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Travaux antérieurs:

Une partie du présent mémoire a fait I’objet d’une communication affichée (Poster) & la 6™ Journée
Nationale d’Hygiéne et de Lutte contre les Infections Associées aux Soins, organisée par I’ Etablissement
Public Hospitalier Bologhine Ibn Ziri d'Alger, et qui sest tenue le 23 Ma 2013 au Paais de la culture

d’'Alger. En voici le résumé de cette présentation :

Antimicrobial screening of Lemongrass (Cymbopogon citratus) essential oil:
Disc Diffusion versus Vapour Diffusion Methods

Boukhatem MN, Tayebi K, Kameli A, Saidi F, Hamaidi MS, and M%karni M.,
Abstract

Aims

The essential oil (EO) from Cymbopogon citratus (Lemon Qrass) is reps.: iave a wide range of biological

activities and is widely used in traditional medicine. Howe

antimicrobial activity against microbial strains.

The aim of this study was to test the efficacy of the EQ of\Lemongra s agqinst-awide spectrum of pathogenic bacteria

e

components were identified, i 959 Z4.30%) and Myrcene (23.92%) were the most

and yeasts by disc diffusion and vapour diff

Material and M ethods

The chemical composition of the gi

abundant constituents.

Th

could have additional advantages such as efficacy without requiring direct contact resulting in ease of application.

Q
~

or\ smaller doses of EO in the vapour phase can be inhibitory to spoilage yeasts. The use in vapour phase

Conclusion
There is growing evidence that EO in vapour phase are effective antimicrobia systems and that they do have
advantages over the use of EO in liquid phase such as an increase in activity, use at lower concentrations, ability to be

used in arange of environments, for example, as air decontaminantsin hospital.

Keywords. Lemongrass, Essential oils, Antimicrobial activity, Disc diffusion, Vapour diffusion, Candida strains.
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Résumé

L’ activité antimicrobienne des huiles essentielles (HE) in vitro a fait I’ objet de plusieurs
études scientifiques. Cependant, les méthodes utilisées sont nombreuses et donnent parfois des

résultats différents ou contradictoires. L’ objectif assigné a notre travail consiste a asseoir I’ activité

Citronnelle (Cymbopogon citratus), par plusieurs méthodes micrapjolo

quantitative.

t

La composition chimique de I'HE, extraite par I’ entrain afayeoed deau, a été
déterminée par chromatographie en phase gazeuse. Le ia estMCs

huile avec un taux de 28,9%, suivi par le Néral (24,3%) et ene (23,2%).

028 magjoritaire de cette

souches de référence et isolées cliniquem
En phase liquide (aromatogramme),
bactéries a Gram+ avec des di

pour le genre Staphylococc

[fations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées par |la méthode de dilution en
mi gdlosé. Les levures et les Gram+ sont les plus sensibles avec des CMI qui varient entre
0.625 et 1.25 mg/mL. Les Gram- sont toujours les plus résistants avec des CMI supérieures a 1.25
mg/mL.

Les résultats obtenus prouvent qu’il n’y a pas une méthode qui prime, mais que toutes sont

complémentaires. Le choix de celle-ci dépendra grandement des obyjectifs recherchés.

Mots-clés: Activité antimicrobienne, Huiles essentielles, Cymbopogon citratus,

Aromatogramme, Microatmosphere, CMI, Citral.



Abstract

The antibacterial and antifungal activity of essential oil (EO) have been widely studied and
demonstrated in vitro. However, the results obtained are different. The aim of our study was to test

the antimicrobial activity of Lemongrass EO (Cymbopogon citratus) by different methods.

The chemical composition of EO, determined by Gas chr@ato
Gerania was the major component (28, 9%), followed by Neral (24, 3%)

& A vith different
iSOgted Microorganisms.
Zo xvaried b 34 and 85mm for
j andid 4 fi toys fungi has been
Y
ticli Ve ram+ strains which were
e
> 3gdl strains were the most sensitives to
ween 20 and 85 mm.

the most sensitive. Else, the DIZ obtained

The antimicrobial activity has been carried out by

the inhibitory effect
With disc dilution
by this method, vari

{

latter greatly depends on the aims.

Keywords: Antimicrobial activity, Essential oil, Cymbopogon citratus, Disc diffusion method,
Vapour phase, MIC, Citral.
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I ntroduction

Dans le cadre d'un programme dinvestigations visant, d'une part, la connaissance des plantes
aromatiques et médicinales (PAM) de notre pays (Algérie), et d'autre part, la recherche de procédés modernes
de conservation des aliments, inspirés des techniques traditionneles, il était nécessaire de disposer de

techniques simples, rapides, reproductibles, et économiques pour I'étude des propriétés antiseptiques des

rons sur les HE comme
t de I|'utilisation

Huiles Essentielles (HE). Aussi, I'importance de pousser scientifiqguement lesinvesti

source potentielle de nouveaux composés antimicrobiens, a visée thérape(itique

traditionnelle des plantes a des fins médicinales. Cependant, la cansg @ g’ produits naturels
nécessite une recherche plus approfondie dans ce domaine. &
L’ activité antimicrobienne des HE est le sujet de plus Studes 40 iques in vitro depuis plusieurs

euses et donnent parfois des

années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer cette ME sont nCw

résultats différents selon les conditions expériment adoptegs war ch

1987 : Adorjan et Buchbauer, 2010) @

techniques sont répertoriées et décrites
auer, 2010 ; Thormar, 2011 ; Worwood,

2012), des mémoires
Makhloufi, 2013) ain

X Mofer] et al., 2009 ; Solérzano-Santos et al., 2012 ; Lang

‘O?sa). Ces apercus édités prouvent quil n'y a pas une seule

(Benjilali et al., 1984 ; Hili et al., 1997 ; Delaquis
0

utilisées sont la « méthode de diffusion dans I’ agar » et la « méhode de dilution ». Les différents protocoles
peuvent étre classes selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I'HE et selon la nature du contact de
I"'HE avec le germe (Burt, 2004). Ces méthodes sont relativement rapides, peu colteuses et n'exigent pas
I'éguipement de laboratoire sophistiqué ; cependant, elles ne sont pas dénuées d’'inconvénients (Wilkinson et
Cavanagh, 2005). La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une grande
influence sur les résultats. De plus, des difficultés pratiques viennent de I’ insolubilité des congtituants des HE

dans|’eau, deleur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles concentrations.

14



D’autre part, notre pays, de par sa position géographique et la diversité de son climat, jouit de plusieurs
facteurs de pédogenése et de grandes variations climatiques a méme de « booster » la culture et I’ exploitation
industrielle des PAM (Boukhatem et al., 2011). Malheureusement, rares sont les plantes qui sont cultivées
d’ une facon intensive pour en extraire leur principes actifs a des fins industrielles et/ou thérapeutiques.

A Chiffa (wilaya de Blida, 60 Km au sud-ouest d'Alger), il en existe actuellement une dizaine de PAM
cultivée, ayant un intérét industriel, par une unité moderne de production des HE (Extral-Bio). Nous citerons,

entre autres, la Citronnelle (Cymbopogon citratus) dont la fragrance reste, hélas, peu étudiée et exploitée.

De ce fait, I’ objectif assigné a notre travail consiste a éudier le pouvoir anti en et antifongique

(sur des souches de références et isolées cliniquement) de la fragrance d’'u , la Citronnelle
(Cymbopogon citratus), communément appelé Lémongrass, et
domaines nutraceutique et agro-alimentaire malgré ses immen
(Onawunmi et al., 1984 ; Paranagama et al., 2003 ; Fandqhan et al,

2010). Aussi, plusieurs méthodes microbiologiques et appr

étude. L’évaluation de I'activité antimicrobienné\de |I'H [
précisemment aromatogramme) et en phase vmicroe ‘mecohere '
préliminaires effectuées pour y séection € heo @nsibl o ,

Citronnelle. Par la suite, la détermination daonstMinime hibitrices (CMI), par dilution en

'%egméme pour les méthodes de diffusion

KN plus ni moins, que deux varaiantes de la

milieu gélosé, a éé accomplie uniquem

a partir de puits ou de dilution a

méthode des aromatogr €4ia Jon, migue de I" essence de la plante a été déterminée

par Chromatographie Gazeuse-Spectigméries e& -SM) afin d'établir le profil chromatographique et
cede ce'te

le chémotype de k esen

(1)

15
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Chapitre1:

M éthodes d'évaluation de|'activité antimicr obienne des huiles essentielles

1.1. Techniques en milieu solide

1.1.1. Méthode de diffusion en disque = méthode en phase liquide
En plus de I’ appellation méthode de I’ aromatogramme (Figure 1a)(Abou Samr a,

La diffusion de I'agent antimicrobien dans le milieu de cultur S d'un gradient de
Bien gu'elle soit
reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en windre a des éudes plus
pfs.Blackwell et Smith, 1995)

out début de sa croissance et

approfondies, car elle permet d’ accéder a des résultats essen

Elle consiste & déposer un disgue stérile, imbibé d’ HE, sur u

de mesurer la zone ou les bactéries N’ ont pas pu se opper:\ ke dtgmetr iBition, qui traduit I’ activité

acts i&ou Iesons), le diametre du halo ou de

shaque halo, une zone claire, montre la

de laconcentration du disque et de la capacité de |’ antimicrobien a diffuser dans la gél ose.

La méthode de I’aromatogramme est généralement employée comme une analyse préliminaire pour étudier
I'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus détaillées. Dans cette méthode, les parametres tels
que le volume de I’ HE placé sur les disques de papier, |'épaisseur de la couche d'agar et si un dissolvant est
employé varient considérablement entre les é&udes (Manou et al., 1998 ; Burt, 2004). Ceci signifie que cette
méthode est utile pour le choix des HE actives et pour la mise en évidence de leur activité antibactérienne,

mai s la comparai son des données éditées reste non faisable.
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Une soixantaine d HEchémotypées sont ainsi testées sur un grand nombre de germes de classes différentes. La
limite de ces tests est bien sir celle de I'in vitro. L’ aromatogramme représente cependant un point de repere
essentiel puisque sa technique est identique a celle utilisée pour mesurer |'activité bactéricide des
antibiotiques.(Valnet et Duraffourd, 1978 ; Blackwell et Smith, 1995 ; Chami,2005 ; Goetz et Ghedira,
2012)

1.1.2. Méthode de diffusion par disque aprésdilution
Elle permet d évaluer le pouvoir antimicrobien des HE par solubilisation dans un solvant a différentes

concentrations et incorporation de chacune des concentrations sur un disque~dans un milieu gélosg,
ensemencé, puis coulé en boites de Pétri. Le solvant faciliterait la diffusion de
dilution des HE se fait toujours dans un solvant approprié(éthyléne glyc
principe de cette méthode est toujours la migration de I'HE par u ‘agl Cye.Cette technique
inspirée de celle des antibiogrammes, a été généralisée aux HE{KI al. NS85 MPrzbuseenivasan et al.,
2006)

1.1.3. Méthode de diffusion en puits
Le test de diffusion sur gélose a été développé par
Gibbons (1996). Ce test est typiquement uti

i
'Dr

er et \Fov.er puis amélioré par Woolf et

= p@its ali ant une forte opacité, ce qui
e diff 'o%e de I'HE a partir d'un puits en

‘A L
\

U

<

al., 2011)
%ﬂ ui contient I'organisme ciblé. Le milieu est

empéche I'utilisation des tests de turbidité

donnant une zone d’inhibition claire, facil& 2
Cette méthode consiste a préparer @ )5 2Ll

ensuite versé dans une boite PéN @f IR de folrer wargé \ refroidissement. De petits puits ronds (7 ou 10

mm de diametre) sont 1Irs percésdass [apd Q% t antimicrobien (HE) est inocul € dans les puits et
’ s@ t la croissance de l'organisme ciblé. L'HE diffuse
' a@ a inhiber la croissance de I'organisme, une zone d'inhibition

la mesure de du DZI est manuelle et le manque de définition

1.2¢+. Méthode de microatmosphér e = méthode en phase vapeur

Son principe est d’ ensemencer une boite Pétri avec les germes tests, tandis que I’ on dépose quel ques gouttes
d HE sur un papier filtre au fond et au centre du couvercle. La boite est incubée couvercle en bas. Il se produit
une évaporation des substances volatiles et on lit, apres incubation, la croissance des germes ou I’ inhibition de
leur croissance. La quantité en HE déposée sur le disque varie de zéro (témoin de croissance), 10, 20, 40, 80,
et 160 pL.(Goni et al., 2009 ; Tyagi et Malik, 2012)

Le disque n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé (Figure 1b). 1l se produit une évaporation des
substances volatiles (Benjilali et al., 1986 ; Inouye et al., 2001 ; Lopez et al., 2005). Cette méthode est
rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement sur I’ activité de la phase vapeur sont encore
peu nombreux.(Edwar ds-Jones et al., 2004; Nedor ostovaet al., 2009; Tyagi et Malik,2010)

18



L’ efficacité des HE en phase vapeur a conduit aleur utilisation et/ou recommandation pour |'assai nissement du
systeme de traitement de l'air en milieu hospitalier, par micronisation dans les réseaux de climatisation au
niveau des blocs opératoires, services cliniques, bureaux, hals de réception, locaux administratifs et salles
d'exposition.(Pibiri, 2006 ; De Billerbeck, 2002 )

Enfin, I'HE diffusée en aérosol, ou par simple évaporation au moyen d’ une petite lampe, peut assurer la
destruction de germes contenus dans I’ air, tout en dégageant une odeur discréte et agréable. Cette méthode est
utilisable par certains cabinets dentaires (Laird et Phillips, 2012) y compris les salles d' attente. D’ aucuns ont
observé un autre effet bénéfique de cette méthode, qui est celui d’ étre calmant (thérapeutique « antistress »).

Ceci, sans compter, la sensation de « bien-étre » procurée au praticien et a ses coll eurs. (Pibiri, 2005)

<

r % eatration Minimale
€S CORQERtral on’s nous permettent de

connaitre la nature de I’ activité antimicrobienne de I’ HE : bastériostati quatQu bestéricide. (Das et al., 2010)

1.2. Techniquesen milieu liquide
L’ efficacité de I'HE testée est évaluée par la mesure de 2 co
Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale Bactéricide (C

On ne dispose pas de définition officielle de ces grandeur définitiorg, données (Tableau 1) sont celles

utilisées dans les études scientifiques. Elles sont do scepti arier d teur aun autre.

Références
Hammer et al. (1999)
De Billerbecket al. (2002)

@tl\_@
Terme Définition \\ﬁg;
CMI Plus faible concentration d' HE jinhibanitocadroi
I"ceil nu aprés 16-24h s y
qai@@& de 90% de la Ponceet al. (2003)
; tﬁ% le est déerminée par
&

pour I'inhibition compléte des Wan et al. (1998)

Tableau

3

1.2{1L.Détermination de la Concentration Minimale I nhibitrice (CMI)
Cette technique consiste a inoculer le milieu de culture, par un inoculumstandardisé, une gamme de
concentrations décroissantes en HE. Aprés incubation, |’ observation de la gamme permet d' accéder ala CMI,

qui correspond ala plus faible concentration en HE capable d’ inhiber la croissance bactérienne.

Le but des méthodes de dilution en bouillon ou en gélose est de déterminer la concentration la plus faible de
I” antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/mL
ou en %). Cependant, la CMI ne représente pas toujours une valeur absolue. La « véritable » CM1 est un point
entre la plus basse concentration qui empéche la croissance de la bactérie et la concentration inférieure

immeédi ate.

19



Cette technique de détermination des CMI par contact direct en milieu gélosé ou liquide, consiste a disperser
I"’agent antimicrobien en concentration variable de facon homogéne et stable dans le milieu de culture du
germe étudié. Cette technique, trés fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose
un probleme de diffusion et d’ homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une trés faible solubilité dans les
milieux de culture aqueux. Ce probléme a été résolu en partie par |’ utilisation d’ émulsions des HE dans des

solutions de différents détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 ou de solvant comme |’ é&hanol.

La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml

(macrodilution) ou dans de plus petits volumes a I'aide de plaques de micion (microdilution).

5 SO

L’ utilisation de ces plaques avec un protocole documenté, y compris les pr%cisio
référence approprié, peut faciliter la comparaison des résultats entre analy:
al., 2010)

1.2.1.1. Technique de macr odilution en milieu liquide
La méthode de dilution en bouillon (Figure 1€) est utilisé

i pour deggrminer les CMI. Une gamme de
dilution de I'HE est additionnée a une série de tubés conten ilieu d re liquide, de composition
convenable. Aprés inoculation des especes microbiennesétudiées et s1es mémes conditions, la

CMI est indiquée par le tube de la dilutio J@aquell

croissance microbienne n’'est

s

constatée,c’ est-a-dire qu’aucune turbidit tro .’eﬁ abser®§, _dans le milieu.(Opalchenova et
Obreshkova, 2003 : Souza et al., 2007) Q) %
Des méthodes de micro-bouillon 3 at, ug &g, utilisant des microplagues et de ce fait

réduisant le volume de I!

6 hesant %‘it ou une utilisation d'un indicateur de viabilité
r{ete.,winxi% | « resazurine, methylthiazoldiphenyltetrazolium

Hussain et al., 2010). Les méthodes de microplagues

des microorganismes pérmettent
(MTT) » (Tavares et

nécessitent s de temps oVLNG.QUE

*'%n e adisperser les HE en présence d agar agar 0.2% selon la méthode

d émulsions de 10% d' HE ou de congtituants & I’ état pur, un volume variable en fonction de la concentration
finale désirée est prélevé, puis mélangé avec la suspension de bactéries lavées. Cette suspension de bactéries
traitées est mise aussitot a 37°C au bain-marie avec agitation magnétique pendant toute la durée d’incubation.
Des témoins, contenant e milieu de culture plus la solution d'agar 40,2 % seule, sont également préparés.
L'ensemencement se fait par stries a I'aide d'une anse de platine calibrée afin de prélever le méme volume

dinoculum. Ce dernier se présente sous forme de bouillon de culture.
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1.2.1.2. Technique de microdilution en milieu liquide et mesure de turbidité par densité optique
La densité optique est une technique simple pour observer un effet dinhibition sur |a croissance bactérienne.
La densité optique ou I'absorbance est mesurée par un spectrophotometre préalablement étalonné avec la
longueur d'onde d'absorbance de I'espéce chimique utilisée. Selon la loi de Beer-Lambert, a une longueur
d'onde donnée, I'absorbance d'une solution est proportionnelle a la concentration des especes dans la solution.
La méthode turbidimétrique repose sur le principe que plus il y a de bactéries dans une solution, plus la
solution est turbide et réfléchira la lumiére a 650 nm (la valeur d'absorbance doit se situer entre O et 1). Cette

longueur d'onde est celle utilisée pour mesurer la turbidité. D'autre part, le principe des dilutions en tubes est

d'effectuer des dilutions en série a partir d'une solution bactérienne concentrée et ¢ de maniére a obtenir des

concentrations en bactéries de plus en plus faibles. Ainsi, les dilutions en série perimettent de sassurer qu

Toutefois, cette méthode manque de précision, po
I'inoculation et lalecture des tubes. D'autre part, les
96 puits en vue de mesurer |'activité bacté

réalisés par une série de demi-dilution, ou le

10995 itho et al., 2002 ; Souza et al., 2007 ;
Ncubeet al., 2008 ; Gutierrez et @
Des antibiotiques (ATB) ronK étre utili uo.‘".n%ositifs, et le solvant comme témoin négatif. La
lecture de I’ absorbanc a effectud ) mogéne (iodonitrotétrazolium, INT). La présence
de bactéries vivantes est\détecte par 1d cy! % del'INT. (Grareet al., 2008)

it 20 a 30 secondes. De plus, I'utilisation d'un lecteur de microplague permet de mesurer la densité
optique de tous les puits en 4 &5 secondes, ce qui améliore la précision des résultats. La courbe de croissance
de la bactérie seule (témoin positif), et les courbes obtenues avec différentes concentrations de I'agent
antimicrobien en présence de la bactérie, permettent alors de quantifier la baisse de la multiplication des
microorganismes. En variant les concentrations de |'agent antimicrobien, il est alors possible d'observer
I'efficacité de cet agent et d'obtenir un effet dose-réponse. Ainsi, larapidité, la simplicité et la précision de la
TMB font de cette méthode un outil bien adapté pour évaluer I'activité antimicrobienne des HE. Pour cette
raison, les résultats obtenus par TMB sont généralement validés par une mesure du dénombrement des
bactéries sur milieu gélose et ce, afin de déterminer les concentrations initiales et finales des bactéries lors des

tests de microtitration.
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1.2.1.3. Dénombrement sur milieu gélose
Le dénombrement sur milieu gélose permet de valider l'inhibition bactérienne causée par un agent
antimicrobien comme les HE. Ce milieu gélose a base d'agar permet de dénombrer les colonies de bactéries
gui ont survécu a l'action antimicrobienne des HE. Plus le nombre de colonies formées est faible, plus I'HE
d'intérét a un pouvoir bactériostatique, c'est-a-dire qu'elle a la capacité dinhiber la croissance des bactéries. Le
dénombrement sur gél ose est une technique pour dénombrer les microorgani smes aérobies vivants. Le principe
de la méthode est de diluer les échantillons provenant des puits de la microplague dans une solution peptonée

stérile (0,1%). Ensuite, chague échantillon dilué est ensemencé dans la gélose d'agar préformée dans un Pétri.

Ces Pétris sont alors incubés a la température optimale de croissance de la bactéri

du dénombrement sur milieu gél ose sexprime en unité formatrice de colonie (UF ( ililitre.

1.2.1.4. Technique de macr odilution en milieu solide

La dilution en gélose implique I'incorporation d' un agent bien\d&asn /milieu gélosé a des

concentrations variables, en général une dilution en série de? en 2, suivigkde I"yaseniencement d’ un inoculum

bactérien défini ala surface de la gélose de la boite.

s

La méthode de dilution d'agar (Figure 1c) est pluscéconomi
parce gu’elle a beaucoup d’ avantages : un grand Me sou:he-n

r.nqg des
ilie e fol

contamination est facilement détectée et le

des dilutions des HE, et les incorporer dan

.;@,’ S

RO

),

1.2¢2. Déermination dela Concentration Minimale Bactéricide (CMB) en milieu solide

La CMBcorrespond a la plus faible concentration en HE capable de tuer plus de 99,9 % de
I"inoculumbactérien initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Elle définit I effet bactéricide d'une HE. La
méme gamme de concentration, réalisée par la technique de macrodilution en milieu liquide, est utilisée pour
déterminer laCMI et laCMB del’ HE atester.(Badli et al., 2012)

Des prélevements sont effectués dans le tube témoin et dans chacun des tubes dépourvus de culot bactérien
puis déposés « en strie » sur gélose Muller-Hinton (MH). Les boites ensemencées sont incubées 24 heures a
37°C.La détermination de I’ effet bactériostatique ou bactéricide est réalisée en procédant a un repiquage des
zones d'inhibition formées et ne présentant aucune croissance bactérienne visible sur milieu de culture.S'il y a
croissance bactérienne, I'HE a un effet bactériostatique sur la souche testée, sinon elle présente un effet
bactéricide vis-a-vis de cette souche.(Girardo et al., 1989 ; Oussou et al., 2004)
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Disgue de papier ) .
imbibé d'huile Tapis bacterien

essentizlle /—\
|
|

[ *® ———
Inocul Incubation a 37°C
rocutum pendant 24 heures
bactérien

Boite de Pem
avec gelose
.

a) Principedelaméthode del’ aromatogr

Témain 05 1 2
Concentrations croissantes d'antibiotique

CMI Souche 1 et 4 est > 2ug/ml, Souche 2 est de 2ug/ml, Souche 3 est de 1 pg/mil

c) Détermination desCMI par dilution en milieu gélosé solide
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5. After overnight incubation, check cullures for growth. The MIC is the lowesl concentration of antibiotic that
prevents visible growth. In this example. tha MIC is 84 mg/L.

€) Détermination desCMI par macrodilution en milieu liquide (Turbidimétrie)

Figure 1 : Méhodes de déter mination del’activité antimicrobienne des huiles essentielles (images. Google.fr)
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1.3. Dynamique d’ action des HE par mesur e de la décr oissance bactérienne(Time-killassay)

Cette méthode permet de caractériser I’ activité antibactérienne d’une HE au cours du temps. Elle évalue la
décroissance des bactéries, qui sont soumises a une concentration donnée en HE, sur plusieurs heures.(Viljoen
et al., 2003 ; Guinoiseau, 2010a)

Une suspension microbienne est préparée et standardisée de maniére a ce que sa concentration soit comprise
entre 10° et 5.10° UFC.mL™. Pour cela, I’ absorbance est mesurée au spectrophotométre & 620 nm, gjustée au
standard 0,5 de Mac Farland et diluée au 1/20. Un mL de cet inoculumest déposé dans 9 mL de MHB-Tween
80 (0,01%, v/v) en absence (témoin de croissance) ou en présence d' une concentration en HE correspondant a
la CMI en milieu liquide. Les suspensions ains obtenues contiennent envi ro5 UFC.mL™ et sont

maintenues sous agitation & 37°C. 100 pL de suspension sont prélevés a dlffer

heures) afin de procéder a un dénombrement sur gélose MHA apres une |ncu o

La quantification du nombre de colonies bactériennes sera calculée \
et al., 2010 ; Pietrellaet al., 2011)

1.4. Expérience delyse cellulaire
Cette méthode permet de déterminer une éventuell ion ..u

nm diminue au cours du temps.(Car son et

Cette méthode consiste a suivre la libé

@ atération de la structure et de la perméabilité des
mene de phosphorylation oxydative qui nécessite une
, 2010 ; Guinoiseau et al., 2010a)

isé ver les effets d'une HE au niveau cellulaire. Elle est particulierement

adaptée pour \sdciiser les atérations de la paroi ainsi que la perte du contenu cytoplasmique. Cette méthode a

1.6. Evaluation de I’ activité antifongique

Plusieurs méthodes d’ é&ude de I'activité antifongique des HE sont disponibles, mais puisqu'elles ne se basent
pas sur le méme principe, les résultats peuvent étre profondément influencés par la méthode(Delespaul et al.,
2000 ; Khebri et al., 2012). En général, les méthodes d'évaluation de I’ activité antifongique sont rapides,
moins colteuses et facile aréaliser. L'activité contre les mycetes filamenteux peut étre évaluée par la méthode
de diffusion et de la dilution avec les mémes inconvénients et avantages pour les analyses
antibactériennes.(Wilkinson et Cavanagh, 2005)
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La méthode de diffusion des disques est intensivement employée pour éudier I’ activité antifongique des
substances naturelles et des extraits des plantes. Cette technique est basée sur I’ utilisation des disques comme
réservoirs contenant la solution des substances a examiner (Mohammedi et Atik, 2012). Elle a permis de
mettre en évidence le pouvoir antifongique de I'HE vis-a-vis des souches fongiques. Le test des disques est
limité seulement au criblage de I’ activité antifongique, parce que, la capacité des disques est limitée et les
zones d'inhibition ne permettent pas de faire une comparaison entre les souches testées et elles ne sont pas
représentatives et par conséquent le calcul des diamétres dinhibition n’ est pas exact.

En conséquent, I'évaluation de I'activité antifongique avec cette méthode est insuffisante, il fallait donc

utiliser d’ autres techniques telle que I'incorporation de I'HE directement dans le
al., 2007). Sharma et Tripathi (2008) ont prouvé que |'activité antifongi %Je des étre évaluée par la
méthode de dilution mieux que par la méthode de diffusion, puisque dans ¢ 2talle de la zone
d inhibition dépend de la diffusion des composeés insolubles dans e

€été rapportés par Hammeret al. (2003).
Dans la méthode de dilution d'agar, I’ HE atester est incorporée al'agar ebabarsyn disgque mycélien activement
grandissant (5mm de diametre coupés du périphérique d'u ‘ure de Miours) est inoculé au centre de la

boite de Pétri puis incubées a 25°ct+ 2. La croiﬁr&agale éte apre temps approprié, selon les

caractéristiques de croissance du mycéte, est alors mesutee et corpa. e a hantilfons témoins (Wilkinson

a ridhode de/dity €"seul inconvénient est qu'elle

5 %n?réle se traduit par ' application de la
. 2011). Cet indice se calcule comme suit :
' il ce des boites traités (mm) et le Db le diamétre

Lure st adivie NS huitieme jour.

gue par I"agar de nature hydrophile. (Soyluet al.,2005)

1.7. Méthodes innovantes

Par ailleurs, des méthodes immunologiques, utilisant des anticorps monoclonaux et polyclonaux, ont été
utilisées pour tester des HE comme le dosage immuno-enzymatique sur support solide (ELISA) en
compétition directe et indirecte. Ces méthodes sont rapides et sensibles, mais les résultats ne sont pas toujours

corrélés avec |'activité antimicrobienne. (Guinoiseau, 2010a)
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Chapitre 2 :
Monographie dela plante étudiée : Citronnelle (Cymbopogon citratus)

2.1. Higtoire et origine
Le nom botanique de la citronnelle, Cymbopogon est dérivé des mots grecs kymbe = «nacelle» et pogon =
«barbe»; il seréfére a ses épis en forme de nacelle porteurs de nombreuses fleurs qui font songer a une barbe.

Originaire d'Inde, du Sri Lanka et de tout |’ espace sud-asiatique, la citronnelle aune longue tradition et est

Europe, ou ils étaient trés appréciés par la noblesse européenne.
L e genre Cymbopogon comprend une cinquantaine d’ especes origi 2Nt wertalnes sont depuis
trés longtemps introduites et naturalisées dans tout le monde (Teu .,20U5). La citronnelle ou
verveine des Indes, nommée par |les anglophones « Lemong I1%%e trés commune en Asie du
Sud-Est, d'ou elle est originaire.

C’est a partir de 1820 que la digtillation de I’ HE d’% 2ialelsle]
sur le marché mondial. On cultive cette plante p soihuile, (Ui Ser
reméde.(lserin, 2001)

Son parfum, rappelant I’ odeur du citron,

a des fins commerciales

, d' assaisonnement et de

an )m ante. Cette plante des zones tropicales,
M dagascar. (Teuscher et al., 2005)

pousse aussi en Afrique, Amérique gdu-S

2.2. Botanique et cult

Lacitronnelle est une

parcheminée d'apeine 1 mm de long. (Teuscher et al., 2005)

Elles dégagent une forte odeur de citron quand on les froisse (Pousset, 2004 ; McVicar, 2006). La plante se
termine dans sa partie souterraine par une base renflée comme un oignon mais qui ne correspond pas a un
bulbe (Teuscher et al., 2005). Ce sont des rhizomes supportant un chevelu de radicelle fines et longues, peu
tortueuses a odeur assez faibles et fugace. (Boullard, 2001)

Elle ne fleurit gu'exceptionnellement pour donner naissance a une inflorescence terminale, d'une trentaine de

cm de long, formée d'épis de 6 mm de long. (Gilly, 1997 ; Teuscher et al., 2005)
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Les touffes denses a I'odeur de citron et aux longues feuilles tres étroites ont besoin de suffisamment
d’humidité et d’ un emplacement ensoleillé pour bien pousser. Cette plante aromatique et médicinale ne doit
pas étre exposée a des températures de moins de 13°C en hiver. La citronnelle se multiplie par semis ou par
division des touffes. Elle se récolte en coupant latige a sa base et est utilisée fraiche ou séchée.

Dans le Kerala, dans I’ Inde du Sud, la verveine des Indes orientales est cultivée de maniére extensive pour en

extraire I’ huile de citronnelle trés appréciée en tant gu’ ardme alimentaire.(Pousset, 2004)

2.3. Systématique
Plusieurs noms communs sont attribués a Cymbopogon citratus. Nous citerons

itronnelle, herbe citron,

verveine des Indes, jonc odorant, Lemongrass. La classification botanique %} la plante suivante :

- Régne: plantae \
- Division: Magnoliophyta
- Classe: Liliopsida
- Ordre: Cyperaes

- Famille: poaceae

- Genre: Cymbopogon \
- Espece: Cymbopogon citratus(DC.) % O @

&>

2.4. Plantesvoisines

L e genre Cymbopogon comprend u

w@g‘@a resd’ Asie, dont certaines sont depuis tres

3 ropical du fait de leurs excellentes aptitudes
ciaux de C. citratus sont citronnelle des Indes et

le¥aym citron, appelé aussi citronnelle ;

averveine citronnelle, plante aromatique de lafamille des Verbenaceae ;

lamélisse citronnelle, plante médicinale et aromatique de lafamille des Lamiaceae ;

- l'auronecitronnelle, plante aromatique de la famille des Asteraceae.

2.5. Huile essentielle dela citronnelle

Lacitronnelle, ou citronnelle de I'Inde ou de Madagascar ou de Java, est une plante herbacée tropicale de la
famille des Poaceae (graminées), cultivée pour ses tiges et feuilles aux qualités aromatiques (a godt de citron).
Son HE est obtenue par distillation des feuilles hachées que I'on récolte plusieurs fois par an. Ses parties

utilisées sont généralement lesfeuilles.
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L'HE de citronnelle est obtenue par distillation a la vapeur d’ eau a partir des feuilles et tiges fraiches ou
séches. La matiére fraiche de citronnelle contient de 0.26 4 0.52% d'HE et parfois 0.7% et la matiére seche en
contient 0.4%.(Bar deau, 2009)

2.5.1. Composition chimique:
Les principaux constituants sont le citral dont la teneur varie entre 65 et 86 %, renfermant dans les mémes
proportions du néra et du géranial. Les autres composés majoritaires sont le myrcéne (jusqu'a 20 %), le
camphéne (10 %) et le géraniol (2 a 10 %).Ces composés sont accompagnés d'acétate de géranyle, delinaal,
de néral, de citronellal et de 2-méthylhept-5-en-2-one.(Salle, 1991 ; Akhila, 2010)

<

% went de nombreux
des 2ri&73s Jantioxydantes et qui

Sha cgronndle est le citral qui a des

2.5.2. Propriétés curativesdelacitronnelle.

La citronnelle a de nombreux bienfaits pour la santé et ses propri

composés, huiles, minéraux et vitamines qui sont connus po
peuvent prévenir certaines maladies. Le composant chimiq
fortes propriétés antimicrobiennes et antifongiques.
La citronnelle inhibe donc la croissance microbien
en aidant a prévenir et a guérir les infections bactéri
systéme respiratoire(Baudoux et Zhiri 200

riches en acide folique et vitamines

@ re et revitalise tout le corps, en aidant a soulager les
o les, I’ épuisement nerveux ains que les conditions liées au

Les propriétes cataloguées en aromathérapie de I’ HE du Lemongrass sont : vasodilatatrice, tonique digestive,
anti-inflammatoire et sédative. Elle est indiquée dans les cas d'insuffisance digestive et hépatique, de cellulite,
d artérite et de dystonie neurovégétative (déréglement du systeme nerveux viscéral). Sous forme concentrée,
elle est irritante en usage externe.

En outre, cette HE est antiseptique et anti-infectieuse. Elle posséde également des vertus antifongiques qui
permettent de traiter radicalement certaines mycoses. Elle est notamment présente dans beaucoup de cremes
antimycosiques. (De Billerbeck, 2007)

Elle est aussi connue pour ses propriétés anti-transpirantes. Elle lutte contre la transpiration excessive, ce qui
explique sa présence dans de nombreux déodorants.C’est un anti-inflammatoire reconnu pour soigner les

douleurs articulaires et certains rhumatismes.
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Aussi, I'HE a un effet apaisant sur les nerfs agités et peut soulager plusieurs troubles neurologiques. Elle est

connue pour son effet relaxant et est donc aussi utilisé pour traiter I'insomnie et le stress.

L'HE sert & parfumer les produits d'entretien, les désodorisants, les lessives, les savons liquides, les déodorants
et les gels douches. Dans I'industrie alimentaire, la citronnelle est employée pour aromatiser les pétisseries et
les sucreries ains que les limonades ; elle est en outre utilisée pour I'extraction du citral qui sert notamment
pour I'némisynthese de lavitamine A.(Il Idriss et al., 1993 ; Gilly, 1997 ; Teuscher et al, 2005)

contre les flatulences et la gastro-entérite. Elle est connue pou

permettre al’air compressé a l’intérieur de se déplacer facilemen
les douleurs d’ estomac.(K oh, 2009)
Cependant, les femmes enceintes de moins de 3 ma%iv tiliser E qui pourrait étre néfaste

o ot @@ S
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32



p".:.. vt s N R

|g&setfeunles

*"-“"" Y. %_' =
7N

f e 'l"' i‘ / |'||1'H'.

I'|.'|‘

€) Champsdeculture
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Chapitre 3:
Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale s est étalée sur une période de quatre mois, de mars jusgu’ au Juin 2013.
Les différentes expérimentations microbiologiques que nous avons réalisees ont été faites dans les structures
sanitaires suivantes :
- Unité bactériologie du laboratoire central d'analyses médicales appartenant a |’ Etablissement Publique
Hospitalier (EPH) de Boufarik (Blida).
- Service de microbiologie aimentaire du Laboratoire d' Hygiene de lawilaya lida.
<

Aussi, I’ objectif assigné a cette étude était de tester, in vitro, le pauvai

et antifongique de
I’ essence de Citronnelle sur plusieurs souches, de référence ou i growers |’ application de
plusieurs méthodes microbiologiques. Ce travail fait le point sur la shrique a adopter pour le

screening antimicrobien des essences aromatiques pour un tuellg”udIsatiorysoit comme désinfectant de

I’air, antiseptique pour tissus biologiques, conservateur agr taire outvencore principe actif dans une
préparation pharmaceuti que antimicrobienne. @

3.1. Matérid :
3.1.1. Matériel végetal et huile

L’ huile essentielle de citronnelle (C

Xtrainement a la vapeur d'eau conduit & échelle industrielle

7 de | adl au mois de Juin 2012. En outre, |I'identification
e% ywveau du conservatoire du Jardin d' Essais d' El-Hama
S |’

% naturelle » car n ayant était additionnée ou mélangée a aucun

3.1.2. Souches microbiennes;

L’ activité antibactérienne a été évaluée sur 3 souches de référence ATCC (American Type Culture Collection)
etl7 souches bactériennes(Tableau 2) isolées cliniquement & partir des préevements de malades ayant
contracté différentes infections. Concernant les souches fongiques, nous avons utilise 4 champignons
filamenteux (moisissures) et 9 levures(Tableau 3).Toutes les souches microbiennes ont éé isolées et
identifiées au niveau du laboratoire de bactériologie de I'EPH de Boufarik sauf pour les moisissures qui
proviennent de la mycothégue du laboratoire de Mycologie de la clinique M’hamed Yazid (ex Ferroudja,
Blida).Ces bactéries et champignons ont été conservés et maintenus en vie, par des repiquages continus, sur

des milieux de culture adéquats.
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Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées pour I’ évaluation de I’ activité antimicrobienne de I’ HE.

Nom Origine
Gram-

Escherichia coli (E1) ATCC 25922
Escherichia coli (E2) ECBU
Pseudomonas aeruginosa (P1) ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa(P2) ECBU
Pseudomonas aeruginosa (P3) Pus
Pseudomonas aeruginosa (P4) Hémoculture
Pseudomonas aeruginosa (P5) Crachat
Pseudomonas aeruginosa (P6) LB

Klebsiella pneumoniae (K1)

Klebsiella pneumoniae BLSE (K2)

Proteus mirabilis
Salmonella typhi
Serratia marcescens
Morganella morganii

Pus g

\ Pus de pipd diabétique

Gram®

Staphylococcus aureus (Sa )\
Staphylococcus aureus (

Staphylococcus aur

\%~~c N

s de pied diabétique

—rach|d|en ATCC : souche de référence (ATCC

$ “&’ (aation de I’ activité antimicrobienne de |’ HE.
S
RN

Nem \Q

Origine

NE ﬁ.vugﬁé\\ ~

Candida abbicans (Ca 1)
Candida albicans (Ca 2)
Candida albicans (Ca 3)
Candida albicans (Ca 4)
Candida albicans (Ca 5)
Candida parapsilosis (Cp 1)
Candida parapsilosis (Cp 2)
Candida tropicalis (Ct 1)
Candida tropicalis (Ct 3)

Pus de plaie ouverte
Pus delagorge
Ongle

ECBU

Perte vaginale
Sguame du thorax
Ongle

Liquide biliaire
Ongle

M oisissur es

Aspergillus flavus
Aspergillus terreus
Aspergillus niger
Penicillium sp.

Air del’hépital
Air del’ hépita
Air del’hépital
Air del’ hépita
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3.1.3. Milieux de cultures et agents chimiques:
Suivant les méthodes employées et selon les souches en question, nous avons utilisé des milieux de culture
d’isolement solides, en I’ occurrence la gélose nutritive (GN) ou Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la
gélose Sabouraud additionné de Chloramphénicol (SAB) pour les champignons. Aussi, des milieux de culture
sélectifs ont été utilisés (gélose Chapman pour les Staphylocoques, gélose Hecktoen pour les Entérobactéries
et gélose au sang frais pour les bactéries exigeantes). Tous ces milieux de culture proviennent de I’ Institut
Pasteur d’ Alger (IPA, Alger, Algérie).

Afin de mener une étude comparative du pouvoir antibactérien entre notre échantillon d’ HE et des produits de

références, nous avons utilisé des disgues Antibiotiques (ATB) comme témoins posti

les suivants : Ampicilline (AMP, 10ug), Gentamicine (CN, 10ug),Céfotaxime(C 1g), Erythromycine(E,

Tobramycine (TM, 10ug).
Cependant et concernant les souches fongiques, aucune éude ¢

disponibilité des disques antifongiques.

Les solvants Tween 80 et DMSO (Diméthyle Sulfoxide) &é utilisesypour la dilution de I'HE &fin de
déterminer la CMI. Les deux solvants sont purs chi wt iennent igma-Aldrich (Allemagne).

3.2. Méthodes:

3.2.1. Etudede'activité antimicr

tic@
%ma I"inhibition de la croissance des

quantité'd’'HE. Le disque sera déposé au centre d'une boite Pétri contenant un milieu gélosé préal ablement
ensemencé par une souche microbienne. L'étude du pouvoir antibactérien et antifongique par cette technique
est identique a celui de I'antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement des antibiotiques
(ATB) par des extraits aromatiques.

Dans notre étude, nous avons testé I’ activité antimicrobienne de I’ HE en imprégnant les disques par 3 doses
croissantes a savoir 1goutte (20,5 mg), 2 gouttes (41 mg) ou 3 gouttes (61,5 mg) d'HE par disque, séparément.
Ceci a été fait dans le but d apprécier I'action "dose-dépendante” de I'HE sur la croissance des germes
microbiens. De méme, la suspension microbienne a été standardisée (0.5 McFarland pour les bactéries et 1.5
McFarland pour les champignons) et bien homogénéisée (vortex) avant son ensemencement sur le milieu

gélosé adégquat (MH pour les bactéries et SAB pour les champignons).
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Chague boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans I’ &uve a température adéquate (37°C pendant 24h pour
les bactéries et 25°C pendant 3 ou 5 jours pour les levures et |es moisissures, respectivement).

L’ essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les
bactéries et champignons croissent sur toute la surface de la gélose sauf |a ou €elles rencontrent une
concentration d'essence aromatique suffisante qui inhibe leur croissance.

A la sortie de I’ étuve, I'absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucideautour du
disque et dont le Diametre de la Zone d’ Inhibition (DZI) est mesuré et exprimé en millimetres (mm).Plus le

DZI est grand, plus la souche est sensible a I'HE.Ainsi, la souche microbienne sera classée comme étant

sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis de I’ HE.
Aussi et pour chague souche microbienne, des témoins positifs ont été réaisés
conditions citées précédemment, des disques d' ATB qui vont servir comme €
leur pouvoir antibactérien avec notre échantillon d' HE.A cet effet,

choisis selon la sensibilité de la souche bactérienne, en concertati lech

Nous avons utilisés cette méthode dans le but d’ apprécier lesp
Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui_se
gazeuse sont encore peu nombreux. (Tyagi 19 @oukh

al \
red %@@ement dans la position du disque
[0S {5

La différence entre cette méthode et les

ion des composants volatils des HE a

\%% boite Pétri, renversée pendant la durée de

M ;@ le milieu gélosé. De la méme maniére que

) % tes au disgue. En premier lieu, 1 goutte d’ HE déposée

M amdtre. Dans le 2°™ essai, un disque de 20 mm a été imprégné
N

e de 30 mm a été chargé par 3 gouttes d HE.L e diameétre du

mise al étuve & 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 72h ou 5 jours pour les levures et
les moisissures, respectivement. Il se produit une évaporation des substances qui, en contact avec les
microorgani smes ensemencés sur la gélose, vainhiber leur croissance.

A la sortie de I’ étuve, I absence de la croissance microbienne se traduit par une zone transucide sur la gélose
de contour plus ou moins nette, atendance circulaire.

Une boite de contréle, réalisée pour chaque expérience, est une boite ensemencée dont le disque déposé au
centre de la gélose n'est pas imbibé d’HE. Une autre boite témoin est ensemencée dans les conditions de
I’ expérience, sans disgue. Elle nous renseigne sur I’ homogénéité du tapis microbien. A noter que dans ce test,

aucun témoin positif n'a été utilisé car les ATB ne sont en aucun cas volatils.
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Buoite de Patri Souche microbienne
ensemencee

Souches test Boite de Péti
| - o
] _ Milieu gélosé
Milieu de culture gélosé h‘_&\\\\\\\ﬁ\\\\\\\\\\\\ . “
e T = Couvercle de la
Crpsie ol i Huile essentielle L

Disque imbibe d"HE

Zoned'mhibition

Croissanc e microblenne

Figure 3:Illustration de laméthode de
I’ aromatogramme. (Zaika, 1988)

Les disques imbibés

: Boite de
par les différentes L.
. etri
concentrations d"HE P i
ensemencee

Figure 5: lllustration de la méthode de dilution a partir des disques. (Original, 2013)
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3.2.1.3. Méthode de dilution a partir desdisques:
Cette méthode consiste a mettre en évidence I’ activité antimicrobienne de I’ HE apres une série de dilutions, en
mettant cette derniére en présence des germes (Figure 5). C'est une variante de I’aromatogramme en
imprégnant le disque avec les différentes dilutions en HE.(Prabuseenivasan et al., 2006)
On introduit aseptiquement 0.5 mL de |’ HE al’ aide d’ une pipette stérile dans un tube stérile contenant 0.5 mL
du diluant (DM SO). Cette suspension congtitue la dilution méere (DM) qui correspond donc a la dilution /2 ou

50 %. La DM est mise dans une étuve a 37°C pendant 20 mn avec agitation du tube pour homogénéiser les

deux phases du milieu. Ensuite, nous avons introduit aseptiquement, a |’ aide d’' une pipette Pasteur stérile, 0.5

ensemencé avec la souche microbienne. A noter que dans cett
fongique qui ont présenté une grande sensibilité vis-a-vis de

seront éudiées. Les germes résistants n’ ont pas été inclus da

3.2.1.4. Méthodede diffusion en puits:

C'est une méthode qui assure une diffusion

y verser une solution dHE de concentrtj

circulaire alasurface de lagélose

faciliter Sa ditfusion dans le milieu gélosé.

3.2.1.5. Déermination desCM| par macrodilution en milieu gélose :
La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCL S, 2000) pour évaluer |a sensibilité des bactéries micro-aérophiles aux agents antibactériens.
Elle consiste & ensemencer, par un inoculumstandardisé, une gamme de concentration décroissante en
HEdispersée de fagcon homogéne et stable dans le milieu de culture. Aprés incubation, |’ observation de la
gamme permet d' accéder ala CMI, qui correspond a la plus faible concentration en HE capable d'inhiber la

croissance bactérienne.
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Cette technique, tres fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosol ubles, pose un probléme de
diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une trés faible solubilité dans les milieux de
culture agueux. Ce probléme a été résolu en partie par |’ utilisation d’ un agent dispersant et solubilisant inerte,

en |’ occurrence le DM SO.

La dilution en gélose implique I'incorporation d'un agent antimicrobien dans un milieu gélose a des
concentrations variables, en général une dilution en sé&rie de 2 en 2, suivie de |’ ensemencement d' un inoculum

bactérien défini ala surface de la gélose de la boite.

Une sé&ie de dilution de I'HE est préparée avec un intervalle de concentrations-qui. varie entre 0.25 % (2.5
mg/mL) a 0.0078 % (0.078 mg/mL). La réalisation des dilutions se fait eQn jO tité de 0.1 mL
d'HE a 40 mL de milieu de culture en surfusion (45°C, MH po : BYour les levures),
awdittioh mere (0.25%).Une

en HE qui varie entre 0.25 % (2.5 mg/mL) a0.0078 % (0.07

L’ ensemencement de chagque milieu serafait par touthe al’ ai S
incubées & 37°C pendant 24h pour |es bactéries et & 25°€ pendant |48 20

La lecture des résultats se fait vj

9

microbienne, en comparai

e d' HE). La CMI se définie comme étant la plus

&
%@ a |’apparition d'une éventuelle colonie
petite concentration du (produit p

in
glagealle a% issance n'est visible a I'ceil nue. Le résultat sera

G t pour les souches ayant manifesté une certaine sensibilité

préliminaires.
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Chapitre4:

Résultats et Discussion

4.1. Composition chimique de I’ huile essentielle de Citronnelle :
Les résultats de la composition chimique de I'HE du Citronnelle, accomplie par CG-SM, sont rapportés dans

le tableau 4. Les différents composés ont été listés selon leur temps de rétention.

Tableau 4 : Composition chimique de I'HE de citronnelle (Cyrﬁ%@gon citratus)

Tempsderétention(mn) Composés Concentrati i%)\

S-Ocimene

8.31 Myrcene 23.92 Q
9.74 Limonene : \
10.19 47

10.67
16.22
20.97
22.60
23.69
25.65
30.33

. 133
,5% 0.25
Tt 0174

fde [N
famiNg, lettéral (24.30%). Ce dernier est présent presque avec la méme proportion que le Myrcéne (23.92%).
Deux autres composés (Linalool et Géraniol) sont présents aussi mais avec un taux faible (6.56% et 2.42%)
par rapport aux composés précédemment cités. Les autres molécules sont présentes mais a un taux inférieur a
2%.Sur le plan biochimique, lafamille des aldéhydes, représentée par le Géranial, Néral et Citronellal, reste la
fraction la plus dominante avec un pourcentage supérieur a 53.64%. Les monoterpnes, constitués par Myrcene,
Limonene, Eicosane, et Carene, sont présents a 25.17%.
Aussi, cette HE est composé en majorité par des composes monoterpéniques (87.67%), avec une
prépondérance de composés oxygenés (55.72%) dominés par le Géranial (28.93 %), le Géraniol (2.42 %) et le

Néral (24,3%). Dansle groupe des monoterpenes hydrocarbonés, le Myrcéne représente 23,92% du mélange.
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Etant donné que le Géranial est le composé mgjoritaire, cette HE pourra étre classée « chémotype Gérania ».
L’ échantillon de I'HE de C. citratus étudiée ici est riche en 2 composés, Gérania - Néral, ensemble souvent
dénommé Citral, avec un pourcentage de 53.23%.

Une revue de littérature fait apparaitre que les deux aldéhydes, Néra et Géranial, sont des composés
caractéristiques d’ HE de citronnelle quelle que soit son origine géographique.Ces composés, par exemple, ont
été signalés en quantité importante (39,7 % et 60,3 %, respectivement) dans I'HE de I'espece C. citratus
cultivée en Amérique latine (Brésil). (Cavalcantiet al., 2004)

Des résultats similaires aux nétres ont éé rapportés dans plusieurs publications (Sun Og et al., 2007 ;

Tchoumbougnang et al., 2009 ; M atasyoh et al., 2011) avec des concentrations enEitral qui varient entre 54
2004 ; Kanko et al.,

sdeLitral tres élevé,

et 61%. En revanche, d' autres auteurs ont rapportés des résultats différents (Kobae

2004 ; Kobaet al., 2008), avec un profil chromatographique caractérise

oscillant entre 73% a 77%. &

4.2. Facteursde variabilité de la composition chimique

Des travaux de recherche ont montré que la composition ¢ e aes Hy, est trés fluctuante. En effet, elle

dépend d’'un grand nombre de facteurs d' ordre nat (génétig
technol ogiques (mode de culture ou d’ extracti on).DL;%NU pous 3.
@ che. ﬁf\);ype, |
N -
pratiques culturales.

Pour ce qui est des facteurs péd ' P eaisy ii@sieurs études ont été réalisées. Selon les
périodes (estivale ou hiv a% pNakl %{E est affectée par le climat, les températures
sole!
/s

maximales et minimales] la durée 'Fm% des radiations solaires, la pluviométrie, I’ altitude,

biochimique de son essence et déterminex:

thérapeutiques.Tous ces paramétres étant inf

&>

lanature du sol et son pNGil!

es Wicteurs qui influent sur la composition, I’incidence de I’ état de la matiére premiere. Un stockage de
suffit pour induire des changements sensibles de composition, lesquels peuvent d'ailleurs étre
souhaités.En outre, la labilité des constituants des HE explique que leur composition peut varier selon le
procedé d extraction mis en ceuvre.(Figueiredo et al., 2008 ; Barbosa et al., 2008)
Par ailleurs, au sein d’ une méme espéce, la composition chimique de I’ HE peut étre différente : on parle alors
de races chimiques ou de chémotypes. Il sagit d’un polymorphisme chimique : une espéce peut étre
homogéne au niveau de son caryotype et produire des HE de compositions différentes.(K hanuja et al., 2005)
Toutes ces observations montrent les difficultés que I'on peut rencontrer lors de la préparation et de la
conservation des HE. Aussi, pour assurer la qualité de celles-ci, il est donc nécessaire de définir et de contrdler

tous les paramétres depuis la culture du végéta jusgu'a l'obtention du produit final.



4.3. Activité antibactérienne et antifongique de |’ essence du Lemongrass:

L’ activité antimicrobienne de |'essence de Cymbopogon citratus, effectuée par 5 méthodes différentes
(aromatogramme, microatmosphere, dilution par disque, diffusion a partir de puits et détermination de la CM|
par dilution en milieu gélosé), a é&é réaliste sur des souches microbiennes, de référence ou isolées
cliniquement. Au total, 6 bactéries a Gram+ et 14 a Gram— ainsi que 9 levures et 4 moisissures ont été utilisées
dans cette étude. Les résultats de ce screening sont colligés dans les Tableaux 5, 6 et 7 pour bactéries, levures
et moisissures respectivement. A noter que le diamétre du disgue (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone
d inhibition.

4.3.1. Résultatsdel’ Aromatogramme:
L'HE de Lemongrass présente, in vitro, une bonne activité inhibitrice sur? Ol8S7 $
| SQUKes) 9%t 10). Si on prend
est t actire Jsur  Enterococcussp.,
ureus (Sak; aureus (Sa2), S aureus (Sas),

iametres¥inhibition qui varient entre 18 et

r2 g@emre 28 485 mm pour 3
S ia&@i ont révélé que plusieurs souches

S(Syed et al., 1995; Ahn et al., 1998
ja marcescens(Hammer et al., 1998), de
halchat et al., 1997) sont sensibles a la phase

testées et pratiquement sur toutes les souches fongiques (levures et

en considération les Diamétres des Zones d'Inhibition (DZI)
Saphylococcus epidermidis (Sel), S epidermidis(Se2),

Escherichia coli (E1), E. coli (E2) et Proteus mirabilisavec
50 mm pour un disque imbibé d' 1 goutte d'HE, entfe 20 & 60
gouttes.

Nos résultats obtenus ont été corroborés p

bactériennes, al’ exemple d E. coli(Ogu
El-Kamali et al., 1998), de KI

Proteus mirabilis et de t f
liguide de |’ HE de Citrpiinelle.
: S positifs (

souches Cyim+ ont manifesté une sensibilité vis-a-vis de I’ action inhibitrice de I’HE avec un diamétre qui

e

e Z1 varient selon les espéces mais ne dépassent en aucune

varie entfe 30 et >85 mm d'inhibition aors que certaines bactéries Gram- ont présenté une grande résistance,
notamment les especes de Pseudomonas aeruginosa.En fait ces derniéres possedent une résistance intrinseque
aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de leur paroi bactérienne (Nikaido, 1996 ; Tepe, 2005 ;
Gille, 2010). De ce fait, le mécanisme d action de I'HE est |ié, a la probablement, a la structure de la paroi
bactérienne (Figure 6).Chez les bactéries a Gram+, |e peptidoglycane est trés épais et associé a des protéines
pariétal es exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques et teichoiques). Par contre chez les
bactéries a Gram-, e peptidoglycane est trés fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant un
espace périplasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée
de phosphalipides, de protéines (porines) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique est rempli

d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'ils puissent traverser la membrane cytoplasmique,
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et inactivent les produits chimiques toxiques. La résistance des bactéries a Gram- aux glycopeptides et aux
macrolides est due a l'incapacité de ces molécules de franchir la membrane externe (Le Minor et Véron,
1982 ; Onawunmi et Ongulana, 1986). Cimanga et al. (2002) ont confirmé que les bactéries a Gram+ sont
plus sensibles a I'HE de citronnelle que les bactéries & Gram-. Ceci est en adéquation avec nos résultats, a
I"exception d Escherichia coli et Proteus mirabilis. Malgré leur appartenance au groupe des Gram-, ces 2
bactéries restent tres sensibles al’ action inhibitrice de I’ HE.

Cependant, du fait que les mécanismes d’ action des HE et leur sélectivité envers certaines bactéries restent
jusqu'aprésent mal éucidés, d autres auteurs ont mentionné, dans leurs publications, qu'il N’ existe aucun lien
apparent ni aucune corrélation entre |’ action bactéricide des HE et la nature de |
1988 ; Wilkinson, 2003)

oi bactérienne. (Zaika,

Q/\%
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Figure 6 : Illustration de la différence dans la paroi bactérienne entre Gram+ et Gram-
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Tableau 5 : Activité antimicrobienne de I’HE de Citronnelle par différentes méthodes microbiologiques.

M éthodes antibactériennes

Aromatogramme  Microatmosphere Diffusion CMI
(mm) (mm) de Puits(mm) (mg/r&l_)

Souches bactériennes Origine Quantité d’ HE (goutte/disque) 1/1(HE/DM SO) % DisquesATB

1 2 3 1 2 3 & NeJCiX KF TIC TM CN FA OX E
Gram - -~
Escherichia coli (E1) ATCC 20 26 30 15 35 38 15 X 23 35 23 25
Escherichia coli (E2) ECBU 24 31 35 23 30 45 12 L\ 35 15 25
Pseudomonas aeruginosa (P1) ATCC - - - - - - - nd 18 28 21
P. aeruginosa (P2) ECBU - 12 14 - - - - nd 26 24 23
P. aeruginosa (P3) crachat - - - - - - 20 23 18
P. aeruginosa (P4) LB 1 14 14 - - - - @ 22
P. aeruginosa (P5) Pus - - - - - - net 25 23 24
P. aeruginosa (P6) hémoculture - AN
Klebsiella pneumoniae (K1) ECBU 15 nd 30 27 14 25
K. pneumoniae BLSE (K2) ECBU 11 nd 13 9
Proteus mirabilis Pusplaie 21 1,25 30 21 13 22
Salmonella typhi Hémoculture 13 1,25 32 28 33 17
Morganella morganii Pus diabétique 15 >25 35 33 15
Serratia marcescens Pus pied 13 nd 29 19 30 24
Gram +
Staphylococcus aureus (Sal) ATCC 0,625 33 35 10 27
S aureus (Sa2) Pus oreille 1,25 25 38 31 29
S aureus (Sa3) Hémoculture >0 73 20 0,625 22 35 25
S. epidermidis (Sel) ECBU Q £ 75 40 0 >85 25 1,25 20 40 36
S epidermidis (Se2) LCR 3 76 37 63 >85 20 1,25 35 22
Enterococcus sp. Pus diabétique 30 13 28 42 - 1,25 24 35 20

HE : Huile Essentielle; DMSO : Diméthyle Sulfoxide; mm : Diamétre d’inhibition ; AMP : Ampicilline (10pg), CN : Gentamicine (10pg), CTX : Céfotaxime (30ug), E : Erythromycine
(15ug), FA : Acide Fusidique (10ug), KF : Céfalotine (30ug), OX : Oxacilline (5ug), TIC : Ticarcilline (75ug), TM : Tobramycine (10ug) ; (-) : aucune inhibition ; nd : non déterminé.
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Tableau 6 : Activité anticandidosique de I’HE de Citronnelle par différentes méthodes microbiologiques.

M éthodes antifon@&:es

Aromatogramme (mm) Microatmosphere (mm)/\b\\fQJsion de puits (mm) CMI

Levures Origine Quantité d’ huile essentielle(goutte/disque%\w /@ $1(HE/DM SO) (mg/mL)
1 2 3 1 2 QQ
Candida albicans (Cal) Pusplaie 33 38 80 60 20 1,25
C. albicans (Ca2) Pus de gorge >85 >85 >85 >85 65 0,625
C. albicans (Ca3) Ongle >85 >85 >85 75 55 1,25
C. albicans (Ca4) ECBU 60 >85 >85 55 >8 50 0,625
C. albicans (Cab) PV >85 >85 >85 X 25 >85 0,625
C. tropicalis (Ctl) LB 36 45 >85 22O 50 @ 22 1,25
C. tropicalis (Ct2) Ongle >85 >85 > S) >85 @85 40 0,625
C. parapsilosis (Cpl) Thorax >85 >85 < >85 50 0,625
C. parapsilosis (Cp2) Ongle >85 >8m >85 40 1,25

Tableau 7: Activité antlfon@ X KJJ ar différentes méthodes microbiologiques.

M éthodes antifongiques

Aro?nwﬁr/\\ %r Microatmosphere (mm) Diffusion de puits (mm)
M oisissur es ' '\e/ ﬁuantlﬁi essentielle (goutte/disque) 1/1(HE/DM SO)
N 3 1 2 3
Aspergillus fl \/ | 60 \\\585 >85 60 >85 >85 >85
Aspergillus te Air >85 >85 50 >85 >85 50
Aspergillus niger >85 >85 60 >85 >85 >85
Penicillium sp. >85 >85 >85 >85 >85 >85 65

HE : Huile Essentielle ; DM SO : Diméthyle Sulfoxide ; PV : Prélévement vaginal ; LB : Liquide Biliaire ; ECBU : Examen cytobactériologique des urines.



Par ailleurs, nous avons noté qu'il existe une relation « dose-dépendante » de |’ action antibactérienne de
I"essence de citronnelle (Figure 7). En d autres termes, plus la quantité en HE imprégnée dans le disque
augmente, pluslavaeur delaDZI est grande. Ceci a été vérifié pour toutes les souches bactériennes sauf pour
P. aeruginosa (P 4) ol nous avons noté une certaine stagnation dans la valeur pour 2 et 3 goutes (14 mm). Ces
résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs travaux antérieurs (Tyagi et Mali 2011 ; Tyagi et Malik,
2012). Héas, par manque de moyens, nous nN'avons pas pu rédiser des répétitions pour confirmer la
significativité de différence entre les doses en HE sur le plan statistique (Anayse des variances ANOVA).

C'est le casaussi pour les différences entre les bactéries a Gram+ et a Gram-.

Concernant I’ activité antifongique de la phase liquide de I’ HE sur les levur ~ ghons filamenteux
\IESriop sur la croissance

qu2 a donné des valeurs

de DZI oscillant entre 33 et 85 mm pour les levures, et entr I 1S MOi'Si SSUres.

I” essence de citronnelle peut étre considéré

2SO\ 0
' éventuelle utilisation contre
Nt

AP Jures en

disques d antifongique de référence, nol e %@ étude comparative entre les témoins

positifs et notre échantillon o HE. % %
& k@

les infections fongiques parait pleinement |

En outre, nous avons npté que Irstas D sont largement supérieures a ceux des bactéries. En
éritns Ele @ est douée d'une activité « bactériostatique » ou nous
g dgg qu’elle est « fongicide » sur les souches mycéliennes. De la

e une action antifongique « dose-dépendante » pour toutes les

gires aux noétres ont été rapportés par plusieurs études. Pour |brahim (1992), I'HE de
leextraite par hydrodistillation a partir des feuilles, a présenté une activité antimicrobienne efficace
lors d'un screening contre 42 micro-organismes (20 bactéries, 7 levures et 15 champignons). Dans le méme
sillage, Sookkhee et al. (2003)rapportent que I'HE de C. citratus a présenté I’ activité anticandidosique la plus
marquée parmi les 18 HE des plantes médicinal es thailandai ses testées.

En analysant I'action antifongique des HE sur Candida albicans, d' autres auteurs (Syed et al., 1995 ;
Chalchat et al., 1997 ; Hammer et al., 1999) ontconfirmé que I’ huile de citronnelle est douée d' une activité
fongicidee. De méme, e€elle a inhibé la croissance d Aspergillus niger(Joarder et Khatun,
1982)etd’ A.flavus(Mishra et Dubey, 1994). Ces données paraissent en totale adéquation avec les résultats que

nous avons obtenus.
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Le mécanisme d' action des HE sur les souches fongiques n’a pas été totalement élucidé. Cependant, certaines
études soulignent que I’ 'action antifongique de ces substances aromatiques est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc lamort de lalevure (Cox et al., 2000). En effet, les composés terpéniques des HE, et
plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les adéhydes, réagissent avec les
enzymes membranaires et dégradent |a membrane plasmique des levures. (Knobloch, 1989)

Suppakul et al. (2003)ont suggéré que I’ activité antifongique des HE, peut se faire selon deux mécanismes

différents : certaines constituants provoquent la fuite des électrolytes et |’ épuisement des acides aminés et des

sucres aors que d autres peuvent étre insérés dans les lipides membranaires ce quuisait aune perte des
fonctions membranaires.D’ aprés les observations de Soylu et al. (2005), | de iculumvulgare a
(]

entrainé des détériorations de la morphologie des thalles ; ils ont observé

I'intérieur de la paroi cellulaire. Dans beaucoup des cas, les cellules
un cytoplasme épuisé des organelles. Des observations similai
Zambonelli et al. (1996) et Fiori et al. (2000).En outre, I’ agtivité antifon

liée a l'interférence des composants de I'essence dans des ions enzyiaatiques de lasynthése de la paroi

eles HE pourrait également étre

cellulaire, qui affecte la croissance fongique (Car al., 2 sugg ont é&é déja rapportées par

es cellules fongiques en

Bang et al. (2000). Ils ont étudié I'inhibition des enzyries syn héi '
examinant les effets inhibiteurs de I’ HE sur % Resur la t éase. Chalchat et al. (1997)
Nz

signalent que les HE endommagent une série W moisissures, affectant, de ce fait,

la synthése et la production énergétique

Le mécanisme d’ action des comp

I'inhibition des enzym con .o t SH dans leur site actif (Celimene et
al.,1999).Plusieurs rs, not Qit CH aI (2001), Mares et al. (2004), Rai et Mares
(2004) ; Rasooli~et Abyaneh/20D4) ét"SharNna path (2007), ont constaté que les HE peuvent causer

arnQ insuffisance de sporulation, la perte de pigmentation, le

déformation des hyphes.

monted uriddrorte activité antifongique(L ee et al., 2008).Un mélange naturel de Géranial et de Néra (citra), a
été signdlé pour son activité antifongique (Onawunmi, 1988). Aussi, le Géraniol, un monoterpénol, a été
marqué pour son activité antifongique avérée a cause de son mode d’ action a améliorer le taux de fuite de
potassium dans les cdlules(Bard et al., 1988).Pour le Myrcene, une molécule terpénique, son activité
antifongique n’'a pas été décelée (Pattnaik, 1997 ; Skaltsa et al., 2003) mais sa présence dans la composition

chimique renforce I’ effet du citral. (Onawunmi et al., 1984)

Une étude similaire & la nétre (Koba et al., 2003), publiée dans le Journal de Mycologie Médicale, dirigée par
une équipe Togolaise en collaboration avec des laboratoires Européens, a été menée sur les HE de plusieurs

variété de Cymbopogon, y compris la citronnelle, et ce pour asseoir leur activité antifongique. Les auteurs
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dudit travail, et au vu des résultats obtenus, recommandent I’ essence de C. citratuset celle de C. narduscomme
principes actifs dans des formulations (cremes, Iations, etc.) contre les mycoses superficielles.

Les résultats que nous avons obtenus sont tres prometteurs pour I’ utilisation de la fragrance de citronnelle
comme principe actif dans des préparations gal éniques a visée thérapeutique et pour lutter contre les infections
microbienne et fongique.En général, une substance peut étre considérée comme un bon agentantimicrobienin
vivo lorsqu’ elle elle agit & de faibles concentrations in vitro car il y a un risquede confrontation aux problémes
de toxicité in vivo. Les résultats que nous avons obtenus invitro sont trés encourageants pour tester |’ activité

de cette essence in vivo.
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Figure 8: DZI de quelques levures et moisissures en aromatogramme.
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Boite Pétri

Zone d'inhibition

Disque imbibé d'HE

Ensemencement des bactéries

NP

e ,_..m\ \})
e AT

X

E. coli (E2) (2 gouttes) Proteus mirabilis(3gouttes)

Figure 9: Effet antibactérien de I’HE en aromatogramme.(Original, 2013)
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Aspergillus flavus (2gouttes) Penicillium sp. (3gouttes)

Figure 10: Effet antifongique de I'HE en aromatogramme.(Original, 2013)
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4.3.2. Résultats de microatmosphére :
Afin d évaluer I’ activité antimicrobienne de la phase vapeur de I'HE, nous avons utilisé la technique de la
microatmospheére avec trois doses croissantes différentes (1,2 et 3 gouttes d' HE par disque). Les résultats de

cette étude sont rapportés dans le Tableau 5.

A la lecture de ces résultats, il apparait clairement que I'action inhibitrice de la phase vapeur
(Microatmosphere) est différente a celle de la phase liquide (Aromatogramme).En effet et comme en

aromatogramme, certaines bactéries ont manifesté une grande résistance al’ action inhibitrice de I’'HE. C'est le

cas notamment pour |es souches de P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Serral rcescens. En effet, P.

aeruginosa a la réputation d'étre trés résistante a toutes sortes d’ agentsantimje

<

général. Cela est probablement d0 a la capacité qu’a la bactérie a de for y

letraitement de telles bactéries nécessite des concentrations considé 5& cigbiens. (Fleurette

et antibiotiques en

et al., 1995)

Une grande différence a été soulignée & NC Nt
screening antimicrobien ont été obt S prom+ %
Les différentes souches & ; FELD \%~ Sa3), S epidermidis (Sel et Se2), Proteus

mirabilis ainsi que Sal )ss%} eries les plus sensibles a la phase vapeur de |’ HE
avec desDZI i s pour un disque imbibé d’ 1 goutte d' HE, 30 & 70 mm

statistiquet epétition non réalisées).

Nous avons signalé que pour la dose d’ une goutte d’ HE par disque, S. aureus (Sal) apparait laplus sensible
alaphase vapeur de I’ HE avec un diamétre d’inhibition de 50mm. Par conséquent, cette vapeur a une action
bactériostatique majeure sur cette souche comparativement aux disques d'ATB, utilisés comme témoins

positifs, et qui n’ont donné que des diametres moyens d’inhibition (< 30 mm pour CN, FA et OX).

Le pouvoir antimicrobien de la phase gazeuse des essences aromatiques n’ est pas surprenant du moment que
plusieurs travaux ont été publiés en ce sens mais la littérature scientifique reste peu prolixe (Tyagi et Malik,
2011 ; Boukhatem et al, 2013ab). Al heure actuelle, nous pouvons affirmer, sans conteste, qu'il existe des

centaines de publications et autres conférences publiées et qui mettent en évidence le potentiel
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antimicrobiens des extraits végétaux aromatiques en aromatogramme. Cependant, ce nombre ne dépasse pas,
au mieux, une vingtaine d' articles de recherche ou revues de synthese (review) qui mettent en exergue I’ effet

bactériostatique de ces produits volatils en microatmosphere.

Concernant |’ activité inhibitrice d’ HE sur les souches fongiques utilisées (levures et moisissures), nous avons
remarqué une sensibilité magjeure a la phase vapeur de I'HE avec des diamétres d’ inhibition impressionnants
qui varient entre 27 &85 mm pour les différentes doses utilisées (Figure 14). En plus, I’ essence de citronnelle
s pas a la dose de 1

de’ 85 mm. Par ailleurs et

e wam
N SK

pourra étre considérée comme fongicide aux doses de 2 et 3 gouttes d’ HE/disq

goutte car les valeurs de DZI obtenues, certes trés élevées, mais restent au-dess
plus impressionnant encore, les isolats fongiques de C. albicans (Ca2) et ont été inhibés
totalement et ce pour les 3 doses utilisées.

Une autre remarque simpose, I'HE a exhibé,comme dans des

dépendante » pour toutes les souches mycéliennes. (Figure 12

En ce qui concerne I’ activité antifongique des HE, i(>apparait g

synergique entre les différents composés de I'HE. effety Iz

eavant)augmenter |’ activité antifongique.
1-,“ Ble important dans I'inhibition des

ol salv:
% e cellulaire des microorganismes. Cette action

j o % e leur solubilisation dans la membrane cellulaire.
Cette hypothése a été confirmé b % de indienne(Tyagi et Malik, 2010)publiée dans BMC

LI@ déformation de celle-ci a été notée pour le germe de

scouke Y apres) esr ce screening, que les HE, éant volatiles, pourront ére utilisées en tant

g ‘ &Gtion pour le controle de I hygiéne de I’ air des systémes de climatisation, notamment dans

le rdspitalier, entrainant un effet bénéfique au niveau de la qualité deI’air.C’ est un procédé permettant
d

e réparidre un brouillard (microgouttelettes d'HE) de molécules actives potentiellement antibactériennes,

antivirales et immunostimulantes.Bien conduite, la diffusion atmosphérique devient un procédé idéa visant &
la protection et ala prévention contre les infections nosocomiales et les pathologies hivernales (De Biller beck
et al., 2002). Rappelons pour mémoire que, ancétres des CLIN hospitaliers modernes (Comité de Lutte contre
les Infections Nosocomiales), dés le 16°™ siécle et jusqu'a la fin du 19°™ siécle, ce sont médecins, «
parffumeurs et fumigateurs » qui sont chargés de la désinfection des locaux et de I'hygiéne
hospitaliere(Druilles et al.,1995).En plus de leurs actions bactéricides et fongicides, les HE ont la particul arité

d' avoir des effets psychophysiologiques. (Tisserand, 1988 ; Goeb, 1995)
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Une étude décrite précédemment (Pibiri et al., 2006) montre une activité bactéricide et fongicide de certaines
HE sur les microorganismes de | air ambiant. Ces résultats suggerent une possible utilisation de ses propriétés
pour le traitement des ambiances en milieux hospitalier. Il faut cependant considérer ces données avec
prudence car ce sont des résultats obtenus en laboratoire (bioréacteur de 7 litres) et I application en conditions
réelles soulévent de nombreuses interrogations. De plus, I’étude de Su et al., (2007), montre que I’ efficacité
microbicide est imitéedans le temps. Les dispositifs d’ évaporation sont également susceptibles d’ entrainer la
formation de composés potentiellement toxiques pour I’'Homme. 1l est donc nécessaire d' obtenir plus de

données sur ces différents aspects.

Une étude récente (Doran et al., 2009) atesté I’ activité de la phase vapeur de |’ ¢

Ovtesiss bactéries, mais

les germes microbiens de S aureus résistant ala Méthicilline (SARM). Les rés ?
gue la vapeur de I’HE a exhibé une certaine activité inhibitrice sur

gu'elle est variable et dépendante du temps d’ exposition. De pltis; “9e3tnt été inhibées in vitro

(Acinetobacter baumannii, Clostridium difficile et Enterocogeus faeciuméaesSisteat ala’Vancomycine).
Une étude japonaise (Abe et al., 2003), publiée dans le Joumais agMycologie Médicale, a démontré

que I'essence de Citronnelle ains gque son compos$&. majorit citral) 1é de facon significative la
croissance mycélienne de Candida albicans. Ils ont démontré queles ﬂd@i lavapeur réside dansla

déformation morphologique et la rupture I ru@cellul (Fe& X Cellule. Par conséquent, ces
atérations réduisent I’ aptitude d’ adhérenc I iqueset dexglg réduction de leur virulence.

&*
i adations du patrimoine dans les musées, les
N u.s@'@%a preuve irréfutable de I'action des HE de
L

araill . Cette étude arévéle l'influence de I'HE et de ses
a ologie d'Aspergillus niger. La croissance du mycélium

Sur un autre plan, orienté plus p
résultats du travail de {

Cymbopogon nardu

Dans un’autre registre et pour ce qui est de I’industrie agro-alimentaire et précisement |’ usage des produits
naturels comme conservateurs alimentaires, en substitution aux additifs chimiques, Tyagi et Malik (2011)
recommandent |” exploitation de cette phase vapeur des HE. En effet, en phase liquide, I' HE est gjoutée, dans
les denrées dimentaires, a une grande concentration pour obtenir |'effet escompté (a savoir la bonne
conservation de I’aliment) mais cela sera fait au détriment des propriétés organoleptiques des denréesqui
vont étre modifiées voire altérées. Pour y remédier a ce probléme, lesdits auteurs préconisent I’ usage de I’ HE
en phase vapeur car une tres faible quantité de celle-cipermettrad’ avoir I’ effet recherchée. A titre d exemple,
ils recommandent I’ incorporation des HE dans |’ emballage et le packaging des aliments. Et puisque I' HE est

volatile, donc elle va inhiber et diminer tout contamination bactérienne et fongique sans le moindre contact
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avec aliment ce qui permet de conserver, au méme temps, ses propriétés organoleptique et sensorielle. Cette

constatation a été confirmée par une étude récente.(Boukhatem et al., 2013a)
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Figure 12: DZI de quelqgues levures et moisissures en Microatmosphére
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Figure 13: Effet antibactérien de I’ HE en microatmosphére. (Original, 2013)
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Aspergillus flavus (1 goutte) Penicillium sp. (1goutte)

Figure 14: Effet antifongique de I’HE en microatmosphére. (Original, 2013)
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4.3.3. Etude comparative : Aromatogramme versus Microatmospheére:

Au cours de notre travail et de la lecture comparative (Figure 15) entre les résultats obtenus par les deux
méthodes, aromatogramme et microatmosphere, il apparait clairement que cette derniére technique a présenté
une action inhibitrice |égerement supérieure a celle de |I'aromatogramme, en particulier avec les bactéries a
Gram+ du groupe Staphylococcus. En effet, I'inhibition de la croissance bactérienne a été totale pour ces
derniéres en phase vapeur alors qu’elle n’est que partielle en phase liquide, ne dépassant, dans les meilleurs
des cas, 76 mm sauf pour S. aureus (Sa3).

Aussi et avec les bactéries a Gram-, la différence notée est flagrante pour les souches de Proteus mirabilis et

Salmonella typhi. A titre d'exemple et pour la souche de Salmonella typhi, noussavons obtenu des DZI de

I’ordre de 25, 35 et 42 mm en microatmosphére et qui sont le do%)le comp ement a celles de
I’ aromatogramme ou les valeurs sont de 13, 14 et 23 mm pour 1, 2 et 3 goultt ivement
D’un autre coté et en ce qui concerne les champignons, aucune diffékence notade N peut étre dégagée pour
les différentes souches fongiques étudiées sauf pour C. albicans (Cal) SuNes'DZ1 en microatmosphere sont
largement supérieurs a ceux de I’ aromatogramme pour les 3 utilisées.

En somme, en se basant sur les résultats de c&%echniq Jes, ! aetivité antimicrobienne de I'HE du

Dans tous les cas, cette action inhibitrice de

DO I . 58 r
S t;,\. LIS
@ microatmosphere, il a éé constaté que, avec certains
|

'.'.ng plus active que la phase liquide. Ceci peut s expliquer par

hs)obtenus avec I'HE, atteignant parfois les 85

ent mal en gélose du fait de leur non miscibilité, donc un contact

Actuellement, une équipe au Japon travaille sur |’ activité HE en phase gazeuse (Abe et al., 2002 ; | nouyeet
al., 2003a; Inouye et al., 2003b). Leur dispositif expérimental permet d’ effectuer des prélévements dans des
boites test étanches de 1.3 litres afin de déterminer les concentrations en HE. Selon leurs résultats, les valeurs
des doses minimales inhibitrices (MID) des HE en phase gazeuses sont plus faibles que les concentrations
minimales inhibitrices (MIC) en phase liquide. La bioactivité des HE est plus importante en phase gazeuse
gu’ en phase liquide, en particulier sur les champignons filamenteux et sur les bactéries a Gram négatif. Ceci
est en accord avec la sensibilité des germes aux HE.

Pour y dégager de plus amples renseignements, il serait préférablement d’ approfondir ses essais avec d autres

HE en utilisant la technique de microatmosphére.
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4.3.4. Activité antimicrobienne d’HE du Crtranhelieseds diiutions ayastiT des disques :
i 5 A

L es souches bactérienne et fongique qui ie 0 and siilité al’ action inhibitrice de I’ HE du

‘

ZINont pas été inclus dans notre recherche.

de dilution sur milieu gélosé a partir des

nf 4 es dans le Tableau 8. A noter que toutes les

VANt toutes présentées des valeurs de DZI importantes.
pEN&tre” incluses par manque de réactif (quantité de DMSO

-

antiivicrobienne de I'HE, en particulier pour la dilution 50%. En revanche, les valeurs du DZI
diminuent d'une fagon importante pour les dilutions 25 et 12.5% pour les isolats bactériens. A titre
d exemple, les DZI diminuent par moitié pour le cas de S. aureus (Sal et Sa3), ce qui est tout a fait logique.
Pour les Gram-, I'HE s'est avérée inefficace a la dilution 12.5% puisque les DZI obtenus sont les plus
faibles, ne dépassant pas 10 mm.

Pour les levures par contre, et malgré une dilution de 12.5%, certaines souches ont été inhibées d’ une fagon
importante avec des DZI de I'ordre de 24 et 21 mm pour C. albicans(Cal) et C. albicans (Ca2),
respectivement. Ceci dénote, une fois de plus, la puissance de I'action antifongique de I’ essence de

citronnelle.
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Tableau 8 : Diamétre d’inhibition (mm) des germes vis-a-vis de |’ HE par dilution.

Dilutions (%)

Souches microbiennes 50 25 12,5

Bactéries a Gram -

Escherichia coli (E1) 13 10
Escherichia coli (E2) 17 10
Proteus mirabilis 13 10 10
Salmonella typhi 12 10 -
Morganella morganii 13 10 \}fx
Bactéries a Gram+
Wy
9

S. aureus (Sal) 50
S. aureus (Sa2) 20
S. aureus (Sa3) 40 15 13
S. epidermidis (Sel) 24 10 8
S. epidermidis (Se2) 43 7 12

Enterococcus sp. %((\\ 7

Levures \&/ S (@\)}

C. albicans (Cal VN\\;BD AN) 11
. albicans (Ca) 2 @% 24

C

C @ 21 21

C. 18 12

C 20 11

C 15 11
20 18
18 15
11 10

p in méthodologique e du faite de la toxicité (irritation cutanée, dermocaustique ou
photoserisibilisation) de certaines HE, leur utilisation thérapeutique a I’ état pure n’est plus recommandés. |l
sera utile, dans ce cas, de les utiliser en petites quantité ou, mieux encore, en dilution dans un excipient.
C'est laraison pour laguelle nous avons utilisé cette technique afin d’ appreécier |’ efficacité antimicrobienne

des HE avec les différentes dilutions.
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Figure 16: Effet antimicrobien de I’ HE par dilution sur disques. (Originale, 2013)
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M éthodes de dispersion

Du fait de I'insolubilité des constituants des HE dans I’ eau, des agents dispersants de nature différente ont été
utilisés : des solvants tel |’ éthanol, ou des émulsionnants tel le tween 80(Burt, 2004). Remmal et al. (1993a)
ont montré dans un travail sur I’ activité antimicrobienne des HE que I’ éhanol, |e tween 20 et 80 avaient tous
un effet dépréciateur de I’ activité antimicrobienne des HE, déterminée en milieu solide par rapport a I’ agar-
agar utilisé & 0.2%. A cette concentration, elle donne au milieu une viscosité capable d empécher les
congtituants des HE de se réassocier aprés agitation. La comparaison des résultats obtenus montre que
I’ éthanol et les détergents exercent une inhibition de I’ activité antifongique des HE étudi ées.

Au cours d'une étude préliminaire sur I activité antimicrobienne des solvants, nons remarqué que le

Tween 80, I’ éthanol a 95° et le merystate d’isopropyle sont doués d' une certaine

activi tériostatique vis-
i t denc il a éé retenu

P

&vis d’'une minorité de dermes microbien. Seul le DMSO est dénudé de to
dans notre étude pour I’ évaluation des CMI. Les autres n’ ont pas été
Notre choix pour le DMSO a été judicieux du moment que la migjorité.des ableau 9) I’ ont retenues

pour y solubiliser et disperser les huiles aromatiques lipophites.

Tableau 9 : principaux agents disperwi “aeur les (inAkhila, 2010)

@\
Agent dispersant  Concentration Germeit\ggé\v .‘@hoded’@mw Références

DM SO 0.2% (V/v) @Wcr adilutionsgilieuliquide  Ohno et al. (2003)
DM SO 1% (VIv) X Piutionh Ariftieu gélosé Inouye et al. (2001)
DM SO 10% (v/v) % partir des disques Prabuseenivasan
@ et al. (2006)
Tween 20 0.001%% (v/v) crodilution en milieu liquide  Devkatte et al. (2005)
Tween 20 5%\(W/V) % Dilution en milieu gélosé Hammer et al. (1999)
Tween 80 1% ( Facteriest\exures  Dilution en milieu gélosé Jirovetz et al. (2007)
\ ©
od :dedif apartir d’'un puits:

gue/sg difrusion de I’ HE a partir de puits n’est qu’ une variante de la méthode de I’ aromatogramme.

L’ écha

échantillon diffuse a travers toute I’ épaisseur du milieu de culture et non pas uniquement en surface, comme

Ilu a tester est déposé dans des puits circulaires creusés dans le milieu gélosé. De ce fait, cet

C'est le cas de I’ aromatogramme. Les résultats de cette analyse sont représentés dans les Tableaux 5, 6 et 7.
Et afin d’ obtenir une meilleure diffusion atravers la gélose, I'HE de citronnelle qui est de nature lipophile a
€été additionnée avec un solvant inerte (DM SO) pour une meilleure pénétration. Le rapport HE/DM SO était
de V1 (v/v). De plus, le témoin négatif (disgue imbibé avec DMSO) n'a manifesté aucune activité
antimicrobienne sur toutes les souches étudiées. Ceci démontre, si besoin est, son inertie biologique et qu'il
est I"un des meilleurs solvants pour ce genre de méthodologie.

A la lecture des résultats obtenus, nous remarquons que les valeurs des DZI sont en accord avec ceux de

I" aromatogramme et de microatmosphére.
64



L es bactéries a Gram+ ont manifesté la plus grande sensibilité comparativement aux Gram-. Les DZ| varient
entre 20 et 25 mm pour les Gram+ mais restent cependant inférieurs a ceux des autres méthodes citées
ultérieurement (Figure 17). En ce qui concerne les souches & Gram-, les DZI sont peu reluisants, ne
dépassant, dans les meilleurs des cas 18 mm. Les mémes constations faites précédemment ont été confirmées

lors de ce test avec une résistance total e des souches de Pseudomonas aer uginosa.

Concernant les isolats fongiques (levures et moisissures), les DZI obtenus sont largement supérieurs & ceux

des souches bactériennes certes, mais demeurent en deca de ceux obtenus avec les liquide et vapeur.
Ceci est vrai pour toutes les souches sauf pour C. albicans (Cab), Aspergillus flavu ergillus nigerou
une inhibition totale a été rapportée pour ces 3 souches. © %

La méthode des puits est une nouvelle technique utilisée pour I%'&c HE ou d’une fagon
générale, les substances hydrophobes dans des milieux solides. A la lectarededa bitiiographie, il en ressort
gue latechnigue de diffusion a partir de puits est tres peu do tée. En ¢ffet rares sont les recherches qui

lui ont y été consacrée. (Tyagi et Malik, 2011)

Concernant les diluants ou dispersants utilisés dans le casdes HE blizsau
d ants org
1€ comme B

és (Tween 80, DM SO,

Merystate d'isopropyle, Ethanol 95°, Ether Usieurs études ont confirmé

gque le DMSO reste le diluant le plus appr agent pour la dilution des HE)

car il ne présent aucune interaction av sy . o%i ste) ¢’ est-a-dire un solvant neutre.

(Gachkar et al., 2007) % %
En regle générale et quelque s%rsdo@ (aromatogramme, microatmosphére ou diffusion a

partir d'un ), il appart

; w@ ngique de I’ essence de citronnelle est toujours marquée.

Cependal

diffushan a@artir de puits demeure en retard en terme d’ efficacité des résultats par rapport aux deux autres,
sauf pour 3 bactéries & Gram-. A notre points de vue, ces mauvais résultats pouvent étre expliquer par la
faible diffusion des HE dans le milieu gélosé malgré |’ usage d’ un dispersant reconnu ou encore |’ utilisation
d’un rapport HE/DM SO non adéquat. Notre choix s est porté sur un rapport 1/1 mais avec d autres rapports
(en augmentant surtout la quantité de DM SO), les résultats seront, probablement, bien meilleurs. Ceci a été
confirmé dans une étude antérieure avec I’ essence de géranium rosat ou les autreurs de cette étude ont
rapporté que plus la quantité en DM SO est grande, plus les DZI seront importants. Pour atteindre une grande
partie du milieu gélosé et étre en contact avec le germe ensemencs, il faut une quantité en solvant suffisante
a méme d entrainer I'extrait aromatique lipophile dans un milieu hydrophile. 1l convient donc, pour les

études ultérieures, d' utiliser un rapport HE/DM SO inférieur a1 (1/2, 1/4 ou encore 1/8).
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C. albicans (Ca4)

Penicillium sp

Aspergillus flavus

Figure 17: Effet antimicrobien de I’HE en micropuit. (Original, 2013)
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4.3.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La détermination des CM1 a été accomplie uniquement pour les germes microbien ayant montré une grande
sensibilité vis-a-vis de I’ action antimicrobienne de I'HE (Figures 19 et 20). Les germes résistants n’ ont pas
été inclus dans notre recherche.

Du fait de la non miscibilité des HE dans la gélose, I'incorporation d’ un dispersant (DM SO) a été nécessaire
pour une bonne diffusion de I'HE a travers le milieu gélosé. De méme, nos différents essais antérieurs ont
révélé que ce solvant n’ exerce aucune inhibition sur la croissance des germes testés. Par ailleurs, la gamme de
dilutions en HE utilisée, lors de cette étude, varient entre 2,5 & 0.078 mg/mL .Les résultats de cette analyse sont
rapportés dans les tableaux 5 et 6 pour les bactéries et les levures, respectivexpent. En revanche, les

moisissures, bien qu’ elles soient sensibles n’ont pas été étudiée car elles nécessiter pproche totalement

sont les plus sensibles avec des valeurs de CMI qui oscillent 0.625 et},25mg/mL. Loin d étre exhaustif,

Staphylococcus aureus (Sal) et S. aureus (Sa3) onKprésentée | plus f 0.625 mg/mL). Les autres
souches bactériennes ont présenté une CMI de 1.25 mL a\l’ s septi coli (25 mg/mL) et de

Morganella morganii (> 2,5 mg/mL).

<
Les levures ont montré une grande sensibili ndopogesityatus. Une concentration de 0.625
mg/mL d'HE était suffisante pour inhi

il &az, Ca4 et Cab), C. tropicalis (Ct
2), C. parapsilosis (Cp 1 et Cp2). % %
Plusieurs études, de part du &om ate % ur évaluer les activités biologiques de I'HE de
COY IPOSES Mey % wunmi et al., 1984 ; Bassole et al., 2011 ; Singh et
, H

sUlxSole <9 gigue que, cette huile a éé classée dans la catégorie des

7 agh et al., 2011)
&t que I'HE de Citronnelle ainsi que son composé magjoritaire (citral) sont plus actifs sur E. coli

avec des’CMI qui varient entre 1 & 5ul/ml et 0,001pl/ml, respectivement.

En revanche, nos résultats semblent étre totalement en désaccord avec ceux abtenus par |’ étude de Hammer et
al. (1999). Ces derniers ont rapporté que, parmi les 52 HE testées, celle de Citronnelle est 1a plus active sur
Pseudomonas aeruginosa. Par conséquent, il est difficile, voire problématique, de faire des comparaisons
entre les valeurs des CMI de différentes publications. Primo, la composition chimique de I'huile varie
considérablement, en quantité et en qualité, entre les différents travaux et, secondant, les méthodes utilisées
pour asseoir cette activité in-vitro et le choix des microorganismes étudiés (phénotype et sérovare) difféerent

d'une étude a une autre.
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Les interactions entre les agents émulsifiants et dissolvants (Tween 80 et DM SO), et les constituants des HE
représentent un facteur important pour la mesure de leur activité antimicrobienne car elles peuvent diminuer
I activité antimicrobienne.

La matiére organique du milieu de culture est susceptible de réduire I'efficacité d'un agent antibactérien en se
combinant avec lui pour former des composés inactifs, en I'adsorbant et en diminuant sa concentration, ou en
le précipitant et en I'éliminant purement. Aing, |'activité antibactérienne peut dépendre de la composition du
milieu de culture. (Burt, 2004)

La plupart des méthodes utilisées ont été critiquées par plusieurs auteurs. Ces cr

discordance observée dans les résultats obtenus concernant |’ éude de la zone—dlinkiition et I’ éude de

sont pas définies de fagon précise et universelle, les auteurs ont
(Tableau 10). Ces concentrations peuvent étre exprimees en
Billerbeck et al., 2002) ou en % (vol/vol) (Hammer et al;1999), ce sueryl la comparaison des résultats

entre eux difficile.

Xin Akhila, 2010)

Tableau 10 :Résultats des CMI de cit%de pl nglr: .

O

Souches microbiennes CMI \%@a fée)@ Notre étude (2013)
Enterococcus faecalis 0, 12%\6//@\ |..:§§}3§5 0,125% (V/v)
E. coli 06% (1 :Ia@@%.,(mm 0,25% (v/v)

al., (2001) 0,125% (ATCC) (VIv)

SOE% (Vs n
5% WiV

K. pneumonjae \armmer et al.,(1999) Résistante
>
P.a 1 \ Hammer et al., (1999) Résistante
, V) Kalemba et Kunicka (2003)
nel P 0,25% (v/v) Hammer et al., (1999) 0,125% (v/v)
0,8% (v/v) Kalemba et Kunicka (2003)
1,6%ypl/ml Oussalah et al (2007)
Serratia marcescens 0,25% (v/v) Hammer et al., (1999) Résistante
S. aureus 0,06% (v/v) Hammer et al., (1999) 0,0625% (ATCC) (v/v)
0,1% (v/v) Inouye et al., (2001) 0,125% (v/v)
0, 3% (v/v) Kalemba et Kunicka (2003)  0,0625% (v/v)
C. albicans 0,06% (v/v) Hammer et al., (1999) 0,0625% (Vv/v)
322ug/ml Devkatteet al., (2005) 0,125% (v/v)
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Le mode d action des HE sur les cellules bactériennes n’ est pas clairement élucidé (Burt, 2004). Compte-tenu
de la diversité des molécules présentes dans les huiles, |'activité antibactérienne semble résulter d une
combinaison de plusieurs modes d’ action, impliquant différentes cibles cellulaires (Carson et al., 2002). De
facon générale, il a éé observé une diversité d actions toxiques des HE sur les bactéries comme la
perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, fuite d'électron et la
coagulation du contenu protéique des cellules. Les localisations ainsi que les sites d’ action des composants des
HE dans la cellule bactérienne sont indiqués dans la figure 18.11 est trés probable gue chacun des constituants

des HE ait son propre mécanisme d'action. D’une maniére générale, leur ac se déroule en trois

phases(Burt, 2004) :
- attague de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation puis la perte des
constituants cellulaires.

- acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la producti e |’ henpiewdlulaire et la synthese

des composants de structure.

- destruction du matériel génétique, conduisant alam bactéri

lw Cytoplasmid
L0uACALLL .!.!..!.L.!q membrane
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(E2), 8:Enterococcus sp, 9:P. mirabilis, 10:S typhi, 11 :Morganella morganii.
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Figure 20 : Détermination des CMI pour les levures 2!, 2013)
12 :C. albicans (Cal), 13 : C. albicans (Ca3), 14 : C. albicans (Ca2), 15 : C. albicansC&4), 1€ \5albicans (Cab), 17: C. tropicalis

A
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Conclusion

En égard de I'importance, sans cesse croissante, des huiles aromatiques en phytothérapie anti-
infectieuse, il nous a semblé nécessaire, voire primordial, de leur consacrer une étude compléte pour asseoir

leur activité antimicrobienne in vitro.
Cette étude se veut une approche méthodologique de I’ activité antiseptique des huiles essentielles. Et comme
plante a parfum, nous nous sommes focalisés sur la fraction aromatique de Citron (Cymbopaogon citratus).

A cet effet, nous avons examiné plusieurs méthodes microbiol ogiques.

En phase liquide, I’ essence de Citronnelle s est avérée un fongicide

et pluricelulaire. Elle est auss bactériostatique sur les bactérj Gr

Pseudomonas.

En phase vapeur, de meilleurs résultats ont éé ohtenus no eht avec ie~genre Staphylococcus. Cette

activité antimicrobienne est « dose-dépendante ». ré s,

% estopi que a visée antiseptiques.

NS ! :Sbs sont, par contre, peu reluisants mais

s/hBes’mémes remarques ont été notées pour la

it Beexpliqué par la mauvaise diffusion des huiles
ts utilisés peuvent réduire I’ action inhibitrice de

recommander cette essence comme principe actif r&ati ons

desextraits aromatiques naturels.

La complémentarité entre ces méthodes est un fait avéré qu’ aucun ne peut I’ occulter. Le choix d' une méthode
dépendra, en plus, des objectifs assignés. Si I’ usage de I’ essence sera par voie topique, I’ aromatogramme sera
donc indiqué. Si c'était I'effet thérapeutique par inhalation ou la désinfection atmosphérique qui sont
recherchés, la microatmosphére pourra étre recommandée. Si, par contre, |I’usage de I'HE sera interne, la
dilution en milieu gélosé sera préconisée. De méme si I’ HE présente un certain degré de toxicité al’ éat pure,

par conséguent, son application nécessite des dilutions préalables.
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Comme perspectives et en continuité a ce travail, il serait intéressant d'aborder d autres techniques
microbiologiques. La microplague, méthode récente, constitue une approche moderne et dont les résultats sont

tres précis.

Il serait temps de s affranchir la barriere in vitro et de passer aux études in vivo, voire clinique. Tester les
composés majoritaires des huiles isolement ou en synergie avec les antibiotiques, pourrait unautre créneau de
recherche afin de réduire la surconsommation des produits chimiques. Le mode d’ action des huiles au niveau
cellulaire des germes microbiens a été rarement abordé. De méme que la cinétique d’ inhibition au cours de la

croissance microbienne.

O

Un autre point, 6 combienimportant, serait d’ élargir lagamme des souches migro Atester afin de mieux
cerner la différence de sensibilité entre les Gram+ et Gram-. | e i eymulti- résistants,
responsables d’infections nosocomiales ou encore ceux des toxi<irfestions ataifes/pourrait présenter un
intérét industriel patent.
L’image positive que véhiculent les produits nafurels est is qui evra pas occulter |’ aspect
toxicologique. Naturel ne rime pas avec innocuiteé. @

g@s mis en exergue |’importance de

>
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Annexe 1

Appareillage, Verrerie et Milieux de culture

- Etuve bactériologique (25°C,
35°C)

- Incubateur

- Disgues d'imbibé |’'HE de 9
mm, 15 mm, 20 mm

- Boites de Pétri stériles

Appareillage Verrerie Milieu de culture et réactifs
- Agitateur - Anse de platine - Gélose Sabouraud +
- Balance de précision - Bec bunsen Chlor énicol
- Chauffe ballon - Flacons - Milieu de culture Muller-Hinton

- ££than6

Solat
Xi steted’ isopropyle

- Portoir de tubes a - Pipettes Pasteurs physiologique
- Burette 20 ml
- Fiole - Tw
\ glons
> @x%:
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Annexe 2

Appareillage d’entrainement a la vapeur a échelle industrielle
(Sar| Extral-Bio, Chiffa, Blida)

Couvercle articulé
Eau froide

Séparation
HE/HA

Matiere
végétale

Chaudiére

90



