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Introduction

Actuellement, la préservation et la securité des aliments sont des préoccupations
majeures tant pour les consommateurs que pour les producteurs. Les méthodes de
conservation traditionnelles comportent des risques pour la santé, peuvent altérer la qualité
sensorielle des aliments et entrainer une perte de nutriments essentiels. En conséquence, de
nouvelles technologies sont en développement. Les techniques de bio-conservation s’avérent
prometteuses pour améliorer la qualité et la sécurité des aliments. Elles permettent de
prolonger la durée de conservation des aliments tout en préservant leur hygiéne et en
minimisant les effets indésirables sur leur valeur nutritionnelle et leurs caractéristiques
sensorielles (Khalil et al., 2021).

L'intérét pour la bioconservation des aliments est en augmentation constante grace a
I'utilisation de combinaisons de technologies innovantes, y compris les systémes
antimicrobiens. Ces approches exploitent les interactions microbiennes pour garantir la
sécurité des aliments et réduire de maniére significative la présence de micro-organismes
indésirables et nuisibles (Rajanikar et al., 2021). Les bactéries lactiques ont un potentiel
significatif pour étre utilisées dans la bioconservation des aliments et peuvent présenter
plusieurs caractéristiques probiotiques, cela est due a Leur capacité a produire divers
métabolites antimicrobiens tels que les acides organiques (acide lactique, acide acétique,
etc.), le peroxyde d'hydrogene, I'éthanol et les bactériocines explique en partie cette propriété
(Klaenhammer, 1988 ; Abee et al., 1995).

Les probiotiques sont des micro-organismes et leurs métabolites, qui affectent
I'organisme hoéte de maniere bénéfique. Dans la plupart des cas, les probiotiques
comprennent des micro-organismes qui pourront se développer et fonctionner dans le tractus
intestinal de 1’hote (Samedi et Charles, 2019). Ils servent d’obstacles physiques aux
pathogénes, favorisent la sécrétion de mucus par les cellules caliciformes, maintiennent
I’intégrité des jonctions adhérentes des cellules épithéliales de 1’intestin, produisent des

facteurs antimicrobiens et stimulent le systeme immunitaire (Yan et Goldman, 2020).

En complément de l'utilisation des bactéries lactiques et de leurs métabolites, les
techniques de bioconservation des aliments font également appel & de nombreux composes
naturels extraits de plantes médicinales et aromatiques, qui ont démontré des activites
biologiques. Parmi ces composes, les huiles essentielles qui suscitent de plus en plus d'intérét
dans divers secteurs de l'industrie en raison de leurs propriétés biologiques et
pharmacologiques variées, notamment leurs activites antimicrobiennes (Zhaleh et al.,

2018). Les huiles essentielles présentent généralement une activité bactériostatique, c'est-a-

1



Introduction

dire qu'elles inhibent la croissance bactérienne, plutt qu'une activité bactéricide, qui tuerait
les bactéries. Cependant, certaines substances chimiques contenues dans les huiles
essentielles ont démontré des propriétés bactéricides (Bouyahya et al., 2017). ). Par
consequent, elles peuvent constituer un puissant outil de réduction de développement et de

dissémination de la résistance bactérienne (Stefanakis et al., 2013).

l'utilisation combinée des huiles essentielles et des probiotiques dans les produits
alimentaires offre une perspective prometteuse. Malgreé le fait que les huiles essentielles aient
une concentration minimale inhibitrice élevée pour les probiotiques, elles se révelent
efficaces a des concentrations plus faibles contre les agents pathogénes. Cette association
peut ainsi étre exploitée pour la création de produits laitiers fermentés aromatisés aux huiles
essentielles, tels que les boissons au caillé ou les yaourts aromatisés. Ces produits laitiers
fermentés aromatisés aux huiles essentielles fournissent des nutriments essentiels au corps
humain, tout en prévenant la détérioration microbienne. De plus, ils agissent en tant que
produits de santé probiotiques et antimicrobiens préventifs contre les pathogénes intestinaux
(Shipradeep et al., 2013).

Dans ce conteste que s’inscrit 1’objectif de cette étude qui consiste a I’étude de 1’effet
antimicrobien de 1’association des extraits de plantes qui sont les huiles essentielles
d’Eucalyptus globulus, Citrus reticulata, Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis,Myrtus communis et des souches probiotiques du genre Lactobacillus vis-a-vis de

deux souches bactériennes qui sont Escherichia coli et Staphylococcus aureus .

Le document est structuré comme suit : une synthése bibliographique qui consiste a
donner un apercu général sur les plantes, les huiles essentielles, les probiotiques et
I’association biologiques entre ces derniers et une partie expérimentale dans laquelle la

méthodologie du travail est expliquée ainsi que les résultats obtenus.
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Chapitre | Generalites sur les plantes médicinales et huiles essentielles

I.1. Définition des plantes médicinales :

Selon la definition de I'Organisation mondiale de la santé, une plante médicinale
est une plante ou une partie de celle-ci, qui contient des substances pouvant étre utilisées
directement a des fins thérapeutiques ou comme précurseurs pour la fabrication d'autres
médicaments utiles. Les propriétés curatives de ces plantes sont validées par des preuves

scientifiques ou par leur utilisation traditionnelle en médecine empirique.

Les plantes aromatiques et médicinales possédent des substances chimiques
complexes biologiquement actives telles que saponines, tanins, huiles essentielles,
flavonoides, alcaloides et autres composés chimiques (Sofowora, 1993), qui ont des
propriétés curatives. Ces substances chimiques complexes de différentes compositions se
trouvent sous forme de métabolites secondaires dans une ou plusieurs parties de ces plantes
(Tyler, 1999).

1.2. Généralités sur les Huiles essentielles
1.2.1. Définition

Les huiles essentielles sont des concentrés de molécules aux propriétés thérapeutiques
bien établies, extraites de plantes dites "aromatiques"”. Ces plantes renferment une grande
diversité de molécules aromatiques dans leurs différentes parties, telles que les feuilles, les
fruits, les graines, les écorces ou les racines, ce qui constitue le principe essentiel de leur
utilisation (Zaibet, 2016 ;Tiphaigne, 2019).

Selon la Pharmacopée Européenne, une HE est un « produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’'une matiére premicre végétale botaniquement
définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un
procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée
de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de

sa composition » (Alleman et al., 2013)
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1.2.2. Méthodes d’extraction

Il existe diverses méthodes d’extraction des huiles essentielles, parmi lesquelles
figurent des approches novatrices telles que I’extraction au dioxyde de carbone liquide,
I’extraction assistée par ultrasons ou microondes ainsi que des méthodes plus courantes,
telles que la distillation a la vapeur, I’hydro-distillation, 1’expression a froid pour les agrumes
ou L’effleurage pour les fleurs .(Cherrat, 2013) La distillation a la vapeur (figure 1 )est la
méthode la plus couramment utilisée pour extraire les huiles essentielles végétales. Environ
93 % des huiles essentielles sont extraites par distillation a la vapeur, tandis que les 7 %
restants peuvent étre obtenus par d’autres méthodes (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
La vapeur d’eau traverse la matiére végétalec provoquant I’éclatement des cellules et la
libération des huiles essentielles qui se vaporisent. Le mélange d’eau et d’huile est ensuite
séparé en phases aqueuse et organique. Cette méthode prévient les phénoménes d’hydrolyse

ou de dégradation qui pourraient altérer la qualité de 1’huile (Zaibet, 2016).

Vaporized essential oils

and steam Condenser Warm water
Hot steam —> — REES
CLOLCCC - SSSSggsg f \
r —d
h Y |
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Plant materials ] I
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Sl Mixture of
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— 00
I i
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"2
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and water

Oil separator OO

Steam generator —

Figure 1 : lllustration du procédé d'extraction des huiles essentielles par entrainement a la
vapeur d’eau ((Tongnuanchan et Benjakul, 2014)

I.2.3. La composition des Huiles essentielles
Les HE contiennent une variété de métabolites secondaires qui peuvent inhiber ou
ralentir la croissance des micro-organismes (Semeniuc et al., 2017). Leurs composition
varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les

organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Daouda, 2015). Elles sont
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réparties en deux classes en fonction de leurs voies de biosynthese : les terpénoides (les
composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane
(Chaib, 2021)

1.2.3.1. Les térpénoides

Les terpénes forment structurellement et fonctionnellement différentes classes. Ils sont
fait de la combinaison de plusieurs unités de 5 carbones-bases appelés isoprene (CsHs) et
peuvent étre a chaine ouverte ou cyclique (Cherrat, 2013). Les terpénoides sont des terpenes
modifiés par I'ajout d'au moins un groupement oxygéné (Hervé, 2017). Les plus petits
terpénoides sont les hémiterpénoides (C5), qui sont formés d’une seule unité isoprénique,
les monoterpénoides (C10) sont constitués de deux unités isopréniques alors que les sesqui-

terpénoides (C15) sont formés par 1’association de trois isoprénes (Daouda, 2015).

1.2.3.2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont moins fréquents dans les
HEs que les monoterpénes et ses quiterpénes (Chaib, 2021). Ils sont caractérisés par un
noyau aromatique lié a une chaine de trois atomes de carbone propéne (Cherrat, 2013), Les
phénylpropénes sont une sous-famille de composés organiques appelés phénylpropanoides,
qui sont synthétisés a partir de la phénylalanine dans les plantes(Hyldgaard et al., 2012).
L'eugénol, I'iso-eugeénol, le cinnamaldéhyde, la vanilline et le safrole appartiennent a cette
sous-famille (Hervé, 2017), On y trouve également, et en faibles concentrations des acides
organiques, des cetones et des coumarines volatiles (Bouzid, 2018).

I.2.4. Activité antimicrobiennes des huiles essentielles

1.2.4.1. Les composants antibactériens des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de trés nombreuses molécules, et seulement
quelques-unes d'entre-elles (Figure 2) exercent un effet antibactérien avéré (Hervé, 2017),
les composés phénoliques sont en téte de liste comme I’eugénol, thymol, carvacrol. D'autres
familles de composés présentent aussi des propriétés antibactériennes intéressantes : certains
alcools, aldehydes et cétones monoterpeniques (geraniol, linalol, menthol, terpinéol,
thujanol, myrcénol, néral, thujone, camphre, carvone, etc.), des phénylpropanes

(cinnamaldéhyde) et des monoterpenes (p-cymeéne)(Piochon, 2008).
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Figure 2 : Composés impliqués dans les activités antibactériennes des huiles essentielles
(Guinoiseau, 2010)

1.2.4.2. Mode d’action

L’action des huiles essentielles s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les
bactéries a Gram positive et les bactéries a Gram négative. La structure de la paroi cellulaire
des bactéries a Gram positive les rend toutefois plus sensibles a 1’action des huiles
essentielles (Bouzid, 2018). En raison du nombre important des constituants qu’elles
contiennent, les huiles essentielles n’ont pas de cibles cellulaires spécifiques
(Randrianarevelo, 2010) (figure 3). Les mécanismes impliqués dans le mode d’action
antimicrobien ne sont pas encore totalement éclaircis (Cherrat, 2013). Cependant, Une
caractéristique importante des HE et de leurs composants est leur hydrophobicité, ce qui leur
permet de se répartir dans les lipides de la membrane cellulaire bactérienne, perturbant ainsi
leur structure. (Burt, 2004). Ceci a de nombreuses conséquences : une augmentation de la

perméabilité membranaire, une fuite d’ions potassium et de protons avec une acidification
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du milieu intracellulaire, un épuisement de la réserve intracellulaire d’ ATP, une modification
de I’espace périplasmique des bactéries Gram négatif, une perte de contenu cellulaire, une
coagulation du contenu cytoplasmique, et une lyse cellulaire (Gabriel et al., 2013) . Les HE
contiennent aussi des groupes hydroxyles qui peuvent entraver la synthése du matériel
génétique (Ghabraie, 2014). Certains composés peuvent également inhiber 1’activité des
enzymes métaboliques comme les lipases et coagulases et aussi dénaturer les protéines et

enzymes impliqués dans la synthése d’ATP (Hervé, 2017).

Coagulation Force motrice !
// des protons
i H*
Fuite de
Constituants
cytoplasmiques:
métabolites et ions
Cytoplasme
/
Paroi cellulaire ' TN ' Membrane
Cytoplasmique
QOQ 'l.'- QOO0 O Q0000 (]
Protéines membranaires

Figure 3 : Schéma des principaux sites et mécanismes d'action des huiles essentielles et
leurs composants dans la cellule bactérienne (Cherrat, 2013)

I.2.5. Application dans le domaine alimentaire
Les maladies d'origine alimentaire représentent un probleme de santé publique a
I'échelle mondiale. Afin d'assurer un contréle efficace, diverses techniques de conservation
sont utilisées lors de la fabrication et du stockage des produits alimentaires. Cependant, en
raison de la perception négative des consommateurs a I'égard des additifs synthétiques, il
existe un intérét croissant pour trouver des alternatives naturelles (Cherrat, 2013).
Notamment des extraits de plantes qui sont considérés comme des sources naturelles d'agents

antimicrobiens, sdrs sur le plan nutritionnel et facilement dégradables (Mostafa et al., 2018)

Dans les industries alimentaires, on se sert essentiellement des propriétés
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aromatisantes des HE. Certains de leurs composants, linalool, thymol, eugénol, carvone,
aldéhyde cinnamique, vanilline, carvacrol, citral, et limonéne ont été acceptés par la
Commission européenne pour leur usage dans ce cadre-la (Fahed, 2016). Cette source
naturelle est utilisée pour conférer des caractéristiques organoleptiques spécifiques aux
aliments, notamment leur go(t et leur odeur. Par exemple, I'huile essentielle de citron est
largement utilisée dans divers domaines tels que la patisserie, les desserts et les arémes. Elle
est également employée pour inhiber la croissance de certaines bactéries responsables de la
détérioration de certains produits alimentaires tels que la viande, les poissons, les fruits, les
légumes et les produits laitiers. Parmi les huiles essentielles les plus couramment utilisees,
on retrouve la menthe, la vanille, le poivre, le basilic, le gingembre, I'eucalyptus, ainsi que
les diverses odeurs de fruits, qui sont largement utilisées dans I'industrie de la confiserie, de
la confiture, de la liquoristerie, des biscuits, de la creme glacée et des sirops (Moumene,
2016).

Bien que les HEs aient le statut GRAS et aient montré des effets antimicrobiens
prometteurs, leur I'application est limitée en raison de leur goQt et de leur odeur prononcée.
Par rapport au systéme in vitro, ils devraient étre utilisés & une concentration plus élevee
dans le systeme alimentaire pour provoquer la méme activité d'inhibition mais a haute
concentration des HEs va modifier les propriétés organoleptiques des aliments (Ghabraie,
2014).
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11.1. Généralités sur les probiotiques
I1.1.1. Historique et définition

Les travaux de Metchnikoff en 1907 ont contribué au développement de la notion de
probiotiques. Metchnikoff, lauréat du prix Nobel, a avancé I'idée que la consommation de
produits laitiers fermentés par les paysans bulgares était responsable de leur bonne santé et
de leur longévité. Selon lui, I'ingestion de Lactobacillus avait un effet positif sur la
microflore intestinale, réduisait la « putréfaction » et les activités microbiennes toxiques. Il
a donc suggeré l'utilisation de bactéries lactiques pour atténuer les troubles intestinaux,

améliorer I'nygiéne digestive et, par conséquent, augmenter I'espérance de vie.

En 1965, Lilly et Stillwell ont introduit le terme "probiotique” pour désigner les
substances produites par un microorganisme qui favorisent la croissance d'autres

microorganismes.

La définition actuellement adoptée par le groupe de travail conjoint de I'Organisation
des Nations Unies pour I'alimentation et l'agriculture (FAO) et de I'Organisation mondiale
de la santé (OMS) en 2002 décrit « les probiotiques comme des microorganismes vivants
qui, lorsqu'ils sont administrés en quantité suffisante, apportent des bienfaits pour la santé

de I'n6te ».

I1.2. Les Critéres de sélection des probiotiques

Pour qu'une souche présente un potentiel probiotique, elle doit posséder plusieurs
caractéristiques souhaitables qui lui permettent d'exercer ses effets bénéfiques. Plusieurs
criteres de base ont été identifiés pour les souches de microorganismes pouvant étre utilisées

comme probiotiques (tableaul) :
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Tableau | : Principaux criteres de sélection des probiotiques (Wedajo, 2015 ; Mehrabani

etal., 2014 ; Feng et al., 2017).

Critéres de sécurités

Critéres fonctionnels

Criteres technologiques

-Origine humaine.
-La

influencer

capacité pour

les activités
métaboliques.

-Propriétés intrinseques.
-Absence de toxicité ou
pathogénie.

-bénéfiques pour la santé

-Tolérance a  I’acidité
gastrique et a la bile.
-Immunomodulation.
-Adhérence au tissu
épithélial de l'intestin.

-La capacité a coloniser le

tractus gastro-intestinal

-La production de
substances
antimicrobiennes.
-Stimulation de systeme
immunitaire.

-Activité antagoniste vis-a-
vis de la gastro-intestinale
pathogenes.
-Effets sur la santé validés et
documentés.
-Propriétés anti-mutagénes

et anticarcinogénes

-Souches  génetiquement
stables.

-Bonnes propriétés
sensorielles.

-Résistance aux phages.

-Production a  grande
échelle.
-Viabilité souhaitée

pendant le traitement et le

stockage.

I1.3. L’activité antimicrobienne des probiotiques

L'activité antimicrobienne a I'égard des agents pathogénes est l'un des critéres

couramment utilisés pour la sélection des souches probiotiques. Ces organismes peuvent agir

comme des barrieres microbiennes contre les pathogenes gastro-intestinaux en entrant en

compétition avec eux pour les sites de liaison, en modulant le systéme immunitaire de I'ndte

et en produisant des substances antimicrobiennes (Marianelli et al., 2010).
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I1.3.1. Acide lactique
L'acide lactique et l'acide acétique sont efficaces contre les micro-organismes
pathogénes intestinaux impliqués dans les cas de diarrhées (Servin, 2004). L'effet inhibiteur
de ces acides organiques est principalement dd a leur forme non dissociée, qui peut traverser
passivement la membrane cellulaire et perturber les fonctions métaboliques essentielles dans
le cytosol alcalin. Les effets toxiques de I'acide lactique et de I'acide acétique comprennent
la diminution du pH intracellulaire et la perturbation du potentiel membranaire (figure 4).

(Suskovi¢ et al., 2010).

lactobacille

[ pathogéne \

=% X-COOH —— X-COO" + H*

|

inactivation

\ des enzymey

Gl fermr}tation » X-COOH
lactique

X-COOH =CH,;-CHOH-CDOH dans le cas de I'acide lactique

Figure 4 : Mode d'action des acides organiques sur les bactéries pathogenes (Rousseau,
2004).

I1.3.2. Le peroxyde d’hydrogéne
L'activité antimicrobienne du peroxyde d'hydrogéne est attribuée a son puissant effet
oxydant sur la cellule bactérienne, ce qui entraine la destruction des protéines cellulaires

(Suskovi¢ et al., 2010).

La toxicité du peroxyde d'’hydrogéne provient de son pouvoir oxydant intrinseque
ainsi que de ses métabolites, tels que le radical hydroxyle (OH-) et les anions superoxyde
(02-) genérés par des agents reducteurs et des enzymes peroxydases. Ces molécules peuvent
agir sur les protéines, entrainant I'inactivation des enzymes cytoplasmiques. Les reactions
correspondantes sont illustrées dans la figure 5. Cependant, les lactobacilles et les
lactocoques évitent I’autodestruction par une NADH peroxydase qui convertit le peroxyde

d'’hydrogéne. (Migdal et Serres, 2011).
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Figure 5 : Mode d'action du peroxyde d'hydrogéne et de ses dérivés sur les bactéries
pathogenes (Rousseau, 2004).

I1.3.3. Les bactériocines
Les bactériocines sont des peptides synthétisés par certaines bactéries par le biais de
la voie de synthése ribosomale. Elles présentent une activité antimicrobienne, pouvant étre
bactéricide en provoquant la mort des bactéries cibles, ou bactériostatique en inhibant leur
croissance. Les bactériocines les plus étudiées sont celles produites par les bactéries
lactiques, qui sont connues pour leur réle dans la conservation des aliments (Lagha et al.,
2017).

Ces molécules, de poids moléculaire variable, sont produites par les bactéries
lactiques et ont une activité inhibitrice spécifique envers les bactéries proches de la souche
productrice. Parmi les bactériocines les plus connues, on trouve la nisine, la diplococcine,

I'acidophiline et le bulgarican (Samedi et Charles, 2019).

Certains lactobacilles produisent des bactériocines ayant une activité bactéricide
contre des espéces apparentées (a spectre étroit) ou contre des bactéries d'autres genres (a

large spectre) (Suskovié et al., 2010).

La plupart des bactériocines produites par les bactéries lactiques agissent de maniere
similaire. Elles ciblent principalement la membrane externe des bactéries visées en formant
des pores, ce qui entraine la libération du contenu intracellulaire et la mort de la bactérie
affectée (Samedi et Charles, 2019).

L'efficacite de ces bactériocines est principalement due aux interactions
électrostatiques avec les groupes de phosphate chargés négativement présents sur les

membranes cellulaires cibles. Cette liaison initiale conduit a la formation de pores et a la
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destruction des cellules, ce qui provogue des dommages irréversibles et active les autolysines
responsables de la digestion de la paroi cellulaire (Singh, 2018).

I1.3.4. Le dioxyde de carbone
Les bacteries lactiques hétérofermentaires produisent du dioxyde de carbone (CO2) en
tant que métabolite secondaire lors de la fermentation de certains substrats. L'accumulation
de CO2 dans l'environnement cree des conditions anaérobies qui peuvent entrainer

I'élimination des bactéries strictement aérobies (Samedi et Charles, 2019).

L'activité antifongique du CO2 est attribuée a deux mécanismes principaux. Tout
d'abord, il inhibe les réactions de décarboxylation enzymatique, ce qui perturbe le
métabolisme des champignons. De plus, le CO2 s'accumule dans la bicouche lipidique de la
membrane cellulaire, ce qui altére la perméabilité et entraine un dysfonctionnement des

fonctions membranaires (Suskovi¢ et al., 2010).

11.3.4.1. Le diacétyle

Les bactéries lactiques hétéro fermentaires géneérent de l'acétaldéhyde actif en
décarboxylant le pyruvate. Cet acétaldéhyde réagit ensuite avec du pyruvate pour former de
I'a-acétolactate, qui est ensuite converti en diacétyle par des enzymes appelées a-

acétolactatesynthases (Suskovié et al., 2010).

Le diacétyle (C4H602) est un composant aromatique essentiel. Sa formation atteint
son maximum a un pH légérement acide. Le diacétyle posséde des propriétés
antimicrobiennes qui ciblent certains microorganismes, bien que ceux-ci soient moins
sensibles a ses effets. Il est capable d'inhiber la croissance des bactéries Gram positives non
lactiques, ainsi que des bactéries Gram négatives, des levures et des moisissures (Stoyanova
etal., 2012).

11.3.4.2. Les biosurfactants
Les biosurfactants sont des composés a la fois hydrophiles et hydrophobes qui se
concentrent a la surface des interfaces, indiquent les tensions interraciales et forment des

agrégats tels que des micelles (Xu et al., 2011).

De nombreux micro-organismes ont la capacité de produire des biosurfactants de
maniere extracellulaire. Ces composés ont été classés en différentes catégories en fonction

de leur composition chimique, de leur poids moléculaire, de leurs propriétés physico-
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chimiques, de leur mode d'action et de leur origine microbiologique (Pacwa-Plociniczak et
al., 2011).

La surlactine est un biosurfactant sécrété par des souches spécifiques de Lactobacillus
sp. Lors des phases stationnaires. Elle est principalement associée aux cellules riches en
protéines. La surlactine a la capacité d'interférer avec I'adhésion des bactéries uropathogenes
(figure 6). Selon le type de micro-organismes, les différents types de surlactine interagissent
avec les surfaces bactériennes de maniére spécifique (Satpute et al., 2016).

[ pathogéene ]

(lacto bacille

secretion de
bioosurfactants

URS222222,

cellule épithéliale

Figure 6 : Mécanismes d'inhibition des bactériess pathogénes par effet barriere des

biosurfactants (Rousseau, 2004).

I1.4. Mécanismes d’action des probiotiques
Il existe différents mécanismes d'action par lesquels les probiotiques exercent un
antagonisme vis-a-vis plusieurs microorganismes (Yan et Polk, 2009). Parmi ces

mécanismes
e Inhibition de la croissance des microorganismes pathogéenes :

Les probiotiques ont la capacité de produire des substances antimicrobiennes telles que
les bactériocines, l'acide, le peroxyde d'hydrogéene et les défensines, ce qui leur permet

d'exercer des effets antagonistes directs sur les microorganismes (Yan et Polk, 2009),

Les probiotiques peuvent également exercer des effets indirects en prévoyant un
environnement favorable a l'implantation et a la prolifération de bactéries pathogénes

spéecifiques. Cela est accompli par une modification du pH intestinal. Les probiotiques
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inhibent la production d'acides organiques tels que l'acide lactique, acétique, propionique,
succinique, etc., qui acidifient le milieu intestinal. Cette acidification empéche la croissance
des microorganismes sensibles a I'environnement acide (Faure et al., 2013). L’inhibition de
la croissance des pathogenes peut également s’effectuer par un processus de restriction des
nutriments. Les probiotiques entrent en compétition avec les pathogénes vis-a-vis des
nutriments disponibles dans le milieu (Coudeyras et Forestier, 2010).
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I11.2. Interaction entre les composants des Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes contenant une grande diversité de
composants, et leur activité antimicrobienne dépend de leur composition, de leur
configuration, de leur quantité et de leurs interactions. On observe trois types d'effets : I'effet
additif, I'effet antagoniste et I'effet synergique. L'effet additif correspond a une combinaison
dont I'effet est équivalent a la somme des effets individuels des composants. La synergie se
produit lorsque l'activité combinée des substances est supérieure a la somme de leurs
activités individuelles. L'effet antagoniste se produit lorsque l'activité des composants dans
la combinaison est inférieure a celle observée lorsqu'ils sont utilisés individuellement
(Fleiro, 2011)

Les études ont révélé que les composés phénoliques et alcooliques dans les huiles
essentielles ont principalement des effets additifs et synergiques. En général, les composés
ayant des structures similaires ont tendance a avoir un effet additif plutdt que synergique.
Dans certaines huiles essentielles, les interactions additives sont liées a leur composition
principale en composés phénoliques tels que le carvacrol et le thymol. L'effet antagoniste est
attribué a l'interaction entre les hydrocarbures monoterpénigues non oxygénés et oxygéneés.
(Bassolé et Juliani, 2012) d’autres études ont conclu que les huiles essentielles entiéres ont
une activité antibactérienne plus élevée que celle des composants majeurs mélangés,
suggeérant ainsi que les composants mineurs sont essentiels a cette activité et peuvent avoir

un effet synergique ou potentialisateur. (Burt, 2004).

En combinant différentes huiles essentielles ou en utilisant des assaisonnements
contenant des concentrations élevées d'huiles essentielles, il est possible de créer la méthode
a base d'huile la plus efficace pour de nombreux produits alimentaires. Cette approche
permet non seulement d'inhiber la croissance des bactéries altérantes, mais aussi de préserver
des profils de saveur et d'odeur plus subtils, évitant ainsi les saveurs trés concentréees et
potentiellement répréhensibles. Ainsi, les huiles essentielles ou leurs combinaisons offrent
une alternative prometteuse pour la conservation des aliments, en garantissant a la fois leur

sécurité et leur qualité organoleptique. (Laurel, 2013).
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I11.3. Interaction entre les huiles essentielles et les les probiotiques

Les plantes médicinales et les probiotiques ont tous deux un potentiel trés élevé en
termes d'activité antimicrobienne contre les pathogenes entériques (Shipradeep et al., 2013)
les huiles essentielles de ces plantes ont suscité un intérét particulier dans la conservation
des aliments cependant beaucoup de recherches ont été menées sur l'utilisation d'huiles
essentielles (HE) comme moyen naturel pour lutter contre la détérioration des aliments.
Mais, peu d'études ont examiné les effets des huiles essentielles sur les micro-organismes

bénéfiques pour la transformation et la conservation des aliments. (De Souza, 2021),

Une approche suggeére que l'utilisation de multiples conservateurs en petites quantités
est préférable a l'utilisation d'une grande quantité d'un seul conservateur, car cela permet de
garantir la stabilité microbienne et la sécurité des consommateurs tout en préservant les
propriétés sensorielles, nutritionnelles et économiques des aliments (Mahmoudi et al.,
2017)

D'aprés des études récentes, I'utilisation combinée des huiles essentielles et des
probiotiques dans les produits alimentaires offre une perspective prometteuse pour la bio
conservation Malgré le fait que les huiles essentielles aient une concentration minimale
inhibitrice élevée pour les probiotiques, elles se révelent efficaces a des concentrations plus

faibles contre les agents pathogénes (Shipradeep et al., 2013)

Par exemple, Hashem et al., (2019) ont montré qu'une combinaison de bactéries
lactiques acidifiantes avec des HES conduisait a une activité synergique contre S. aureus. La
plupart des combinaisons d'huiles essentielles étudiées ont présenté une activité synergique
marquée contre S. aureus, E. coli et Klebsiella pneumoniae. Dans une autre étude, Kim et
al., (2022) ont rapporté le potentiel antibactérien synergique des bactéries lactiques associées

a un extrait de rhizome de Curcuma longa contre Cutibacterium acnes.

D’autre part I'ajout d'huiles essentielles dans les aliments peut avoir une action
antimicrobienne contre les micro-organismes pathogénes et d'altération, mais peut
également affecter la viabilité des bactéries probiotiques qui peut étre affectée par la
concurrence avec d'autres micro-organismes contaminant, il est donc important d'inactiver
les cellules indesirables sans interférer avec le développement des bactéries bénéfiques.
(Moritz et al., 2012)
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1. Objectif du travail

1.1. Revivification des souches
Les 8 souches de bactéries lactiques utilisées dans cette étude sont du genre
Lactobacillus (Lb1, .., Lb8) font partie de la collection du laboratoire LMA.

A partir des souches conservées en Cryo tubes a -18°C, des repiquages successifs ont
été réalisé en bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe). 1ml a été prélevé a chaque fois et

ensemencé dans 5ml de bouillon MRS stérile puis incubée 24h a 30°C.

Les souches pathogenes utilisées (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) dans
notre étude sont des souches référenciées fournies par le Laboratoire de Microbiologie
Appliquée de I'Université de Bejaia. Ces souches appartiennent a I'American Type Culture
Collection (ATCC), leur revivification est réalisée en utilisant le bouillon nutritif et en
incubant a 37°C.

1.2. Tests de confirmation microbiologiques de la pureté des souches
microbiennes

A partir de la culture des cultures revivifiée, un isolement en stries a été realisé

respectivement sur gélose MRS pour les bactéries lactiques et sur gélose nutritive pour les

souches pathogénes. L’incubation est faite respectivement a 30°C pendant 48h a 72h et a 37

pendant 24h pour les souches pathogenes.

1.2.1. Examen macroscopique
Ce test consiste en une observation directe a 1’ ceil nu des colonies obtenues sur milieux
MRS solide et de la croissance sur milieux liquide. Il permet de nous renseigner sur I’aspect
et la couleur des colonies sur milieu solide ainsi que leurs troubles dans le milieu liquide
(Badis et al., 2005).

1.2.2. Examen microscopique
Cet examen permet de décrire la forme et le mode d’association des cellules des
souches utilisées a 1’aide d’une observation au microscope optique du frottis coloré avec la

coloration de Gram (Singleton, 1999).

1.2.3. Test de Catalase
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Elle est mise en évidence en émulsionnant une colonie a tester dans une solution fraiche
d’eau oxygéné a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la décomposition de

I’eau oxygéné sous ’action de I’enzyme a tester. (Guiraud, 2003)

2. Activités antibactérienne des Huiles essentielles

Les six Huiles essentielles utilisées (Tableau Il) ont été achetés par Mr YAHIAOUI
ALLAOUA propriétaire de EURL Terroir Sahel, leurs activités antibactériennes a été
évaluée sur deux souches pathogenes contaminant les denrées alimentaires et responsables

de certaines infections ainsi que sur huit souches de Lactobacilles

Tableau Il : Les Huiles essentielles des plantes testées

) ) ) Meéthode
Huile essentielle Nom latin de plante Provenance
d’extraction

Thym Thymus vulgaris

) Rosmarinus
Romarin S

officinalis

Eucalyptus Eucalyptus globulus | Village Tabellout, | Entrainement a la
Sauge Salvia officinalis Aokas vapeur d’eau
Myrte Myrtus communis
Feuilles de | . _

_ Citrus reticulata
mandarine

Principe :

La méthode repose sur la diffusion d'un composé antimicrobien dans un milieu solide,
généralement dans une boite de Petri, créant ainsi un gradient de concentration aprés un
certain temps de contact avec le microorganisme cible. L'effet du composé antimicrobien
sur la cible est évalué en mesurant la zone d'inhibition, c'est-a-dire le diamétre de la zone
sans croissance bactérienne autour du produit. En fonction de ce diamétre, la souche

bactérienne est qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante.
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2.1. Standardisation des inocula bactériens
Le but de cette étape est de pouvoir travailler avec une méme charge bactérienne dans
ImL de culture durant toutes les étapes de I’étude. Afin d’étudier 1’activité antibactérienne
des huiles essentielles vis-a-vis des souches de Lactobacillus, d’E.coli et de S.aureus, une

standardisation des inocula est réalisée comme suit :

Apres un isolement sur gélose MRS et une incubation a 30°C pendant 48h, six colonies
bien isolées de la souche sont repiquées dans 10 ml du bouillon MRS puis incubées & 30°C
pendant 18 h. Au terme de I’incubation, des dilutions décimales sont réalisées dans de I’cau
physiologique stérile (10 Yjusqu’a 10 ). Un ml des derniéres dilutions (108, 10°) sont
ensemencés en masse dans la gélose MRS. Un dénombrement est effectué apres incubation
a 30°C pendant 48 h. En parallele la méme standardisation est réalisée pour les souches
pathogeénes en prenant une colonie a partir d’une culture sur gélose nutritive de 24h dans de
bouillon nutritif afin de réaliser les dilutions. Le dénombrement est réalisé sur gélose

nutritive aprés une incubation de 24h a37°C.

2.2. Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture par stries, des colonies du pathogene et des Lactobacilles ont été
inoculées dans 10ml du bouillon nutritif et bouillon MRS respectivement puis incubées a
37°C pour le pathogene et a 30°C pour les lactobacilles pendant 24h.Au terme de
I’incubation 1ml de chaque culture fraiche est transféré dans 9ml d’eau physiologique stérile,
pour avoir une concentration bactérienne de 10® UFC/ ml pour Escherichia coli et pour
Staphylococcus aureus et une concentration de 108 UFC/ml pour les lactobacilles (Lb1, Lb2,
Lb3, Lb4, Lb5, Lb6, Lb7, Lb8)

2.3. Test d’Aromatogramme
— Ensemencer en masse 1ml de la suspension bactérienne des souches pathogénes
séparément dans la gélose Muller Hinton (MHA). La méme procédure est suivie pour les
huit souches de Lactobacilles dans la gélose MRS.
— Des disques de papier Wattman stérilisés, d'un diamétre de 6 mm sont placés
delicatement a la surface des boites de Petri préalablement ensemencés a I’aide d’une pince

stérile et une quantité de 20ul d’huile essentielle est soigneusement versée sur les disques.
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— Les boites de Petri sont conservées a 4 °C pendant 2 heures pour permettre la diffusion
des huiles essentielles a travers la gélose. Puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Pour

les pathogénes et a 30°C pendant 48h pour les souches de Lactobacilles (Anelo et al., 2016)

2.4. Lecture
La sensibilité des souches aux différentes huiles essentielles a été classée en fonction

du diameétre des zones d'inhibition de la maniére suivante :

— Non sensible () pour les diamétres inférieurs 8 8 mm

— Sensible (+) pour les diamétres compris entre 9 et 14 mm

— Trés sensible (++) pour diametres compris entre 15 et 19 mm

—  Extrémement sensible (+++) pour les diametres supérieurs a 20 mm (Ponce et al.,
2003).

2.5. Détermination de la concentration Minimale inhibitrice CMI des

huiles essentielles
La CMI a été déterminé comme la concentration la plus faible de I'agent antibactérien
qui inhibe la croissance bactérienne. C’est le paramétre le plus utilisé pour mesurer in Vvitro

I’activité d’un antibiotique (Belhadj et al., 2023).

La détermination de la CMI est réalisée par la technique de micro dilution en milieu
liquide, en utilisant une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). Une gamme de
concentration allant de 4% a 0,008%, a été préparée par la méthode de double dilution
(Tableau I11)

Déposer stérilement, 8ul de chaque I’'HE, 2pul DMSO a raison de 1% et 190ul du
Bouillon Nutritif stérile dans le puits 1. Ensuite déposer 100ul de (BN) stérile dans le puits
2 & 10. Pour les pathogénes. La méme procédure est suivie avec le Bouillon MRS pour les

souches de Lactobacilles.

Une série de dilutions d’un facteur 12 a été réalisée extemporanément dans les milieux
liquides a partir de la solution mére du premier puits, par le transfert de 100ul de puits en
puits jusqu’au puits N°10. A chaque dilution, le contenu du puits mélanger le contenu du

puits.

Du fait du non miscibilité des HEs a l'eau et donc au milieu de culture, la mise en

émulsion dans le DMSO a été réalisée afin de favoriser le contact germe/HE.
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Tableau 111 : Valeurs des dilutions utilisées dans la détermination des CMI des huiles

essentielles

Puitl | Puit2 | Puit3 | Puit4 | Puit5 | Puit6 | Puit7 | Puit8 Puit9 Puit10
Facteur
de
o SM 1/2 1/4 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 1/512
dilution
d’HE
HE ul /ml 40 20 10 5 25 1,25 | 0,625 | 0,3125 | 0,15625 | 0,078125

Enfin, déposer 100pl de I’inoculum préalablement dilué au 1/10 (environ 10® UFC/mI)

dans chaque puits

La 11¢éme colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu nutritif (200ul) sert

de témoin négatif. Et la 12éme colonne qui contient 100ul du milieu et 92ul de 1’inoculum

et 8ul DMSO sert de témoin positif.

Les différents échantillons de bactéries ont été espacés par des lignes de puits vides,

tous les essais ont été effectués en double (figure7)
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Figure 7 : Schéma de microplaque utilisée dans la détermination de la CMI des Huiles

essentielles
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Incubation de I’ensemble des Microplaques a 30°C pour les pathogénes et a 30°C pour
les lactobacilles pendant 18h puis observation de la présence ou I’absence de croissance

bactérienne a 1’ceil nu (apparition ou pas d’un trouble/dépot)
En utilisant les criteres de classification de Puvaca et al., (2021)
Une CMI < 100 pg/mL : activité élevée,
100 < CMI < 500 pg/mL activité active,
500 <CMI< 1000 pg/mL : activité modérément active,
1000 <CMI< 2000 pg/mL : activite faible,

CMI supérieur a 2000 pg/mL /inactif.

3. Activité antibactérienne des bactéries lactiques
La recherche d’éventuelle production de substances inhibitrices par les bactéries
lactiques est réalisée selon la méthode des puits. Cette technigue consiste a mettre en contact
le surnageant des bactéries lactiques productrices de substances antimicrobiennes avec les
souches cibles.

3.1. Standardisation des inocula bactériens

Aprés un isolement sur gélose MRS et une incubation a 30°C pendant 48h, six colonies
bien isolées de la souche sont repiquées dans 10 ml du bouillon MRS puis incubées a 30°C
pendant 18h. Au terme de I’incubation, des dilutions décimales sont réalisées dans de 1’eau
physiologique stérile (10  jusqu’a 10 ). Un ml des derniéres dilutions (10, 10°) sont
ensemencées en masse dans la gélose MRS. Un dénombrement est effectué apres incubation
a 30°C pendant 48 h. En paralléle, la méme standardisation est réalisée pour les souches
pathogénes en prenant 1colonie a partir d’une culture sur gélose nutritive de 24h dans du
bouillon nutritif afin de réaliser les dilutions. Le dénombrement est réalisé sur gélose

nutritive aprés une incubation de 24h a37°C.

3.2. Préparation de la suspension bactérienne
A partir des cultures fraiches des deux souches pathogénes et celles des 8 souches de
Lactobacillus, 1ml de chaque culture fraiche est transférée dans 9ml d’eau physiologique

stérile, pour avoir une culture bactérienne de 10° UFC/ ml pour Escherichia coli et
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Staphylococcus aureus et une culture de 108 UFC/ml pour les lactobacilles (Lb1, Lb2, Lb3,
Lb4, Lb5, Lb6, Lb7, Lb8).

3.3. Préparation des surnageant natifs
Les bacteries lactiques ont été repiquées dans du bouillon MRS et incubées pendant
24 Heures a 30°C. Apres incubation, les cultures ont été soumises a une centrifugation a
8000 tr/min pendant 20 min a 4°C, ensuite le surnageant a été récupéré et filtré a 1’aide d’un

filtre a seringue (0,45um).

3.4. Test des puits

On a utilisé des boites de Petri contenant une fine couche de gélose nutritive,
recouvertes de 10 ml de gélose Muller Hinton en surfusion préalablement ensemencee avec
1 ml de chaque souche cible (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) a une concentration
de 10" UFC/ml. Une fois la gélose solidifiée, des puits de 5 mm ont été creusés de maniére
stérile et remplis avec 100ul de chaque surnageant. Les boites ont été placées a 4°C pendant
2 heures pour permettre la diffusion des substances antimicrobiennes, puis incubées a 37°C
pendant 24 heures (Kesen et Aiyegoro, 2018).

3.5. Lecture des résultats
Les puits entourées d'une zone claire dans la nappe de culture de la souche test et ayant

un diameétre supérieur a 2 mm sont considérées comme positive. (Guessas, 2007).

3.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des
surnageants natifs sur les souches pathogenes
La détermination des CMI des surnageants a été également déterminée selon la

méthode de micro dilution en milieu liguide et selon le protocole suivant (figure8) :

Déposer stérilement, 110pl de chaque surnageant et90ul du Bouillon Nutritif stérile

dans le puits 1. Ensuite déposer 100ul de (BN) stérile dans le puits 2 a 10.

Une série de dilution d’un facteur 12 a été réalisée extemporanément dans le milieu
liquide a partir de la solution mere du premier puits, par le transfert de 100ul de puits en
puits jusqu’au puits 10 (les 100ul du dernier puits sont jeté). Une gamme de concentration

allant de 55% a 0,4296% a été générée (TableaulV)

En dernier, 100ul de ’inoculum préalablement dilué au 1/10 (10 UFC/mI) ont été
déposés dans chaque puits. (Dopazo et al., 2023)
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Figure 8 : Schéma de la microplaque utilisée dans la détermination des CMI des
surnageants natifs des souches de Lactobacilles.

Tableau 1V: Valeurs des dilutions utilisées dans la détermination des CMI des surnageant

natifs des souches de Lactobacilles

Puitl | Puit2 | Puit3 | Puit4 | Puit5 | Puit6 | Puit7 | Puit8 | Puit9 Puit10

Facteur de
dilution du| SM 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 | 1/128 | 1/256 1/512

surnageant

Surnageant
il 550 | 275 |137,5| 68,5 | 34,375 | 17,187 | 8,593 | 4,296 | 2,148 1,074
ul/m

Incubation de I’ensemble des Microplaques a 37°C pendant 18h puis observation de
la présence ou I’absence de croissance bactérienne a 1’ceil nu (apparition ou pas d’un

trouble/dépot)
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4. Etude de ’effet antibactérien combiné des huiles essentielles avec les

surnageants natifs des lactobacilles
Dans cette étude, nous avons également réalisé les mémes étapes expliquées
précédemment pour évaluer I'effet combiné des surnageants des huit souches de bactéries
lactiques et des six huiles essentielles sur les souches bactériennes par la méthode

d’aromatogramme.

Des disques de papier Whattman stériles ont été imprégnés avec un mélange composé
de 50% d'huiles essentielles et de 50% du surnageant de chaque souche de Lb.

Ces méthodes ont permis d'évaluer I'effet synergique des souches de Lb et des huiles

essentielles sur les souches bactériennes étudiées.
D’aprés Pibiri (2005), il existe quatre effets antimicrobiens de 1’association des HES,

— Indifférent (A+B= Effet A ou Effet B) ;
— Addition (A+B=Effet + Effet B) ;

— Synergie (A+B> Effet A + Effet B) ;

— Antagonisme (A+B<Effet A ou Effet B).

4.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des Huiles
essentielles combinés au surnageant natifs des Lactobacilles

La méthode de dilution de damier est utilisée pour la détermination des effets

antimicrobiens de combinaisons sélectionnées d'HEs et des surnageant des souches

lactiques. La mise en évidence est effectuée par dilution des HEs et les surnageants dans une

orientation verticale, horizontale, respectivement (figure 9).

Huit concentrations ont été préparées pour chague substance : cing concentrations
inférieures a la valeur de la concentration minimale inhibitrice (CMI), une égale a la valeur
de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et deux concentrations supérieures a la valeur

de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les plaques sont ensuite inoculées avec les solutions de pathogenes (100uL
d’inoculum par puits) selon le méme protocole que pour le test de micro dilution. Les
microplaques inoculées sont incubées a une température de 37°C pendant 18 heures et la

croissance bactérienne est évaluée par observation a 1’ceil nu et le calcul des indices
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concentration inhibitrice fractionnaires (ICIF) pour 1’évaluation des effets antimicrobiens

(Fahed, 2016 ; Ehsani et al., 2019)

L'indice de concentrations inhibitrices fractionnaires (ICIF) de I’association a été

calculé a l'aide de I'équation suivante :

ICF = ICF(A) + ICF(B)

ICF(A) = (CMI de la combinaison / CMIA)

ICF(B) = (CMI de la combinaison / CMIB).

Le résultat est interprété par Ehsani et al., (2019) comme suit :
-ICF < 0,5 : association synergique

-0,5 < ICF < 1 : association additif

-1 <ICF<4 : absence d’association

-ICF >4 : association antagoniste.
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Figure 9 : Schéma de microplaque utilisée dans la détermination des CMI de la
combinaison de I’huile essentielle et surnageant natif vis-a-vis des souches pathogénes
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1. Résultats des tests de vérification des souches bactériennes

Le repiquage successif des cultures bactériennes pathogéne et lactique) sur leurs
bouillons de culture respective (GN et MRS) ont permet d’obtenir une bonne croissance. Les
caracteres Morphologiques des souches étudiées observés aprés la coloration différentielle

de Gram sont Représentés dans le tableau suivant :

Tableau V : Caracteres morphologiques des souches bactériennes testees

Souches
Catalase Gram Aspect

bactérienne
E. coli Catalase positif Négatif Cocco-bacille

Cocci en grappe de

S. aureus Catalase positif Positif .
raisin

Lactobacilles Catalase négatif Positif Bacilles

2. Résultats de I’Activité antibactérienne des Huiles essentielles par

aromatogramme
2.1. Standardisation
Les résultats de la standardisation des inocula ont permis de donner un inoculum de

108 UFC/ml pour les bactéries pathogénes et 10 ° UFC/mI pour les bactéries lactiques.

2.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des six Huiles essentielles a été évaluée sur deux souches
microbiennes (E. coli et S. aureus) et sur huit souches de Lactobacilles (Lb1, Lb2, Lb3, Lb4,
Lb5, Lb6, Lb7, Lb8) par la méthode de diffusion sur gélose sont résumés dans la figure 10
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Figure 10 : Représentation graphique de I'activité antibactérienne des huiles essentielles

testées vis-a-vis des souches pathogeénes

D’apres les figures 10 et 11, toutes les souches bactériennes ont montré une sensibilité
aux différentes huiles essentielles, mais la taille de la zone d'inhibition variait en fonction de
I'HE utilisée et de la souche bactérienne. L'huile essentielle pure de Thymus a présenté une
forte activité antibactérienne, inhibant completement la croissance des deux souches. L'huile
essentielle de Myrtus a montré une activité plus importante sur S. aureus que sur E. coli,
indiquant une plus grande sensibilité de S. aureus a cette HEs. L'HEs d'Eucalyptus a montré
des zones d'inhibition similaires pour les deux souches. L'HESs de sauge a inhibé la croissance
des deux souches, mais S. aureus s'est révélé plus sensible que E. coli. Les zones d'inhibition
de I'HE de Rosemarinus étaient proches pour les deux souches, tandis que I'HEs de Citrus
avait une activité inhibitrice plus faible. Dans I'ensemble, I'extrait de Thymus a montré la
plus grande activité inhibitrice, suivi par les HE de Myrtus, Salvia et Eucalyptus, tandis que
Rosemarinus et Citrus avaient des activités inhibitrices plus faibles. Les deux souches
bactériennes, E. coli (Gram-) et S. aureus (Gram+), étaient sensibles aux huiles essentielles,
Mais S. aureus était plus sensible que E. coli.
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Figure 11 : Photographies de la sensibilité des souches bactérienne pathogénes

référenciées vis-a-vis des huiles essentielles utilisées
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Figure 12 : Représentation graphique de I'activité antibactérienne des six huiles
essentielles testées sur les huit souches de lactobacilles

Selon les résultats de la figure 12 et 13, les huit souches de Lactobacilles présentent
des sensibilités différentes aux différentes huiles essentielles utilisées. L'HEs de Thymus a
montré une forte activité antibactérienne sur toutes les souches, avec des zones d'inhibition

allant de 23 mm a 27 mm, indiquant une sensibilité élevée de ces souches a cette huile. En
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revanche, I'HEs de Rosemarinus a une activité inhibitrice Iégere sur les huit souches, avec
des diamétres de zones d'inhibition allant de 3 mm & 7 mm, ce qui suggere un potentiel de
résistance éleve de ces souches a cette huile. Les souches de Lactobacilles sont sensibles a
I'activité inhibitrice de I'HEs d'Eucalyptus, avec des diameétres de zones d'inhibition allant
de 10 mm & 14 mm. L'HEs de Myrtus a également montré une activité antibactérienne contre
toutes les souches de Lactobacilles, avec des diamétres de zones d'inhibition variant de 9
mm a 14 mm. En revanche, I'HEs de Salvia n'a montré aucune activité inhibitrice contre
certaines souches et une activité trés faible contre les autres, indiquant une résistance de ces
souches a cette huile. L'HEs de Citrus a montré des zones d'inhibition minimes sur certaines
souches et aucune zone d'inhibition sur d'autres, indiquant une absence d'activité
antibactérienne. En conclusion, I'HEs de Thymus présente la plus grande activité inhibitrice
sur les souches de Lactobacilles, suivie de I’HEs d eucaluptus, myrte et romarin quant au

HEs de sauge et F.mandarines ont présente aucune activité antibactérienne

Huile essentielle Thym

Figure 13 : Photographies de I’activité antibactérienne des six huiles essentielles testées
sur les huit souches de lactobacilles
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Nos résultats étaient similaires a ceux trouvées En 2022 par Galgano et son équipe
qui ont mené une étude in vitro pour évaluer I'activité antibactérienne de différentes huiles
essentielles telles que Citrus lemon, Pinus sylvestris, Foeniculum vulgaris, Ocimum
basilicum, Melissa officinalis, Thymus vulgaris, et Zingiber officinalis a différentes
concentrations (de 1,25 % a 40 % v/v) contre des souches d'E. coli et de S. aureus. Les
résultats ont montré un effet dose-dépendant des HEs sur la croissance des bactéries Gram-
négatives, tandis que la plupart d'entre elles ont présenté un effet bactéricide sur les bactéries
Gram-positives, a I'exception de I'huile essentielle de Thymus vulgaris qui n'était pas liée a
sa concentration. Méme & de faibles concentrations, une inhibition compléte de la croissance

des deux souches d' E. coli a été observée.

Une autre étude réalisée par Puvaca et al., (2021) visait a évaluer l'efficacité
antimicrobienne des huiles essentielles de I'arbre a thé, du romarin, de I'eucalyptus et de la
lavande contre différentes bactéries pathogenes, notamment E. coli, S. aureus, S. Typhi et C.
koseri. Les résultats ont montré que le romarin, I'eucalyptus et la lavande présentaient une
activité antimicrobienne contre S. aureus et S. Typhi, mais aucune activité contre E. coli ou
C. koseri. Seule la souche S. aureus ATCC 25923 a montré une sensibilité au romarin, a

I'eucalyptus et a la lavande.

Une étude plus récente menée par Bowbe et al., (2023) a évalué l'activité
antibactérienne des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et de Myrtus communis,
ainsi que de leur combinaison contre S. aureus ATCC 25923. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) ont été mesurées pour chaque agent, avec une CMI de 11,25 mg/mL pour
I'huile essentielle de romarin, 0,7 mg/mL pour I'huile essentielle de myrte et 5,63 mg/mL
pour la combinaison des deux. Toutes les substances testées ont démontré une activité
inhibitrice contre S. aureus, avec des concentrations minimales nécessaires pour inhiber la

croissance bactérienne.

Dans 1’é¢tude menée par Saeb et al., (2016) qui visait a évaluer lactivité
antimicrobienne des huiles et extraits Citrus limon, Citrus reticulata, Citrus grandis contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis Salmonella typhi. Les huiles
essentielles de C. grandis ont montré une activité significative contre les quatre pathogénes,
tandis que les huiles essentielles de C. limon et C. reticulata étaient efficaces contre S.
aureus, E. coli et B. subtilis. De plus, les huiles essentielles de C. grandis étaient plus actives

contre les bactéries Gram négatives (comme E. coli et S. typhi) que contre les bactéries Gram
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positives (comme S. aureus et B. subtilis). Les huiles essentielles de C. limon ont montré une
activité antibactérienne significativement plus élevée contre les bactéries Gram positives que

contre les bactéries Gram négatives.

3. Résultats des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des huiles

essentielles

Les valeurs des CMI des cing huiles essentielles testées sont déterminées lors de
I’utilisation de la technique de micro-dilution sur milieu de culture liquide sont illustrées
dans le tableau. 1l ressort que les des huiles essentielles extraites de Thym ont montré une
bonne activité antibactérienne vis-a-vis des deux souches bactériennes pathogenes testées

avec des faibles valeurs de CMI (Annexe 1V)

Les CMI obtenues avec I’HEs de Thym sont de 10ul/ml pour E. coli et 1.25 ul/ml pour
S. aureus, suivis de I’huile essenticlle de Myrte avec des CMI de 40ul/ml pour E. coli et
10ul/ml pour S. aureus, vient I’huile essentielle d’Eucalyptus avec des CMI de 40ul/ml et

20ul/ml sur E. coli et S. aureus respectivement

Les CMI obtenues avec les HEs de Romarin et Sauge sont élevé pour les deux souches

bactériennes testées, elles sont de 40ul/ml (tableau V1)

Tableau VI: Résultats des CMI des cing huiles essentielles testées sur les deux souches

bactériennes pathogenes

CMI des Huiles essentielles en (ul/ml)

Thym Romarin Eucalyptus Myrte Sauge
Souche
E. coli 10 40 40 40 40
S. aureus 1,25 40 20 10 40

Les résultats obtenus ont montré que les huiles essentielles extraites de Thym, Myrte
et Eucalyptus ont présenté des faibles valeurs de CMI vis-a-vis de S. aureus allant de 1.25,
10, 20 ul/ml respectivement, contrairement a E. coli qui nécessite des CMI plus élevées pour

produire le méme effet.
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En revanche Les valeurs des CMI des cing huiles essentielles testées sur les huit
souches de Lactobacilles n’ont pas été déterminées (Annexe III), en effet il a été observé
I’apparition d’un dép6t au fond de tous les puits a différentes concentrations, ceci ressort que
les des huiles essentielles utilisées n’ont montré aucune activité antibactérienne avec les
méme concentration testées sur les souches pathogénes, ce qui signifie que les souches de
Lactobacilles nécessitent des CMI plus élevées pour produire le méme effet attendu sur les

souches pathogenes

D’apres ces résultats on constate que les souches de Lactobacilles sont plus résistantes

aux huiles essentielles utilisées que les souches pathogenes.

Nos résultats sont cohérents avec Une étude menée par Ouwehand et al., (2010) qui
visait a évalué I'effet de 13 huiles essentielles, y compris I'huile de romarin et de thym,, sur
différentes souches bactériennes, dont trois sérotypes de Salmonella enterica, trois souches
de Clostridium perfringens, Streptococcus epidermis, Lactobacillus reuteri, L. fermentum,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis, B. longum, B. breve et Escherichia coli (K88+). Les
huiles essentielles (HE) ont montré des effets sur Escherichia coli ainsi que sur Lactobacillus
reuteri et Lactobacillus fermentum, E. coli s'est révélé sensible a la plupart des HEs testées,
y compris a des concentrations plus faibles (5 et 50 mg/l). En ce qui concerne Lactobacillus
reuteri et Lactobacillus fermentum, ces espéces étaient moins sensibles a la plupart des HES
testées, bien que certaines HESs a des concentrations plus faibles (5 et 50 mg/l) aient montré
une certaine inhibition de leur croissance. Il est donc important de noter que les huiles
essentielles peuvent avoir une influence modérée sur la croissance de Lactobacillus reuteri
et Lactobacillus fermentum, tandis qu'elles ont démontré une plus grande efficacité contre

Escherichia coli.

Une autre étude menée par Roldan LP et al., (2010) qui a évalué l'activité
antibactérienne de six huiles essentielles extraites de plantes cultivées dans les Andes
colombiennes : Mentha spicata, Mentha piperita, Ocimum basilicum, Salvia officinalis,
Rosmarinus officinalis et Thymus vulgaris. La concentration bactéricide minimale (MBC) a
été mesurée contre Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Lactobacillus acidophilus et Bifidobacterium breve en utilisant la méthode de dilution en
geélose. Les huiles d'Origanum vulgare et de Thymus vulgaris ont démontre une forte activité
antibactérienne avec une faible MBC (MBC < 5 mg/ml) contre toutes les bactéries testées,

y compris les micro-organismes bénéfiques. En revanche, I'huile de basilic a montré une
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activité plus marquée contre les bactéries pathogeénes (MBC < 10 mg/ml) par rapport aux
bactéries bénéfiqgues (MBC de 80 mg/ml). Ces résultats soulignent que le potentiel
antimicrobien des huiles essentielles dépend a la fois de leur composition chimique et de

I'espéce bactérienne ciblée

Dans une étude récente menée par Sidiropoulou et ses collegues en 2022, I'activité
antibactérienne des huiles essentielles de thym, d'origan et de sauge sur E. coli, S. aureus et
Lactobacillus fermentum a été évaluée. Les résultats ont montré que I'huile essentielle de
thym a présenté une activité inhibitrice élevee contre S. aureus et E. coli, tandis que I'huile
essentielle de sauge a montré la plus faible activité inhibitrice en raison de sa concentration
en carvacrol relativement faible. Pour Lactobacillus fermentum, I’HEs de thym a montré une
inhibition similaire & celle de I'huile essentielle d’origan. En termes de valeurs de
concentration minimale inhibitrice (CMI) et de concentration minimale bactéricide (MBC)
I’HE de thym a montré les meilleures valeurs de CMI et CMB contre S. aureus, En revanche,
I'huile essentielle de sauge n'a pas présenté d'effet significatif. Pour les souches E. coli et L.
fermentum, I'huile essentielle d'origan a obtenu les meilleurs résultats, tandis que I'huile
essentielle de sauge a montré des effets antimicrobiens plus marqués sur E. coli que sur S.
aureus et L. fermentum. Cependant, I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de sauge

s'est avérée inférieure a celle des deux autres huiles essentielles.

4. Résultats de Dactivité antibactérienne des surnageant natifs des

bactéries lactiques

L’activité antimicrobienne des huit souches de Lb a été évaluée sur deux souches

microbiennes (E. coli et S. aureus) par la méthode de diffusion sur gélose.
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Figure 14 : Représentation graphique de la sensibilité des deux souches bactérienne vis-a-

vis des souches de Lactobacilles testées

Les résultats obtenus (Annexe V), ont montré que toutes les souches ont été efficaces
contre les bactéries pathogenes Gram-positives et Gram-négatives testées (figure 14). Les
diamétres des zones d'inhibition varient entre les souches, une zone d'inhibition maximale
était de 8 mm avec S. aureus par le surnageant de la souche Lb2 et le diametre minimal

observé contre E.coli a 1 mm par les surnageant des souches Lb3, Lb6 et Lb7.

D’aprés ces résultats (figure 15 et 16) les surnageant des souches lactiques possédent
un haut spectre d’action contre Staphylococcus aureus, alors qu’elles présentent a un faible

spectre d’action par rapport a Escherichia coli qui est plus résistante

Escherichia coli

Figure 15 : Photographies présentant la sensibilité de E. coli vis-a-vis des surnageant des
souches lactiques
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Figure 16 : Photographies présentant la sensibilité de S. aureus vis-a-vis des surnageant

des souches lactiques

5. Résultats de la concentration minimale inhibitrice des surnageant des

souches de Lactobacilles sur les souches pathogénes
Les valeurs des CMI des huit souches de Lactobacilles testées sont déterminées lors
de I'utilisation de la technique de micro-dilution sur milieu de culture liquide et les résultats

des microplaques sont illustrés dans les tableaux suivant :

Tableau VII : Effet des différentes concentrations des surnageant de souches lactiques sur

Staphylococcus aureus sur microplaque.

S.sozsche 1 2 3141|1516 7189 10]|T-| T+
Lbl - - + + + + + + + + -
Lb2 - - -+ |+ -
Lb3 - - - + + + + + + + -
Lb4 - - + + + + + + + + -
Lb5 - - + + + + + + + + -
Lb6 - - + + + + + + + + -
Lb7 - + + + + + + + + + -
Lb8 - + + + + + + + + + -

(-): Absence de dép6t (+): Présence de dépot
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Tableau VIII : Effet des différentes concentrations des surnageant de souches lactique sur
Escherichia coli sur microplaque.

SP.l;:)uch 1 (2 |3 |4 |5 |6 (7 (8 |9 |10 |T- |T+
Lb1 L L L e .
Lb2 R
Lb3 R
Lba R
Lb5 L L T,
Lb6 R
Lb7 R
Lb8 e L T .

(-): Absence de dép6t (+): Présence de dépot

La croissance de différentes souches des bactéries a été influencée par les
concentrations des surnageant testées. Les puits ne présentent pas de dépodts et d’un aspect
clair indiquent une inhibition totale de croissance bactérienne. En revanche les puits
présentent une croissance microbienne indiquent que le surnageant des souches lactiques n’a

pas un effet sur la croissance des bactéries a la concentration testée. (Annexe V1)

La méthode de microplaque nous a permis de déterminer les valeurs de concentrations
minimales inhibitrices lors de la lecture grace aux troubles de croissance bactérienne. Les

résultats sont présentés dans le tableau 1X

Il ressort que les souches Lb2 et Lb3 ont montré une bonne activité antibactérienne
vis-a-vis des deux souches bactériennes pathogénes testées avec une valeur de
CMI=137,5(ul/ml). .
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Tabelau IX : CMI des surnageant de huit souches de Lactobacilles sur Escherichia coli et

Staphylococcus aureus (ul/ml).

rnageant
Lbl Lb2 Lb3 Lb4 Lb5 Lb6 Lb7 Lb8
Microorganisme
E. coli 275 137,5 | 1375 | 275 275 275 550 550
S. aureus 137,5 |137,5 | 1375 |137,5 | 275 275 275 275

Il est accepté que les lactobacilles ont une activité inhibitrice contre de multiple

microorganismes entéropathogénes (Drago et al., 1997).

Parmi les bactéries indicatrices testées, Staphylococcus aureus a été la plus sensible

envers 1’action inhibitrice des souches de Lactobacillus.

Divers facteurs peuvent étre impliqués dans I'activité antimicrobienne des bactéries
lactiques, parmi ces facteurs la concurrence pour les nutriments, la diminution du pH suite &
la production d'acides organiques notamment 1’acide lactique et acétique, en plus de la
production de divers composés tels que le peroxyde d’hydrogene (H202) qui est connu
comme ’agent majeur de I’activité antimicrobienne des bactéries lactiques particulierement
celle des lactobacilles, le diacétyle (2,3-butanedione) qui est plus actif quand le pH du milieu
est inférieur a 7 (Salminen et al., 2004), des substances avec une action bactéricide ou
bactériostatique y compris les bactériocines et les bactériocine-like. (Ammor et al., 2006;

tulumoglou, 2013).

Messi et al., (2001) ont rapporté les Lactobacillus plantarum pouvaient produire des
bactériocines, De méme, Lash (2005) et Millette et al., (2007) ont décrit une bactériocine
produite par Lactobacillus plantarum qui inhibait S.aureus, E. coli, et P.aeruginosa. Nos
résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autres auteurs qui ont montré que les
bactéries a effet probiotique sont capables d’empécher la croissance des bactéries pathogénes

in vivo et in vitro (Lin et al., 2007; Mahdhi et al., 2010).

D’apres le tableau nous constatons que les surnageant de huit souches lactiques sont
actives envers les souches testées, avec des valeurs de CMI qui sont : 137,5pour S. aureus
ATCC 1253, et E. coli ATCC 1825,
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Les résultats obtenus sont trés différents et présentent une inhibition contre la souche
pathogene Staphylococcus aureus et Escherichia coli. On remarque que cette inhibition est
trés faible a cause de la faible concentration de surnageant par rapport a la concentration de

bactéries pathogenes.

Ceci suggere que les propriétés de Lb fonctionnement permettent de réduire le nombre
d'autres micro- organismes indésirables dans les produits laitiers ainsi d'effectuer un role
essentiel dans la préservation de produits destinés a la consommation humaine (Maghnia,
2011).

Par contre Menad, (2017) montre que les souches Lactococcus lactis subsp lactis ont
une inhibition totale de la souche pathogéne (Staphylococcus aureus) mais pour les autres
dilutions (Lactococcus lactis subsp cremoris) on a noté que 1’effet inhibiteur est nul alors

que les dilutions (Lactobacillus plantarum) ont un effet d’inhibition faible.

Evivie et al., (2020) ont observé que le surnagent de la culture bactérienne de la souche
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KLDS 1.0207, obtenu aprés filtration et
élimination des cellules exerce un effet inhibiteur contre les pathogenes Escherichia coli
ATCC25922 et Staphylococcus aureus ATCC25923.

Abdel-Bar et al., (1987) ont mis en évidence que le surnageant des cultures de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus contenait une substance antibiotique qui inhibait
la croissance de Pseudomonas frugi et Staphyloccus aureus; différente de I’acide lactique,
non polypetidique, de poids moléculaire < 700, stable jusqu’a 1h a une température de 100

°C et qui possede dans sa structure un noyau aromatique.

Evivie et al., (2020) ont également démontré que le surnageant de culture d’une
souche de S. thermophilus, la KLDS 3.1003 inhibe aussi Escherichia coli ATCC25922 et
Staphylococcus aureus ATCC25923, une analyse génomique faite par ces chercheurs a
montré que cette bactérie possede des peptides codant pour de la bactériocine ce qui explique

P’effet antimicrobien observeé.
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6. Résultats de L’effet combiné des huiles essentielle avec les surnageant

natifs des bactéries lactiques
L’objectif de la présente étude est de déterminer le pouvoir antibactérien des effets
synergiques ou antagonismes entre les cing huiles essentielles avec les surnageant des huit
bactéries lactiques présentant une activité antibactérienne détecte par le test

d’aromatogramme, le résultat de cette combinaison est illustré dans les figures suivantes :

Escherichia coli

= Lbs Lb6"

: & s (i
Staphylococcus aureus

Figure 17 : Photographies de la sensibilité des souches pathogénes a la combinaison de
I'nuile essentielle de thym avec les surnageant natifs

Escherichiacoli

A,

[BZ D —TbT ™ 1ps .. b6

Staphylococcus aureus

Figure 18 : Photographies de la sensibilité des souches pathogénes a la combinaison de
I'nuile essentielle de romarin avec les surnageant natifs
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Escherichia coli
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Figure 19 : Photographies de la sensibilité des souches pathogénes a la combinaison de

I'nuile essentielle de eucalyptus avec les surnageant natifs

Escherichia coli

Lbl . Lb2 * b3  Lbalul

\,\

— ¥ _——

Staphylococcus aureus

Figure 20 : Photographies de la sensibilité des souches pathogenes a la combinaison de
I'nuile essentielle de myrte avec les surnageant natifs
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Escherichia coli

LbaSe 1150 Lbo W Lb7 = f i

Staphylococcus aureus

Figure 21 : Photographies de la sensibilité des souches pathogénes aux combinaisons de
I'nuile essentielle de sauge avec les surnageant natifs

D’aprés les figures (17, 18, 19, 20, 21) on constate qu’ils n y’as pas vraiment d’effet
synergiques entre les différentes huiles essentielles en combinaison avec les surnageant
natifs des bactéries lactiques bien qu’ils y’est certaines combinaisons qui présentaient une
activité antibactérienne notamment celles avec le thym I’eucalyptus et le myrte mais ceci
peut étre di a I’activité de ’huile seule vu que ces derniéres présentées des activités fortes

lorsqu’elles ont été testées seuls.

Cependant pour I’huile essentielle de sauge en combinaisons avec le surnageant natifs
des bactéries lactiques on remarque une diminution considérable des zones d’inhibition, Ce
résultat signifie que les combinaisons avec cette huile présentent un effet antagoniste entre

les différents constituants biologiques.

D’autre part les combinaisons avec 1’huile essentielle de romarin n’ont pas donné de
forte zones d’inhibition, en effet il semble que les zones d’inhibition de 1’huile de romarin

seul sont similaires a celles obtenues en combinaison ont suggéré qu’il y’as un effet additif
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7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la
combinaison de I’huile essentielle est les surnageant natifs des souches

lactiques

La méthode de dilution de damier est utilisee pour la détermination des effets
antimicrobiens de combinaisons sélectionnées d'HEs et des surnageant des souches lactiques

Le choix des huiles essentielles utilisées pour la combinaison avec les surnageant est
porté sur leur efficacité qui se traduit par CMI obtenues dans les tests de microplaque réalisés

préalablement

Pour cela nous avons choisis 1’huile essentielle de Thym en synergie avec les

surnageant des deux souches lactique Lb2 et Lb3. (Annexe VII)

Les résultats obtenus sur les indices de FICI des combinaisons entre les surnageant
natifs et ’huile essentielle selon le test de Damier, sont illustrés dans le (tableauXIl). En se
référant a I'échelle des FICI, les combinaisons testées ont affiché un effet additif de (FICI
<0.5) chez Staphylococcus aureus, La combinaison entre I’huile essentielle et les surnageant

n’ont montré aucune association avec une FICI (1<FICI<4) contre E. coli).

Tableau XI : Indice des concentrations inhibitrices fractionnaires (ICIF) des combinaisons

de I’HEs de thym avec les surnageant des lactobacilles (Lb2 et Lb3)

ICIF de la combinaison
urnageant Huile essentielle Thym Huile essentielle de Thym +
Microorganis +Surnageant (Lb2) Surnageant (Lb3)
Escherichia coli 1,03 1,01
Staphylococcus aureus 0,75 0,89

Peu d’études ont été réalisées sur I’activité antibactérienne de 1’association des huiles
essentielles avec les surnageant des bactéries lactiques in vitro, cependant une étude menée
par Hashem et al., (2019) évalue les effets antibactériens in vitro des combinaisons de
probiotiques (PB) et d'huiles médicinales (MO) contre des souches pathogénes. Trois
souches probiotiques (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei et Lactobacillus
acidophilus) et cing huiles médicinales (amande amére, clou de girofle, eucalyptus, menthe

poivrée et thym) sont testées pour leur activité antibactérienne a l'aide de la méthode de
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diffusion en puits d'agar. Les combinaisons de surnageant acellulaire (CFS) de PB et de MO
montrent des effets variables contre les souches pathogénes testées, avec les huiles de thym
et de clou de girofle présentant I'activité la plus élevée. Pour Staphylococcus aureus, les
combinaisons de CFS de PB et de MO révélent une activité synergique, notamment avec les
huiles de clou de girofle, de menthe poivrée et de thym. Par la méthode de dilution en damier,
ces combinaisons réduisent les concentrations minimales inhibitrices (MIC) des MO contre
les bactéries testées. Les indices de concentration inhibitrice fractionnelle (FICI) pour ces
combinaisons varient de 0,12 a 0,75, indiquant une activité synergique marquée contre S.

aureus, E. coli et K. pneumoniae.

D’autres part des études sur un modele alimentaire ont été réalisées, par exemple En
2021 une étude a été réalisée par Denkova et al . qui avait pour objectif d’évaluer I’effet
synergique de certaines bactéries lactiques probiotiques (LAB) et d’huiles essentielle de
citron et pamplemousse contre les micro-organismes d’altération, pour la bio conservation
d’une émulsion alimentaire de mousse au chocolat durant 20jours de stockage, les résultats
ont montrer que 1’association de ces deux composants ont permis de maintenir des quantités
inférieures a 10 UFC/g et 100UFC/g de E. coli et S. aureus respectivement. Cela indique
que ces ingrédients ont été efficaces pour prévenir la croissance de ces bactéries pathogénes

dans les mousses au chocolat.

Une autre étude menée par Teneva et al., (2021) Dans la quelle différentes variantes
de mayonnaise sans ceuf contenant des cellules de Lactobacillus plantarum (LBRZ12) ainsi
que des huiles essentielles extraites de basilic et d’aneth ont été préparées et les variations
de la microflore pendant le stockage ont été étudiees, Les résultats ont montré que la
concentration de la microflore indésirable a diminué progressivement jusqu’a atteindre zéro
aprés le 20e jour dans la mayonnaise conservée avec des lactobacilles et des huiles
essentielles. Cette diminution peut étre expliquée par la baisse du pH et I’activité
antimicrobienne de la souche probiotique L. plantarum LBRZ12 contre les micro-
organismes aérobies mésophiles et anaérobies facultatifs, ainsi que par les effets bénéfiques

des huiles essentielles de basilic et d’aneth.

Par contre plusieurs études ont été effectué entre les huiles essentielles et les
métabolites des bactéries lactique ,Une étude récente réalisée en 2023 par Belhadj et
al .visant a évaluer le potentiel antibactérien de la bactériocine (BacLP01) produite par

Lactobacillus plantarum et de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L (ROEOQ)
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individuellement et en association. Contre des agents pathogénes d'origine alimentaire
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, I'effet de
synergie observé dans leur combinaison contre B. subtilis ATCC11778 était fort. Les CMI
pour la bactériocine (BacLP01) et ROEO ¢étaient respectivement de 5 et 6,25 uLL/mL. Le
résultat du coefficient d'interaction de la fraction inhibitrice (FICI) pour la combinaison de
BacLPOl1 et ROEO était de 0,49, suggérant un effet d'interaction synergique contre B.
subtilis. Cette étude conclut qu'une combinaison de BacLPOl1 et ROEO pourrait étre une

approche efficace pour controler la présence de bactéries pathogenes dans les aliments.

L’effet de la combinaison de la nisine et des huiles essentielles a été étudié dans
différentes études , Par exemple, Rajkovic et al., (2005) ont observé une inhibition de la
croissance de B. cereus et Bacillus circulans grace a la combinaison de nisine et I’huile
essentielle de carvacrol dans un milieu de bouillon BHI et une purée de pommes de terre
conditionnée sous vide. De méme, Moosavy et al., (2008) Ont rapporté une activité
antimicrobienne plus élevée contre S. typhimurium et S. aureus avec la combinaison de
I’huile essentielle de Zataria multiflora Boiss et de la nisine a des concentrations plus faibles
par rapport a 1’utilisation des huiles essentielles seules a des concentrations plus élevées.
Pajohi et al., (2011) ont également observe un effet synergique de I’huile essentielle de C.
cyminum L.combinée a de faibles concentrations de nisine sur la croissance bactérienne de

B. cereus et B.subtilis dans une soupe d’orge commerciale.
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Conclusion

Notre étude a porté sur I’activité antibactérienne de six huiles essentielles Thymus
vulgaris, Rosemarinus officinalis, Eucalyptus globulus, Myrtus communis, Salvia officinalis
et Citrus reticulata et I’activité antibactérienne de huit souches de bactéries lactiques ainsi
que de leurs combinaisons sur deux souches pathogenes (Escherichia coli, Staphylococcus

aureus).

Les résultats obtenus ont montré la sensibilité des souches testées vis-a-vis des six
huiles essentielles. Cependant, HEs de thym posséde un pouvoir antibactérien naturellement
puissant sur les souches testées suivis respectivement de celui de myrte, sauge et eucalyptus
d’ou I’inhibition de la croissance varie en fonction de 1’espece bactérienne. En revanche,
I’HES de romarin et citrus n’a pas une efficacité antibactérienne considérable ou les
diameétres des zones d'inhibition sont trop faibles. L’étude de 1’activité antibactérienne des
bactéries lactiques a 1’égard des deux bactéries cibles a montré un pouvoir inhibiteur
important vis-a-vis de Staphylococcus aureus mais moins marquée vis-a-vis d’Escherichia

coli.

L’étude de I’activité antibactérienne de la combinaison de 1’huile essentielle de Thym
et deux souches de bactéries lactiques (Lb2, Lb3) a montré un effet additif vis-a-vis de
Staphylococcus aureus avec un ICIF de 0,75 et 0,89 avec des surnageants de Lb2 et Lb3
respectivement. Néanmoins, pour Escherichia coli aucune association n’a été observée aveC

des ICIF de 1,03 et 1,01 avec les surnageants de Lb2 et Lb3 Respectivement

Subséquemment, nous pouvons conclure que cette huile peut étre considérée comme
un agent conservateur alternatif aux conservateurs synthétiques déja employé, trés
prometteur pour I’industrie alimentaire est capable d’empécher la prolifération des bactéries
pathogénes responsable de contamination des aliments. Les résultats obtenus montrent
également que les combinaisons d’huile essentielle de thym et les métabolites produites par
les bactéries lactiques ont un effet plus au moins considérable que leurs utilisations seules

particuliérement vis-a-vis Staphylococcus aureus.
A P’essor de la présente étude, il serait intéressant de poursuivre I’étude par :

- La caractérisation des huiles essentielles testées ;
- La détermination de l’origine de I’activité antibactérienne des surnageants des
bactéries lactiques ;

- Etude de I'activité antioxydante de ces huiles essentielles ;
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- Elargir le panel des activités biologiques par d'autres tests : anti-inflammatoire,
anticoagulant et anticancéreuse.
- Tester la combinaison de toutes les huiles avec les bactéries lactiques dans un modeéle

alimentaire (confiserie, produits laitier, viandes ..... etc.)

Innovation de nouvelles méthodes de conservation des produits alimentaires avec des
films d'emballage naturels biodégradables et bioactifs aprés incorporation d'extraits de cette
huile pour assurer l'innocuité et augmenter significativement la durée de conservation des

aliments a la place des conservateurs de syntheése.
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Annexe | : Les milieux de cultures (Guiraud, 1998)

Tableau | : Composition du MRS (Bouillon et gélose)

Composition Quantité
Peptone 10g
Extrait de viande 89
Extrait de levure 49
Acétate de sodium 59
Phosphate bipotassique 29
Citrate d’ammonium 29
Sulfate de magnésium, 7H20 29
Sulfate de manganese, 4H20 0,059
Glucose 20g
Tween 80 Iml
Agar (dans le cas de la gélose) 15¢
Eau distillée 1L
pH : 6,2 +0,2

Autoclavage a 121°C/20min

Tableau I1: composition du Muller Hinton

Composition Quantité
extrait de levure. 29
hydrolysat acide de caséine 17,59
amidon 1,50
agar 10g
pH:7,2+ 0,2

Autoclavage a 121°C/20min
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Tableaulll : composition de la gélose nutritif (GN)

Composition Quantité
Extrait de viande [J 19
Peptone 159
[1Chlorure de sodium 5¢
[1Agar (gélose) 15g
pH:7,2+ 0,2
Autoclavage a 121°C/20min

Tableau 1V : composition du bouillon nutritif(BN)

Composition Quantité
Peptone 159
Extrait de levure 059

naCl 059

eau distillée 1000ml
pH:7,2+ 0,2

Autoclavage a 121°C/20min
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ANNEXE |1 : Résultats récapitulatifs des diametres des zones d’inhibition sur test des
disques

Souches Les huiles essentielles utilisées et les diametres des zones d’inhibition (mm)
bactériennes Thym | Romarin | Eucalyptus | Myrte Sauge | F. mandarine
E. coli 42 12 18 13 17 6

S. aureus 45 11 18 24 21 8

Lbl 25 7 11 9 8 0

Lb2 23 5 14 9 7 7

Lb3 26 5 13 10 0 5

Lb4 26 4 11 12 9 0

Lb5 27 5 11 10 8 4

Lb6 24 4 14 14 6 3

Lb7 26 6 12 10 0 3

Lb8 26 3 10 10 0 4
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Annexe |11 : Résultats des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles sur

les bactéries lactiques sur microplaque
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Annexe 1V : Résultats des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles sur
les bactéries pathogénes sur microplaque

Staphylococcus aureus {

Escherichia coii
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Figure : Résultats sur microplaque de I'activité antibactérienne de I'huiles essentielle de
thym sur les deux souches pathogenes

Staphylococcus aureus {

Escherichia coli
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Figure : Résultats sur microplaque de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de

romarin sur les deux souches pathogenes
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Staphylococcus aureus { ‘

Escherichia col/{ r :

40 20 10 S5 25 1725 0625

Figure : Résultats sur microplaque de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle
d'eucalyptus sur les deux souches pathogénes

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Figure : Résultats sur microplaque de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de
sauge sur les deux souches pathogénes
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Annexe V : tableau récapitulatifs des zones d’inhibition des surnageant natifs des Lb vis-a-

vis des souches pathogénes.

ageant
Lbl Lb2 Lb3 Lb4 Lb5 Lb6 Lb7 Lb8

Microorganism

E. coli 3 2 1 2 2 1 1 2
S. aureus 8 7 2 4 7 7 7 4

Annexe VI : Résultats des CMI des surnageant natifs des lactobacilles vis-a-vis des

souches pathogenes sur microplaque
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Figure : Résultats des CMI des surnageant natif de bactéries lactique sur E. coli
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Figure : Résultats des CMI des surnageant natifs de lactobacilles sur S. aureus
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Annexe VII : Résultats des CMI de la combinaison de I’huile essentielle de thym et les
surnageant natifs des bactéries lactique vis-a-vis des souches sur microplaque
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Figure : Test du damier sur I'inhibition de croissance de E. coli par la combinaison des
différentes concentrations de I'huile essentielle de thym et le surnageant de la souche
lactique (Lb2)

CMI de I'huile
essentielle de
thym

1375 68,75 34375 17,187 g 593 4296 2,148 1074

CMI du
sunageant de
Lactobacille

Figure : Test du damier sur I'inhibition de croissance de E. coli par la combinaison des
différentes concentrations de I'huile essentielle de thym et le surnageant de la souche
lactique (Lb3)

76



Annexes
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Figure : Test du damier sur I'inhibition de croissance de S. aureus par la combinaison des
différentes concentration de I'huile essentielle de thym et le surnageant de la souche
lactique (Lb2)
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Figure : Test du damier sur I'inhibition de croissance de S. aureus par la combinaison des
différentes concentration de I'huile essentielle de thym et le surnageant de la souche
lactique (Lb3)
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Ftude de leffet antimicrobien de Lassociation des huiles essentielles
de plantes médicinales et souches probiotique

L'objectif de notre travail était d'évaluer I'activité antibactérienne des huiles essentielles
de thym, sauge, romarin, eucalyptus, feuilles de mandarines et le myrte vis-a-vis de deux
souches pathogenes S.aureus et E.coli et huit souche probiotiques du genre Lactobacillus.
Les résultats obtenus ont demontré que les concentrations testées les huiles essentielles ont
une activité antibactérienne vis-a-vis les deux souches pathogénes testées. Cependant, 1’huile
essentielle de thym a montré la plus grande activité inhibitrice vis-a-vis des souches
pathogenes. Néanmoins, une activité inhibitrice est notée également pour les souches
probiotiques. L’étude de I’activité antimicrobienne de 1’association de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris avec respectivement deux souches de bacteries lactiques (Lb2, Lb3) a
montré un effet additif vis-a-vis Staphylococcus aureus avec un ICIF de 0,75 et 0,89 avec
les surnageants de Lb2 et Lb3 respectivement et a Escherichia coli. Aucun effet additif n’a
été observé avec des ICIF de 1,03 et 1,01 et les surnageants de Lb2 et Lb3. Les résultats
obtenus dans cette étude suggerent ’utilisation de 1’huile essentielle de thym comme agent
conservateur antibactérien en bioconservation des aliments.

Mots clé : L’huile Essentielle De Plantes, Bioconservation, Activite Antibacterienne,

Souches Probiotiques, Effet Additif, Thymus vulgaris.

The aim of our study was to evaluate the antibacterial activity of essential oils from
thyme, sage, rosemary, eucalyptus, mandarin leaves, and myrtle against two pathogenic
strains, S. aureus and E. coli, and eight probiotic strains of Lactobacillus. The results showed
that the tested concentrations of essential oils exhibited antibacterial activity against both
pathogenic strains. However, thyme essential oil demonstrated the highest inhibitory activity
against the pathogenic strains. Additionally, inhibitory activity was also observed against the
probiotic strains. The study of the antimicrobial activity of the combination of Thymus
vulgaris essential oil with two lactic acid bacteria strains (Lb2, Lb3) showed an additive
effect against Staphylococcus aureus with a fractional inhibitory concentration index (FICI)
of 0.75 and 0.89 with Lb2 and Lb3 supernatants, respectively, and against Escherichia coli.
No additive effect was observed with FICI values of 1.03 and 1.01 with Lb2 and Lb3
supernatants, respectively. The findings of this study suggest the use of thyme essential oil
as an antibacterial preservative for food bioconservation.

Keywords: Plant essential oil, Bioconservation, Antibacterial activity, Probiotic strains,

Additive effect, Thymus vulgaris.



