vis de la nisine sont résumés dans le tableau suivant:

E
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Tableau X: Résultats des diametres d'inhibition en mm (moyennes + écart types) et la

sensibilité des souches bactériennes téstées vis-a-vis de la nisine.

Souches Nisine Sensibilité
E. coli (ATCC 25922) 06,00 + 00,00 (-)
P. aeruginosa (ATCC 72853) 06,00 + 00,00 (+)
S. aureus (ATCC 25923) 08,50 £ 01,50 (+)
S. aureus (MV 50) 06,00 + 00,00 (+)
B. cereus (ATCC 14579) 10,50 + 01,50 (+)
K. pneumoniae (KP 700603) 06,00 + 00,00 (-)

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

D’aprés les résultats présentés dans le tableau VIII, il ressort que les souches testées ne
sont que faiblement sensible a la nisine. En effet, le test antibactérien de la bactériocine a
montré que seules S. aureus (ATCC 25923) et B. cereus étaient sensibles a la nisine avec des
zones d’inhibitions respectivement de 08,50 mm et 10,50 mm, par contre aucune activité n’a

été détectee vis-a-vis de E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae et S. aureus (MV50).

La difference dans la composition de I'enveloppe cellulaire des bactéries Gram positif
et Gram négatif influence I’activité antibactérienne des bactériocines des bactéries lactique.
En effet, selon les études effectuées par Abee, (1995), Cintas et al., (2001) et Deegan et al.,
(2006), il ressort qu’en générale, les bactériocines des bactéries lactiques ne sont pas actives
contre les bactéries a Gram négatif. Toutefois, certaines études ont suggérées qu'un
changement des propriétés de permeabilité de la membrane externe suite a certains
traitements utilisés (I’ajout d’EDTA, lysozyme...etc.) en combinaison avec des bactériocines
ou encore des conditions de stress rendraient les bactéries Gram négatifs sensibles aux
bactériocines. Cependant, le spectre d'activité de quelque bactériocines (comme la nisine)
peut ne pas étre restreint aux espéces proches taxonomiquement ou méme occupantes la
méme niche écologique que la bactérie productrice. D'un point de vue pratique, le champ
d'activité d'une bactériocine peut étre plus ou moins large suivant les conditions du milieu et

la concentration en substance active (Klaenhammer, 1993).

-
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En 2017, I'Autorité européenne de sécurité des aliments a réévaluée le potentiel
toxique de la nisine et a approuvée une dose journaliére admissible allant jusqu'a 1 mg de
nisine / kg de poids corporel par jour pour une utilisation dans certains aliments produits
(MoBiTec GmbH, Germany, 2015)**. Cependant les recherches se sont dirigées vers d’autres
alternatives de son utilisation, tels que sa combinaison avec d’autres substances. En effet,
d’aprés les références consultées, on a pu déduire que la conservation des aliments avec la
nisine se fait généralement par sa combinaison avec d’autres substances afin d’obtenir un effet
plus fort mais a des concentrations faibles de la substance. Et cela, pour améliorer I’activité
antibactérienne et pour limiter les phénomeénes de résistance, ou encore pour lutter contre les
bactéries Gram (-) insensibles aux bactériocines des bactéries lactiques, mais aussi pour

améliorer les durées de conservation des aliments.

La combinaison nisine-pédiocine a démontrée une amélioration significative de
’activité antimicrobienne sur plusieurs bactéries Gram (+) comme Enterococcus faecalis et L.
monocytogenes par rapport a 1’utilisation de la nisine ou de la pédiocine seule (Hanlin et al.,
1993).

De la méme fagon, I’inhibition de L. monocytogenes par la nisine associée a la
sakacine (bactériocine de Lactobacillus sakei) est plus importante qu’avec la nisine seule
(Katla et al., 2001). Dans ce cas, autant I’incorporation de la sakacine directement que
I’introduction de la culture de Lb. sakei productrice de la sakacine présentent, par rapport a
I’utilisation de la nisine seule, un effet antibactérien qui augmente les temps de conservation

du saumon.

De plus, I’effet dans un premier temps du lysozyme, suivi de I’action de la nisine,
montre que les bactéries Gram (-) sont lysées par la nisine. Le nombre de Campylobacter
jejuni, Pseudomonas fluorescens ou encore Salmonella enterica est diminué de ’ordre de 6
log sous I’action de la nisine dés que le lysozyme a une concentration de 10 Pg.ml? est

utilisée (Carniero et al., 1998).

De la méme fagon, un agent chimique chélatant tel que 'EDTA provoque une
désorganisation de la membrane externe des bactéries Gram (-) pour permettre 1’action de la
nisine. La diminution du pH indispensable a I’action de ’EDTA permet en paralléle

d’améliorer I’effet de la nisine (Boziaris et Adams, 1999).

* https://www.thefreelibrary.com/Newsletter+ XV I 1+Released+%2f+MoBiTec+GmbH%2c+Germany.-a0402054259
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A T’encontre de nos résultats, les résultats d’El Moualidi et al., (2008) qui ont testé
I’effet bactéricide de plusieurs bactériocines appartenant a des bactéries de différents genres,
signalent des zones d’inhibition importantes avec les bactéries & Gram positif, pour
Staphylococcus aureus (& = 28,2 mm), et les résultats obtenus avec les bactéries a Gram
negatifs sont plus importants pour Escherichia coli (@ = 24,3 mm), Klebsiella pneumoniae (&
= 22,1 mm), Pseudomonas aeruginosa (4 = 21,2 mm).

De méme, les résultats trouvés par Ouelhadj et al., (2017), s’affirment positifs sur
toutes les bactéries testées avec des zones d’inhibition trés importante vis-a-vis de la nisine,
24,5mm, 23mm et 21,5mm pour Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (ATCC
4330) et Pseudomonas aeruginosa, respectivement et 13,5mm, 18mm et 12,5mm vis-a-vis

d’Escherichia coli ( ATCC 4330), Escherichia coli et klebsiella pneumoniae, respectivement.

L’efficacité de la nisine est souvent affectée par des facteurs environnementaux tels
que le pH, la température, la composition et la structure des aliments, ainsi que le microbiote
alimentaire. Le développement de la résistance a la nisine a été observé chez diverses
bactéries a Gram positif. Les mécanismes d'acquisition de la résistance a la nisine sont
complexes et peuvent différer d'une souche a l'autre, ceux-la ont été présentés par Zhou et al.,
(2013).

Ainsi cette résistance a la nisine a été mise en évidence par plusieurs études, d’ailleurs,
Harris et al., (1991) ont démontré la résistances chez certains types de bactéries telle que
Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus et Bacillus spp., cette résistance est liée a
la production d’une enzyme, la nisinase qui est une didéhydroalanine réductase et qui
désactive la nisine et la subtiline. Cette résistance est aussi liée a la rigidité des membranes
bactérienne et a leur faible taux de lipides chargés négativement (Crandell et Montville,
1998).

La sensibilité de la bactérie cible, le milieu de croissance utilisé, la concentration
d’agar du milieu testé, ainsi que la concentration en bactériocine sont tous des facteurs
pouvant affecter les résultats, donc selon Meghrous et al., (1999), I’estimation de I’activité

d’une bactériocine par la méthode de diffusion dans 1’agar est une mesure relative.

.
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5. Résultats du test de I’effet antibactérien de la combinaison (huile essentielle + nisine)

a différentes concentrations sur les souches bactériennes testées

o 25% de I’huile +75% de la nisine;
e 50% de I’huile + 50% de la nisine;
o 75% de I’huile +25% de la nisine.

> Effet de la combinaison sur Bacillus cereus

25% N + 75% H

—

50% N + 50% H

Fig. 15: Effet de la combinaison de ’HE et la nisine a différentes concentrations sur

Bacillus cereus.

» Effet de la combinaison sur Escherichia coli

_—

—

25% N + 75% H

N
25% H + 75% N
J PR\

Fig. 16: Effet de la combinaison de I’HE et la nisine a différentes concentrations sur

Escherichia coli.
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» Effet de la combinaison sur klebsiella pneumoniae

50% N + 50% H
T

N o,

25% H + 75% N

Fig. 17: Effet de la combinaison de ’HE et la nisine a différentes concentrations sur

klebsiella pneumoniae.

» Effet de la combinaison sur Pseudomonas aeruginosa

25% H + 75% N

Fig. 18: Effet de la combinaison de I’HE et la nisine a différentes concentrations sur

Pseudomonas aeruginosa.
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» Effet de la combinaison sur Staphylococcus aureus MV50

= — OStopl (1) - . .
50% N + 50% H 25% N + 75% H 25% H + 75% N

=

Fig. 19: Effet de la combinaison de I’'HE et la nisine a différentes concentrations sur

Staphylococcus aureus MV50.

» Effet de la combinaison sur Staphylococcus aureus ATCC 25923

Stop b (L . ~

25% H +75% N 50% N + 50% H 2506 N + 75% H

Fig. 20: Effet de la combinaison de I’HE et la nisine a différentes concentrations sur

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Les diameétres des zones d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches bactériennes
vis-a-vis de la combinaison de I’HE et la nisine a différentes concentrations sont résumés dans

le tableau suivant:

E
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Tableau XI: Tableau récapitulatif des résultats de la combinaison entre la nisine et I'huile

essentielle & trois concentrations différentes sur les six bactéries testées.

Diamétres d’inhibition en (mm) et en moyenne +* écart type

% de combinaisons Cedrus atlantica + Nisine
Souches 25% H+75% N (@) | 50% N +50% H (b) | 25% N + 75% H ©

E. coli (ATCC 25922) 06,00+0,00 06,00 +0,00 06,00 0,00

P. aeruginosa (ATCC 72853) 06,00+0,00 06,00 +0,00 06,00 +0,00
S.aureus (ATCC 25923) 08,00+01,00 08,50+0,50 06,00+0,00
S.aureus (MV 50) 10,00 + 01,00 10,00 +0,00 10,50 +0,50
B.cereus (ATCC 14579) 08,50+0,50 08,50+0,50 10,50+01,50

K.pneumoniae (KP 700603) 06,00+0,00 06,00 +0,00 06,00 +0,00

Ces combinaisons réalisées dans notre étude, sont dans le but de déduire la présence
des différents effets antibactériens (synergique, antagoniste, indifférent et additif) envers les
six souches testées, cette activité est déterminée in vitro par la méthode de diffusion sur

gélose en mesurant les diamétres des zones d’inhibition autour des disques en (mm).

Le tableau ci-dessus montre les résultats de 1’activité de la combinaison de I’'HE de
Cedrus atlantica avec la nisine sur les bactéries testées. D’aprés les résultats obtenus, les 3
combinaisons HE-nisine présentent un faible effet antibactérien sur certaines souches
bactériennes testées, S. aureus MV 50, B. cereus ATCC 14579 et S. aureus ATCC 25923
avec des zones d’inhibition variantes entre 08,50 mm et 10,50 mm, et aucun pouvoir

inhibiteur conte E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae.

De plus, nous avons constaté que les différentes concentrations de combinaisons en
HE et nisine ont eu des effets dissemblables envers les souches microbiennes testées. Les trois
combinaisons HE+nisine exercent un effet antibactérien indifférent envers 3 souches
bactériennes testées, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae.
Tandis qu’elles exercent un effet antagoniste vis-a-vis de Staphylococus aureus ATCC 25923.
Par ailleurs, ces combinaisons produisent un effet antibactérien additif envers Staphylococcus
aureus MV 50. Les combinaisons 25% huile + 75% nisine et 50% huile + 50% nisine

exercent un effet antagoniste envers B. cereus et indifférent pour 75% nisine + 25% huile.
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En comparant les résultats de la combinaison avec ceux obtenus avec I’HE et la nisine
seules, nous pouvons déduire que I’effet de I’huile essentielle de cedre de I’atlas sur P.
aeruginosa, S. aureus ATCC 25923 et B. cereus est bien meilleurs que ceux obtenus avec la

combinaison.

Généralement, il est bien admis que les composés majeurs d’'une HE donnée reflétent
souvent son activité biologique (Ipek et al., 2005), I’efficacité et les différences de leurs
activités dépendent de leurs concentrations dans le milieu en présence d’autres composés

minoritaires.

Cependant, les actions synergiques entre les molécules issues de différentes HEs en
comparaison avec ’action individuelle d’un ou plusieurs composés et leur sélectivité envers
certaines bactéries restent jusqu’a présent mal ¢€lucidées. Pour cela, il serait possible que
I’activité d’une molécule majoritaire soit modulée par d’autres molécules minoritaires (Hoet

et al., 2006) ce qui peut bien expliquer nos résultats trouves vis-a-vis de ces derniéres.

Selon I’étude de Rhayour et al., (2002) sur le mécanisme d’action des HEs des clous
de girofle et d’origan (Origanum vulgare) simultanément avec ceux de deux de leurs
composants, le thymol et I’eugénol vis-a-vis de Escherichia coli et Bacillus subtilis, les deux
HEs tout comme leurs deux composants ont été capables d’induire une lyse cellulaire. Cela

induit la libération de substances associées a la rapide mortalité bactérienne.

De méme, I’étude de Mahmoud et al. (2004), suggere que ’effet antimicrobien
qu’exercent les HEs pourrait étre expliqué par la destruction de certains systémes
enzymatiques incluant ceux qui participent dans la production d’énergie cellulaire et la
production des composes structuraux. Guesmi et Boudabous (2006) quant a eux, ont avancé

I’hypothese d’inactivation et de destruction du matériel génétique.

L’effet synergique résultant de la combinaison des huiles essentielles avec d’autres
agents antimicrobien est souvent étudié par plusieurs auteurs, Kalpna et Chanda (2012), ont
enregistré une amélioration importante dans ’activité grace aux combinaisons réalisées entre
les HEs et les antibiotiques dont I’effet le plus marqué était avec Carica papaya associée aux

différents antibiotiques, dont cette huile n’a exercée aucun effet antibactérien.

Dans la méme démarche d’étude, le test de la combinaison de 50% d‘HE de D’Urtica

dioica et 50% de nisine réalisé par Arab et al., (2012) a montré un effet synergétique vis-a-vis

g
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de Klebsiella oxytoca. Par contre, Staphylococcus aureus et Escherichia coli ont été
indifférentes aux combinaisons 25 % HE de Urtica dioica + 75 % nisine et 25 % HE de Ruta

tuberculata + 75 % nisine, respectivement.

Stevens et al., (1991), ont rapporté que la nisine inhibe la croissance des bactéries

Gram négatif quant elles sont traitées simultanément avec I’agent chélateur EDTA.

Akroun et Harrani (2011), ont testé ’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 d’E. Coli d’un diamétre de
15,33 a 37 mm et de 10 & 20 mm respectivement. Ainsi, I’application de 1’oleuropéine
associée a la nisine a montrée une forte sensibilité de S. aureus (35 mm) et d’E. coli (32 mm)

comparée aux diametres de 1’oleuropéine seule.

Contrairement a nos résultats, Ouelhadj et al.,, 2017, ont enregistré un effet
antibactérien synergique en combinant 'HE extraite des feuilles de Pelargonium asperum et
la nisine sur les souches bactériennes testées. De méme, les résultats obtenus en testant I’'HE

de pelargonium asparum qui s’est montrée active contre les souches bactériennes testees.

Une autre étude réalisee par Halwani (2009) a montrée aussi que I’utilisation de
Thymoquinone et de thymohydroquinone de Nigella sativa, associées a la cephalexine donne
des interactions synergiques contre E. coli (G-), ces méme composés ont montrés des effets
antagonistes et indifférents en association avec d’autres antibiotiques. La combinaison de
I’huile essenticlle de Rosmarinus officinalis de Turquie avec la cephaloxitine et le ceftriaxone

étudiee par Torglu (2011) a montré également des effets antagonistes sur E. coli.

Les activités variables observées avec les différentes huiles (synergie, antagonisme et
indifférence), peuvent étre expliqués par le mode d’action des composés de I’HE, ceux-la ne

réagissent pas de la méme maniére en les combinant avec la bactériocine testée.

Galucci et al. (2006) ont rapporté dans leur étude que l'utilisation des terpenes
combinés avec la pénicilline a pu augmenter 1’activité de ces dernieres contre des souches
bactériennes a Gram négatif en leur conférant une meilleure capacité de transport a I’intérieur
de la cellule bactérienne cible. D’une autre part, Rosato et al. (2010) ont attribué I’activité
synergique entre la gentamicine et les huiles essentielles de Pelargonium graveolens et

d’Aniba rosaeodora contre les Gram négatif aux alcools terpéniques, qui sont les composants

.
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majoritaires de ces deux huiles et qui interagissent avec la membrane cytoplasmique
bactérienne ce qui facilite la pénétration de la gentamicine a I’intérieur de la cellule et sa

fixation a la sous unité 30 S du ribosome.

En outre, les travaux de Balouiri et al., (2017) sur I’effet de la combinaison entre
I’huile essentielle du géranium d’Egypte (Pelargonium asparum) et celle de la Camomile
sauvage (Ormenis mixta), a montré un effet synergique entre ces deux huiles essentielles qui
pourraient s’expliquer par la capacité des monoterpeénes et sesquiterpenes, qui sont les
principaux composés de I’HE de Cedrus atlantica d’intégrer et perturber la membrane
cellulaire, et donc, I’absorption des terpénoides actifs (citronnellol, geraniol, citronellyl ester

et isomenthone.
6. Résultats de la concentration minimale inhibitrice

L’activité antibactérienne de ’'HE de Cedrus atlanticas sur les souches bactériennes
testées a été confirmée par la méthode de macrodilution, présentant des valeurs de CMI
proches de 7,90 et 51,69 ul/ml, respectivement pour Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
Bacillus cereus (ATCC 14579). Les figures 21 et 22 illustrent les résultats de la CMI en

milieu liquide (BHIB) de I’HE de ceédre sur les deux souches bactériennes a Gram positif.

Fig. 21: Series de dilutions réalisées afin de déterminer la CMI en milieu liquide de I'HE de

Cedrus atlantica sur la souche Bacillus cereus.

D’apres la figure 21, la CMI de I’'HE de Cedrus atlanticas sur Bacillus cereus (ATCC
14579) est contenue dans le tube 1/4 qui est de 51,69 pl/ml.
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Fig. 22: Séries de dilutions réalisées afin de déterminer la CMI en milieu liquide de I'HE de
Cedrus atlantica sur la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923.

TP: Témoin positif.
TN: Témoin négatif.
SM: solution mere.

D’apres la figure 22, la CMI de I’HE de Cedrus atlanticas sur Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) est contenue dans le tube 1/16 qui est de 7,90 pul/ml.

Les HEs de nombreuses especes du genre Cedrus atlanticas sont connues pour leurs
propriétés antibactériennes. Les résultats obtenus par les travaux de Derwich et al., (2010)
dans D’activité antibactérienne des huiles essentielles des feuilles de Cedrus atlantica de
Maroc avec le test de diffusion sur disque d’agar ont démontrés que I’HE est active sur
Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus et Staphylococcus intermedius,
Enterococcus faecalis et Bacillus sp avec des valeurs de CMI de 0,98 ; 0,68 ; 1,25; 1,31 et

1,62 respectivement.

D’apres Koba et al. (2004), le pouvoir inhibiteur d’une huile essentielle vis-a-vis

d’une souche bactérienne est classé comme suit :

e CMI<50 pl/ml : pouvoir inhibiteur excellent ;
e 50 pl/ml< CMI<250 pl/ml : pouvoir inhibiteur intéressant ;
e 250 ul/ml < CMI< 500 pl/ml : pouvoir inhibiteur faible ;
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e CMI > 500 pl/ml : pouvoir inhibiteur nul.

Ces études rapportees dans la littérature scientifique sont en accord avec les effets
antimicrobiens observés dans ce travail qui ont révélées que I'HE de cédre posséde un
pouvoir inhibiteur excellent vis—a-vis de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et un pouvoir
inhibiteur intéressant vis-a-vis de Bacillus cereus (ATCC 14579).

Selon Delaquis et al (2002), les activités antimicrobiennes des HEs sont difficiles a
corréler du fait que chaque essence est unique dans sa composition et chaque bactérie différe

considérablement 1’une de 1’autre en structure et en fonctionnalité.

7. Résultats de la concentration minimale bactéricide

Pour notre étude, la CMB nous a permit de tester sur un milieu de culture ’action des
molécules des HEs sur des souches bactériennes. La CMB démontre la plus basse
concentration de notre HE qui a pu produire une activité antibactérienne visible sur nos

souches d’intérét.

La figure suivante, montre I’activité de I’'HE de Cedrus atlantica sur B. cereus ATCC
14579:

Fig. 23: Résultat de la CMB aux concentrations de 31,59 pl/ml (A) et 15,84ul/ml (B) sur

Bacillus cereus.

D’aprés la figure 23, on remarque un développement partiel de Bacillus cereus ATCC
14579 sur la boite de Pétri (B), on deduit alors qu’a la concentration 15,84 pl/ml, I’huile de
cedre exerce un effet bactériostatique sur cette souche.
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En revanche, & la concentration 31,69 pl/ml (B), Cedrus atlantica exerce un effet
bactéricide.

Ensuite la figure 24 qui suit, montre I’activit¢ de ’'HE de Cedrus atlantica sur la
souche Staphylococcus aureus ATCC 25923:

Fig. 24: Résultat de la CMB aux concentrations de 7,92 ul/ml (A) et 3,16pul/ml (B) sur
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

D’apres la figure 24, il ressort qu’il ya eu un léger développement de S. aureus ATCC
25923 sur la boite Pétri (B), ce qui permet de conclure qu’avec la concentration 3,16ul/ml,
I’huile essentielle de ceédre exerce un effet bactériostatique sur cette souche, par contre, on
remarque une absence totale de la croissance de S. aureus ATCC 25923 a la concentration
7,92ul/ml (A), on constate alors qu’a cette concentration, ’huile de cédre d’Atlas exerce un

effet bactéricide sur cette souche.

On constate alors, que pour un effet bactéricide sur toutes les souches testées, la

concentration de I’HE doit étre un peu élevée.

Les différentes valeurs de CMIs obtenues ainsi que les CMBs, nous permettent de
constater que I’activité antibactérienne est en fonction de la bactérie, ce qui confirme que le
type de microorganisme est un paramétre important déterminant 1’activité antibactérienne

ainsi que la concentration d’huile essentielle utilisée.

Les résultats de Rhafouri et al., (2014), ont démontrés que I’huile essenticlle des

graines de ceédre de I’atlas a manifestée diverses caractéristiques antibactériennes et

59



Chapitre 11 Résultats et discussion

antifongiques selon les microorganismes. En effet, les tests antibactériens des deux huiles ont
montrés que seule E. coli était sensible et inhibée a la concentration de 1/100 v/v.

Les résultats obtenus dans 1’étude de Zrira et Ghanmi (2016), montrent que 1’huile
essentielle de Cedrus atlantica est inactive contre Salmonella et S. aureus. Par contre, une
activité inhibitrice est enregistré contre E. coli, Bacillus subtilis et Bacillus cereus et a
montrée des valeurs de CMI de 0,4pl/ml, 0,2ul/ml et 0,4ul/ml, respectivement. L’activité
antibactérienne de ce type d’huile de cédre est relativement différente de celle d’autres huiles
essentielles de Cerdus atlantica. Aberchane et al., ont montré des valeurs de CMI de 4ul/ml
pour E. coli, 2ul/ml pour Bacillus subtilis et 10ul/ml pour S. aureus.

Par ailleurs, I’étude d’EIMalki et al., (2018) sur I’activité antibactérienne de I’huile
d’Origan, a montrée une activité antibactérienne trés significative contre les souches testées
avec un effet bactéricide en milieu liquide a des concentrations inférieures ou égales a
0,5ul/ml, par contre, I’action de cette huile est 1égérement inhibitrice pour P. aeruginosa avec

un effet bactériostatique a une concentration de 1 pL/ml en milieu liquide.

Vigneau a démontré que ’activité antibactérienne présente dans I’huile essentielle est
principalement due aux alcools terpéniques (13,01%). Les hydrocarbures monoterpeniques et
les terpénes ont également montrés des propriétés antimicrobiennes qui semblent avoir une

activité modérée contre les bactéries Gram positif.

Les valeurs obtenues étaient plus ou moins comparables a d’autres études, ces
différences peuvent étres dues a la méthodologie suivi, a I’état physiologique des souches

ainsi la composition de I’'HE utilisée.

.
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Conclusion et perspectives

La présente étude nous a permis d’évaluer I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle d’une plante aromatique, Cedrus atlantica, sur six souches bactériennes de
références (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus MV50,
Staphylococcus ATCC 25923, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae) et ’effet de son

association avec la nisine.

L’huile essentielle de Cedrus atlantica a manifestée le plus grand pouvoir
antibactérien avec des zones d’inhibition de 24,75 *+ 4,38 mm pour staphylococcus aureus
ATCC 25923, 13,75 = 1,29 mm pour Bacillus cereus et 13 £+ 2,12 mm pour Pseudomonas
aeruginosa. Par contre, cette huile a montrée des zones d’inhibition plus ou moins faible vis-
a-vis des autres bactéries testées. D’autre part, les résultats nous indiquent que la nisine n’est
pas active sur les souches testées mis-a-part S. aureus ATCC 25923 et B. cereus avec des

zones d’inhibition assez faible.

L’huile de cedre s’est montrée bactéricides contre Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Bacillus cereus, avec des concentrations de CMI jugées excellente pour S. aureus et

intéressante pour B. cereus.

Une étude plus poussée de I’activité antibactérienne qui porte sur la combinaison de
I’huile essentielle et la nisine, a révélée des effets dissemblables envers les souches
bactériennes testées; indifférent envers: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumoniae, tandis qu’elle exerce un effet antagoniste vis-a-vis de Staphylococus
aureus ATCC 25923. Par ailleurs, ces combinaisons produisent un effet antibactérien additif
envers Staphylococcus aureus MV 50. Les combinaisons 25% huile + 75% nisine et 50%
huile + 50% nisine exercent un effet antagoniste envers B. cereus et un effet indifférent pour

la combinaison 75% nisine + 25% huile.

Subséquemment, nous pouvons conclure que 1’utilisation de cette huile seule a un effet

plus considérable que son utilisation en combinaison avec la nisine.

A Tlessor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus
approfondie sur I’huile essentielle du Cedre d’Atlas et son potentiel synergiques avec d’autres
agents antimicrobiens. Dans le but de poursuivre ce travail et dans la perspective de tendre

vers une nouvelle génération de plates formes intégralement saines, il serait donc nécessaire:

.



Conclusion et perspectives

D’étudier son potentiel synergique avec d’autres agents antimicrobiens ou molécules
d’origine microbienne afin d’améliorer son activité.

D’élargir son panel des activités biologiques par d’autres tests: antioxydant, anti-
inflammatoire et anticoagulant.

D’approfondir les recherches sur une large gamme de souches microbiennes.

De tester son activité antifongique en combinaison avec la nisine.

Isoler les molécules bioactives.
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Annexe: Composition des solutions et des milieux de culture utilisés
v' Eau physiologique stérile

Compositionen g/l :

Chlorure de sodium (NACH) ..o e 9g
BAU SEENTE ... 1000ml
pH =7

Stérilisation 2120°C/ 15min.
v' Gélosenutritive (GN)

Compositionen g/l :

PEIDLONE ...ttt e ae e e ae e ae e sae e 10g
EXIrait e VIANUE ..ottt sttt e re e renreene 39
EXIFAIT AEIEVUIE ...ttt r e s e neeaears 39
Chlorure de SOOIUM .......coiieieieese e se et s a e e b e e seeseenras 59
o SRS 189

pH=7,2 +0,2.
Stérilisation a120°C/15min.
v' Géose Muller Hinton (MH)

Composition en ¢/l

INFUSION DB VIANE ..ottt e sreeresreenas 29
Hydrolysat aCide 08 CASBINE .......ccueveieeeeeeeieeee ettt 17,59
P 0 T= T 7= ox (= o] Koo [0 (1= 20 179

YN 01K [0 AT o 10 o] [ OO 1549



pH du milieu prét a I’emploi a 25°C=7,3 £ 0,2.

Stérilisation 2120°C /15min.

v" Bouillon Brain Herat Infusion (BHIB)

Composition en g/l

e 010= IS Tl 07 0] 0] 1= SR USTRN 10g
INFUSION B CEIVEIIE UED VAL ...ttt e e e e e e e e e e e aaee s 12,59
(@t g Lo TH U0 (<X o (18] 1 o EF TR RROTRTRRRR 2,59
PhoSphate diSOOIGUE .......ccueieeeeeeeeee et nee s 2,59
U0 1= = 1000ml
pH=7

Stérilisation &120°C/15 min.
v' Gélose Chapman

Composition en ¢/l

EXIrait e VIANTE ..ottt sttt e s re e e be e e 19
EXIFAIT AEIEVUIE ...ttt sttt re s ae e n e ne s re e 39
LI/ 0.0 USSR 59
(RS 01001 =N 7= o < 1o FoTe o [U1= TSR 10g
Y= Tl o SRR 10g
ROUGE AE PIENQI ... e e 0,025¢g
N L= TSRS 15¢g
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Stérilisation 2120°C/15 min.

v Gélose Hektoen

Composition en ¢/l

Peptone peptique de VIANAE ..........ooeiiee e e 159
EXErait e VIANGE ... 39
EXIFAIT AEIEVUIE ...ttt st e e ae e 3g
[ o1 (05 USSP 12g
SAIICINE <.t n e n e en e n e 29
SBCCNAIOSE ...ttt bt h b e r e n e n e 12g
ChlOorure de SOOIUM .......coeiieee ettt ene e aesneeee e eeeee 5g
ThioSUITALE AE SOTIUM ...t see e ere e 5g
Citrate de fer @AMMONIACEL .......eeeeeeee ettt e ettt e e e e e se e e e et e e e s e s aereeeeeeeeesansees 1,59
S S ] o 1= (= SRS 49
Bleu de bromothymol ..........c.oooeiiiieee e e 0,064g
0 T g LC = o o ST 0,19
pH =7
Stérilisation a120°C/15min.

v" Nisine
Composition en ¢/l
HCL (0,02N) ...ttt bbbt 100ml
POUArE AE NISINE ... st re et besreenne e 0,15g
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Résumé

Cetravail porte sur I’étude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle (HE) de Cedrus
atlantica et de la bactériocine: lanisine, seules et en combinaison contre six bactéries de réeférences.
L’activité antibactérienne in vitro a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose, et a révélée
une activité antibactérienne significative exercée par HE vis-avis de Saphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 14579) et Pseudomona aeruginosa (ATCC 72853), avec
des diametres d’inhibition de 24.75; 13.75 et 13,00 mm, respectivement. Cependant, I’HE de
Cedrus atlantica a montré une activité antibactérienne supérieure par rapport a la nisine. Or, Les
valeurs des CMI rapportées dans cette étude sont comprises entre 7,92 — 31,69 pl/ml.

Les combinaisons réalisees entre HE et la nisine ont montré des effets dissemblables envers
les souches (antagonistes et indifférents), par contre un effet additif a été enregistré a I’égard de
Staphylococcus aureus (MV 50) avec 25% huile + 75% nisine et 50% huile + 50% nisine. Et
aucune synergie n’a éeté enregistrée. En outre, les résultats de la CMB ont révélé un potentiel
bactéricide de cette huile envers S aureus (ATCC 25923) et B. cereus (ATCC 14579) avec des
concentrations intéressantes.

L utilisation de Cedrus atlantica comme agent antimicrobien, ainsi que sa combinaison avec
d’autres produits naturels s’avere prometteuse pour la lutte contre I’antibiorésistance.

Mots clés: Huile essentidlle: Cedrus atlantica, bactériocine, Nisine, activité antibactérienne,
synergie, antagoniste, antibiorésistance.

Abstract

This work deals with this study, the antibacterial activity of the essential oil (EO) of Cedrus
atlantica and bacteriocin: nisin, separately and in combination against six references bacteria. The
In vitro activity was evaluated by the agar diffusion method, and showed significant antibacterial
activity exerted by EO against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
14579) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 72853), with inhibition diameters of 24.75; 13.75 and
13 mm, respectively. However, EO of Cedrus atlantica showed a superior antibacterial activity
compared to nisin. MIC values reported in this study range from 7.92 — 31.69 pl/ml.

The combinations made between EO and nisin showed a dissimilar effects on the strains
(antagonists and indifferent), while an additive effect was recorded with Staphylococcus aureus
(MV 50) with 25% oil + 75% nisin, and 50% oil + 50% nisin, respectively. And no synergy effect
has been registered. In addition, the result of the CMB revealed a bactericidal potential of this oil
against S aureus (ATCC 25923) and B. cereus (ATCC 14579) with interesting concentrations.

The use of Cedrus atlantica as an antimicrobial agent, as well as its combination with others
natural products are promising for the fight against antimicrobial résistance.

Key words. Essentia oil, Cedrus atlantica, bacteriocin, nisin, antibacterial activity, synergy,
antagonist, antimicrobial resistance.
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