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Introduction

Depuis I’antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur
disposition. Qu'est-ce qui les a guidés a employer une plante plutdt qu'une autre? Le hasard?
La religion? La superstition? L'expérience, certainement (Iserin, 2001).

Les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes. Aujourd’hui
encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés curatives (Iserin,
2001). L’histoire des substances naturelles s’identifie en partie a celle de la pharmacie, dont
une discipline, la pharmacognosie, étudie les poisons et les remédes naturels, ou par extension

la plupart des substances biologiquement actives (Mohammedi, 2013).

Il'y a quelques décennies, les maladies infectieuses semblaient maitrisées grace a la
généralisation des mesures d’hygiéne et a 1’utilisation des antibiotiques et des vaccins. Les
progres scientifiques et technologiques laissaient méme croire a une possible éradication de

nombreuses pathologies (Okusa, 2012).

Depuis leur découverte au début du 20°™ siécle, les antibiotiques ont permis de
grandes avancées en thérapeutique. L’introduction et 1’utilisation en clinique des premicres
classes d’antibiotiques ont considérablement réduit la mortalit¢ imputable a des maladies
incurables. Malheureusement, 1’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un

terme a cette vague d’optimisme (Guinoiseau, 2010).

En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. L’acquisition de ces multiples
résistances a engendré une perte d’efficacité de I’antibiothérapie pour, finalement, conduire a
une impasse thérapeutique (Guinoiseau, 2010).

La découverte de nouveaux agents antibactériens, est devenue plus qu’indispensable.
Pour étre innovants les antibiotiques de demain devront viser de nouvelles « cibles » d’action
chez les bactéries. L’exploration des ressources naturelles apparait comme prometteuse car
celles-ci constituent, par leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives
(Guinoiseau, 2010).

En effet, les plantes sont souvent caractérisées par la biosynthése de molécules
odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles connues depuis longtemps
pour leurs activités antiseptiques et thérapeutiques dans la médecine populaire (Selles, 2012).
Les huiles essentielles produites comme métabolites secondaires (Zhiri et Boudoux, 2005) ont

été élaborées a partir de plantes aromatiques pour se soigner, pour conjurer le mauvais sort,
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Introduction

aromatiser les aliments et les conserver. Elles ont été recommandées également pour le plaisir
et la détente que procure leur pratique réguliére (Selles, 2012).

Les huiles essentielles ont beaucoup a offrir. Plusieurs recherches scientifiques confirment
que certaines peuvent étre analgésiques, calmantes, cicatrisantes, alors que d'autres sont
bactéricides, fongicides, virucides... (Turbide 2010).

L'aromathérapie, l'art de soigner par les huiles essentielles, est devenue une science
méthodique depuis qu'elle repose sur une classification de ces huiles selon leur capacité a
lutter contre les bactéries (Iserin, 2001).

L’Algérie comme tout pays méditerranéen se distingue d’une biodiversité foresticere
incontestable représentée remarquablement par les ressources naturelles qui constituent un
réservoir d’agents thérapeutiques notamment en phytothérapie favorisée par sa riche et
diversifiée flore aromatique.

C’est ainsi que nous nous sommes fixées comme objectif dans ce présent travail
d’étudier D’activité¢ antibactérienne des huiles essentielles extraites de deux especes
appartenant a deux familles botaniques différentes, la famille des Cupressaceae représentée
par I’espéce Juniperus sabina L et la famille des Pinaceae représentée par I’espéce Pinus
nigra.

Le document est scindé sur trois chapitres : le premier chapitre est une synthese
bibliographique dans laquelle nous regroupons et présentons 1’essentiel de notre requéte et
investigation sur la matiére végétale valorisée utilisée comme modele pour I’étude de
I’activité antibactérienne des huiles essentielles tirés d’une littérature variée. Dans Le
deuxieme chapitre, nous détaillons le matériel végétal utilisé, le procédé d’extraction de ses
huiles essentielles et ensuite 1’étude de I’activité antibactérienne.

Les résultats sont finalement donnés, détaillés, analysés et discutés dans le troisiéme et dernier

chapitre.
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Chapitre I Syntheése bibliographique

I.1.Les huiles essentielles

Dans toutes les civilisations de [’antiquité, la mention des aromes est
présente .D’abord, on se servit des plantes entiéres pour apporter soulagement et bien-étre
(sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions). Ensuite, I’homme s’est
intéress¢ a « détacher de son support» le principe aromatique d’une plante (Lardry et
Haberkorn, 2007).

Les pharaons utilisaient ’embaumement, avec un mélange d’huiles aromatiques de
cedre et de basilic, qui manifestait une pratique assez sdre des plantes aromatiques (Lardry et
Haberkorn, 2007).

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a I’industrie des ardmes et des parfums (Helal,

2011).
1.1.1.Définition

Une huile essentielle peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un aréme
pour un parfumeur ou encore la quintessence ou ’esprit d’un végétal pour un alchimiste

(Attou, 2008).

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs
géneralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques,
par les méthodes de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres

méthodes (Lamamra, 2007).

Pour la 8™ édition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles (=
essences = huiles volatiles) sont «des produits de compositions généralement assez complexes
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au

cours de la préparation» (Bruneton, 2009).

La norme francaise AFNOR NF T75-006 (févier 1998) définit I’huiles essentielle
comme «un produit obtenu a partir d’'une matiere premiere végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par
distillation a sec. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques» (Bruneton, 1999).
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Chapitre I Syntheése bibliographique

I.1.2.Répartition, localisation

Les huiles essentielles n’éxistent quasiment que chez les végétaux supérieurs.Les
genres capables d’élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles sont répartis
dans un nombre limité de famille, (ex :Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae...). Elles peuvent
etre stockées dans tous les organes végetaux :les fleurs, les feuilles et moins souvent les
écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits et les graines.(Anton et Lobstein,
2005 ;Bruneton ,2009).

1.1.3. Propriétés physiques

Liquide a temperature ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les
différencie des huiles fixes, elles ne sont que trés rarement colorées. La plupart des huiles
essentielles ont une densité infériere a celle de I’eau et sont entrainable a la vapeur d’eau.Elles
sont insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques, les huiles fixes et la
vaseline ; trés altérables, elles s’oxydent au contact de I’air et de lumiére. Elles se conservent
dans des flacons propres et secs en alluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté
antiactinique et stockées a 1’abri de la chaleur et de la lumiere (Bruneton, 2009 ; Hellal,
2011).

1.1.4.Facteurs de variabilité des huiles essentielles :

» Facteurs d’environnement

La composition en huiles essentielles dépend du sol et de ses paramétres, du climat
(température et lumiere) et techniques sylvicoles (densité de plantation, irrigation, utilisation
d’engrais,...) (Mapola, 2003).

» Chémotype

Une méme plante aromatique, botaniquement définie, synthétise une essence qui sera
biochimiquement différente en fonction du biotope dans lequel elle se développera (Lamamra,
2007).
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Chapitre I Syntheése bibliographique

> Influence du cycle végétatif

Les différents composants d’huile essentielle peuvent varier de facon remarquable tout
au long du cycle végétatif en rapport avec 1’dge de la plante et la période de récolte ou la
saison (Mapola, 2003).

> Influence du procédé d’extraction

Au cours de D’extraction, les constituants des huiles essentielles connus pour étre
fragiles, sont soumis aux effets combines d’un milieu aqueux, de son acidité et de sa

température, et peuvent subir des conversions chimiques essentielles (Bruneton, 1999).

La composition d’une huile essentielle varie aussi en fonction du temps d’extraction,
des traitements préliminaires (transport, durée de séchage et de stockage du matériel végétal)
(Selles, 2012).

1.1.5.Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Ces techniques d’extraction reposent toutes sur le méme principe, basé sur
I’entrailnement des molécules volatiles de la plante par la vapeur d’eau. Le degré de contact
entre la plante et I’eau est le seul parameétre qui différe (Herzi, 2013).

Selon 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR) et la pharmacopée
européenne 1’hydro-distillation est la méthode la plus indiquée pour I’extraction d’une huile
essentielle et le controle de sa qualité (Selles, 2012).

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal dans un ballon
contenant de 1’eau distillée qui est ensuite portée a ébullition. La chaleur permet 1’éclatement
des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces
molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par
différence de densité (EI Haib, 2011).

I1 existe de nouvelles méthodes qui sont utilisées, telles que 1’extraction assisté par
micro-onde, extraction par des solvants organiques et 1’extraction par les gaz supercritiques

(Bruneton, 1999).
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Chapitre I Syntheése bibliographique

1.1.6. Biosynthése des huiles essentielles

La cellule végétale est le siege de la biosynthése des composés fondamentaux de la
matiere vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques
conduisant a la production d’huiles essentielles (Bouguerra, 2012).

Ces constituants appartiennent,de facon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés
par des origines biogéniques distinctes : le groupe des terpenes d’une part et celui des
composés aromatiques dérives du phénylpropane,beaucoup moin frequents d’autre part
(Bruneton, 2009).

Les composeés terpéniques constituent une famille de composés largement répandus
dans le régne végétal et les principaux constituants des huiles essentielles. Ils sont synthétises
a partir d’un précurseur unique appelé 1’isopentenyl pyrophosphate (IPP). Cette unité
isoprénique a 5 atomes de carbone peut étre synthétisée dans le cytoplasme via la voie du
mévalonate ou dans les plastides via la voie non mévalonique (la voie de déoxy xylulose
phosphate) (annexe V).

La voie du mévalonate consiste en la condensation de deux molécules d’acetyl CoA
pour former 1’acetoacétyl CoA qui se transforme apres une chaine des réactions enzymatiques
et consommatrices d’énergie en mévalonate S5-diphosphate, puis une réaction de
décarboxylation permet de transformer ce dernier en IPP (annexe V).

Alors que pour la voie non mévalonique, la condensation téte a téte
deglyceraldehyde3-phosphate avec le pyruvate conduit a la formation de 1-deoxy-D-xylulose-
5-phosphate (DOXP) qui subit & une chaine des réactions enzymatiques aboutissent par la
suite a la formation de 1-hydroxy-2-methyl-2(E) butenyl-4PP (HMBPP), qui sous 1’action de
HMBPP réductase se transforme en IPP (Lemaoui, 2011 ; Ngakegni-Limbili., 2012).
L’isopentényl pyrophosphate est isomérisé par 1’isopentényl diphosphate isomérase en
diméthylallyl pyrophosphate(DMAPP) (Bruneton, 1999).

Apres la synthése de 1’unité isoprénique, des réactions de condensation téte a queue
d’un nombre variable d’unités isopréniques aboutissent a formation des différentes classes
terpéniques ; des monoterpenes C10 (issus de la condensation de 2unités isoprénique),
dessesquiterpenes C15 (3 unités isoprénique), des diterpenes C20 (4 unités isoprénique) et des
triterpenes C30 (6 unités isoprénique) (Lemaoui, 2011).

Pour chaque classe de terpene, des différentes réactions chimiques, cyclisation
fonctionnalisation, réarrangement...etc., permettent de former diverses structures terpéniques

a partir d’un précurseur unique (Bruneton, 1999).
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Chapitre I Syntheése bibliographique

1.1.7.Utilisation des huiles essentielles :

1.1.7.1.Agro-alimentaire

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles sont utilisées dans la conservation
des denrées alimentaires. Le carvacrol, est additionné a différents produits alimentaires pour
rehausser le godt et empécher le développement des contaminants alimentaires (Rhayour,
2002).

1.1.7.2.Pharmacie

Leur application est dans les inhalants, les embrocations et les savons. Elles peuvent
également étre utilisées pour leur activité antiseptique et antimicrobienne. Les pommades,
crémes, gels a base d’huiles essentielles sont destinés a soulager les entorses, les courbatures,
les allergies articulaires ou musculaires et sont administrées par voie externe (Mapola, 2003).

I.1.7.3.Parfumerie et cosmétologie

L’utilisation des huiles essentielles dans les crémes et les gels permet de préserver ces
cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur
agréable (Rhayour, 2002).
1.1.8.Toxicité des huiles essentielles

La majorité des constituants des huiles essentielles sont lipophiles donc rapidement
absorbés par voie pulmonaire, cutanée ou digestive. Il convient donc d’étre vigilant quant aux
doses utilisées. En générale, par voie orale, la toxicité aigué des huiles essentielles est faible.
Leur DLso est entre 2 et 5 g /kg (anis, eucalyptus, etc.) ou supérieure a 5 g/kg (Camomille,
Lavande...etc.). Une quinzaine, ont une DLsy comprise entre 1 et 2 g /kg (Basilic, Estragon
etc.). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/), Chénopode (0,25 g/kg),
de Thuya (0,83 g/kg) et celle de la moutarde (0,34 g/kg).La toxicité chronique des huiles
essentielles est assez mal connue quelle que soit la voie d’administration : les éventuels effets
secondaires ne sont que rarement signalés (Bruneton, 1999). Parmi ces effets, citons : des
allergisants ou hypersensibilisants, photosensibilisants dus aux furocoumarines, neurotoxiques
dus aux cétones, néphrotoxiques dus aux terpénes majoritaires dans 1’huile essentielle de
Térébenthine et des rameaux de Genévrier, hépatotoxiques dus aux phénols pris pendant des

laps de temps trop importants ou a doses massives (Lamamra, 2007).
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I.2.Activités microbiennes des huiles essentielles

A coté de leur propriété carminative, antiradicalaire, hépatoprotectrice (Lobstein
2005), anticarcinogene (Bruneton, 1999) herbicide, insecticide (Tripathi et Upadhyay, 2009)
allélopathique, spasmolytique et sédative, irritante etc. (Bruneton, 1999) ; d’autres activités
trés importantes sont démontrées jusqu’a présent a savoir I’activité antioxidante, I’activité
anti inflammatoire et la plus importante reste 1’activité antimicrobienne. On constate ainsi :

1.2.1.Activité antifongique

Rahouti et al, (2011) ont rapporté que I’huile essenticlle d Eucalyptus
camaldulensis et de Menthapulegium inhibient totalement pour des concentrations de
30ul et 10ul respectivement, la croissance d'Alternaria alternata et de Penicillium

expansum ; champignons responsables de la pourriture des pommes en conservation.

1.2.2.Activité antivirale

Tkachenko en 2007 a démontré 1’activité antivirale des HEs extraites des fruits et des
racines de Heracleum lehmannianum, Heracleum ponticum, Heracleum aconitifolium
appartenant a la famille des Apiaceae contre influenza types A et B testés in vivo sur des

souris par voies orale, intranasale et par inhalation.

D’autre part, des extraits de Thymus vulgaris ont montré une activité antivirale tres
importante contre HSV-1 and HSV-2 (Behravan et al, 2011).

1.2.3.Activité antiparasitaire

L’huile essentielle d ’Artemisia herba-alba Asso (Asteraceae) a été éprouvee pour son
activité antileishmanienne vis-a-vis de deux especes de Leishmania Leishmania tropica et
Leishmania major a une concentration de 2 ug/ml (Hatimi et al, 2000).

1.2.4.Activité antibactérienne

La premicre mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
éteé réalisée en 1881.Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a une autre
et d’une souche bactérienne a une autre (Ben Ayache.2013).

L’é¢tude menée par Kaloustian et al en 2008 montre notamment [’activité
antibactérienne de six huiles essentielles (Lavandula angustifolia, Lavandula latifolia,

Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris chémotype carvacrol, Thymus
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zygis chémotype thymol) ont été testés sur deux souches : Escherichia coli et Staphylococcus
aureus et qui ont montré une grande sensibilité vis-a-vis de ces huiles essentielles.

De leur c6té, Mansouri et al en 2011 ont démontré ’activité antibactérienne de ’huile
essentielle de plectranthus aromaticus a des faibles concentrations de 1/500 v/v contre quatre
bactéries pathogénes: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus et

Staphylococcus aureus.

I.3. Les principales méthodes de détermination de I’activité antibactérienne
des huiles essentielles:

1.3.1.Les techniques en milieu liquide

1.3.1.1. Méthode des disques de Sarbach

L’essence a différentes concentrations est déposée sur des disques en papier filtre de 10
mm de diamétre, puis placé dans des tubes a essai qui contient chacun un certain volume de
bouillon nutritif ensemencé et une agitation mécanique est assurée pendant toute la durée de
I’incubation. L’action bactéricide totale est confirmée par repiquage en milieu liquide

(Rhayour, 2002).

1.3.1.2.Méthode de Maruzuella

Elle permet I’étude du pouvoir bactéricide en bouillon apres solubilisation de I’HE dans
I’éthanol. Les solutions meres sont préparées dans 1’éthanol 95%, la solution alcoolique est
ensuite répartie a différentes doses dans le milieu liquide préalablement ensemencé. Apres
d’incubation, on effectue des subcultures qui permettent d’évaluer les concentrations

minimales inhibitrices (CMI) (Rhayour 2002).
1.3.2.Techniques en milieu solide

1.3.2.1. Méthode de microatmosphere

L’huile essentielle est déposée sur un papier filtre au fond et au centre du couvercle
d’une boite de Pétri préalablement ensemencée puis incubée couvercle en bas. L’évaporation
des substances volatiles agit ou non sur la croissance des germes (Rhayour ,2002 ; Rahouti et
al, 2011).
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1.3.2.2. Méthode de Morel et Rochaix

L’huile essentielle est solubilisée dans [’alcool a différentes concentrations et
incorporée dans un milieu gélosé ensemencé, puis coulé en boites de Pétri. L’alcool

faciliterait la diffusion de I’essence dans le milicu (Rhayour, 2002).
1.3.2.3. Méthode de Vincent (diffusion sur agar)

Appelée aussi technique de I’antibiogramme. Le principe de cette méthode est la
migration de 1’huile essentielle par diffusion dans la gélose. Une quantité¢ de I’HE est déposée
sur des disques de papier filtre de 10 mm de diamétre. L’ensemble est mis sur des boite de
Pétri contenant la gélose Muller-Hinton préalablement ensemencés. Aprés incubation la
lecture des résultats se fait par la mesure du diametre d’inhibition autour des disques. L’HE

peut étre versée dans un puits préparé sur la gélose au lieu des disques (Rhayour, 2002).

|.4.Mode d’action des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont hydrophobes. Leurs constituants se solubilisent dans les
membranes, ce qui provoque une déstabilisation de la structure et une augmentation de la
perméabilité membranaire. Ces modifications entrainent une fuite d’ions et de composés
intracellulaires et entraine la mort cellulaire (Guinoiseau, 2010).
Certains composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la
partie hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la
membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP. Les huiles essentielles peuvent aussi
inhiber la synthese de DNA, de RNA, des protéines et des polysaccharides (Faleiro, 2011 ;
Bouguerra, 2012).
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11.1.Matériel

11.1.1.Matériel végétal

Le matériel est présenté par le genévrier sabine et le pin noir. Leurs classifications sont

présentées ci-dessous :

e Classification

®l Juniperus sabina

Régne: Plantae
Phylum: Pinophyta
Classe: Pinopsida

Ordre: Pinales

Famille: Cupressaceae p . :
Photographie 01 : Juniperus sabina

Genre: Juniperus
Espéce: Juniperus sabina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=juniperus+sabina
consulté le 19/05/2015
®l Pinus nigra
Régne :Plantae
Phylum :Pinophyta
Classe :Pinopsida

Ordre :Pinales

Famille :Pinaceae
Genre :Pinus Photoaraphie 02: Pinus nigra
Espece :Pinus nigra

http://eol.org/pages/1061736/hierarchy
entre 57311291/overview consulté le
19/05/2015
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11.1.2.Souches bactériennes

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Juniperus sabina et Pinus nigra a

été évaluée sur cing souches bactériennes dont trois a Gram négatif et deux a Gram positif :

e Souches a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae E47
résistante aux quinolones et Escherichia coli NCCB 1 (annexe V)

e Souches a Gram positif : Bacillus subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus
ATCC 43300 resistant a la methicilline (annexe V)

11.2.Méthodes

11.2.1.Récolte et sechage

Le matériel végétal (feuilles), fraichement récolté, a été débarrassé des mauvaises
herbes, séché a I’ombre dans un endroit aéré, sec et a I’abri de la lumiere et de toute pollution,

puis coupé en parties fines.
11.2.2.Extraction

L’hydrodistillation est le procédé suivi pour extraire les huiles essentielles du végétal
au moyen d’un dispositif d’extraction de type Clevenger (annexe IV). Elle consiste a mettre
100 g du végétal coupé en fines parties dans un ballon en verre avec une quantité d’eau
distillée suffisante pour recouvrir la matiere végétale. Le mélange est porté a ébullition a
I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile qui se dégagent passent a travers le

serpentin de refroidissement en verre ou aura lieu la condensation (Laouer, 2004).

L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de
sodium, pour ¢liminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile. Enfin, I’huile
obtenue est conservée dans des flacons opaqgues bien scellés a une température basse (4°C).

L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début de 1’ébullition (Laouer, 2004).
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11.2.3.Détermination du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport de poids d’huile essentielle extraite (Pd
HE) sur le poids sec de la mati¢re végétale (Pd M.V.S.). Ce rapport permet d’estimer la
production en huile essentielle des plantes (Williams et Lusunzi, 1994).

Rﬂ,@,:ﬂ

Pd mv.s

11.3. Recherche de PPactivité antibactérienne

11.3.1. Préparation des pré cultures

Une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland (10® UFC/mI) a été
préparée a partir d’une culture pure et jeune (dgée de 18 heures). Cet inoculum sert a
ensemencer la gélose de Mueller Hinton coulée dans des boites de Pétri sur une épaisseur de
4mm (qui correspond 820 ml pour les boites de 90 mm de diamétre) puis séchées a 1’étuve a
37°C avant I’emploi.

L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage, il consiste a tremper un
¢écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, 1’essorer a I’intérieur du tube puis le frotter
a trois reprises sur toute la surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la
boite a environ 60° apres chaque application pour obtenir une distribution homogéne de
I’inoculum. Pour chaque souche testée, 8 boites de Pétri, (2 boites pour chaque dilution et 2

boites pour les témoins positif et négatif) ont été utilisées.

11.3.2.Méthode de diffusion (Vincent)

L’¢étude de I’activité antibactérienne est réalisée par le test de diffusion sur agar
(annexe 11). Des disques de papier Wattman de 6mm de diametre ont été préparés,
stérilisés puis déposes a la surface des boites ensemencées. 10 ul de I’huile essentielle
diluée dans du DMSO al/2, 1/5 et 1/10 (v/v) sont déposés a la surface des disques. La méme
quantité de peénicilline G et de DMSO sont utilisés comme témoin positif et négatif

respectivement.
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Afin de garantir des résultats reproductibles, chaque trois dép6ts de I’huile essentielle
de concentration similaire ont été placés dans la méme boite, le test est répété deux fois pour
avoir des résultats fiables. Apres 24 h d’incubation a 37°C, le diameétre des zones d’inhibition
est mesuré. (Louer, 2004).

11.3.3.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et
bactericide (CMB)

11.3.3.1.Méthode de dilution (sur milieu gélosé)

Cette méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice a
partir d’'une gamme de concentrations de I’huile essentielle dans le milieu de culture. D’aprés
la méthode décrite par Benjilali (1986) et rapportée par Billerbeck et al, (2002), une solution
de tween 80 a 10% a été préparée dans I’eau distillée, et stérilisée a 120°C pendant 20

minutes, est utilisée pour la préparation des dilutions.

La solution mere obtenue a partir du mélange de 1.25 ml de la solution de tween 80 a
10% et 1.25 ml de I’huile essentielle est agitée pendant 1 a 2 minutes afin de disperser 1’huile,
puis utilisée pour la préparation des séries de dilutions dans de 1’cau distillée stérile. La
gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a 0.25, 0.125, 0.062, 0.031 et
0.015%. 1ml de chaque dilution est alors incorporé a 39 ml du milieu de culture Mueller
Hinton maintenus en surfusion. Les mélanges sont immédiatement répartis dans deux boites
de Pétri de 90 mm de diameétre a raison de 20 ml de milieu par boite. Aprés solidification,
I’inoculation des géloses contenant I’huile essentielle est effectuée a partir d’une suspension
bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland, sous forme de stries espacées et paralleles

(annexe I11).

Apres incubation & 37°C pendant 24 h, on note pour chaque souche la concentration
minimale inhibitrice (CMI) qui est la plus petite concentration pour laquelle aucun

développement n’est visible.

Pour déterminer la nature de I’effet (bactéricide ou bactériostatique) ; a partir de la
boite contenant la CMI, gratter une petite quantité de la gélose a partir de la strie sans
croissance, puis procéder au repiquage dans un tube de bouillon nutritif et observer la
présence ou 1’absence d’un trouble aprés 24 heures d’incubation a 37°C (Billerbeck et al,
2002).
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11.3.3.2.Méthode de microdilution (sur milieu liquide)

La concentration minimale inhibitrice a été déterminée par la méthode de
microdilution sur bouillon en utilisant des plaques en polystyréne de 96 puits (figure 03). Les
extraits des huiles ont été dissous dans le DMSO (8 mg/100 pl) puis dilués dans 1900 pl de
bouillon Mueller Hinton. La solution de 1’huile essentielle de Juniperus sabina (200 ul) a été
transférée dans les trois premiers puits de la premiére colonne, et la solution de I’huile
essentielle de Pinus nigra (200 ul) a été transférée dans les trois derniers puits. Une solution
d’antibiotique (pénicilline G) a été préparée a raison de 20 ul /180 pl (MH), puis répartie dans
les deux puits intercalés entre les trois premiers puits de I’huile essentielle de Juniperus
sabina et ceux de I’huile essentielle de Pinus nigra. Le bouillon Mueller Hinton additionné de
bleu de bromothymol (100 ul) a été réparti dans les puits de la 2°™ colonne jusqu'a la 12°™
colonne. Une série de dilution de 1/100 a été réalisée de la 1% colonne jusqua la 10°™
colonne. Des cultures bactériennes jeunes (18 heures) ont été suspendues dans 1’eau
physiologique de facon a obtenir une turbidité de 0.5 Mc Farland, puis inoculées a partir de la
2™ colonne jusqu'a la 11°™ colonne 4 raison de 100 pl par puits. La 11°™ colonne de la
plaque qui contient le milieu Mueller Hinton additionnée de bleu de bromothymol mais sans
I’huile essentielle et ensemencé avec la suspension bactérienne, sert de témoin positif. La
12°™ colonne qui contient uniquement le milieu Mueller Hinton additionnée de bleu de

bromothymol est utilisée comme témoin négatif.

Aprés 24 h d’incubation a 37°C, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été
déterminée comme étant la plus faible concentration de I’huile essentielle qui inhibe
complétement la croissance bactérienne visuelle. La concentration minimale bactéricide
(CMB) est considérée comme la plus faible concentration qui ne donne aucune croissance
bactérienne, elle a été mise en évidence en transférant a partir des puits de croissance négative
une goutte dans des tubes de bouillon nutritif, et observer la présence ou I’absence d’un
trouble apres 24h d’incubation a 37°C (Yakhlef et al, 2011 ; Okusa, 2012).
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Figure 03: Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode des

microplaques
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I11.1. Rendements en huiles essentielles

Le tableau ci-dessous présente les résultats des rendements en huiles essentielles des

deux especes étudiés.

Tableau I : Rendement en huile essentielle des deux plantes étudiées

Especes Rendements (%)
Juniperus sabina (feuilles) 0.39
Pinus nigra (aiguilles) 0.47

L’huile essentielle de genévrier sabine est d’une couleur jaune pale avec une odeur
piquante. Durant notre étude et apres extraction; il a présenté un rendement de 0.39 %. Ce

rendement est inférieur a celui que nous avons obtenu avec le pin noir (Tableau I).

Le tableau Il montre que le rendement obtenu avec Juniperus sabina est nettement
supérieur a celui obtenu par Verykokidou et al, (1996) avec Juniperus oxycedrus (0.15%) en
Grece et Juniperus communis ssp. Communis (0.19%) obtenu en Italie cité par Angioni et al,

(2003) ainsi que Juniperus communis (0.23%) obtenu par Mansouri et al, (2011) au Maroc.

Il est par contre proche du rendement de Juniperus drupacea (0.45%) de la Grece par
Verykokidou et al, (1996).

Néanmoins, le rendement de Juniperus sabina est clairement trés faible comparé a
celui de la méme espéce Juniperus sabina (1.6%) obtenu en France par Pages et al, (1996). Il
inférieur aussi a celui de 1’espece Juniperus communis (0.5%) de I’Iran obtenu par Mirza et
al, (2003) et de sa sous espece Juniperus communis L ssp. nana (0.78%) obtenu par Marongiu
et al, (2005) en Italie.

Le rendement de I’huile essentielle du genévrier sabine étudi€ est largement inférieur a
celui de Juniperus phoenicea (0.61%) de la Gréce par Verykokidou et al, (1996), et de la
méme espéce obtenue en Tunisie avec un rendement qui varie de 0,51% a 1,35 % par Medini
et al, (2009).11 est inférieur également a celui de ses sous especes Juniperus phoenicea
ssp.lycia (1,10+£0,03%) et Juniperus phoenicea ssp. turbinata (1.02%) obtenu au Maroc par
Mansouri et al,(2011).
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Tableau Il : Rendements en huile essentielle de quelques especes de Juniperus

Plantes Rendements (%0) Pays et réferences
Juniperus shina 0,39 Présente étude
Juniperus excelsa ssp
1 Iran (Zadeth -Kheyyat et al, 2011)
polycarpos
Juniperus sabina 1.6 France (Pages et al, 1996)
Juniperus oxycedrus 0,15 Grece (Verykokidou et al, 1996)
Juniperus communis 0,5 Iran (Mirza et al, 2003)
Juniperus phoenicea 0,51-1,35 Tunisie (Medini et al, 2009)
Juniperus macropoda 0,5-1,2 Inde (Bagchi et al, 2005)
Juniperus communis L.ssp nana 0,78 Italie (Sardinia) (Marongiu et al, 2005)
Juniperus communis .ssp ) o o
) 0.19+ 0,04 Italie (Sardinia) (Angioni et al ,2003)

communis
Juniperus phoenicea ssp )

) 1,02 £ 0,02 Maroc (Mansouri et al, 2011)
turbinata
Juniperus phoenicea 0,61 Grece (Verykokidou et al, 1996)
Juniperus communis 0,23+0,02 Maroc (Mansouri et al, 2011)
Juniperus phoeniceassp.lycia 1,10+0,03 Maroc (Mansouri et al, 2011)
Juniperus drupacea 0,45 Gréece (Verykokidou et al, 1996)

L’huile extraite des feuilles du pin noir se présente sous une couleur jaune claire avec
une odeur de résine. Elle présente un rendement de 0.47% (Tableau I). Ce rendement est trés
faible par rapport a celui de I’espéce Pinus pinastar de 1’Algerie (Boumerdes) qui est de
0.61% (Ait Mimoune et al, 2013) et celui de ’espéce Pinus nigra ssp. dalmatica de Croatie
qui est de I’ordre de 0.77 % (Politeo et al, 2011). Le rendement de Pinus nigra est également
inférieur a celui obtenu par I’espéce Pinus sylvestris (0.8%) en Chine par Yang et al, (2011) et
ceux des especes Pinus ponderosa et Pinus brutia de la Tunisie ayant des rendements de
(0.9%) et (1.1%) respectivement (Ismail et al, 2014).

Le rendement obtenu de 1’huile essentielle de Pinus nigra est proche des rendements

en huiles essentielles de ’espéce Pinus halepensis en Algérie (Sidi Feredj) qui présente
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(0.52%) (Dob et al, 2005), et de I’espéce Pinus nigra arnold en Turquie qui varie de 0.44% a

0,51 % selon, les régions et les saisons de récolte (Sezik et al, 2010).

Tableau Il : Rendements en huile essentielle de quelques especes de Pinus

Plantes Rendements (%o) Pays et références
Pinus nigra 0.47 Présente étude
Pinus halepensis 0.52 Algérie (Dob et al, 2005)
Pinus densiflora 0.304 Corée (Ju-Sang et al, 2011)
Pinus thunbergi 0.296 Corée (Ju-Sang et al, 2011)
Pinus nigra arnold 0.06-1.03 Turquie (Sezik et al, 2010)
Pinus nigra ssp.dalmatica 0.77 Croatie (Politeo et al, 2011)
Pinus nigra ssp.pallusiana 0.2-0.5 Turquie (Ucar et al, 2004)
Pinus nigrassppyramidata 0.2-0.5 Turquie (Ucar et al, 2004)
Pinus pinastar 0.61 Algérie (Ait Mimoune et al, 2013)
Pinus koraiensis 1.2 Chine (Yang et al, 2011)
Pinus sylvestris 0.8 Chine (Yang et al, 2011)
Pinus brutia 1.1 Tunisie (Ismail et al, 2014)
Pinus ponderosa 0.9 Tunisie (Ismail et al, 2014)

Les rendements obtenus avec les deux espéces Pinus nigra et Juniperus sabina
présentent des différences plus au moins remarquables a travers le monde comparés a ceux
obtenus avec des mémes especes ainsi que d’autres espéces appartenant au méme genre. Cette
différence serait due a plusieurs facteurs déterminants : 1’origine géographique ( Bagchi et al,
2005 ; Sezik et al, 2010), les variations des espéces elles-mémes et les chimiotypes (Ucar et
al, 2004 ; Ismail et al, 2014), les facteurs climatiques a savoir la température et ”’humidité (
Achak et Romane, 2009), la variation saisonniere pour la période de récolte ( Sezik et al,
2010), la composition chimique des huiles essentielles des différentes espéces (Bruneton,
1999 ; Lahlou 2004 ; Bakkali et al ,2008 ), et I’influence des organes producteurs des huiles
essentielles dans la plante, le stade de croissance, la méthode d’extraction appliquée et les
caractéristiques du sol (Bruneton, 1999 ; Svoboda, 2000 ; Burt 2004 ; Emami et al, 2011). Le
rendement dépend également des conditions de culture, le prétraitement des plantes, le rapport

de I’eau dans les feuilles et la durée d’extraction (Ait Mimoune et al, 2013).
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111.2.Evaluation de P’activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées

Les aromatogrammes réalisés ont révélé 1’activité antibactérienne des deux huiles
essentielles contre les différentes souches bactériennes testées. Leurs activités potentielles
sont évaluées qualitativement et quantitativement par la présence ou I’absence de zones

d'inhibition a différentes dilutions.

Les résultats obtenus montrent que I’effet antibactérien est proportionnel a la

concentration de 1’huile essentielle.
I11.2.1.Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Juniperus sabina

Les diametres des zones d’inhibition mesurés sont présentés dans le tableau 1V :

Tableau 1V: Diamétres moyens des zones d’inhibition de 1’huile de Juniperus sabina

Dilutions (v/v)

1/2 1/5 1/10
Souches
Escherichia coli NCCB 1 9,75+ 0,81* 7,03+0,19* | 6,35+0,14*
Escherichia coli ATCC 25922 8.5+0.07* 7,91 +0,43* 7,41 £0,21*

Klebsiella pneumoniae E47
_ ) 13,02 +0,33* | 8,29+0,14* | 7,58 +0,10*
résistante aux quinolones

Bacillus subtilis ATCC 6633 7,40 £0,15* | 7,15+0,45* | 6,38 +0,05*
Staphylococcus aureus ATCC

43300 résistant a la 7,17 £ 0,4* 6,39 £0,13* | 6,26 +0,12*
méthicilline

* . Moyenne de trois répétitions (mm) + écart type

L’huile essentielle de Juniperus sabina révele une activité majeure vis-a-vis de
Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones qui, dans les deux dilutions 1/2 et 1/5
présente des diamétres d’inhibition de 13.02 £ 0.33 mm et 8.29 + 0.14 mm respectivement.

Cette huile agit également sur Escherichia coli NCCB 1 et Escherichia coli ATCC
25922 dont les diamétres d’inhibition sont 9.75 + 0.81 mm et 8.5 + 0.07 mm respectivement
a la dilution 1/2. A la dilution 1/5 et 1/10, ’activité de I’huile essentielle est trés faible elle

présente un diamétre d’inhibition qui varie de 6.35 + 0.14 mm a 7.91+0.43 mm.
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L’activité de I’huile essentielle de Juniperus sabina sur les souches a Gram™ (Bacillus
subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus ATCC 43300 est trés faible comparée a celle
observée avec les Gram’, les diamétres d’inhibition observés varies de 6.26+0,12mm a 7, 40 +
0,15mm.

Les souches les plus sensibles a I’huile de Juniperus sabina (Klebsiella pneumoniae

E47 résistante aux quinolones et Escherichia coli NCCB 1 sont présentées dans la figures 4 :

Témoin négatif et positif Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/10

A : Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones

Teémoin négatif et positif Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/10

B : Escherichia coli NCCB 1

Figure 04 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Juniperus
sabina (A: Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones, B: Escherichia coli
NCCB1)
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I11.2.2.Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Pinus nigra
Les diamétres des zones d’inhibition mesurés sont présentés dans le tableau V :

Tableau V: Diamétres moyens des zones d’inhibition (mm) de 1’huile de Pinus nigra

Dilutions v/v
1/2 1/5 1/10
Souches
Escherichia coli NCCB 1 6 6 6
Escherichia coli ATCC 25922 6 6 6

Klebsiella pneumoniae E47
o _ IT* 14.09 £1.02 | 9.52 £ 0.09
résistante aux quinolones

Bacillus subtilis ATCC 6633 6 6 6

Staphylococcus aureus ATCC
IT* 9.10+0.27 | 8,03+0 .47
43300 resistant a la méthicilline

IT*= Inhibition totale

L’aromatogramme montre que 1’huile essentielle de Pinus nigra exerce son activité
maximale sur Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones qui est completement
inhibée a la dilution 1/2 et montre une sensibilité remarquable avec les dilutions 1/5 et 1/10
avec des diamétres d’inhibition de 1’ordre de 14,09£1.02 mm et 9,52+0.09 mm
respectivement. Par contre, elle ne présente aucune activité a I’égard des souches Escherichia
coli NCCB 1 et Escherichia coli ATCC 25922.

D’autre part, cette huile essentielle manifeste une forte activité aussi vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 43300 qui est completement inhibé a la dilution 1/2 et révele

une sensibilité pour les dilutions 1/5 et 1/10 respectivement.

La figure 5 illustre I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Pinus nigra vis-
a-vis de Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones et Staphylococcus aureus
ATCC 43300.
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Témoin négatif et positif Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/10

A\ :S. aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline

Teémoin negatif et positif Dilution 1/2 Dilution 1/5 Dilution 1/10

B : Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones

Figure 05 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Pinus
nigra(A : S.aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline, B : Klebsiella pneumoniae E47

résistante aux quinolones.
111.2.3.Evaluation de la sensibilité des souches testées

D’apres (Harzallah-Skhiri et al, 2011), un germe est considéré « non sensible » pour
un diametre inférieur ou égale a 8 mm, « sensible » pour un diamétre compris entre 8 et 14
mm, « tres sensible » pour un diamétre entre 14 et 20 mm, et « extrémement sensible » pour

un diametre supérieur ou égale a 20 mm.
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Tableau VI : Nature de la sensibilité des souches vis-a-vis des deux huiles essentielles

Huiles essentielles Juniperus sabina Pinus nigra
Souches 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10
Escherichia coli NCCB 1 + - - - - -
Escherichia coli ATCC 25922 + - - - - -
Bacillus subtilis ATCC 6633 - - - - - -
S aureus ATCC 43300

résistant a la méthicilline

- - - +++ + +

Klebsiella pneumoniae E47
+ + - +++ ++ +

résistante aux quinolones

-:Nonsensible ; +:Sensible; + +:trés sensible; +++ ; Extrémement sensible

D’aprés les normes données dans le tableau ci-dessus, la sensibilité des souches
bactériennes testées est variable a 1’égard de 1’huile essentielle de Juniperus sabina et celle de

Pinus nigra.

Suivant ces résultats, I’huile essentielle de Juniperus sabina est quantitativement
active sur les différentes souches testées par rapport a celle de Pinus nigra, cependant, il est a
noter que cette derniere est qualitativement plus active bien qu’uniquement sur les deux
souches Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones et Staphylococcus aureus
ATCC 43300 resistant a la méthicilline.

Ainsi, mis a part Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones qui s’est
manifestée extrémement sensible, toutes les autres souches ont montré une certaine sensibilité
méme faiblement remarquable vis-a-vis de 1’huile essentielle de Juniperus sabina. En
revanche, trois souches (Escherichia coli NCCB1, Escherichia coli ATCC 25922 et Bacillus
subtilis ATCC 6633) se manifestent trés résistantes a 1’égard de ’huile essentielle de Pinus
nigra qui exerce une activité inhibitrice importante contre Staphylococcus aureus ATCC

43300 et Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones.

L’effet antibactérien exercé par I’huile essentielle de Juniperus sabina vis-a-vis de

Klebsiella pneumoniae E47 resistante aux quinolones est importante. Cette souche est
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sensible a une dilution de 1/2 (V/V) avec un diamétre d’inhibition de 13.02 mm. Des résultats
similaires sont observés par Derwich et al (2010) au Maroc, I’huile essentielle de Juniperus

phoenicea testée sur Klebsiella pneumoniae elle présente un diamétre d’inhibition de 14 mm.

D’autre part, nous avons constaté que 1’huile essentielle de genévrier sabine est active
sur Escherichia coli NCCBL et Escherichia coli ATCC 25922 dont les diamétres d’inhibition
sont 9.75 et 8.5 (v/v) respectivement a la dilution1/2. Il semble que cette souche présente des
sensibilités plus intéressantes a 1’égard des huiles essenticlles des autres especes de Juniperus.
En effet, Escherichia coli ATCC 25922 étudié a Kosovo est extrémement sensible a 1’huile
essentielle de Juniperus communis avec des diamétres d’inhibition de 25,28 mm et 39 mm
variant celant les concentrations (Haziri et al, 2013). L’étude de Derwich et al, (2010) a
rapporté qu’Escherichia coli aussi est extrémement sensible pour 1’huile essenticlle de

Juniperus phoenicea dont le diamétre d’inhibition est de I’ordre de 34 mm.

Une activité similaire a celle obtenue avec I’huile essentielle de Juniperus sabina sur
Escherichia coli ATCC 25922 a été rapportée en Algerie par Bekhechi et al, (2010) en

utilisant 15 pl de la solution de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea.

Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline s’est manifesté
insensible vis-a-vis de I’huile essentielle de Juniperus sabina, alors que Derwich et al, (2010)
a montré que Staphylococcus aureus est tres sensible a 1’égard de I’huile essentielle de

Juniperus phoenicea avec un diamétre d’inhibition de 24 mm.

De méme, Haziri et al, (2013) ont rapporté une importante activit¢ de 1’huile
essentielle de Juniperus communis sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec des
diamétres d’inhibition de 16,23 mm et 29 mm en utilisant respectivement les concentrations

1Img/ml, 3mg/ml et 5Smg/ml de la solution de cette I’huile essentielle.

En revanche, I’activité de I’HE de Juniperus communis L sur Staphylococcus aureus
ATCC 6538 est modeérée (11mm) et intéressante sur Staphylococcus aureus MFBF avec un
diamétre d’inhibition de 14 mm, mais pour une concentration de 40 pl de I’huile essentielle
(Pepeljnjak et al, 2005).

L’huile essentielle de Juniperus sabina n’est pas active sur Bacillus subtilis ATCC

6633.Un résultat similaire a été rapporté en Croatie par Pepeljnjak et al, (2005) avec 1’huile
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essentielle de Juniperus communis L sur Bacillus subtilis NCTC 8236 avec seulement un

diamétre d’inhibition de 10 mm en utilisant 40 pl de la solution de I’huile essentielle.

Cette différence dans [’activité antibactérienne serait due a la différence des especes
de Juniperus testées ainsi qu’a la composition chimique de leurs huiles essentielles

(Abdelouahab et Amadou, 2012).

L’huile essentielle de Pinus nigra présente une meilleure activité que celle de
Juniperus sabina sur deux especes. En effet, Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux
quinolones et Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la meéthicilline ont été
totalement inhibés a la dilution 1/2 (v/v). Ces résultats sont d’une grande importance et trés

intéressants par rapport aux a ceux des autres études.

D’aprés ’étude de Digrak et al, (1999) en Turquie, I’huile essentielle de Pinus nigra
semble exercer une activité moins importante sur Klebsiella FMC3 (13 mm).Contrairement a
ce que nous avons observé avec Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones
totalement inhibée avec 1’huile essentielle de Pinus nigra.Staphylococcus cowanl (12 mm)
est moins sensible aussi que Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline
totalement inhibé par 1’huile essentielle de Pinus nigra. L’huile essentielle de Pinus nigra
n’est pas active sur Escherichia coli PM. Le résultat est similaire a celui observé sur
Escherichia coli NCCBL1 et Escherichia coli ATCC 25922 lors de cette étude. Bacillus
subtilis IMG22 (13 mm) se montre sensible a I’égard de 1’huile essentielle de Pinus nigra, au

contraire de Bacillus subtilis ATCC 6633 qui est résistante dans la présente étude.

D’autre part, I’huile essentielle de Pinus nigra ssp. Dalmatica de la Croatie utilisée a
différente concentration (5ul, 10ul et 20ul) n’as présenté aucune activité sur Klebsiella
FNSST 017 et Escherichia coli FNSST 112 mais une forte activité contre Staphylococcus
ATCC 25923 avec des diamétres d’inhibition allant jusqu’a 37 mm a 20pl de Ihuile
essentielle utilisée (Politeo et al, 2011).

Selon Miron et al, (2013) Staphylococcus aureus ATCC 25923 est treés sensible vis-a-
vis de I’huile essentielle de Pinus cembra L de la Roumanie avec un diamétre d’inhibition de
22 mm mais en utilisant 30pl de la solution de I’huile essentielle. Tandis qu’ Escherichia coli
ATCC 25922 s’est montrée résistante.
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Finalement Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Escherichia coli manifestent
des sensibilités plus au moins importantes vis-a-vis de 1’huile essenticlle de Pinus pinaster
avec des diamétres d’inhibition respectivement de 13 mm, 10 mm et 8 mm, mais 1I’importance
de cette activité serait due a la concentration de la solution de I’huile essentielle utilisée (40pl)
(Ait Mimoune et al, 2013).

Globalement, les souches de Klebsiella et Staphylococcus présentent toujours des
sensibilités a 1’égard des huiles essentielles des pins testés avec des variabilités qui dépendent
de la concentration de la solution de I’huile essentielle utilisée ainsi que du sérotype de la
souche utilisée. Toutes les especes d’Escherichia coli sont résistantes a 1’égard de toutes les

huiles essentielles testées, ceci conforte les résultats que nous avons obtenus.

Il a été souligné dans plusieurs études que les bactéries Gram + sont plus sensibles
que les bactéries Gram- cependant, certains auteurs suggerent que les Gram+ sont plutdt plus

résistants aux huiles essentielles que les Gram- (Dorman et Deans ,2000).

Comme il a été rapporté auparavant, le mode d’action principal des huiles essentielles
consiste en la lyse de la paroi bactérienne du fait de leurs propriétés lipophiles. La paroi des
bactéries a Gram- est moins épaisse, elle est constituée de deux membranes plasmiques
séparées par une couche de pepetidoglycane, alors que celle des bactéries a Gram+ est formee
d’une seule membrane cellulaire et plusieurs couches de peptidoglycane (Fauchéreet Auvril,
2002).

Chague souche microbienne répond de maniére variable aux différents composés des
huiles essentielles, d’aprés Burt (2004), la variation de la composition chimique des huiles
essentielles est suffisante pour causer la variabilité dans le degré de susceptibilité des
bactéries a Gram négatif et des bactéries a Gram positif. A cela s’ajoute que les interactions
synergiques, additionnelles et antagonistes entres les composés des huiles essentielles qui

influencent surement sur 1’activité antibactérienne de ces huiles essentielles (Burt ,2004).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Juniperus sabina et Pinus nigra
obtenue dans cette étude semble étre indépendante du type de Gram vu que la sensibilité des
souches a été observée au méme temps chez les Gram” et chez les Gram™ vis-a-vis des deux

huiles essentielle testées.
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I11.3. Les concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles :
111.3-1-Méthode de dilution :
A-Juniperus sabina :

Apres 24 h d’incubation a 37°C, les concentrations minimales inhibitrices de 1’huile
essentielle de Juniperus sabina ont été déterminées. Uniquement les souches faisant preuve
d’une activité antibactérienne importante ont été prises en considération. Les concentrations

minimales inhibitrices de cette huile sont données dans le tableau V1I:

Tableau VII : Les concentrations minimales inhibitrices de 1’huile essentielle de Juniperus

sabina
Souches Concentrations minimales
inhibitrices

Escherichia coli NCCB 1 >0,0625 %
Escherichia coli ATCC 25922 >0,0625%
Klebsiella pneumoniae E47

, . ) >0,0625%
résistante aux quinolones

La concentration minimale inhibitrice de I’huile essentielle de Juniperus sabina qui
agissent sur toutes les souches testées Escherichia coli NCCB 1, Escherichia coli ATCC

25922 et Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones est > 0.0625%.

Cette concentration minimale inhibitrice obtenue semble étre moins significatives par rapport
a celle rapportées par Mansouri et al (2011) au Maroc avec I’huile essentielle de Juniperus
communis qui agit sur Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec une

concentration moins de 0.004%.
B-Pinus nigra :

Les concentrations minimales inhibitrices dans le cas de Pinus nigra sont uniquement

observées chez les souches se manifestant sensibles. Les résultats sont dans le tableau VIII:
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Tableau VIII : Les concentrations minimales inhibitrices de 1’huile essentielle de Pinus
nigra.
Souches CMI
S .aureus ATCC 43300 >0,125%

résistante a la méthicilline

Klebsiella pneumoniae E47 >0,125%

résistante aux quinolones

Les deux souches S .aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline et Klebsiella
pneumoniae E47 résistante aux quinolones ont montré la méme concentration minimale
inhibitrice qui est > 0.125%.

Les résultats obtenus dans cette étude sont moins importants par rapport a ceux de
Politeo et al (2011) en Croatie obtenus avec Pinus nigra ssp. damatica bien que la méme
espece et la méme concentration de la solution de I’huile ont été utilisées.la concentration
minimale inhibitrice de Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la miticilline est >
0.125% alors que celle de Staphylococcus aureus ATCC 25923 est de 0.03%.Par contre, la
concentration minimale inhibitrice de Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones
obtenue dans la présente étude est plus intéressante que celle de Klebsiella FNSST 017
(3.2%).

111.3.2- Méthode de microdilution :

Les concentrations minimales inhibitrices des deux huiles essentielles de Juniperus
sabina et Pinus nigra n’ont pas pu étre déterminées par cette méthode, car les concentrations
recommandées dans le protocole adopté par Yakhlef et al (2011) et Okusa (2012) sont trés

faibles.
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I11.4. Nature de P’activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées

Tableau IX : Nature de I’activité des huiles essentielles de Juniperus sabina et Pinus nigra

Huiles essentielles ) ) ) )
Juniperus sabina Pinus nigra
Souches
Escherichia coli NCCB 1 Bactéricide inactive
Escherichia coli ATCC 25922 Bactéricide inactive
Klebsiella pneumoniae E47 . ) o
. ) bactériostatique Bactericide
résistante aux quinolones
Bacillus subtilis ATCC 6633 inactive inactive
S. aureus ATCC 43300 o o
. . R inactive Bactéricide
résistant a la méthicilline

La détermination de la nature de 1’activité antibactérienne pour Juniperus sabina a été
effectuée a partir des boites a dilution 0.125% et celle de 0.0625%, mais pour Pinus nigra a
partir de celles a dilution 0.25% et 0.125% présentant une inhibition visible de la croissance.
Les résultats sont présentés dans le tableau IX :

L’huile essentielle de Juniperus sabina exerce une activité bactéricide sur Escherichia
coli NCCB 1 et Escherichia coli ATCC 25922.Cependant, son effet est bactériostatique sur

Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Pinus nigra est de nature bactéricide
sur Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones. Son activité sur Staphylococcus
aureus ATCC 43300 résistant a la méthicilline est bactéricide a la concentration 0.25% et
bactériostatique a celle de 0.125%. Cette derniére correspond a la CMI (tableau IX).
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Dans le but de la valorisation des ressources végétales et la promotion de la
phytothérapie, nous avons étudié 1’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles de
deux plantes aromatiques locales : Juniperus sabina appartenant a la famille des Cupressaceae
et Pinus nigra appartenant a la famille des Pinaceae.

L’extraction des deux huiles a été réalisée par méthode d’hydrodistillation a 1’aide
d’un dispositif de type Clevenger. Les rendements en huiles essentielles ont été déterminés.
Les valeurs obtenues montrent que Pinus nigra donne un meilleur rendement de 0.47%

comparé a celui obtenue avec Juniperus sabina qui est de I’ordre de 0.39%.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des deux huiles essentielles testées par la
méthode de diffusion sur agar a montré que I’huile essentielle de Pinus nigra est
qualitativement la plus active en inhibant totalement la croissance de Staphylococcus aureus
ATCC 43300 resistant a la meéthiciline et Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux
quinolones a la dilution 1/2. Les deux souches se sont également révélées tres sensibles méme
aux dilutions 1/5 et 1/10.Cependant, Escherichia coli NCCBL1, Escherichia coli ATCC 25922

et Bacillus subtilis ATCC 6633 sont complétement résistantes.

Néanmoins, 1’huile de Juniperus sabina est quantitativement la mieux active en
exergant une activité plus au moins importantes sur toutes les souches testées. Il est clair qu’a
I’exception de Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la méthiciline qui est résistant
a toutes les dilutions, Escherichia coli NCCBL1, Escherichia coli ATCC 25922 et Klebsiella
pneumoniae E47 résistante aux quinolones présentent des sensibilités vis-a-vis de cette huile a
la dilution 1/2 bien que leur sensibilité est négligeable aux restes des dilutions.

Les concentrations minimales inhibitrices obtenues varient et dépendent des huiles
essentielles utilisées et des souches testées. La croissance de Klebsiella pneumoniae E47
résistante aux quinolones s’est arrétée a une concentration de 0.0625% dans le cas de 1’huile
essentielle de Juniperus sabina par contre, elle est de 0.125% avec celle de Pinus nigra.
Escherichia coli NCCB1 et Escherichia coli ATCC 25922 n’ont montré aucune croissance
visuelle & la concentration 0.0625% avec [I’huile essentielle de Juniperus sabina.
Staphylococcus aureus ATCC 43300 résistant a la méthiciline est inhibé a 0.125% en

présence de I’huile essentielle de Pinus nigra.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Juniperus sabina est bactéricide sur
Escherichia coli NCCB 1 et Escherichia coli ATCC 25922 et bactériostatique sur Klebsiella
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pneumoniae E47 résistante aux quinolones. Celle exercée par Pinus nigra et bactéricide sur

toutes les souches utilisées.

La présente étude nous a permis de réaliser et de confirmer notamment que 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles de Juniperus sabina et de Pinus nigra varie en fonction

de la souche testée et de la concentration appliquée.

Ces résultats obtenus confirment I’intérét des huiles essentielles de genévrier sabine et
du pin noir. Ainsi, il est trés important d’élargir les domaines de leur utilisation a savoir dans
I’industrie agro-alimentaire comme alternatifs aux additifs chimiques et comme agents de
conservation naturels, dans le secteur sanitaire comme désinfection de I’air des salles

chirurgicales et de réanimation, etc.

Parmi les perspectives immédiates de cette étude on cite :

- FEtudier Dactivité antimicrobienne de ces huiles in vivo,

- Etudier I’activité antibactérienne de ces huiles avec d’autres méthodes notamment
la méthode de micro atmosphére,

- Etudier la composition chimique de ces deux huiles essentielles,

- Déterminer leurs modes d’action sur les souches bactériennes,

- Etudier ’activité antimicrobienne sur d’autres souches pathogénes responsables
d’infections graves,

- Evaluer leur cytotoxicité sur des modeles animales et d’¢largir la gamme de
bactéries a tester.

- Dr’autres tests sont préconisés en vue de connaitre deséventuels effets indésirables
ou des effets secondaires suivant leur utilisation.

- Etudier les autres activités biologiques de ces huiles essentielles surtout ’activité

antifongique, antivirale, antiparasitaire et anticancérogeéne.
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Annexe | : Les milieux de culture

Bouillon Mueller Hinton

Composition Quantité
Peptone de caséine 359
Extrait de viande 069
Amidon 0,39
Eau distillée 200 ml

PH:74

Préparation de bouillon nutritif

Composition Quantité
Bouillon nutritif 290
Eau distillée 250 ml

PH:7.2

Préparation du milieu Mueller Hinton (agar)

Compositions Quantité
Mueller Hinton 36 ¢
Eau distillée 1L

PH:74

Préparation de I’eau physiologique

Compositions Quantité
Nacl 45¢
Eau distillée 500 ml

PH:7




Annexe Il : Technique de diffusion sur agar

Culture bactérienne de 18h

Suspension bacténenne
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: Méthode de dilution

Annexe 111

Solutien de Tween + Eau distillée stérle (10%)

\_ I — Ctérilisation
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Annexe 1V: Dispositif de I’hydrodistillation de type Clevenger
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Annexe V : Les voies de synthése de I’'IPP et le DMAPP
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Annexe VI : Tableau Caractéristiques des bactéries utilisées

Souches
bactériennes

Bacillus subtilis

Staphylococcus
Aureus

Escherichia coli

Klebsiella
pneumoniae

Caracteéristiques

est une bactérie catalase-
positive

que l'on trouve
habituellement

dans le sol, mais c'est
surtout

une espéce ubiquitaire qui
fait

partie de la microflore
humaine

normale.

responsable
d'intoxications
alimentaires, d'infections
localisées suppurées et,
dans

certains cas extrémes, de
septicémies physiques.

est une bactérie Gram
négatif

intestinale, des
mammiferes,

tres commune chez I'étre
humain. En effet, elle
compose

environ 80 % de notre
flore.

Gram négatif impliquée
dans les

cas de pneumonies
nosocomiales.
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Résume : L’objectif de ce travail est de déterminer 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques locales de la famille des Cupressaceae (Juniperus
sabina) et des Pinaceae (Pinus nigra).L’extraction des huiles est réalisée par hydrodistillation.
Le rendement est de 1’ordre de 0.39% pour Juniperus sabina et de 0.47% pour Pinus nigra.
L’étude de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur agar, sur
cing souches bactériennes. L’huile essenticlle de Juniperus sabina est quantativement trés
active sur Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones, Escherichia coli NCCB 1 et
Escherichia coli ATCC 25922. L’huile essentielle de Pinus nigra est qualitativement plus
active sur Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones et Staphylococcus aureus
ATCC 43300 résistant a la méthicilline totalement inhibés a la dilution 1/2 (v/v). La
concentration minimale inhibitrice obtenue par la méthode de dilution est >0.0625% pour
I’huile essentielle de Juniperus sabina et est >0.125% pour celle de Pinus nigra, mais n’a pas
pu étre déterminée par la méthode de microdilution. L’activit¢é de I’huile essentielle de
Juniperus sabina est bactéricide sur Escherichia coli NCCB 1 et Escherichia coli ATCC
25922 mais bactériostatique sur Klebsiella pneumoniae E47 résistante aux quinolones. Par
contre Pinus nigra exerce une activité bactéricide sur toutes les souches testées.

Mots clés : Activité antibactérienne, huiles essentielles, plantes aromatiques, Cupressaceae,
Pinaceae, Juniperus sabina, Pinus nigra, concentration minimale inhibitrice.

Abstract: The aim of this work is to determine the antibacterial activity of essential oils
obtained from two local aromatic plants owned the family of Cupressaceae (Juniperus sabina)
and Pinaceae (Pinus nigra).The oil’s extraction was achieved by hydrodistillation. The yield
is 0.39% for Juniperus sabina and 0.47% for Pinus nigra. The study of the antimicrobial
activity was performed by the agar diffusion method and carried out against five bacterial
strains. Juniperus sabina’s essential oil is quantitatively very active on Klebsiella pneumonia
E47 quinolones resistant, Escherichia coli NCCB1 and Escherichia coli ATCC 25922. Pinus
nigra’s essential oil is qualitatively more active against Klebsiella pneumonia E47 quinolones
resistant and Staphylococcus aureus ATCC 43300 methicillin resistant who were totally
inhibited at the dilution of 1/2 (v/v).The minimum inhibitory concentration obtained by the
dilution method is >0.0625% for the essential oil of Juniperus sabina and is >0.125% for that
of Pinus nigra, but it couldn’t be determined by the microdilution method. The activity of the
essential oil of Juniperus sabina is bactericidal against Escherichia coli NCCB1 and
Escherichia coli ATCC 25922, but it is bacteriostatic against Klebsiella pneumonia E47
quinolones resistant. However, Pinus nigra exerts a bactericidal activity against all the tested
strains.

Keywords: Antibacterial activity, essential oils, aromatic plants, Cupressaceae, Pinaceae,
Juniperus sabina, Pinus nigra, minimum inhibitory concentration.
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