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Abstract :

Antibiotic resistance and the emergence of multidrug-resistant (MDR) bacteria pose a
significant threat to public health due to their rapid spread and the challenges they present in
treating infections. This study aims to evaluate the antibacterial activity of Pelargonium
graveolens essential oil and its combination with ciprofloxacin, an antibiotic commonly used to

treat urinary tract infections (UTIs).

Both bioactive agents were tested against seven bacterial strains isolated from urine
samples and food products, all of which were MDR and producers of extended-spectrum beta-

lactamases (BLSE), as well as against reference strains.

The essential oil of Pelargonium graveolens demonstrated activity against most of the
tested bacterial strains, with inhibition zone diameters ranging from 10.00 £ 0.00 mm to 34.00 +

0.74 mm. Ciprofloxacin also exhibited antibacterial activity.

Minimum inhibitory concentration (CMI) values for the essential oil varied between 25
and 0.781 pl/ml. Minimum bactericidal concentration (CMB) results indicated a bactericidal
effect on nine strains, while a bacteriostatic effect was observed on Klebsiella pneumoniae ssp.

pneumonia (S25) and Raoultella terrigena (S170).

Combining Pelargonium graveolens essential oil with ciprofloxacin showed a
synergistic antibacterial effect against MDR pathogens such as Enterobacter cloacae (S9),

Raoultella terrigena (S170), and Serratia odoriferal (S43 and S46).

These findings suggest that using essential oils in combination with antibiotics could be
a viable alternative to the excessive use of antibiotics in treating infections caused by MDR

bacteria.

Keywords : Antibiotic resistance, Essential oil, Pelargonium graveolens, Synergistic

effect, Antibiotic.



Résumé

L’antibiorésistance et [’émergence récente des bactéries multirésistantes aux
antibiotiques représentent un danger permanant pour la santé publique, de par leur diffusion
rapide et la difficulté que rencontrent les médecins pour le traitement des infections provoquées
par ces bactéries. L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle de Pélargonium graveolens et son association avec la ciprofloxacine, antibiotique

empiriquement utilisé dans le traitement des infections urinaires.

Ces deux bioactives molécules sont testées pour leurs activités vis-a-vis de sept souches
isolées des prélévements urinaire et des denrées alimentaire multirésistantes aux antibiotiques et

productrices de béta-lactamase a spectre ¢largi BLSE et des souches de références.

L’huile essentielle (HE) de Pélargonium graveolens est active sur la plupart des souches
bactériennes testées avec des diameétres de zones d’inhibition allant de 10.00 £ 0.00 mm a 34.00

+ 0.74 mm. La ciprofloxacine quant a lui il se montre aussi actif.

Les valeurs de la CMI variées entre 25 et 0.781 ul/ml, cependant, les résultats de la
CMB de I’huile essentielle ont permis de constater un effet bactéricide sur neuf souches. Alors
qu’il de type bacteriostatique sur Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia (S25) et Raoultella

terrigena (S170).

Il est démontré que des combinaisons de (HE) de Pélargonium graveolens avec la
ciprofloxacine exercent une activité antibactérienne avec un effet synergique contre les bactéries
pathogenes et multirésistantes Enterobacter cloacae (S9), Raoultella terrigena (S170), Serratia

odoriferal (S43) et Serratia odoriferal (S46) .

De ces résultats, il ressort que ’utilisation des huiles essentielles en combinaison avec
les antibiotiques pourrait étre une alternative a 1’utilisation excessive des antibiotiques en

thérapeutique pour traiter les infections a germes MDR .

Mots clés : Multirésistance aux antibiotiques, Huile essentielle, Pélargonium

graveolens, Effet synergétique, Antibiotique.
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Phénotype Pénicillinase de Haut Niveau

Phénotype Résistant aux Inhibiteurs des -lactamases
B-Lactamase & Spectre Elargi (Extended Spectrum Beta-
Lactamase)

Céphalosporinase Inductible

Céphalosporinase Déprimée

Bacilles a Gram Négatif

Céphalosporines de 1ére, 2éme, 3eme et 4éme Génération

Temoneira B-lactamase



SHV
CTX-M
AmpC
FOX
ACT
CMY
OXA
GES
PER
VEB
EDTA
FMC
SFME

SFE
FEMA
ATB
FICI
MH

BN

GN
ATCC
CASFM

MHB
UFC/ml
BMH
CMB
CMI
DMSO

Sulfhydryl Variable -lactamase

Cefotaximase Munich

AmpC B-lactamase

Cephamycinase FOX

Acinetobacter-derived cephalosporinase

Cephamycinase CMY

Oxacillinase

Guiana Extended-Spectrum B-lactamase

Pseudomonas Extended-Resistance -lactamase
Vietnamese Extended-Spectrum -lactamase

Acide EthyléneDiamineTétraAcétique (chélateur)

Food Machinery Corporation-in-line (procédé industriel)
Solvent Free Microwave Extraction (extraction par micro-ondes
sans solvant)

Supercritical Fluid Extraction (extraction par fluide supercritique)
Flavour and Extract Manufacturers Association
Antibiotique

Fractional Inhibitory Concentration Index

Mueller Hinton Agar (milieu de culture)

Bouillon Nutritif

Gelose Nutritive

American Type Culture Collection

Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie

Mueller Hinton Broth (bouillon Mueller Hinton)

Unités Formant Colonie par millilitre

Bouillon Mueller Hinton

Concentration Minimale Bactéricide

Concentration Minimale Inhibitrice

Diméthylsulfoxyde



SARM Staphylococcus Aureus Résistant a la Méticilline
ATB cip  Antibiotique Ciprofloxacine
AMX Amoxicilline

PIP Pipéracilline

TIC Ticarcilline

AMC Amoxicilline Acide clavulanique
TCC Ticarcilline-Acide-clavulanique
CL Céfalexine

FOX Céfoxitine

CAZ Ceftazidime

CTX Cefotaxime

CFM Céfixime

FEP Céfepime

ATM Aztréonam

ETP Ertapéneme

IPM Imipénéme

AN/ AK  Amikacine

TOB Tobramycine

GM/GN  Gentamicine

OFX Ofloxacine

CIP Ciprofloxacine

SXT Sulfaméthoxazole- Triméthoprime
NIT Nitrofurantoine

FOS Fosfomycine
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Introduction

La prolifération de bactéries résistantes aux antibiotiques est devenue une
préoccupation majeure dans le domaine de la santé. Depuis la moitié du 20eme siécle, on
enregistre une inquiétante émergence de bactéries multirésistantes, notamment celles
productrices de B-lactamases a spectre élargi représentent un veéritable danger pour la santé
publique (Atailia, 2016). Selon I’OMS la résistance aux antibiotiques représente 1’une des dix
plus grandes menaces pour la santé publique auxquelles était confrontée 1’humanité ; Le cott
de la résistance aux antimicrobiens pour 1’économie est également considérable a cause des
durées plus longue de la maladie qui ne se traduisent pas des séjours prolongés a 1’hopital
(Moussaoui et al., 2016).

La situation est d’autant plus alarmante que les infections causées par les bactéries
résistantes entrainent souvent une prolongation de 1’état pathologique et un accroissement du
taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples résistances a engendré une perte d’efficacité
de I’antibiothérapie pour, finalement, conduire a une impasse thérapeutique.

Face a ces résistances et a la limite de synthése de nouvelles classes de molécules anti-
infectieuses, un regain d’intérét est porté aux plantes aromatiques et médicinales dont les
propriétés antimicrobiennes sont dues principalement a une fraction d’essence : les huiles
essentielles (Mohd, 2022). Ces derniéres sont des substances odorantes concentrées dont
I’'usage s’est ¢largi a plusieurs domaines allant de 1’agroalimentaire aux industries chimiques
et pharmaceutiques (Ben bekkou et al., 2022).

Les huiles essentielles (HES) extraites des plantes aromatiques constituent une source
potentielle de molécules naturelles bioactives. En raison de leurs propriétés biologiques, les
HEs ont gagné beaucoup d’attention et ont donné naissance aux diverses investigations sur
leurs potentiels antimicrobiens alternatifs pour le traitement des maladies infectieuses et en

industrie agroalimentaire.

Parmi les plantes aromatiques largement répondues et facilement cultivables en
Algérie : Pelargonium graveolens. Cette plante annuelle et spontanée est originaire de
I'Afrique australe et cultivée dans de nombreuses régions méditerranéennes et subtropicales
(Khaddar, 2018). L’huile essentielle de ce pélargonium, classée « Généralement reconnue
comme saine » (GRAS) et approuvée pour usage alimentaire par 1’agence américaine des
produits alimentaires et médicamenteux (Food and Drug Administration), est connue pour ses

propriétés anti-inflammatoires, spasmolytiques, hémostatiques et cicatrisantes (Omar et al.,
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2012). Cependant, peu de travaux ont été consacrés a ses qualités antibactériennes,
notamment en Algérie.

Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est 1’évaluation in vitro de [’activité
antibactérienne de I’HE de Pélargonium graveolens sous I’appellation géranium rosat, en

combinaison avec la ciprofloxacine pour un éventuel effet synergique vis-a-vis de différentes
souches bactériennes pathogénes multirésistantes aux antibiotiques.
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I. Entérobactérie :

Les entérobactéries, généralement opportunistes et causes d'infections nosocomiales,
sont les bactéries les plus fréquemment concernées en raison de leur prévalence dans
l'intestin, leur capacité a se déplacer, leur multiplication rapide et leur résistance fréquente aux
antibiotiques. Surtout en milieu hospitalier dans le domaine de la pathologie infectieuse
humaine. On appelle couramment les entérobactéries des agents pathogénes urinaires, car
elles sont fréquemment isolées dans les infections urinaires (Ben Abdallah et Hamlaoui,

2016).

Cette famille de bactéries hétérogéne comprend une vingtaine de genres et plusieurs
dizaines d'especes (Joly et Reynaud, 2002). Qui sont regroupés en raison de leurs
caractéristiques bactériologiques communes : Gram négatif, il s'agit de bacilles ou
coccobacilles. Mobiles avec ciliature péritrichique ou sans mobilité ; Pas exigeants ; Aérobies-
anaérobies facultatifs ; fermentant le glucose avec ou sans production de gaz ; nitrate

réductase positive ; oxydase négative ; catalase positive ; non sporulés (Bousseboua, 2005).

1. Escherichia coli

E. coli (colibacille) est DI’espece type du groupe des Enterobacteriacea, est
potentiellement pathogéne pour 1’homme ; responsable d’infections spontanées des voies
urinaires et de gastro-entérites, il est aussi responsable d’infections nosocomiales (Dembelle,
2006). Escherichia coli est l'espéce bactérienne qui a ¢été la plus étudiée par les

fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique (Jean et al., 2018).

1.1 Caractéres bactériologiques

a) Caractéres morphologiques et culturaux

Bacille de taille comprise entre 1 et 1,5 um de largeur et 2 a 6 um de longueur et
souvent mobile. E. coli donne des colonies non pigmentées de 2 & 3 mm, de type "S" smooth:
lisses et brillantes, ou de type "R" rough: présentant une surface séche et rugueuse. Certaines
colonies sont particulierement mucoides et correspondent a la présence d’une capsule liée aux

lipopolysaccharides de la membrane externe (Avril ef al., 1992 ; Avril et al., 2000).
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b) Caractéres biochimiques

Les caractéres biochimiques d’Escherichia (Murray et al., 2016).

Tableau 1: Les caractéres biochimiques d’Escherichia (Murray et al., 2016).

@) ()
- @) =8 S ) o n
Test - 4 us] o - o 0 2
3 |5 S k= > &) S - o=
Résultat + + + + - - + _ -

ONPG = Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; TDA = Tryptophane

desaminase ; H2S = Hydrogene sulfureux ; Glu = Glucose ; Lac = Lactose

(+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif
c) Caractéres antigéniques

Les différents sérotypes d'E. coli contiennent plusieurs catégories d’antigeénes :

» Antigénes somatiques O : ils sont de nature lipopolysaccharidique ; il existe environ
160 antigenes O différents.

» Antigénes capsulaires K : ils sont de nature polysaccharidique ; environ 70 antigénes
d’enveloppe différents ont été reconnus.

» Antigénes flagellaires H : ils sont de nature protéique ; on en connait 52 types, ils ne

sont présents que chez les souches mobiles (Marc et al., 1999 ; Avril et al., 2000).

2. Raoultella

En 2001, Raoultella a été réassigné a un genre séparé de Klebsiella. En raison de
I'augmentation des signalements d'infections cliniques causées par les especes de Raoultella,
il s'agit donc d'une pathogéne émergent (Yu et al., 2019). Ce genre porte le nom de la
bactériologiste francaise Didier Raoult. Il englobe des organismes anaérobies facultatifs de
Gram négatif, oxydase-négatif, et repose sur I'analyse phylogénétique des génes de I'ARN 16s
(Schicklberger, 2015). Toutefois, certaines caractéristiques métaboliques sont observées chez
certaines especes et pas chez d'autres, ce qui est utile pour les différencier. Parmi celles-ci

figurent le test de l'indole, la croissance a 10°C, la production d'histamine et le test de la
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mélanozitose. Au sein de ces especes Raoultella planticola et Raoultella terrigena (Appel et

al., 2021)

3. Groupe K.E.S

Le groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia (K.E.S) regroupe diverses espéces
bactériennes qui ont longtemps été pergues comme commensales et qui sont désormais a la
source de nombreuses complications infectieuses dans les hopitaux. Ces caractéristiques sont
partagées par les bactéries de ce groupe : La réponse de Voges-Prauskauer est habituellement
favorable. Il s'agit de bactéries opportunistes pathogeénes qui ont une faible viabilité et se
manifestent rarement en milieu extrahospitalier. Ces bactéries provoquent l'inflammation
infectieuse chez les patients atteints de débilité, de cirrhose, de diabéte, d'incendie, de cancer
et en réanimation. Souvent, ces bactéries présentent plusieurs résistances aux antibiotiques. Il
est plus courant de les rencontrer lorsque la pression de sélection des antibiotiques de large

spectre est importante (Berche et al., 1988 ; Flandrois, 1997 ; Avril et al., 2000).

3.1.  Le genre Klebsiella

Trevisan a dédié ce genre au nom de Klebs Edwin, microbiologiste allemand du 19e
siecle (Belbel, 2014), et il appartient parmi les cinq agents pathogénes de gram-négatifs les
plus fréquemment observés dans les infections hospitalieres (Hansen ez al., 2004). Ce genre
de bactérie est constamment immobile, encapsulé et réagit naturellement aux antibiotiques.
Ses cellules se présentent habituellement comme suit : isolées, par paire ou en courte chaine
(Singleton, 2008). On reconnait généralement six espeéces de Klebsiella : 4 espéces sont
pathogenes pour I'homme (K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae et K. rhinoscleromatis)
tandis que 2 d'entre elles se trouvent dans I'environnement et ne provoquent généralement pas

de maladies (K. terrigena et K. planticola) (Avril et al., 2000).

3.1.1. Caractéres bactériologiques

a) Caractéres morphologiques

K. pneumoniae est un type de bacilles a Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif et de
mesure de 0,3 a 0,1 um de diametre et 0,6 a 6um de long, aux extrémités arrondies (Abbot,
2007). Elles peuvent étre présentes de maniere isolée, groupée, sous forme de diplobacilles ou

de courtes chailnettes. Les colonies de Klebsiella ont un diamétre variant entre 3 et 4 mm.
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Elles ont une grandeur, une forme ronde, une lisi¢re lisse et un aspect visqueux, présentant

une apparence muqueuse et parfois filante a la base de platine (Le Minor et Véron, 1989).

b) Caractéres culturaux

Klebsiella est cultivée soit sur gélose soit dans un milieu liquide. Sur gélose, elle se
développe en aéro-anaérobiose dans des milieux classiques couramment utilisés pour les
entérobactéries tels que la gélose nutritive, la gélose Hektoen, la gélose MacConkey. Une fois
incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures, on observe un changement de couleur du milieu a
cause de la fermentation du lactose de milieu. Dans un milieu liquide (bouillon nutritif), la
culture se développe rapidement, en quelques heures, a une température entre 30 et 37°C. On
observe la formation d'un dépdt muqueux et d'un halo visqueux a la surface. Dans un bouillon
de lactose bilié brillant a 44°C, le lactose subit une fermentation qui génére de la production

de gaz ( tableau 2) (Le Minor et Véron, 1989).

c) Caracteres biochimiques :

Tableau 2: Les caractéres biochimiques de Klebsiella (Murray ef al., 2016).

Tost > g |2 |2
€s [=} o o wn
- Z, 3 o = o e o
5 |5 o = > &) = 5 T
Résultat n " + +/- + + - + -

ONPG = Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; TDA = Tryptophane

desaminase ; H2S = Hydrogene sulfureux ; Glu = Glucose ; Lac = Lactose
(+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif
d) Caractéres antigéniques

Klebsiella pneumoniae détient des antigénes similaires a ceux que portent d'autres

entérobactéries, sauf 'antigene (H).

e Antigéne flagellaire (H) : de son immobilité.
e Antigéne O = antigéne somatique : il désigne l'antigéne de la paroi des

entérobactéries qui se distingue par sa thermo stabilité. Il se divise en deux fractions :

8
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protéinique et poly osidique, déterminant la spécificité de cet antigéne. De plus, une
fraction lipidique est associée au polyoside qui provoque la toxicité de la bactérie.
L'analyse de ces antigénes donne la possibilité d'organiser les bactéries d'une espece
en s€rotype ou sérovar.

e Antigéne K= antigéne capsulaire : au moins 77 antigenes K ont été identifiés chez K.
pneumoniae : K1 a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus pathogéne pour

I’homme et les animaux font partie des types capsulaires 1 et 2 (Freney et al., 2000).

3.2.  Le genre Enterobacter

Au fil des trois derniéres décennies au sein des hopitaux, les Enterobacter ont été
identifiés comme d'importants pathogenes bactériens opportunistes et multirésistantes pour
I'homme, tout comme un agent infectieux bien reconnu pour les affections des plantes (Wu ef

al., 2020). Appartient a la famille des Enterobacteriacea.

E. cloacea une espéce qui se trouve en microflore commensale dans le systéme digestif des

étres humains et animales (Davin-Regali et Pages, 2015).

3.2.1. Caractéres bactériologiques

a) Caractéres morphologiques

Enterobacter est un genre de bacilles a Gram négatif qui se manifeste soit
individuellement, soit en groupes ou en petites chainettes. Il se déplace par flagelles

péritriches et a sporogenes (Grimont et Grimont, 2002 ; Lehner, 2011).

b) Caractéres culturaux

L'isolement d’Enterobacter, est effectué sur des milieux de culture utilisés pour
I’isolement des entérobactéries (Drigalski, MacConkey, Hecktoen...), qui former apres 18 a 24
heures des colonies rondes, légérement irisées ou mates, séches ou mucoides et avec des
contours irréguliers. Chez 80% des souches, la fermentation du lactose (tableau 3) provoque

des changements de couleur sur le milieu (Lehner, 2011).
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c) Caracteres biochimiques

Tableau 3: Les caractéres biochimiques d’Enterobacter (Murray et al., 2016).

Test o O 2 e
— Z o [a W - (=) (O] ~
O 5 S k= > S = - o=
Résultat + + + - + + - -

ONPG = Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; TDA = Tryptophane
desaminase ; H2S = Hydrogene sulfureux ; Glu = Glucose ; Lac = Lactose
(+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif
3.3.  Le genre Serratia

Le genre Serratia rassemble actuellement dix especes différentes : Serratia marcescens,
Serratia liquefaciens, Serratia proteomaculans, Serratia grimesii, Serratia polmuthica,
Serratia rubidaea, Serratia odorifera, Serratia ficaria, Serratia fonticola et Serratia
entomophila (Sekhsokh et al., 2007).

3.3.1. Caractéres bactériologiques

a) Caractéres morphologiques et culturaux

Serratia est bacille mobile dont la longueur varie entre 0,9 et 2 um tandis que sa
largeur entre 0,5 et 0,8 um. Parfois, elle produit des colonies avec une pigment rouge

(prodigiosine) (Didier, 1998 ; Avril et al., 2000).

b) Caractéres biochimiques

Tableau 4: Les caractéres biochimiques de Serratia (Murray et al., 2016).

Test - O 2 <
€S o o o wn
— Z gl a9 = Q g N
o 5 S £ > & = - o=
Résultat + - + - + + - -

ONPG = Ortho Nitrophénol Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; TDA = Tryptophane

desaminase ; H2S = Hydrogene sulfureux ; Glu = Glucose ; Lac = Lactose
(+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif
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Résistance aux antibiotiques
Certaines espeéces bactériennes, ainsi que certaines souches d'une méme espéce, peuvent
présenter une résistance a l'action d'un ou plusieurs antibiotiques. Dans ce dernier cas, on
évoque alors la notion de résistance croisée ou de résistance multiple. La résistance
bactérienne découle systématiquement de I'incapacité de 1'antibiotique a exercer son action sur
sa cible, en raison des réactions des bactéries face a I'antibiotique, manifestées par divers

mécanismes (Bousseboua, 2005).

1. Définition
Une bactérie est qualifiée de résistante lorsqu'elle est capable de survivre a une
concentration d'antibiotique significativement supérieure a celle nécessaire pour inhiber la

croissance de la plupart des autres bactéries de la méme espéce (Carl, 2009).

2. Types de résistance

2.1 Résistance naturelle ou intrinséque

La résistance naturelle, connue sous le nom d'intrinséque, est confirmée en cas
d'insensibilité de toutes les souches d'une espeéce ou d'un genre bactérien a un (ou plusieurs)
antibiotique(s). Ce genre de résistance est identifi¢ dés les premiéres investigations menées
sur l'antibiotique pour évaluer son efficacité, et participe a la définition de son spectre
antibactérien. Cette résistance peut résulter de l'inaccessibilité de la cible a l'antibiotique,
d'une faible affinité de la cible pour l'antibiotique ou de I'absence de la cible. La résistance
bactérienne naturelle est intrinséque et résulte de génes présents sur le chromosome. 1l s'agit
en réalité d'une insensibilité naturelle qui n'est pas le résultat d'une évolution de l'espece
depuis l'avenement des antibiotiques. Elle demeure stable et se transmet lors de la division
cellulaire (transmission verticale), mais elle n'est habituellement pas transférable d'une

bactérie a une autre (transmission horizontale) (Carle, 2009 ; Mandell, Bennett et Dolin,

2005 ; Moroh, 2013).

2.1.1. Exemples de résistances naturelles

e Klebsiella sp synthétise naturellement des B-lactamases. Cette enzyme se trouve dans
'espace périplasmique de la bactérie, ou elle catalyse la dégradation d'antibiotiques
tels que les pénicillines A avant qu'ils n'atteignent leur cible bactérienne.

e Les bactéries anaérobies présentent une résistance naturelle aux aminosides en raison
de l'absence d'un systeme de transport actif permettant le passage des aminosides a

travers la membrane cytoplasmique (Lozniewski et Rabaud, 2010).

12
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2.2 Résistance acquise

I1 s'agit d’une caractéristique qui n'est présent que chez quelques souches d'une espéce
bactérienne. La résistance acquise, bien que moins stable, a tendance a se propager de maniére
significative au sein de la communauté bactérienne. Cela découle d'une altération du
patrimoine génétique de la bactérie, que ce soit par une mutation chromosomique ou extra-
chromosomique, ce qui lui confére la capacité de supporter une concentration d'antibiotiques
plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espéce (Lozniewski et

Rabaud, 2010).

2.1.2. Les deux grands types d’acquisition de résistance

e Résistance par mutation chromosomique

I s'agit d'une mutation chromosomique qui entraine le remplacement d'une base de
I'ADN par une autre, conférant ainsi une résistance spontanée a une famille d'antibiotiques. Il
convient de noter que cet événement est rare et stable, ce qui signifie que cette résistance sera
transmise aux générations futures de bactéries, et donc a leur descendance. Il est alors

probléme de transmission verticale (Battraud, 2017).
e Résistance par acquisition de genes (extra chromosomique)

Egalement connu sous le nom de transfert latéral de genes, ce mécanisme autorise un
organisme a incorporer du matériel génétique provenant d'un autre organisme sans étre

directement issu de celui-ci. Les éléments échangés comprennent des éléments génétiques

1. La transformation

Bactérie morte

Plasmide ~ R »

2O

3. La conjugaison

Bactérie receveuse

2. La transduction

13
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(figure 1).

Figure 1: les modes de transmission de matériel génétique (Afssa, 2006)

mobiles tels que des plasmides (le plus courant), des transposons ou des intégrons (Figure 1)

(Blair et al.,2015).

3. Les niveaux de résistance

Le concept de résistance de bas niveau est utilis€ pour décrire l'arrét de la croissance
bactérienne en présence de faibles concentrations d'antibiotiques, tandis que la résistance de
haut niveau se référe a l'arrét de cette croissance a des concentrations élevées d'antibiotiques

(http://anne.free.fr/atb/resab.htm).

4. Mécanismes de résistance
Les bactéries ont mis en place divers mécanismes pour contrer l'effet des agents

antibactériens, parmi lesquels les plus courants sont :

e L'inactivation enzymatique des antibiotiques se produit lorsque 1'enzyme altére le site actif
de l'antibiotique par clivage ou par l'ajout d'un groupement chimique, ce qui entrave la
liaison de I'antimicrobien a sa cible (Muylaerta et Mainil, 2012).

e La modification ou le remplacement de la cible de 'antibiotique implique une altération
structurelle de celle-ci, empéchant ainsi le composé antibactérien de se fixer et d'exercer
son action (Muylaerta et Mainil, 2012).

e Les pompes a efflux, qui sont des protéines transmembranaires, assurent un mécanisme
actif d'efflux nécessitant de I'énergie. Elles sont utilisées par les bactéries pour expulser
hors de leur membrane des composés étrangers tels que des antibiotiques (Muylaerta et
Mainil, 2012).

e La perméabilité réduite est caractérisée par une enveloppe plus complexe et moins
perméable chez les bactéries a Gram négatif. Les antibiotiques hydrophiles entrent a
I'intérieur de la bactérie en passant a travers des protéines transmembranaires appelées
porines. De plus, des mutations affectant les génes responsables de la synthése des porines
peuvent entrainer leur disparition, une réduction de leur taille ou une diminution de leur
expression, ce qui se traduira par une sensibilité accrue a de nombreux antibiotiques
(Muylaerta et Mainil, 2012).

e Piégeage de I’antibiotique : Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique par
I"augmentation de la production de sa cible, la production d* une autre molécule possédant
une affinité pour ce dernier. Il en résulte une diminution de 1’antibiotique a 1’état libre au

14
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niveau de la cible. Ainsi des mutations chromosomiques responsables d’une surproduction

des cibles (Muylaerta et Mainil, 2012).

5. Phénotype de résistance

Il s'agit de l'indication de la résistance d'une souche face a divers antibiotiques
appartenant soit a la méme catégorie, soit a des catégories distinctes. L'identification du
mécanisme de résistance et/ou du génotype associé au phénotype observé peut parfois étre
effectuée grace a la sélection appropriée des antibiotiques examinés. L'identification de
certaines souches bactériennes a l'origine d'infections nosocomiales est suggérée par I'examen

du phénotype de résistance (Bathily, 2002).

I11. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

1. Entérobactéries et B-lactamines
1.1 Résistance naturelle ou phénotypes « sauvages »

Toutes les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines G et M. Elles
peuvent étre divisées en 6 groupes en fonction de leur comportement vis a vis des B-

lactamines (Zogheibe et Dupont, 2005).

Groupe 0 : Phénotype « sensible » d’especes dépourvues de genes de [-lactamases
Salmonella spp et Proteus mirabilis sont dépourvus de B-lactamase a 1’état « sauvage » et sont
naturellement sensibles aux amino-pénicillines, carboxypénicillines, uréido-pénicillines, a

I’aztréonam, aux céphalosporines et aux carbapénemes (Bonnet, 2006).

Groupe 1 : Phénotype « sensible » d’especes produisant naturellement une céphalosporinase
de classe C Une P-lactamase de classe C constitutive a bas niveau est présente chez les
souches sauvages d’Escherichia coli et Shigella spp. et ne confére de résistance qu’aux f-
lactamines. qui pénetrent faiblement dans 1’espace périplasmique (benzylpénicilline,

cefsulodine) (Gautier, 2007).

Groupe 2 : Phénotype « pénicillinase de bas niveau » Ce phénotype, observé chez Klebsiella
(K.pneumoniae, K.oxytoca), Citrobacter koseri (C.diversus), Citrobacter amalonaticus et
Escherichia hermannii, se caractérise par la résistance a bas niveau de ces especes a
I’amoxicilline et a la ticarcilline, par la sensibilité a la céfalotine, au céfotaxime et aux autres

B-lactamines (Vedel, 1998).

Groupe 3 : Phénotype « céphalosporinase de bas niveau » Des espeéces comme Enterobacter

cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Serratia
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marcescens, Hafniaalvei, Yersinia enterocolitica, Providencia stuartiiet Providencia rettgeri
possedent une céphalosporinase inductible, leur conférant une résistance aux amino-
pénicillines, aux céphalosporines de lere génération et a I’action de 1’acide clavulanique. Ce
caractére inductible est détecté dans I’antibiogramme en milieu gélosé par un antagonisme
("écrasement" du diamétre d’inhibition) entre une [ lactamine inductrice (imipénéme,
céfoxitine) et une céphalosporine de 3eme génération. Ce  type d’expression est le fait d’un
mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs geénes régulateurs (ampR, ampD, et ampQG)

(Philippon et Arlet, 2006).

Groupe 4 : Yersinia enterocolitica et Serratiafonticola Elles sont résistantes aux amino-
pénicillines, uréido-pénicillines, carboxypénicillines et aux céphalosporines de lere
génération par I’action associée d’une pénicillinase et d’une céphalosporinase naturelle

produite a bas niveau (Zomahoun, 2004).

Groupe 5 : Phénotype « céfuroximase » Proteus vulgaris et Proteus penneri possédent une 3-
lactamase particuliére par fois dénommée "céfuroximase" qui rend ces especes résistantes aux
pénicillines du groupe A et aux céphalosporines de lere et 2eme générations (a 1’exception
des céphamycines comme la céfoxitine) mais dont I’activité enzymatiques et inhibe par

I’action d’acide clavulanique (Denis et Ploy, 2007).

Groupe 6 : Phénotype « B-lactamase a spectre étendu chromosomique » Les entérobactéries
d'isolement tres rare tell que Kluyvera montrant un phénotype de résistance inhabituel
"pénicillinase de bas niveau". Ce phénotype est nettement a distinguer de celui "pénicillinase
de bas niveau" (Philippon, 2005). Il s’agit une BLSE naturelle exprimé a bas niveau (Denis

et Ploy, 2007).

Apres clonage du geénecorres pondant (KLUA-1) dans une souche réceptrice d’E.coli, a été
identifié, par la suite, un des progénitures de BLSE plasmidiques de type CTX-M (Philippon,
2005).

1.2 Résistance acquise

Nous avons identifi€¢ 6 phénotypes qui sont :

- Phénotype sensibles (P.S.) : Les souches de ce phénotype sont sensibles aux béta-

lactamines. Il s’agit des entérobactéries du groupe 1.

16



Chapitre 2 : La résistance aux antibiotiques

- Phénotype pénicillinase de bas niveau (P.B.N.) : Les souches sont résistantes a
I’amoxicilline et sensibles a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la
céfalotine et a la ceftriaxone.

- Phénotype pénicillinase haut niveau (P.H.N.): Les souches sont résistantes a
I’amoxicilline, a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la céfalotine mais
sont sensibles a la ceftriaxone.

- Phénotype pénicillinase résistante aux inhibiteurs des béta-lactamases (T.R.L.) :
Les souches sont résistantes a 1’amoxicilline, 1’association amoxicilline + acide
clavulanique mais sont sensibles a la céfalotine et a la ceftriaxone.

- Phénotype céphalosporinase inductible (C.Ind.) : Les souches de ce phénotype sont
résistantes a 1’amoxicilline, a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la
céfalotine mais sont sensibles a la ceftriaxone et a la ticarcilline.

- Phénotype céphalosporinase déprimée (C.D.): Les souches sont résistantes a
I’amoxicilline, a I’association amoxicilline + acide clavulanique, a la ticarcilline, a la
céfalotine et a la ceftriaxone mais elles sont sensibles au mécillinam.

- Phénotype béta-lactamase a spectre élargi (B.L.S.E.) : Les souches de ce phénotype
sont résistantes a I’amoxicilline, a 1’association amoxicilline + acide clavulanique, a la

céfalotine et a la ceftriaxone (Ketta, 1998).

2. Meécanisme de la résistance des entérobactéries aux B-lactamines
2.1 Les B-lactamases

2.1.1 Définition et classification des B-lactamases

Les entérobactéries ont la capacité de résister aux B-lactamines grace a la production de -
lactamases, des enzymes qui catalysent efficacement et de maniére irréversible I'hydrolyse de
la liaison amide du cycle PB-lactame des P-lactamines, générant un produit qui perd

complétement son action antimicrobienne (Debabza,2015).

Les genes responsables de la codification de ces enzymes proviennent soit des
chromosomes, soit des plasmides. Ces genes ont également été identifiés sur des transposons
et des intégrons, facilitant de ce fait le transfert horizontal de ces genes entre espéces d'une

grande distance phylogénétique (Belbel, 2014).

Plus de 290 variantes de B-lactamases ont été identifiées, la majorité étant présentes chez

les BGN qui présentent une résistance accrue et multi-résistante (Brahmia, 2022).

On distingue les B-lactamases selon deux modeles :
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* La premicre, proposée en 1980, repose sur la structure primaire de l'enzyme, plus
précisément la séquence d'acides aminés des ¢éléments conservés du site actif. Elle

personnalise.

On distingue quatre classes de molécules : A, C et D (également appelées enzymes sérines),

ainsi que B (qui contiennent deux atomes de zinc dans leur site actif) (Belbel, 2014).

* La catégorisation fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush ez al., 1995) : dans laquelle
les auteurs prennent en compte la fonctionnalité des B-lactamases (substrat, profil d'inhibition)
et classent également ces enzymes en quatre catégories (1 a 4), comprenant divers sous-

groupes.

Les enzymes a sérine actives, notamment les [B-lactamases des classes A, C et D,
contiennent une sérine au sein de leur site actif qui joue un role dans le processus d'acylation
lors de 1'hydrolyse des B-lactamines. Cependant, la classe B englobe les métallo-f-lactamases

qui requicrent la présence d'ions métalliques (un ou deux ions de zinc) pour leur activité.

La classe A est la plus variée, comprenant les pénicillinases des bactéries a Gram positif,
les B-lactamases plasmidiques a large spectre qui décomposent les céphalosporines avec la
méme efficacité que les pénicillines, ainsi que les B-lactamases a spectre étendu qui dégradent
les C3G et les monobactames. La plupart de ces enzymes sont sensibles aux inhibiteurs (acide

clavulanique, sulbactame et tazobactame) qui sont utilisés dans le domaine médical.

Les B-lactamases du type TEM, SHV et plus récemment CTX-M sont les membres les

plus notables de ce groupe.

On trouve des céphalosporinases dans la classe C, qui sont des enzymes résistantes a
l'acide clavulanique et au sulbactame ; néanmoins, certaines d'entre elles sont seulement
légérement inhibées par le tazobactame (Doi et al., 2004). L'hyperproduction qu'ils présentent
est liée au phénotype de multirésistance identifié chez certains BGN. Initialement associées a
un transfert chromosomique, les B-lactamases de classe C sont désormais ¢galement li¢es a
une transmission plasmidique. Dans ce groupe, on retrouve les enzymes AmpC, FOX, ACT et

CMY.

La classe D englobe les B-lactamases qui hydrolysent les isoxazolylpénicillines telles que
la cloxacilline et 1'oxacilline. Ces dernicres résistent a 1'hydrolyse par les autres types de p-
lactamases et présentent une certaine activité inhibitrice. Ces enzymes sont connues sous le

nom d'oxacillinases et elles se caractérisent par les B-lactamases de type OXA. Ces enzymes
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présentent une résistance variable a l'effet de l'acide clavulanique, mais sont efficacement

inhibées par le tazobactame (Debabza, 2015).

Les B-lactamases de classe B hydrolysent les carbapanémes, des composés qui sont
résistants a l'action des PB-lactamases a sérine. Les métallo-f-lactamases, qui hydrolysent un
éventail de pénicillines et de céphalosporines, ne réagissent pas aux inhibiteurs traditionnels
tels que l'acide clavulanique, le sulbactame et le tazobactame. Cette classe est divisée en trois

sous-catégories, B1, B2 et B3, sur la base de la séquence des enzymes (Benthabet,2021).

2.2 Mode d action

Les B-lactamases ont une structure proche des enzymes impliquées dans la synthése du
peptidoglycane de la bactérie. Le mode d’action des B lactamines sur une bactérie sensible
consiste a entrainer une erreur des peptidases aboutissant a un défaut de synthése du
peptidoglycane. Pour éviter que les peptidases ne se « trompent », la bactérie synthétise une

B-lactamase qui va hydrolyser le cycle B-lactame (Figure 2).

R R
)‘NH )\Nu
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o ol ,.n\\‘ ,.\\\\
N — OH HN — KN
COOH COOH COOH
blactamase décarboxylation
spontande

Figure 2: mécanisme d'hydrolyse d'une B-lactamine par une B-lactamase (Ruppé, 2010).

Son ouverture va empécher sa reconnaissance par la peptidase et donc la synthése du
peptidoglycane est possible : la multiplication bactérienne n’est alors pas affectée (Lavigne et
al., 2002).

2.3 B-lactamases a spectre élargi

2.3.1 Définition
Les enzymes a large spectre de type B-lactamase (BLSE) partagent une caractéristique
commune : elles possédent la capacité de conférer une résistance aux pénicillines, ainsi qu‘aux
Cl1G, C2G et C3G, et a l'aztréonam (mais pas aux céphamycines et carbapénémes) en
hydrolysant ces antibiotiques. De plus, elles sont inhibées par des inhibiteurs de -lactamases

tels que I'acide clavulanique (Bush et al., 1995).
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L'existence des BLSE a été initialement rapportée chez Klebsiella ozaeniae en 1983 en
Allemagne, suivie de leur identification en 1984 chez K. pneumoniae et E. coli en France et
en Tunisie (Belbel, 2014).

Ces enzymes ont été nommeées céfotaximase et ceftazidimase du fait qu'elles conferent
une résistance préférentielle a la céfotaxime ou a la ceftazidime aux bactéries qui les
produisent. Elles désactivaient également d'autres B-lactamines comme la ceftriaxone et
I'aztréonam. Actuellement, ces enzymes sont réparties a I'échelle mondiale (Paterson et
Bonomo, 2005).

Les BLSE fonctionnent par médiation plasmidique et sont classées dans la classe
moléculaire A d'Ambler, ainsi que dans le groupe 2be de la classification Bush-Jacoby-
Medeiros, a l'exception des BLSE OXA qui appartiennent a la Classe D d'’Ambler et au
groupe 2d de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995).

Elles se distinguent des B-lactamases du groupe C produites par les bacilles Gram-négatif
comme Enterobacter, qui peuvent présenter un spectre élargi en raison de la surproduction,
mais qui sont résistantes a l'acide clavulanique et sensibles aux C4G (céfépime, cefpirome)
grace a leur capacité d'inhibition par I'acide clavulanique (Brahmia, 2022). Elles se
distinguent également des métallo-p-lactamases qui, bien qu'elles hydrolysent toutes les f-
lactamines (pénicillines, céphalosporines et carbapénemes), ne sont inhibées que par 'EDTA
(Debabza, 2015).

2.3.2. Différents types de BLSE
e TEM

Les BLSE de type TEM (Temoniera) sont dérivés de TEM-1 et TEM-2 par remplacement

d'un ou plusieurs acides aminés. Bien que ce genre de BLSE soit généralement...

Ces enzymes, produites par E. coli et K. pneumoniae, ont également été identifiées chez
d'autres especes d'Entérobactéries (telles qu'Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Proteus rettgeri et Salmonella spp), ainsi que chez Pseudomonas

aeruginosa (TEM-42) (Debabza, 2015).

e SHV
L'enzyme SHV-1 (Sulfo- Hydroxyl Variable), a partir de laquelle les BLSE de type SHV

sont dérivées grace a la substitution d'un ou plusieurs acides aminés, est souvent présente chez
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K. pneumoniae. Cette enzyme hydrolyse les pénicillines, les Céphalosporines, mais pas les

oxyimino-céphalosporines ni l'aztréonam (Debabza, 2015).
La plupart de ces enzymes ont été identifiées dans les souches de K. pneumoniae.

Cependant, ces enzymes ont été¢ découvertes chez Citrobacter. On a formé sur les données
jusqu'a octobre 2023 concernant Freundii, C. diversus, E. coli, Enterobacter cloacae et P.

aeruginosa.
e CTX-M

Les BLSE de type CTX-M sont incluses dans la catégorie des BLSE non-TEM et SHYV,
présentant une homologie inférieure a 40% avec les BLSE TEM et SHV. Elles sont
plasmidiques et offrent une grande résistance au céfotaxime et a la ceftriaxone, n'ayant qu'une

influence marginale.

Concernant la CMI de la ceftazidime (Benthabet, 2021). Signalées pour la premicre fois
au milieu des années 80, elles démontrent un degré de propagation parmi les bactéries et a
travers le monde qui a considérablement augmenté depuis 1995. On a isol¢ les enzymes de la
famille CTX-M a partir de diverses especes d'entérobactéries. Elles sont classées en cinq
groupes (CTXM-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-9 et CTX-M-25) sur la base de leurs
séquences protéiques (Benthabet, 2021).

o OXA

Les BLSE OXA différent des types TEM et SHV par le fait qu’elles appartiennent a la
classe D et au groupe 2d (Bush ez al., 1995). Contrairement a ce qui est observé dans les
BLSE de la classe A qui sont produites le plus souvent par les entérobactéries, les BLSE OXA
sont en grande majorité détectées chez P. aeruginosa. Plus d’une dizaine de ces enzymes ont
¢été mises en évidence et la majorité provient de OXA-10 par mutation d’un ou de plusieurs

acides aminés (Bradford, 2001).
e Autres types de BLSE

Outre les BLSE déja identifiés, de nouvelles catégories classées comme BLSE non-TEM
et non-SHV ont émergé. Ces BLSE sont classées en classe A d'Ambler et ont été isolées non
seulement de P. aeruginosa et Acinetobacter baumannii, mais également des entérobactéries.

Ces nouvelles catégories incluent le type GES, le type PER et le type VEB (Belbel, 2014).
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Chapitre 3 : Les huiles essentielles et leurs activités

Généralité sur les huiles essentielles
1. Historique

L'usage des huiles essentielles est documenté depuis 1'Antiquité : Vers 4500 avant J.-C.,
les Egyptiens produisaient de I'HEs en utilisant la méthode de macération et d'essorage, et
l'utilisaient dans différents secteurs tels que la médecine, la parfumerie, la cosmétique et
I'embaumement. Vers 4000 avant J.-C., au Moyen-Orient, les huiles étaient principalement
employées dans le secteur de la parfumerie. Sous l'influence égyptienne dans le domaine
médical, elles ont progressivement gagné en popularité pour traiter les affections cutanées et
psychologiques. Au cours du premier millénaire avant J.-C. en Amérique, les diverses tribus
indiennes se servaient des plantes médicinales a diverses fins telles que le soulagement
corporel, la purification, le développement de 1'esprit, ou encore le nettoyage des habitations,
entre autres. En 300 avant J.-C., les herbes médicinales ont été introduites en Grece par
Alexandre le Grand a la suite de sa conquéte de 'Egypte et de sa reconnaissance des
propriétés bénéfiques des plantes. En 150 avant J.-C., la Gréce exerce une influence sur
I'Empire romain et manifeste un intérét croissant pour l'utilisation des €pices en raison de
leurs saveurs et de leurs ardmes. Durant la renaissance du Moyen-Orient, Avicenne, un
médecin et philosophe perse, a contribu¢ a l'avancement de la méthode de distillation en
inventant le serpentin. La Renaissance en Europe a ét¢ marquée par 1'émergence des premiers
dispositifs de diffusion d'huiles essentielles, connus sous le nom de "pomanders", qui étaient

utilisés pour endiguer les épidémies de peste.

Pendant les guerres, les soldats blessés recevaient des soins a l'aide de bandages
imprégnés d'huiles essentielles. Ces pratiques ont mis en évidence les limites de
l'antibiothérapie, ce qui souligne 1'efficacité des huiles essentielles comme alternative pour le
traitement des maladies. (Théophane et al., 2019),... L'aromathérapie a ainsi fait son retour
dans les années 60 a l'échelle mondiale. Jean Valnet a mis au point la méthode pour évaluer
l'activité antimicrobienne des huiles essentielles. De nos jours, l'aromathérapie est largement
répandue a l'échelle mondiale. Il s'agit probablement d'une des méthodes les plus naturelles
pour lutter contre les infections microbiennes, étant aussi efficace en prévention qu'en

traitement.

2. Définition
Les huiles essentielles sont des composés naturels complexes contenant des métabolites
secondaires, qui sont volatils, odorants, non gras et extraits sous forme liquide & partir de

végétaux (Guinoiseau, 2010). Cette substance est issue d'une sécrétion produite par
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I'ensemble de la plante aromatique, voire plus précisément par certains de ses organes (racine,
écorce, feuille, fleur, fruit, graine...) qui sont choisis pour extraire les composés aromatiques
(Couic-Marinier et Lobstein, 2013). L'hydrodistillation demeure la méthode la plus
couramment utilisée pour I'extraction des huiles essentielles, bien qu'il soit également possible
de les extraire par expression a froid ou par entrainement a la vapeur d'eau (Guinoiseau,
2010). Ces huiles essentielles peuvent contribuer a combattre les infections qui se propagent
de manic¢re de plus en plus aisée. Les huiles essentielles, en raison de leur propriété
antiseptique, ont la capacité d'assainir l'air intérieur ainsi que les systémes de ventilation, ce

qui contribue a réduire la propagation des germes microbiens (Billerbeck, 2007).

L'aromathérapie consiste en l'utilisation des huiles essentielles dans un but thérapeutique,
préventif ou curatif. Ces substances sont administrées soit par voie orale ou cutanée, soit par

inhalation.

3. Caractéristiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles partagent plusieurs propriétés physiques qui peuvent varier en
fonction de leur composition chimique. Les huiles essentielles de clou de girofle (Syzygium
aromaticum), de cannelle (Cinnamomum zeylanicum) et de sassafras (Sassafras albidum) sont
caractérisées par leur volatilité, leur odeur, leur inflammabilité et une densité¢ de 1. Les
établissements d'enseignement supérieur constituent un groupe trés homogene (Brumeton,
1993). Les caractéristiques principales qu'ils présentent sont les suivantes : Certains liquides
ont la particularité¢ de rester a 1'état liquide a des températures ambiantes (entre 30 et 40°C),
tandis que d'autres peuvent cristalliser a des températures plus basses. Elles se distinguent
également par leur pouvoir rotatoire et leur viscosité. En raison de leur sensibilité¢ a
l'oxydation et a la polymérisation, les composés sont facilement altérables, ce qui peut
entrainer la formation de produits résineux. Par conséquent, il est recommandé de les
conserver dans un environnement protégé de la lumiére et de l'air. Ces composés se
distinguent également par leur capacité a se dissoudre dans les alcools et la plupart des
solvants organiques, bien qu'ils présentent une faible solubilit¢ dans l'eau. Les pigments
peuvent étre incolores ou présenter une gamme de couleurs allant du jaune pale a 'émeraude,

du bleu au rouge brunatre, en fonction de 'huile utilisée.

4. Composition chimique des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielles est caractérisée par des mélanges
complexes et variables de divers composés chimiques, qui se dissolvent les uns dans les

autres pour former des solutions homogenes. Plus de 3000 constituants ont été identifiés dans
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les huiles essentielles, se répartissant principalement en deux groupes distincts en termes

d'origine biogénétique

les terpénoides et les

phénylpropane (Tableau 5) (Kaloustian et al., 2012).

cOmposes

Tableau 5: Les différents composés chimiques des huiles essentielles

aromatiques dérivés du

Composés Autres
Composés terpénoides be compose
aromatiques s
Constitue une famille de composés structurellement | Beaucoup  moins Sont des
variée. fréquents que les COMpPOSES
o . o terpénoides, aliphatiques de
Hydrocarbures volatiles a la faible masse moléculaire. responsables  des faible poids

Constitué d’une unité de 5 carbones, la formule générale
est appelée « Isoprene » (C5H8).

IIs sont subdivisés selon

isopréne.

(CROUTEAU et al., 2000)
(Kaloustian et al.,2012)

le nombre d’entité

P

Monoterpén | Sesquiterpénes Diterpénes
es
Hydrocarbu | Constitués de 15| composé de
res atomes de carbones | quatre  groupes
aliphatiques | souvent présentés sous | isopréne,  sont
volatiles forme de lactones. des métabolites v
entrainables I se  divise en égétaux tres
2 la vapeur lusieurs  catégories importants
deau, Etructurelles (e?x derivés du
peuvent étre : géranyle.
. acyclique,
saturés ou : )
instaurés monocyclique...etc) et | 1ls sont classés
Peuvent étre constitue I_a_plasse la en _plu5|eurs
: plus diversifiée catégories tel que
acyclique, I'abiétane le
cyclique, ou | (Bretmaier,2006) quanacasténe A
aromatique.

etc...
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organoleptiques des
HE.

Ils sont fréguemment
rencontrés dans les
plantes odorantes.

Les composés  se
distinguent entre eux

par le nombre et la
position des
groupements
hydroxyles et
méthoxyles

(Kaloustian et al.,
2012)

Eugénol

moléculaires
entrainés lors de
I’extraction des

huiles, ils
peuvent étre
azotés ou
soufrés
(INOVYE et
al., 2003)
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(Kaloustian | © H
etal., 2012) chS CH,
CH, O/C Hs
| OH
| CHz Hs Vanilline
HsC CHs

5. Techniques d’extraction des huiles essentielles :
Les méthodes d'extraction les plus couramment utilisées sont la distillation et I'extraction

par des solvants organiques :

5.1 Distillation

Le processus de distillation repose sur la volatilité des huiles essentielles sous l'effet de la
chaleur, ce qui permet a 1'huile d'étre transportée par la vapeur d'eau. Suite a la condensation,
l'huile est séparée du distillat par décantation (Boukhatem et al., 2019). Il y a deux méthodes

principales de distillation :

5.2 Par hydrodistillation

Dans le cadre de la méthode de 1'hydrodistillation, la matiere végétale a traiter est
plongée directement dans un bain d'eau distillée qui est ensuite chauffé jusqu'a €bullition. Les
vapeurs hétérogénes se condensent sur une surface froide, ce qui entraine la séparation de
'huile essentielle en raison de différences de densité. Toutefois, cette approche comporte des
inconvénients associ€s a l'impact de la vapeur d'eau. En effet, certains organes végétaux, tels
que les fleurs, sont trop délicats pour supporter ce type de traitement par entrainement a la
vapeur et risquent de se calciner. De plus, le contact direct entre I'eau et les composés de
I'huile peut entrainer des réactions chimiques entrainant des modifications dans la
composition finale de l'extrait. Il convient de noter que la durée de la distillation a une
incidence sur le rendement de l'huile. Cette méthode présente des limites en raison de la
dégradation du matériel végétal et des composés aromatiques induite par un chauffage intense

et prolongé (Boukhatem et al., 2019).
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5.3 La distillation a la vapeur d'eau

La distillation a la vapeur d'eau est le procédé le plus approprié pour extraire les essences,
en particulier lorsqu'elles sont destinées a des applications thérapeutiques. Dans cette
situation, la matiére végétale n'est pas directement en contact avec I'eau, mais est traversée par
un flux de vapeur d'eau. La distillation par entrainement a la vapeur se réalise en disposant
les plantes aromatiques sur une grille perforée située au-dessus du fond de l'alambic. Lorsque
la chaleur agit, 1'eau subit un changement d'état en se vaporisant, puis elle traverse les plantes
en emportant avec elle les molécules aromatiques vers un dispositif de refroidissement. La
vapeur d'eau imprégnée d'essence se liquéfie a nouveau par le processus de condensation.
Ainsi, le produit de la distillation se divise en deux phases bien différenciées : I'huile
essentielle, caractérisée par une faible densité, et I'eau condensée connue sous le nom d'eau
florale ou d'hydrolat. Le parfum extrait est plus raffiné grace a cette méthode réguliére et plus
rapide, ce qui permet aux notes de téte, caractérisées par des fragrances trés volatiles, d'étre
riches en esters. Ces dernieres sont générées par des molécules légeres qui se libérent en
premier. Dans la plupart des cas, une période de trente minutes est généralement adéquate
pour capturer 95% des molécules volatiles, ce qui est satisfaisant pour les exigences de
l'industrie de la parfumerie, notamment pour la lavande. Cependant, pour une utilisation en
aromathérapie, il est nécessaire de prolonger le processus afin de récupérer la totalité¢ des

composés aromatiques volatils. (Boukhatem et al., 2019).

Une autre méthode d'entrainement a la vapeur d'eau est I'hydro diffusion. Cette méthode
implique 1'émission de vapeur d'eau a une pression trés basse, comprise entre 0,02 et 0,15 bar.
De haut en bas, a travers la végétation dense. La composition des produits obtenue est
qualitativement distincte de celle des produits obtenus par les méthodes classiques, le procédé

permettant ainsi un gain de temps et d'énergie (Atailia, 2016).

5.4 Par solvant organique

En présence d'un solvant organique, il est parfois impossible d'utiliser la distillation pour
des huiles essentielles ayant une densité¢ similaire a celle de 1'eau. Dans de tels cas, il est
inévitable de recourir a une méthode d'extraction utilisant des solvants organiques, méme si
ceux-ci ne représentent qu'un faible pourcentage (3%) du processus. Actuellement, la méthode
d'extraction par solvants a remplacé l'enfleurage. Elle conduit a l'acquisition d'extraits treés
prisés par les parfumeurs en raison de la pureté de leur fragrance intense (Boukhatem et al.,

2019).
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5.5 Par solvant volatil

L'extraction par solvant volatil implique la mise en contact de la matieére végétale avec un
solvant qui dissout et extrait les constituants solubles présents dans la plante. Ces composés se
retrouvent ensuite dans le solvant évacué a la fin du processus, et cette opération peut étre
répétée plusieurs fois sur la méme quantité de matiére végétale. Les solvants les plus

couramment employés dans l'industrie actuellement sont I'hexane, 1'alcool éthylique et 1'eau.

5.6 Enfleurage

L'enfleurage, également connu sous le nom de macération a saturation, représente une
technique d'extraction ancestrale largement employée pour les fleurs fragiles telles que les
roses et le jasmin. L'artisan dispose les pétales de la fleur sur un corps gras purifié, lequel
s'impreégne progressivement des ardmes. Une fois que le corps gras atteint sa capacité de
saturation en parfum et qu'il ne peut plus en absorber, l'artisan procede au nettoyage de la
pommade obtenue. Ensuite, il incorpore de l'alcool et laisse le mélange reposer pendant
environ 24 heures, cette étape vise a la séparation des corps gras et des huiles essentielles.

Malgré la grande qualité des huiles essentielles obtenues par enfleurage.

Cette technique est de nos jours peu répandue, car l'enfleurage est un processus
extrémement exigeant en termes de travail et de temps, ce qui se traduit par un cofit élevé des

huiles essentielles obtenues de cette maniére.

5.7 Macération

La macération implique I'immersion des fleurs dans des graisses fluides d'origine animale
ou végétale. Cette immersion se déroule dans des flacons en cuivre revétus a l'intérieur d'une
couche de zinc. Les fioles sont placées dans un bain-marie porté a ébullition afin de produire
un mélange lipidique. Ce mélange est ensuite soumis a une centrifugation pour extraire 1'huile
essentielle, tandis que la phase restante est traitée avec de 1'alcool a 90%. Aprées le processus
de refroidissement, le mélange est agité jusqu'a ce que l'alcool soit saturé en huile essentielle ;
la phase alcoolique est ensuite récupérée et €puisée a une température de 30°C, ce qui permet

d'obtenir le résidu connu sous le nom d'huile absolue.

5.8 Expression a froid

La méthode de l'expression a froid est utilisée spécifiquement pour extraire les huiles
essentielles présentes dans les enveloppes des agrumes en les rompant a 1'aide d'un procédé
mécanique. Cette opération implique la rupture ou la déchirure des parois des sacs oléiferes

présents dans le mésocarpe, situé immédiatement sous 1'écorce du fruit, appelé 1'épicarpe, afin
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d'extraire leur contenu inchangé. Les systémes modernes tels que le dispositif « Food
Machinery Corporation-in-line » (FMC) permettent d'extraire le jus de fruit et l'essence de
mani¢re quasi simultanée, sans qu'ils entrent en contact. C'est la raison pour laquelle
l'extraction a froid est préférée pour obtenir ces essences, étant donné que la distillation n'est
plus considérée comme une méthode trés adaptée. En réalité, lors du processus de distillation,
les huiles aromatiques obtenues sont de qualité inférieure en raison principalement de la forte
concentration d’aldéhydes, des composés sensibles a 1'oxydation et a la chaleur (Boukhatem

et al., 2019).

5.9 Extraction assistée par micro-ondes

L'extraction assistée par micro-ondes présente l'avantage notable de réduire
significativement la durée de la distillation et d'augmenter le rendement. Cependant, aucun
progres industriel n'a encore été accompli. La distillation assistée par micro-ondes est
actuellement 1'objet de nombreuses recherches et continue d'étre perfectionnée en raison de
ses nombreux avantages : son caractére écologique, ses économies d'énergie et de temps, son
faible colt initial, ainsi que la réduction des dégradations thermiques et hydrolytiques. Par

ailleurs, l'utilisation des micro-ondes est une méthode d'extraction en plein essor.

A titre illustratif, la SFME (Solvent Free Microwave Extraction) représente une fusion
novatrice des méthodes de chauffage par micro-ondes et de distillation sans solvant. Cette
méthode implique l'introduction du matériel végétal dans un réacteur placé a l'intérieur d'un
four a micro-ondes, sans recourir a 1'ajout d'eau ou de solvant. Le chauffage interne de 1'eau
présente dans la plante provoque la dilatation de ses cellules, ce qui entraine la rupture des
glandes et des récipients oléiferes. L'acide hydroxyéthanoique ainsi libéré s'évapore en méme
temps que l'eau de la plante. En comparaison avec la méthode d'hydrodistillation
traditionnelle, la SFME se distingue par une réduction de la consommation d'énergie et des
émissions de CO2, mais surtout par un temps d'extraction environ 9 fois plus rapide. Les
huiles essentielles obtenues a partir de cette méthode se caractérisent par une concentration
plus ¢élevée en composés oxygénés et des notes olfactives plus marquées, tandis que les

monoterpénes sont présents en quantité moindre (Atailia, 2016).
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5.10 Extraction par fluide a I’état supercritique

La particularité¢ de la méthode d'extraction par fluide supercritique, connue sous le nom de
SFE, réside dans I'emploi de solvants a 1'état supercritique. Cela signifie que les solvants sont
utilisés dans des conditions de température et de pression telles qu'ils se trouvent dans un état
intermédiaire entre liquide et gazeux, ce qui leur confére des propriétés physico-chimiques

distinctes, notamment une capacité de solvatation plus élevée.

En pratique, bien que divers solvants puissent étre utilisés, le dioxyde de carbone (CO2)
est le choix prédominant pour environ 90% des extractions par fluides supercritiques,
principalement en raison de sa praticité. En raison de ses pression et température critiques
relativement basses, le dioxyde de carbone présente une facilité d'obtention. De plus, il est
considéré comme relativement non toxique, disponible a haute pureté et a un cott abordable.
Un autre avantage est sa capacité a étre éliminé facilement de l'extrait (Kerchouche et

Zerrouki, 2020).

V.  Pélargonium graveolens
Géranium (Pélargonium graveolens), nommé adtercha en arabe, est une plante dont le nom
provient du grec « pelargos» qui signifie « cigogne» et fait référence a la forme du fruit en
long bec droit et pointu (Chraibi et al., 2019). Pélargonium graveolens porte différents noms
dont les plus connus sont : géranium rosat (nom a 1'ile de la Réunion), géranium odorant. Ce
genre comprend plus de 250 especes regroupées en 16 sections (Kerchouche et Zerrouki,
2020), de nombreuses especes sont aromatiques et en particulier P. capitatum, P. graveolens et
Pradens sont utilisées dans des programmes de culture pour I’ennoblissement de 1’huile de

«géraniump.

L’importance indiscutable du géranium rosat comme une plante aromatique et médicinale
(PAM) est liée a son huile essentielle (HE) ayant d’intéressantes propriétés thérapeutiques
(Boukhatem et al., 2011). Aussi, la nature chimique de ses essences leur confére de grandes

perspectives d’application.

En Algérie, le Pélargonium graveolens est cultivé principalement dans la plaine de la Mitidja
(Boukhatem et al., 2011). Bien que les plus remarquables soient en raison des parfums
qu'elles produisent, ce sont en fait les huiles essentielles qui fournissent les avantages que la
societé récolte. Les huiles essentielles sont les métabolites secondaires que les plantes

produisent (Carvalho et al., 2018).
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1. Histoire
Le Pélargonium graveolens est originaire du Cap de Bonne Espérance en Afrique du Sud.
Il a été introduit en Europe a la fin du XVIle siécle au sein des jardins botaniques (Recluz,

1852).

Au cours du XIXe siecle, en raison de la rareté de la véritable Rose du Levant (Rosa
damascena Mill.) et de la hausse significative du prix de son huile essentielle, les parfumeurs
de I'époque ont été contraints de trouver de nouvelles sources d'essences a 1'odeur de rose.
C'est ainsi que des essais de culture de Géranium rosat ont été réalisés par Demerson, et les
premicres plantations ont été¢ établies dans la région de Grasse en France dans le but de
produire de l'huile essentielle. Toutefois, la culture était mal adaptée aux contraintes
climatiques et économiques du Sud de la France. Les nouvelles plantations ont rapidement

¢été mises en place en Algérie et a la Réunion (Demarne, 1992).

Au commencement du 20éme siccle, la culture du Géranium rosat s'est étendue a d'autres
régions telles que la Corse (France), I'ltalie, 1'Espagne, le Portugal, le Maroc, la Tunisie,
I'Egypte, la Russie, les Comores, I'Afrique du Sud, le Congo, I'Inde, le Brésil et la Chine
(Peyron, 2013).

Pélargonium graveolens en Algérie :

L'introduction du Pélargonium graveolens en Algérie remonte aux années 1850, avec les
premiers plants provenant de France. Des expérimentations ont été initialement menées a
Chéraga, située dans la Wilaya d'Alger, et ont rapidement produit des résultats prometteurs. A
cette période, le colit des carburants était treés élevé. Le prix de vente de l'essence de

Géranium était de 250 francs par kilogramme (Atailia, 2016) .

En 1880, A. Chiris établit d'importantes plantations a Blida et Boufarik, ainsi qu'une usine

a Boufarik, placée sous la direction de Gros et Monk (Peyron, 2013 ; Chiris, 1925).

Les cultures se sont développées dans diverses régions de 1'Algérie, notamment sur une
superficie de 1964 hectares a Alger, jusqu'a ce que des avancées scientifiques permettent la
fabrication artificielle. Tous les parfums sont proposés a des prix extrémement bas. En raison
de cette concurrence accrue, le prix de l'essence de Géranium avait chuté a 18 francs le
kilogramme en 1908. A ce moment-1a, une crise s'est manifestée et de nombreuses
plantations ont été laissées a I'abandon. Cependant, une décennie plus tard, la situation avait

changé ; il a été observé que les substances synthétiques ne pouvaient pas se substituer aux
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substances naturelles, et I'engouement pour les produits naturels est revenu en force. Les
cours des cours imprégnés d'essence de Géranium rosat s'élevaient a 300 francs a ce moment-

1a (Atailia, 2016).

Pendant les années 1960, un grand nombre de ces exploitations agricoles ont été laissées a
I'abandon en raison de la guerre d'indépendance. Cependant, la région de Blida demeure,
encore a ce jour, un site résiduel de production de Pélargonium graveolens. Cette plante est

¢galement présente dans les espaces verts tels que les jardins, les balcons et les cimetiéres.

2. Position systématique
Plusieurs essais de classification ont été réalisés : Dillenius (1721), Burmann (1738-1759),
et Linné (1753). Jusqu'en 1778, Louis I'Héritier de Brutelle a procédé¢ a une séparation

définitive des genres Geranium et pélargonium (Peyron, 2013).

Les principaux genres de la famille des Geraniaceae sont résumés dans tableau 6 ci-

dessous :
Tableau 6: Classification de pélargonium graveolens (Demarne, 1992).
Geraniaceae Erodium -
Geranium -
Monsonia -

Sarcocaulon -
Pelargonium P. graveolens
P. capitatum

P. radens

P. vitifolium

Position systématique
Regne : Plantae

Division :Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

32



VI.

Chapitre 3 : Les huiles essentielles et leurs activités

Genre : Pelargonium

Espéece : Pelargonium graveolens. (Goetz, 2015).

3. Caractérisation botanique

3.1 Morphologie

Cet arbrisseau, de port érigé et trés ramifié, prend la forme d'une touffe arrondie. Sa taille
peut aller jusqu'a 1m30 de hauteur et 1 métre de diamétre selon les sources (Ghedira et
Goetz, 2015 ; Peyron, 2013 ; Boukhatem ez al., 2011). Les tiges, initialement de couleur
verte et de texture tendre, subissent un processus de lignification au fil du temps, ce qui les
fait devenir plus foncées. Les feuilles, persistantes et odorantes, sont disposées de maniére
opposée et se caractérisent par leur texture douce ainsi que par leur découpe en 5 a 7 lobes
(Figure 3). L'inflorescence, de couleur rose, est terminale et se compose de 3 a 10 semi-
ombelles. Les fleurs roses, composées de cinq pétales, présentent fréquemment des veines

d'une teinte plus sombre (ASNAPP, 2011 ; Lavergne, 2004).

Figure 3: Culture de Pélargonium graveolens (Blida, 2011)

Huile essentielle de Pélargonium graveolens :
Au cours de la premicre année de la récolte du Géranium rosat, la production d'huile
essentielle est généralement limitée a 10 kg d'essence par hectare, mais peut atteindre 25 a 30

kg les années suivantes en cas de maintenance adéquate de la plantation (Atailia, 2016).

Pendant une période prolongée, la Réunion a été le principal producteur d'huile de
Géranium, et son huile essentielle continue de servir de référence par rapport a laquelle les
huiles d'autres provenances sont évaluées. Actuellement, la Chine occupe la position de
premier producteur au niveau mondial. D'autres importants producteurs incluent I'Egypte, le

Maroc, la Réunion, 1'Inde et I'ancienne Union Soviétique.
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La production annuelle mondiale s'éléve a environ 300 tonnes, tandis que la demande est
estimée & 500 tonnes. Les principaux pays importateurs incluent les Etats-Unis, 'Europe et le
Japon. La totalit¢ de la production de 1'Inde et des pays de l'ancienne Union soviétique est

consommeée localement (Dasuki, 2002).

1. Propriétés physiques et composition chimique

A température et pression ambiante, I'huile essentielle de Pélargonium graveolens se
présente sous forme liquide. Sa couleur varie du jaune clair au vert jaunatre, tandis que pour
le type Bourbon, elle est plutot vert brunatre. Son parfum est une combinaison de notes de

rose et de citron, typique de cette plante (International Standard ISO 4731, 2006).

Les parametres physiques de cette HE selon la norme ISO 4731 sont résumés sur le

tableau 7 ci-dessous :

Tableau 7: Paramétres physiques de ’HE de Géranium (International Standard ISO

4731, 2006).
Afrique du Nord  Bourbon Chine Madagascar ‘
Densité 0.885-0.905 0.885-0.897 0.882-0.899 0.887-0.897
Indice de réfraction 1.461-1.475 1.460-1.470 1.460-1.472 1.462-1.471
Pouvoir rotatoire -14°/ -8° -17°/ -9° -14°/ -7° -17°/ -9°

Elle présente une miscibilité avec 1'éthanol. Pour obtenir une solution claire, il est
recommandé de ne pas dépasser l'utilisation de trois volumes de cet alcool a 70° pour un

volume d'huile essentielle (International Standard ISO 4731, 2006).

La composition de I'huile essentielle du Géranium rosat est caractérisée par sa complexité
chimique. Parmi les constituants les plus significatifs figurent le géraniol et le citronellol,
dont l'interaction confére une fragrance aromatique distinctive (Er-Rouissi et al., 2014 ;

Sharopov, Zhang et Setzer, 2014).

Le tableau 8 ci-dessous présente en détail le profil chromatographique des huiles
essentielles de Géranium provenant de diverses origines telles que 1'Afrique du Nord, la
Réunion, la Chine et Madagascar, conformément a la norme ISO 4731. Les pourcentages de

chaque composé sont également inclus dans le tableau 8:
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Tableau 8: Profil chromatographique de ’HE de Géranium (International Standard

ISO 4731, 2006).
Afrique du Bourbon  Chine Madagasca
Nord r
cis-Oxyde de rose 0.7-15 03-11 1.3-35 04-14
trans-Oxyde de rose 0.3-0.6 0.1-05 05-15 0.1-0.6
Menthone <21 <20 <25 <20
Isomenthone 40-80 5.0 - 40-70 5.0-10.0
10.0
Linalol 40-85 8.0 - 20-45 4.0-100
110
Guaiadiene-6,9 <05 50-85 40-7.0 50-9.0
Formiate de citronellyle 50-8.0 6.5 - 70 — 6.5-11.0
11.0 12.0
a-Terpinéol 0.3-0.6 03-12 0.1-05 03-10
Formiate de géranyle 20-70 40-8.0 1.0-3.0 3.8-70
Citronellol 25.0-36.0 180 - 320 - 180 -
26.0 43.0 26.0
Géraniol 10.0-18.0 120 - 50 - 100 -
20.0 12.0 20.0
Butyrate de géranyle 0.7-20 0.7-2.0 04-10 0.7-17
10-épi-y-Eudesmol 3.0-6.0 nd nd nd
Tiglate de géranyle 09-20 0.7-20 1.0-16 0.7-20
Tiglate de phénylethyle 05-12 04-10 04-10 04-10

La conservation de l'huile essentielle de Géranium est rendue difficile en raison de
l'instabilité¢ relative de ses molécules constitutives. Les divers processus de dégradation

comprennent la photo dégradation, la thermolyse et 1'oxydation, parmi d'autres.

2. Domaines d’utilisations
2.1 Parfumerie et cosmétiques

Depuis le milieu du 19¢éme siecle, 1'huile essentielle de Pélargonium graveolens est une
matiere premiére de grande qualité utilisée dans l'industrie de la parfumerie. En raison de ses

caractéristiques cutanées et de son parfum suave, puissant et rappelant la rose, cette plante est
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largement utilisée dans la composition de nombreux parfums, crémes et produits cosmétiques

(Er-Rouissi ef al., 2014).

Les caractéristiques olfactives sont modulées par la provenance géographique de la plante.
Le Géranium de Grasse dégage une fragrance rosée, délicate, persistante, suave et intense,
étroitement similaire a celle de l'huile essentielle de rose. Le parfum du Géranium de la
Réunion est caractérisé par des nuances de feuille rosée et des tonalités de menthe poivrée,
tandis que celui d'Afrique présente une fragrance plus délicate, 1égérement moins mentholée
mais avec une note florale de rose prononcée. Certains parfums célebres contiennent de
lI'huile essentielle de Géranium rosat, tels que Brut (Fabergé), Déclaration (Cartier), Miss Dior

(Dior), Caléche (Hermes) et Habit Rouge (Guerlain) (Peyron, 2013).

2.2 Médecine traditionnelle et aromathérapie
L'huile essentielle de Géranium rosat est couramment employée en aromathérapie, que ce

soit par voie interne, externe, par diffusion ou par vaporisation (Moro Buronzo, 2008).

De multiples recherches ont mis en évidence que l'huile essentielle de pélargonium
graveolens, en raison de sa composition chimique diversifiée et de sa concentration en alcools
terpéniques, présente de nombreuses propriétés thérapeutiques. Ses propriétés incluent des
effets antioxydants, antifongiques et antibactériens, notamment contre Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Proteus vulgaris et Bacillus cereus, ainsi que des propriétés antiparasitaires,
répulsives envers les insectes, spasmolytiques, hémostatiques, cicatrisantes et anti-
inflammatoires (Haddouchi et Benmansour, 2008 ; Ghedira et Goetz, 2015 ; Zhong Yao et
al., 2005 ; Botha et McCrindle, 2000).

2.3 Agroalimentaire

Les huiles essentielles de Géranium de Bourbon, d'Algérie et du Maroc ont été identifiées
comme étant Generally Recognized as Safe (GRAS) par la FEMA (Flavor and Extract
Manufacturers Association) et ont été autorisées par la FDA pour une utilisation dans
l'alimentation. Cette huile essentielle est également répertoriée par le Conseil de 1'Europe
parmi les épices et les condiments considérés comme acceptables pour un usage alimentaire,
avec une possible restriction de la teneur en principe actif dans le produit final (Lis-Balchin,

2004 ; Dasuki, 2002).

3. Toxicité et pouvoir allergisant
Le Pélargonium graveolens n'est pas répertorié comme une plante toxique. Il est possible

qu'une sensibilisation évolue vers une allergie avérée. Cependant, les réactions allergiques a
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cette plante sont peu fréquentes. Une ¢tude menée au Danemark sur 253 jardiniers et
travailleurs exposés a la plante a révélé seulement 7 tests cutanés positifs indiquant des
réactions allergiques, ce qui représente moins de 3% de I'échantillon. I convient de noter que
cette population n'est pas représentative de la population générale, car elle est réguliérement

exposée a la plante dans le cadre de leurs activités professionnelles (Zhong Yao et al., 2005).

Les connaissances sur la toxicité de l'huile essentielle de Pelargonium graveolens sont
limitées. Aucune publication scientifique ne fait état de cas d'intoxication suite a l'ingestion de
ce produit (Base de données MEDLINE, 2015). Les cas recensés se limitent a des affections
dermatologiques bénignes telles qu'une irritation cutanée, des fissurations et un ass€chement

(Anderson, 1923 ; Boukhatem et al., 2010).

Cependant, on a recensé deux incidents d'intoxication chez des enfants suite a la
consommation d'huile essentielle de citronnelle (Cymbopogon winterianus), dont la
composition chimique est similaire a celle de l'huile essentielle de Pélargonium graveolens,
contenant du citronellol (10 a 35%) et du géraniol (18 a 21%). 1l est essentiel de prendre en
considération les facteurs environnementaux dans l'analyse des risques pour la santé

(Gosselin et al., 1976).

VIl.  Association Antibiotique-huile essentielle

1. Généralités

De nos jours, il est impératif de faire preuve de modération et de restreindre I'usage des
antibiotiques en raison de la résistance croissante des agents infectieux ciblés, qui rend ces
médicaments de moins en moins efficaces. En effet, 'augmentation de la résistance des
bactéries aux antibiotiques constitue un probléme mondial majeur qui a stimulé la recherche
en vue d'identifier de nouvelles biomolécules présentant une activité antibactérienne étendue.
Les ¢léments les plus significatifs comprennent les végétaux et leurs dérivés, notamment les
huiles essentielles, qui sont fréquemment employées en phytothérapie. Ces composés
renferment une diversité de métabolites secondaires ayant la capacité d'entraver ou de ralentir

la prolifération bactérienne (Bouyahya et al., 2017).

Ces derniéres années, en raison de la montée des bactéries résistantes et de l'inefficacité
des traitements disponibles, une approche consistant & combiner les huiles essentielles (HEs)
et les antibiotiques (ATB) est devenue une nouvelle stratégie pour lutter contre

I'antibiorésistance et les effets secondaires des médicaments. Cette étude met en évidence les
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composés naturels présents dans les huiles essentielles qui peuvent améliorer la sensibilité des

médicaments.

Afin de compenser l'inefficacit¢ des médicaments antibiotiques classiques face a la
montée croissante de la résistance des bactéries a ces substances, ainsi que la diminution
générale de l'immunité chez les patients traités par antibiotiques, l'utilisation des huiles
essentielles s'avere étre une option d'une grande pertinence. La diffusion de ces informations
revét un caractére essentiel dans le cadre d'une mission de santé publique. En 2014, 'OMS a
lancé un appel visant a promouvoir la recherche de nouveaux outils pour lutter contre les

bactéries résistantes.

En aromathérapie, on distingue deux niveaux d'efficacité des traitements antibiotiques :
les huiles essentielles puissantes et les huiles essentielles douces. Les huiles essentielles les
plus puissants en tant qu'antibiotiques présentent un inconvénient majeur : elles sont a la fois
dermocaustiques et hépatotoxiques. Par conséquent, des précautions appropriées doivent étre
prises lors de leur administration. De plus, il convient de noter I'existence de synergies entre
les huiles essentielles, car la combinaison de deux huiles permet d'augmenter leur spectre

d'activité.

2. Quelques exemples d’association
Les huiles essentielles (HEs) peuvent €tre considérées comme des adjuvants prometteurs
des antibiotiques en raison de leurs mécanismes d'action pouvant entrainer une synergie

pharmacologique.

Tripti et ses collegues (2011) ont examiné l'effet synergique de 1'huile essentielle de
Pélargonium graveolens (géranium) en combinaison avec la Ciprofloxacine sur les

uropathogénes tels que Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus.

Ces ¢tudes mettent en lumiere une synergie surprenante entre l'antibiotique et l'huile
essentielle contre les pathogenes responsables des infections urinaires. Ces chercheurs ont
évalué les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle (HE) et de I'agent
antibactérien (ATB) en utilisant la méthode standard de dilution en microdilution, et ont
analysé l'interaction entre ces deux agents a l'aide de la méthode du "checkerboard".
L'évaluation de l'effet synergique de l'huile essentielle et de l'antibiotique a été réalisée en

déterminant 1'Indice de Concentration Inhibitrice Fractionnaire (FICI).
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Les résultats de I'é¢tude menée par Tripti et ses collégues indiquent que le FICI est de
0,375 pour K. pneumoniae et P. mirabilis, et de 0,5 pour S. aureus. Ainsi, les valeurs du
coefficient de fractionnement inhibiteur combiné (FICI) sont toutes inférieures ou égales a 0,5
pour les trois micro-organismes examinés, ce qui suggere une synergie dans l'action
antibactérienne entre I'huile essentielle de Pélargonium graveolens et l'antibiotique
ciprofloxacine. Afin de confirmer I'augmentation de l'activité antibactérienne de /a
ciprofloxacine par l'huile essentielle de Pélargonium graveolens contre ces trois
uropathogénes, ces chercheurs ont réalisé des isobologrammes, qui sont des représentations
graphiques des phénomenes de synergie et d'inhibition. Les auteurs recommandent d'associer
I'huile essentielle de Pélargonium graveolens a la ciprofloxacine pour le traitement des
infections des voies urinaires, ce qui pourrait permettre de diminuer la posologie efficace de la

ciprofloxacine et de réduire les effets secondaires associés a ce médicament.

Toutefois, il est indispensable d'effectuer des essais in vivo afin d'évaluer I'efficacité de
cette association en vue de son utilisation a des fins thérapeutiques. Les huiles essentielles
ont un impact bénéfique sur la composition du microbiote intestinal, renforcent le systéme
immunitaire et ont des propriétés antimicrobiennes. Toutefois il a été proposé d'incorporer
des molécules extraites d'huiles essentielles de plantes aromatiques reconnues pour leur
efficacité contre les micro-organismes aux antibiotiques (Hkaddar, 2018). Une proposition
visant a combattre les bactéries présentant une résistance aux antibiotiques. Les herbes
aromatiques telles que l'origan, le thym et le romarin. Ce mélange d'herbes aromatiques
pourrait incarner un nouvel espoir dans la lutte contre I'antibiorésistance, en tant que nouveau
complexe moléculaire concu pour surmonter ce phénomene. Toutefois, a des concentrations
¢élevées, elles deviennent fréquemment inutilisables en raison des effets secondaires qu'elles
provoquent. Lorsque les molécules naturelles a effet dopant interagissent avec les
antibiotiques, elles forment des complexes moléculaires qui présentent une difficulté pour les
mécanismes de résistance bactériens a les reconnaitre. Les bactéries ont donc une difficulté
considérable a acquérir des résistances significatives face au traitement anti-infectieux

(Barchann et al., 2015).

39



Materiel et methodes



Matériel et méthodes

1. Cadre d’étude et objectif générale :

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie du département de

Biologie Appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature et de la vie, de

I’Université Larbi Tébessi de Tébessa pendant une durée d’un mois et 15 jours de I’année

universitaire 2025. La présente Cette étude s'articule autour de trois principaux objectifs :

Extraction d’une huile essentielle d’une plante médicinale Pélargonium graveolens.

L'étude de I'activité antimicrobienne de ce HE contre les bactéries pathogenes.

L’étude de I’effet de synergie de la ciprofloxacine et 1’huile essentielle contre les

bactéries pathogénes.

2. Matériel

2.1 Matériel non biologiques

2.1.1 Appareillages

>

Un appareil d’hydro distillation de type Clevenger, utilisé pour 1’extraction des huiles

essentielles, il se compose de trois compartiments essentiels :

Une chauffe ballon.

Un ballon en verre a fond rond de 2 litre.

Un réfrigérant.

Autoclave 120°C.

Balance électrique de précision.
Etuve a 37°C.

Plaque chauffante.
Réfrigérateur (-20°C a 5°C).
PH meétre.

Agitateur.

2.1.2 Verrerie

Béchers (500 ml).
Flacons stériles 250 ml.
Pipettes graduées 10ml.
Pipettes Pasteur.

Tubes & essai.
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2.1.3 Outils

Boites de Pétri.

Bec Bunsen.

Micropipette 1000pul.
Micropipette 200pul.

Pince.

Portoirs.

Disques en papier (Wattman n°4).
Ecouvillons.

Des microplaques a 96 puits.
Cones bleus et jaunes.

Tubes Eppendorf.

Tubes coniques.

YV V. V V V V V V V VYV V V V

Eaux distillées et eaux physiologiques.
2.1.4 Milieux de culture

» Mueller Hunten agar (MH).

» Bouillon Nutritif (BN).

» Gélose Nutritive(GN).

2.2 Matériels biologiques

2.2.1 Matériels végétales

Pélargonium graveolens une plante de la famille des Géraniaceae, originaire d’Afrique de
Sud et cultivée en Algérie, dans les jardins et dans les cimetieres. Cette espece est utilisée
depuis longtemps pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques (Emollient, bactéricide,
fongicide et anti-inflammatoire). Il s'avére utile dans le traitement des problemes de peau
(acné, eczéma, vergetures, couperose), traite les dermatoses, apaise les symptémes liés a des
affections respiratoires, aide a la cicatrisation des plaies, en massages en cas de grande
fatigue, d'asthénie ou de stress, en cataplasmes et pour traiter les hémorroides (Hamdani,
2022). Les parties usitées et 1’origine de La plante Pélargonium graveolens utilisé dans notre

étude sont données dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Source et partie utilisée de la plante médicinale.

Nom scientifique Partie utilisée Lieu Date
d’échantillonnage d’échantillonnage
Pelargonium Partie aérienne Tébessa et Souk Ahras 01 février 2025
graveolens (Les feuilles)

Souches bactériennes :
» Pour les tests d’activité antibactérienne, nous avons choisis les souches bactériennes
(références) suivantes :

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Micrococcus
luteus ATCC 4698, Bacillus subtilis ATCC 9372, Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia
coli ATCC 25422,

ATCC: American Type Culture Collection.

2.2.2 Souches d’origine alimentaire multi résistantes aux antibiotiques

Les souches d’entérobactéries utilisées dans notre travail (03 souches isolées du blanc de
poulet) sont isolées et identifiées par M"*Amra Amel dans le cadre d’une thése de doctorat
sous la direction de Pr Debabza Manel et Mechai Abdelbasset (Tableau 10).
L’antibiogramme de ces souches est réalise vis-a-vis de 22 antibiotiques selon les
recommandations de la CASFM 2018.
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Tableau 10 : profil d’antibiogramme des souches d’origine alimentaire sélectionnées

Test de BLSE Phénotvoe de
Code Espéce Profil Test de Test du double -notyp multi résistance
) . résistance
synergie disque
AMX-PRL-TIC-TTC-CL-FOX-AMC-CAZ- 5 familles
S42. Serratia odoriferal CTX-FEP-ATM-ETP-IPM-GN-NA-OFX- - + BLSE 19 ATB
CIP-FOS-COT
AMX-PRL-TIC-TTC-CL-FOX-AMC-CAZ- 4 familles
S43 Serratia odoriferal CTX-FEP-ATM-ETP-IPM-GN-NA-OFX- - + BLSE
18 ATB
CIP-COT
AMX-PRL-TIC-TTC-CL-FOX-AMC-CAZ- 4 familles
S46 Serratia odoriferal | CTX-FEP-ATM-ETP-IPM-GN-NA-OFX- - + BLSE
CIP-COT 18 ATB

Amoxicilline: AMX , Pipéracilline:PIP, Ticarcilline:TIC, Amoxicilline Acide clavulanique : AMC, Ticarcilline-Acide-clavulanique :TCC,
Céfalexine : CL, Céfoxitine: FOX, Ceftazidime :CAZ, Cefotaxime :CTX, Ceéfixime: CFM, Céfépime: FEP, Aztréonam :ATM,

Ertapénéme :ETP, Imipéneme: IPM, Amikacine: AN/ AK, Tobramycine :TOB, Gentamicine: GM/GN, Ofloxacine: OFX,
Ciprofloxacine :CIP, Sulfaméthoxazole- Triméthoprime :SXT, Nitrofurantoine :NIT, Fosfomycine :FOS.

BLSE (béta-lactamase a spectre élargi)

44




Matériel et méthodes

2.2.3 Souches uropathogénes multi résistantes aux antibiotiques

Les souches d’entérobactéries uropathogene utilisées dans notre travail (04 souches) sont

isolées et identifiees par Dr Fares Roufaida (Tableau 11 et 12) dans le cadre d’une thése de

doctorat sous la direction de Pr Mechai Abdelbasset et Pr. Debabza Manel.

L’antibiogramme est réalisé vis-a-vis de 22 antibiotiques selon la recommandation de la

CASFM 2018 (tableau).

- Enterobacter cloacae (S9) .

- Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae ( S25) .
- Enterobacter cloacae (S 49).

- Raoultella terrigena (S 170) .

Tableau 11 : Origine des souches uropathogenes

Espeéces Souches Age Sexe Service Hépital
Enterobacter cloacae S9 46 Femme Dialyse EPH Cheria
Klebsiella pneumoniae
] S25 47 Homme Médecine homme EPH Cheria
SSpP pneumoniae
o EPH Bir El
Enterobacter cloacae S49 48 Femme Médecine femme At
er
Raoultella terrigena $170 33 Homme Médecine homme EPH Cheria
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Tableau 12 : profil d’antibiogramme des souches uropathogénes sélectionnées

Souches Codes | AMX |[PRL |TIC|TTC|AMC |CL| FOX |[CAZ|CTX|CFM |FEP|ATM |IPM |ETP|AK| GN |TOB| OFX |CIP|NIT |FOS|COT
Enterobactercloacae S9 R R R R R R R R R R R R | R S R R R R R R S
Klebsiella pneumoniae ssp
. S25 R R R R R R S R R R R R S | S R R R S S R R
pneumoniae
Enterobactercloacae S49 R R|R|R S |R R R R R R R S I |S R R S S| S| S S
Raoultellaterrigena S170 | R R|R|R S |R R R R R S I I S | R I I R I | S| S R

Amoxicilline: AMX , Pipéracilline:PIP, Ticarcilline:TIC, Amoxicilline Acide clavulanique : AMC, Ticarcilline-Acide-clavulanique :TCC,
Céfalexine : CL, Céfoxitine: FOX, Ceftazidime :CAZ, Cefotaxime :CTX, Cefixime: CFM, Céfépime: FEP, Aztréonam :ATM,

Ertapénéme :ETP, Imipéneme: IPM, Amikacine: AN/ AK, Tobramycine :TOB, Gentamicine: GM/GN, Ofloxacine: OFX,
Ciprofloxacine :CIP, Sulfaméthoxazole- Triméthoprime :SXT, Nitrofurantoine :NIT, Fosfomycine :FOS
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3. Méthodes

3.1 Extraction de I’huile essentielle
L’extraction par hydro distillation de I’huile essenticlle de Pélargonium graveolens est
réalisée au niveau du laboratoire de recherche sur les Molécules Bioactives et Applications de
la faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie université de Tebessa.
L’extraction a ¢été réalisée a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger (Figure 4).
Avant I’emploi, ’appareil a été nettoyé a 1’alcool puis rincé a I’eau distillée pour éliminer les
poussic¢res et les graisses probablement présentes dans 1’appareil afin d’éviter toute

contamination de ’huile au cours de I’extraction.
a) Principe

L’huile essentielle de chaque plante a été extraite par hydrodistillation a ’aide d’un appareil
de type Clevenger, comme décrit par (Elyemni et al., 2022). Dans un ballon de 2L, 100g de la
plante seéche est imprégné dans un litre d'eau distillée. L’ensemble est porté¢ a 1’ébullition
pendant 1h 30 jusqu’a 2h de temps, le ballon est lié a une colonne qui communique avec un
réfrigérant, permettant la condensation des vapeurs d’eau chargée de gouttelettes d’HE, et la
chute de ces derniers dans une ampoule a décanter, ou 1’cau et 1’huile se séparent par
différence de densité.

Une fois I'extraction d’HE terminée, la partie huileuse flottante est récupérée puis conservée a
4 °C dans des flacons en verre ambré hermétiqguement fermés (Laouar & Sifer, 2013).

Blopase |
Figure 4 : Les étapes d’extraction de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens.

3.2 Revivification des souches bactériennes

Repiquage et enrichissement

Les souches bactériennes sont repiquées 02 fois successives dans le bouillon nutritive et
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incubées a 37 °C, pendant 24h. Chaque souche est isolée par la méthode des stries dans la
gélose nutritive et incubée a 37°C, pendant 24h. Une ou plusieurs colonies identiques sont
prélevées et transférées dans 1’eau physiologique stérile afin d’avoir une densité optique de

la suspension bactérienne entre 0,08 et 0,1 a 620 nm (Barchan et al., 2015).

3.3 Evaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentielles

Aromatogramme : La méthode de Vincent.
a) Technique

L'activité antimicrobienne du I’huile essentielle a été testé par la méthode de diffusion de
disque en milieu gélose selon les recommandations de la Comité National pour les Normes de
Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001).

Des cultures bactériennes jeunes pour les souches indicatrices ont été mises en suspension
dans l'eau physiologique (0,9 % NaCl). Ces inoculum ont été étalés avec des écouvillons
stériles sur la surface de boites de Pétri contenant de la Mueller-Hinton Agar. Ensuite, des
disques de papier (Wattman n°4) stériles de 6 mm de diametres ont été disposés sur la plaque
et 5 ul d'HE ont été ajoutés a chaque disque. Les boites de Pétri ont été maintenues a 4°C
pendant 1 h, puis incubées a 37°C pendant 18 a 24h (Chebaibi et al., 2016).

b) Lecture

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne s’est traduite par un halo
translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont les diametres des zones
d'inhibition (mm) ont été mesurés a I’aide d’une régle transparente, y compris le diametre des
disques. Selon la fourchette proposée par (Zemouli & Soualmia 2023), les souches seront

ainsi classées selon 1’effet inhibiteur d’HE comme suit :

e Non sensible (-) : Si le diamétre d’inhibition ne dépasse pas 8mm (6bmm @ < 8mm).
e Sensible (+) : Si 9 < diamétre < 14mm.
e Tres sensible (++) : Si 15 < diamétre < 19mm.

e Extrémes sensible (+++) : Si le diamétre dépasse 20mm (@ >20 mm).
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3.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle
et de la ciprofloxacine

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus petite d’HE
qui empéche les bactéries de se multiplier. C’est le paramétre le plus utilisé pour mesurer in vitro
I’activité d’un antibiotique.

a) Principe

Cette méthode consiste a ensemencer, par une suspension bactérienne standardisée
(0,5 McFarland), une série des dilutions de I’HE. L’observation de cette série aprés un temps
d’incubation de 18 a 24 h permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui
correspond a la plus petite concentration en HE pour laquelle il n’y a pas de croissance visible a
I’ceil nu (inhibition de la croissance de 90% de la population microbienne) (Brahmi et al.,
2021).

b) Technique

Une micro-dilution des huiles essentielles a tester, a été réalisée dans des microplaques a 96 puits
selon le protocole décrit par (Tabanca et al., 2020). Le milieu de culture utilisé est constitué de
Muller Hinton bouillon avec 0,5% de tween 80. 20 pl d'huile essentielle sont ajoutés dans le
premier puits qui contient 180 pl de bouillon Mueller-Hinton (tween 80 : 0,5%) les autres puits
contiennent déja 100ul MHB (tween 80 : 0,5%). Aprés homogénéisation du premier puits, 100 pl
du mélange du premier puits sont transférés dans le deuxiéme puits et ainsi de suite, les 100 ul
du dernier puits sont retirés (une dilution géométrique de base 2). Ensuite, chaque puits a été
inoculé avec 10pl de la suspension bactérienne & tester (3,5 x 10’ UFC/ml). Des puits contenants
de MHB (tween 80 : 0,5%) ont été inoculés par la souche a tester sont utilisés comme contrbles
positifs, ceux contenant le HE ou la ciprofloxacine et BMH (tween 80 : 0,5%) non inoculés sont
utilisés comme contr6le négatif.

Apres 18 heures d’incubation a température de 37° C, Les résultats sont lus a I’ceil nu,
la CMI de I’huile essentielle est défini comme la plus faible concentration de [I'huile
essentielle a laquelle le micro-organisme testé ne présente pas de croissance visible dans le
bouillon. (Zemouli & Soualmia, 2023).

Valeurs des dilutions utilisées dans la détermination des CMI des huiles essentielles ( Tableau
13).

Tableau 13 : Valeurs des dilutions utilisées dans la détermination des CMI des huiles

essentielles
Facteur ce QUtON 1y 1 a2 | wa | we | a6 | 2 | 14 | w128 | w256
HE pl /ml 00| 50 | 25 | 125 | 6.25 |3.125 | 1.562 | 0.781 0.390

3.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
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La CMB est définie comme étant la plus faible concentration de 1'huile essentielle qui
détruit 99,9% de la concentration cellulaire finale. 10ul de la suspension bactérienne sont
repiqués a partir des puits montrant une absence compléte de la croissance bactérienne puis
déposés en strie sur gélose MH. Les boites ensemencées sont incubées pendant 18h
d'incubation a 37°C (Figure 5). La CMB a ¢été considérée comme la concentration la plus
faible a laquelle aucune croissance bactérienne n'a été observée. (Chebaibi et al., 2016). Le
rapport CMB/CMI est calculé, il permet de déterminer le pouvoir antibiotique de 1’huile

essentielle. Lorsque ce rapport est inférieur ou égal a 4, on dit que 1’extrait est bactéricide et

lorsqu’il est supérieur a 4, I’extrait est qualifi¢ de bactériostatique (Bouharb et al., 2014).

Figure 6:les étapes de détermination de la CMI

3.6 Détermination de types d’interaction entre huile I’essentielle et la ciprofloxacine
3.6.1 Etude de I’effet de combinaison « huile essentielle / antibiotique » par la méthode de
diffusion en puits
Cette combinaison est réalisée afin de tester I’activité antibactérienne et de mettre en
valeur un éventuel effet synergique entre I’huile et la ciprofloxacine sur les souches
bactériennes testées.
Ce test consiste a réaliser des combinaisons entre 1’huile et la ciprofloxacine a différentes
concentrations émulsifiées dans le DMSO a raison de 5% (v/v).
e 25% d’huile +75% de FSC.
¢ 50% d’huile + 50% de FSC.
e 75% d’huile +25% de FSC.
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Des puits de 6 mm de diametres creusés dans la gélose MH préalablement ensemencée
avec la souche teste sont remplis avec 70ul de la combinaison HE/ATB. Aprés
I’incubation a 37° pendant 24h, une lecture a ét¢ faite comme cité

précédemment dans I’aromatogramme.

D’aprés Pibiri (2005), il existe quatre effets antimicrobiens des associations d’huiles
essentielles, ainsi pour les antibiotiques :

e Indifférent : (A+B) = Effet A ou Effet B.

e Addition : (A+B)= Effet A + Effet B

e Synergie : (A +B) > Effet A + Effet B.

e Antagonisme : (A +B) < Effet A ou Effet B.

3.6.2 Etude de P’association « huile essentielle / antibiotique » par la méthodedes disques

La méthode utilisee pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’association HE/ATB est
celle de diffusion sur milieu solide préconisée par Halawani (2009).

» Un disque d’antibiotique de 6 mm de diamétre est déposé au centre de chaque boite
MH préalablement ensemencée (un disque par boite);

» A l’aide d’une micropipette, 10 ul d’HE sont déposés sur chaque disque d’ATB;

> Les boites sont laissées diffuser a 4°C pendant 2 h puis incubées a 37°C pendant 24 h;
» Apres incubation, le diamétre des zones d’inhibition est mesuré en mm. Le résultat
étant la moyenne de trois essais ;

Les données ont été analysées comme suit:

e Indifférence : les deux zones d’inhibition de I’HE seule et de I’association HE/ATB
restent inchangées.

e Antagonisme : la zone d’inhibition de [I’association HE/ATB est moins importante
que celle de I’HE toute seule.

e Synergie : la zone d’inhibition de 1’association HE/ATB est plus importante que

celle de I’HE toute seule.

3.4.3. Etude de D’association « huile essentielle/antibiotique » par la méthode de
micro dilution en milieu liquide.

La méthode de micro dilution modifiée a été utilisée pour déterminer le potentiel de synergie
des associations HE/ATB a différentes concentrations suivant la méme procédure utilisée pour
évaluer la CMI (Zemouli & Soualmia, 2023). La dilution de I'HE est effectué¢e dans le sens

horizontal et I’ajout des différentes concentrations d’antibiotiques est fait verticalement avec
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une gamme de concentration allant de 100 a 0.195 pL/mL, une série de combinaisons de
concentration différente en HE/ATB sera obtenue. (Figure 7)

L’HE et ’ATB sont également testés separément sur la méme microplaque pour la
comparaison (témoin positif). Par la suite, la microplaque est inoculée avec une suspension
bactérienne de telle fagon & obtenir une charge finale qui est de 5 x10°UFC/ mL, puis incubée
a 37°C pendant 24 h. La mesure de I’effet association HE/ATB a été obtenue en calculant
I’Indice de Concentration Inhibitrice Fractionnaire (FICI : Fractional Inhibitory Concentration

Index) selon la formule ci-dessous.

B CMI de ’ATB en cmnbinaison+ CMI de I’'HE en combinaison
B CMI de I’ATB seul CMI de I'HE seul

FICI

La combinaison des deux composés est considérée selon Turgis et al., (2012) comme :
FICI <0,5 : association synergique
0,5 <FICI < 1 : association additif
1 <FICI<4 : absence d’association

FICI >4 : association antagoniste.

Synergy checkerboard assay

Compound A concentrations (pg/mL)

256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 0.25% 0 A~
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Compound B concentrations (ug/mL)

©Emery Pharma

Figure 8: Schéma de microplaque utilisée dans la détermination des CMI de la
combinaison de I’huile essentielle et I’antibiotique vis-a-vis des souches pathogenes.
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Résultats et discussion

1. Activité anti-bactérienne de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens et de la
ciprofloxacine sur les bactéries testées.

L’huile essentielle de Pélargonium graveolens a montré une activité antibactérienne variable
selon les souches testées (Tableau 14). La souche la plus sensible était Raoultella terrigena
(S170), avec une zone d’inhibition de 34.00 £ 0.74 mm, suivie de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (28.00 = 0.70 mm) et Bacillus subtilis ATCC 9372 (27.00 £1.22 mm)
respectivement, indiquant une forte efficacité de 1’huile contre ces bactéries, en particulier sur
les Gram positives. Une activité modérée a été observée contre Escherichia coli ATCC 25422
(13.00 £ 1.62 mm), Enterobacter cloacae (S9) (14.00 = 0.98 mm), Klebsiella pneumoniae
ssp. pneumoniae (S25) (16.00 = 0.45 mm) et Enterobacter cloacae (S49) (14.00 £ 0.98 mm).
En revanche, une faible activité a été enregistrée contre les souches Serratia odoriferal (S43)
et Serratia odoriferal (S46)), avec des zones d’inhibition de 08.00 = 0.00 et de 10.00 £+ 0.00
mm respectivement (figue 01).

Tableau 14 : activité anti-bactérienne de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens
et de la ciprofloxacine sur les bactéries testées.

diamétre de zone d’inhibition (mm)

Souches bactériennes testées Pélargonium graveolens ciprofloxacine

Staphylococcus aureus ATCC 25923 28.00 £ 0.70 30.00 £ 0.28
Bacillus subtilis ATCC 9372 27.00 £1.22 31.00 £ 0.75
Bacillus cereus ATCC 11778 21.00 £ 2.12 23.00 + 2.36
Micrococcus luteus ATCC 4698 23.00 £ 0.31 31.00 £ 0.40
Escherichia coli ATCC 25422 13.00 + 1.62 28.00+2.11
Enterobacter cloacae (S9) 11.00 + 2.82 22.00 £ 0.55
Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia (525) 16.00 + 0.45 21.00 £ 0.08
Enterobacter cloacae (S549) 14.00 £ 0.98 25.00 £0.21
Raoultella terrigena (S170) 34.00+0.74 32.00+0.42
Serratia odoriferal (S42) 11.00 £ 2.54 11.00 +1.23
Serratia odoriferal (S43) 08.00 £ 0.00 11.00+1.74
Serratia odoriferal (S46) 10.00 £ 0.00 10.00 £ 0.05

La ciprofloxacine a démontré une forte activité antibactérienne sur la majorité des souches

testées, avec des zones d’inhibition qui fluctuent entre 10.00 = 0.05 et 32.00 £ 0.42 mm
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(Tableaul4). La souche Raoultella terrigena (S170) a présenté la plus grande sensibilité avec une
zone d’inhibition de 32.00 + 0.42 mm, suivie de Bacillus subtilis ATCC 9372 (31.00 £+ 0.75 mm),
Micrococcus luteus ATCC 4698 (31.00 = 0.40 mm) et Staphylococcus aureus ATCC 25923 (30.00 +
0.28 mm), indiquant une excellente efficacit¢ de cet antibiotique contre ces bactéries Gram
positives. Escherichia coli ATCC 25422 se montre sensible avec un diametre de 28.00 + 2.11 mm,
tout comme Enterobacter cloacae (S49) avec 27 mm. Une activité modérée a été observée contre
Bacillus cereus ATCC 11778 (24 mm), Enterobacter cloacae (S9), et Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae (S25), toutes deux avec des zones de 22 mm. En revanche, les souches Serratia
odorifera (S42, S43, S46) ont présenté une résistance remarquable, avec des zones d’inhibition tres
faibles allant de 10.00 = 0.05 a 11.00 £ 1.23 mm. Ces résultats montrent que, bien que la
ciprofloxacine soit généralement efficace, certaines souches, notamment du genre Serratia, peuvent

présenter une résistance significative (figure 9).

S-awmAch_ 5323

Bacllur conoumn ATCC11138
Meicnoesconn (wliwn ATcc 4638

Staphylococcus aureus ATCC Micrococcus luteus ATCC 4698

Raoultella terrigena (S170) Enterobacter cloacae (S9) Klebsiella pneumoniae ssp

pneumonia (S25)
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Semalio sdoifrad
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Enterobacter cloacae (S549) Serratia odoriferal (S42) Serratia odoriferal (S46)

Figure 9: Images de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Pélargonium
graveolens et de la ciprofloxacine sur les bactéries testées.
Un certain nombre d’études ont évalué ’efficacit¢ d’HE de Pélargonium graveolens par
rapport a un certain nombre de bactéries Gram positif et Gram négatif. A ce titre
Bouguhlmouna (2014) a rapporté que I’huile essentielle de Pélargonium graveolens possede
une excellente activité sur la majorité des microorganismes testés a 1’égard de Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella

pneumoniae,) avec des diamétres d'inhibition supérieurs a 25 mm.

Dans une autre étude Boutarfaia et Benyahia (2015), ont constatés que 1’huile essentielle
de Pélargonium graveolens présente une bonne activité antibactérienne. Les bactéries
Staphylococcus aureus, Proteus spp. et Serratia marcescens se sont montrées sensibles, avec
des zones d’inhibition de 24 mm, 15 mm et 12 mm respectivement. En revanche,
Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens étaient résistantes, avec seulement 6
mm de zone d’inhibition. En comparant ces résultats avec les notres, on remarque que
Staphylococcus aureus est également trés sensible dans notre étude, avec une zone
d’inhibition plus élevée de 28 mm, ce qui confirme I’efficacité de cette huile essentielle contre

ces bactéries.

Toutefois selon Atailia et Djahoudi, (2015), I’action antibactérienne de 1’huile essentielle de
Pélargonium graveolens pourrait étre due a la composition chimique de I’huile comme

notamment le géraniol, formiate de citronellyle, iomenthone et le citronellol

Plusieurs études récentes rapportent que les HEs et leurs principaux constituants inhibent les

bactéries via une gamme de mécanismes tels que : la perturbation de la paroi, déstabilisation
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de la membrane plasmique, endommagement des protéines membranaires, fuite de
constituants intracellulaires tels que les métabolites et les ions, coagulation du contenu
cellulaire, et I’épuisement de la force proton-motrice (Loose et al., 2020 ; Barbarossa et al.,

2022).

Concernant le spectre d’activit¢ de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens, nos
résultats corroborent ceux de Atailia et Djahoudi (2015) et qui ont mentionnés que les
bactéries Gram + sont plus sensible a 1’action antimicrobienne de I’HE de cette plante que les
Gram -. Cette différence pourrait étre expliquée par le fait que les Gram — possédent une
résistance intrinséque aux huiles essentielles, qui est en relation avec la nature de leur paroi

bactérienne.

2. Résultat de la CMI et de la CMB

Les valeurs absolues des CMI (Tableau 15) de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens
montrent de larges écarts allant de 0.781 (uL/mL) a 25 (uL/mL) selon 1’espéce bactérienne
¢tudiée. Toutefois, 1’huile essentielle a montré une activité bactéricide contre la majorité des
souches testées, comme Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CMI = 25 pg/mL, CMB = 25
png/mL, rapport CMB/CMI = 1), Bacillus subtilis ATCC 9372 (CMI = 3.125 pg/mL, CMB =
6.25 ng/mL, rapport = 2), Bacillus cereus ATCC 11778 (CMI = CMB = 1.562 ng/mL, rapport
= 1), Micrococcus luteus ATCC 4698 (CMI = CMB = 12.5 nug/mL, rapport = 1), Escherichia
coli ATCC 25422 (CMI = CMB = 25 nug/mL, rapport = 1),Enterobacter cloacae (S9) (CMI =
6.25 pg/mL, CMB = 25 pg/mL, rapport = 4), Enterobacter cloacae (S49) (CMI = 1.562
pg/mL, CMB = 6.25 ug/mL, rapport = 4), Serratia odorifera (S42) (CMI = 6.25 pg/mL,
CMB = 12.5 pg/mL, rapport = 2), et Serratia odorifera (S46) (CMI = CMB = 6.25 pg/mL,
rapport = 1). En revanche, un effet bactériostatique a été observé uniquement sur Klebsiella
pneumoniae ssp. pneumoniae (S25), avec une CMI tres faible de 0.781 pg/mL mais une CMB
de 6.25 pg/mL, donnant un rapport €élevé de 8, ainsi que sur Raoultella terrigena (S170), qui
présente une CMI de 1.562 pg/mL et une CMB de 12.5 pg/mL, soit un rapport également égal
a 8. Globalement, I’huile essenticlle se montre efficace, avec une bonne activité surtout contre

les bactéries Gram positives, comme Bacillus cereus et Micrococcus luteus.
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Tableau 15 : Résultat de CMI et CMB de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens
et de la ciprofloxacine sur les souches indicatrices.

Souches CMI CMB Rapport CMB/CMI
(uL/mL) (uL/mL)
| Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 25 1 ~ bactéricide |
Bacillus subtilis ATCC 9372 3.125 6.25 2 bactéricide
Bacillus cereus ATCC 11778 1.562 1.562 1 bactéricide
Micrococcus luteus ATCC 4698 125 12.5 1 bactéricide
Escherichia coli ATCC 25422 25 25 1 bactéricide

Enterobacter cloacae (S9) 6.25 25 4 bactéricide

Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia 0.781 6.25 8 bactériostatique

(S25)

Enterobacter cloacae (S49) 1.562 6.25 4 bactéricide
Raoultella terrigena (S170) 1.562 12,5 8 bactériostatique
Serratia odoriferal (S42) 6.25 125 2 bactéricide
Serratia odoriferal (S43) / / / /
Serratia odoriferal (S46) 6.25 6.25 1 bactéricide

Concernant les résultats de la CMI de la ciprofloxacine contre deux souches bactérienne
(Tableau 16). Pour la souche Escherichia coli ATCC 25422, la CMI et la CMB sont toutes
deux de 1.644 pg/mL, avec un rapport CMB/CMI de 1, indiquant un effet bactéricide net.
Cependant, Enterobacter cloacae (S9) présente une CMI et une CMB identique de 3.289

png/mL, avec un rapport également €gal a 1, traduisant un effet bactéricide efficace.

Tableau 16 : Résultat de CMI de la ciprofloxacine sur les souches indicatrices.

Souches CMI CMB Rapport CMB/CMI | Effet
Escherichia coli ATCC 2| 1.644 1.644 1 bactéricide
Enterobacter cloacae (S9] 3.289 3.289 1 bactéricide
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L'huile essentielle de Pélargonium graveolens et la ciprofloxacine ont des effets
antibactériens, mais leur efficacité et leur spectre d’activité se différe selon les espéces et les
souches bactériennes étudiées différent. L'huile essentielle montre une activité bactéricide
contre plusieurs souches, mais elle peut aussi étre bactériostatique a faible concentration pour
certaines souches. En comparaison, la ciprofloxacine est plus puissante, avec des CMI plus
faibles et un effet bactéricide constant, surtout contre les souches Gram négatives comme
Escherichia coli et Enterobacter cloacae. Alors que 1'huile essentielle agit plus largement sur

différentes bactéries, la ciprofloxacine est plus ciblée et efficace a des doses plus faibles.

Dans une étude récente sur ’activité biologique de I’huile essentielle de Pélargonium
asperum, Ouelhadj et al., (2019) ont montré que montré que cette huile affiche une bonne
activité antibactérienne, surtout contre la souche de Staphylococcus aureus ATCC 43300 et
une souche d’Escherichia coli. En revanche, son efficacité est faible contre Klebsiella

pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, deux bactéries a Gram résistantes aux antibiotiques.

Selon Sandoz (2018).

La ciprofloxacine affiche une tres forte activité in vitro contre la plupart des germes oculaires
étudiés : les bactéries a Gram négatif telles que Neisseria gonorrhoeae (CMI = 0,004 pg/mL),
Haemophilus influenzae et Escherichia coli (CMI< 0,06 pg/mL) sont particulierement
sensibles, tandis que les staphylocoques et streptocoques a Gram positif (CMI comprises entre
0,25 et 1,0 png/mL) montrent une sensibilit¢ modérée a bonne. En revanche, les anaérobies
comme les espeéces Bacteroides (CMI= 16 pg/mL) et Clostridium non-difficile (CMI = §
png/mL) nécessitent des concentrations beaucoup plus élevées pour étre inhibés, suggérant une
efficacité clinique réduite contre ces souches. Dans I’ensemble, plus la CMI est faible, plus la
ciprofloxacine est un choix pertinent pour traiter les infections oculaires bactériennes,

notamment celles dues a des bacilles a Gram négatif.

3. Effets combinés de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens (HE) et de la

ciprofloxacine (ATB cip) évalués par la méthode de diffusion en puits

L’analyse des résultats des tests effectués (tableau 17), nous a permis d’observer de trois
types d’interactions a savoir: la synergie, ou I’effet combiné des deux agents est supérieur a la

somme de leurs effets individuels ; I’indifférence, ou la combinaison n’apporte ni
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amélioration ni réduction de I’activité antibactérienne ; et 1’antagonisme, ou la combinaison
diminue 1’efficacité par rapport a chaque agent seul (figure 10). Les résultats révelent que
Micrococcus luteus ATCC 4698 montre une synergie notable avec les trois combinaisons
utilisées a savoir ; 75% HE/ 25% ATB cip, 50% HE/ 50% ATB cip et 25% HE/ 75% ATB cip.
En revanche, les autres souches comme Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Raoultella terrigena et Serratia odoriferal présentent un
effet antagoniste a I’egard de différentes concentrations utilisées, un effet indifférent est
observé a certaines concentrations, ce qui signifie que la combinaison n'a pas d'effet
significatif par rapport aux substances utilisées seules. Enfin, Staphylococcus aureus ATCC
25923 présente une un effet Indifférent avec les differentes concentration de combinaisont

utilisées.
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Tableau 17 : effet de combinaison combinaisons de ’HE de Pélargonium graveolens et de la ciprofloxacine par la méthode de
diffusion en puits.

Souches bactériennes testées

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Effet de la combinaison

Bacillus subtilis ATCC 9372

Effet de la combinaison

Bacillus cereus ATCC 11778

Effet de la combinaison
Micrococcus luteus ATCC 4698
Effet de la combinaison

Escherichia coli ATCC 25422

Effet de la combinaison

Enterobacter cloacae (S9)

HE/ATB cip
100%/0%
12.00+1.12
/
06.00 + 2.20
/
11.00 +1.52
/
06.00 + 1.41
/
11.00 +1.32
/

19.00 £ 0.92

diametre de zone d’inhibition (mm) de la combinaison
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HE/ATB cip
0%/100%
36.00 £ 0.85
/
44.00£1.10
/
28.00 £ 1.54
/
33.00+1.44
/
37.00 £ 0.38
/

32.00 = 0.66

HE/ATB cip
75%1/25%
33.00+0.22
Antagonisme
38.00 £ 0.07
Antagonisme
23.00 £ 0.68
Antagonisme
40.00 £ 0.94
synergie
30.00 £ 0.08
Antagonisme

28.00 = 1.26

HE/ATB cip
50%/50%
37.00+0.10

Indifférent
39.00 £ 0.48
Antagonisme
26.00 £ 0.65
Antagonisme
36.00+0.41
Synergie
30.00 £ 0.84
Antagonisme

30.00 £0.74

HE/ATB cip
25%/75%
40 £0.22

Indifférent
42.00£2.91

Antagonisme
28.00 £ 1.55

Antagonisme

36.00 +1.32

synergie

34.00 £ 0.05

Antagonisme

29.00




Effet de la combinaison
Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia (S25)
Effet de la combinaison
Enterobacter cloacae (S49)
Effet de la combinaison
Raoultella terrigena (S170)
Effet de la combinaison
Serratia odoriferal (S42)
Serratia odoriferal (S43)
Effet de la combinaison
Serratia odoriferal (S46)
Effet de la combinaison

ND : Non déterminer

/

07.00 +0.87

/

06.00 +1.32

/

13.00 +1.44

/

ND

06.00 +0.74

07.00 + 0.76
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/

26.00 £0.12

/

31.00 + 0.00

/

42.00 £ 0.36

/

ND

19.00 £ 2.11

14.00 + 2.84

Antagonisme
26.00 £1.73
Antagonisme

26.00 £ 0.8
Antagonisme
35.00 £+ 0.46
Antagonisme

ND
06.00 +£1.98
Antagonisme
06.00 £ 0.74

Antagonisme
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Antagonisme
29.00 £ 0.00
Antagonisme
30.00 £ 1.56
Antagonisme
42.00 £ 0.05
Antagonisme
ND
12.00 + 1.87
Antagonisme
16.00 + 0.32

Indifférent

Antagonisme
27.00+£0.12
Antagonisme
27.00 £ 0.54
Antagonisme
31.00 £ 0.42
Antagonisme

ND
13.00 + 1.56
Antagonisme
15.00 + 0.87

Antagonisme
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Figure 10: Photographies de la sensibilité des souches pathogénes aux combinaisons de
ciprofloxacine par la méthode de diffusion en puits.

4. Effets de combinaisons de ’HE de Pélargonium graveolens et de la ciprofloxacine
par la méthode de diffusion en disques.

Le tableau 18 présente I’effet de la combinaison de 1’huile essentielle (HE) de Pélargonium

graveolens avec la ciprofloxacine (ATB cip) sur différentes souches bactériennes. L’analyse

des résultats nous a permis de constater que la majorité des associations HE/ATB montrent un
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effet synergique (figure 11), comme observé chez Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, et Raoultella terrigena, avec des diamétres de zones
d’inhibition supérieurs a ceux obtenus par chaque agent seul. Ce résultat suggere un potentiel
d’interaction positive entre I’HE et I’antibiotique, pouvant renforcer 1’activité antibactérienne.
Toutefois, une exception est observée avec Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, ou I'effet
est antagoniste, indiquant une possible interférence entre les deux agents. Par ailleurs,
Serratia odorifera (souche S42) montre une indifférence a la combinaison, suggérant une
résistance naturelle ou une absence d’effet combiné. Ces résultats soulignent 1’intérét
potentiel d’utiliser les huiles essentielles en combinaison avec des antibiotiques pour
améliorer 1’efficacité thérapeutique, tout en signalant la nécessité d’évaluer les interactions
specifiques a chaque souche bactérienne.

Tableau 18 : ’effet de combinaison de ’HE de Pélargonium graveolens et de la
ciprofloxacine par la méthode de diffusion en disques.

Diametre de zone d’inhibition (mm) de la
combinaison
Souches bactériennes testées HE ATB cip HE/ATB cip
Staphylococcus aureus ATCC 25923 |« 35.00+£0.04 | 31.00£0.62 40.00 £ 0.88
Effet de la combinaison Synergie
Bacillus subtilis ATCC 9372 30.00+2.05  36.00+0.76 42.00 £0.32
Effet de la combinaison Synergie
Bacillus cereus ATCC 11778 17.00 +1.08 22.00 £ 0.75 31.00 £ 0.28
Effet de la combinaison Synergie
Micrococcus luteus ATCC 4698 36.00+0.06 | 30.00+1.74 40.00 + 0.46
Effet de la combinaison Synergie
Escherichia coli ATCC 25422 12.00 £ 0.82 27.00+£0.43 26.50 £ 1.23
Effet de la combinaison Synergie
Enterobacter cloacae (S9) 10.00£0.92 & 25.00+1.58 28.00+£1.78
Effet de la combinaison Synergie
Klebsiella pneumoniae ssp 37.00+0.49 | 22.00+0.65 28.00 £ 0.95
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pneumonia (S25)

Effet de la combinaison

Antagonisme

Enterobacter cloacae (549) 23.00 £ 0.28 21.00£0.6 26.00 £ 0.15
Effet de la combinaison Synergie
Raoultella terrigena (S170) 29.00£0.07 | 39.00%0.43 42.00 £ 0.25

Effet de la combinaison Synergie
Serratia odoriferal (S42) 10.00+£2.15 & 12.00+1.49 11.00 £ 0.26
Indifférence
Serratia odoriferal (S43) 07.00+1.14 | 10.00+0.78 13.00 £ 0.48
Effet de la combinaison Synergie
Serratia odoriferal (S46) 05.00+0.05 | 10.00+0.45 14.00 £ 0.87
Effet de la combinaison Synergie

Bacillus cereus ATCC 11778

Enterobacter cloacae (S49)
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- -

Escherichia coli ATCC 25422 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figure 11: Photographies de la sensibilité des souches pathogénes aux combinaisons de
I’HE de Pélargonium graveolens et de la ciprofloxacine par la méthode de diffusion sur
disque
L'association des huiles essentielles (HES) avec des antibiotiques représente une stratégie
innovante pour lutter contre les bactéries résistantes, en renforgant l'efficacité de 1’activité
antimicrobienne (Yap et al., 2014). Qu’il s’agisse d’huiles essenticlles entiéres ou de
mélanges de leurs principaux constituants purifiés, ces combinaisons exposent les bactéries a
une diversité de composés chimiques agissant par des mécanismes antibactériens variés et
simultanés sur plusieurs cibles cellulaires. Cette approche pourrait ainsi améliorer 1’efficacité
des traitements tout en réduisant le risque d’apparition d’une résistance adaptative. En effet, le
développement d’une résistance a plusieurs mécanismes d’action distincts est moins probable

que dans le cas d’un traitement par un seul agent (Belounis et Saoudi, 2020).

Dans ces combinaisons, ’interaction entre les agents antimicrobiens peut conduire a trois
types d’effets : la synergie, I’addition ou I’antagonisme. Une synergie est observée lorsque
I’effet antimicrobien combiné est supérieur a la somme des effets individuels. Un effet additif
se produit lorsque cette somme est équivalente a celle des effets isolés. En revanche, un effet
antagoniste survient lorsque la combinaison génére une activité inférieure a la somme des
effets des deux composés pris séparément (Burt, 2004).
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Dans une etude récente, Knezevic et al., (2015) ont révélé que 1’huile essenticelle
d'Eucalyptus camaldulensis, montre une activité synergique avec la ciprofloxacine, ainsi
qu’avec la polymexine B contre deux souches d’Acinetobater baumannii isolées de plaies.
Cette meme étude conclut que 1’effet synergique a été, partiellement attribué aux terpenes

polaires et auspathulenol (alcool sesquiterpénique) qui composent cette HE.

5. Indice des concentrations inhibitrices fractionnaires (ICIF) des combinaisons de

I’HE de Pélargonium graveolens et de la ciprofloxacine

Les résultats obtenus pour les combinaisons de 1’huile essenticlle de Pélargonium graveolens
et de la ciprofloxacine (CIP) (Tableau 19), montrent des effets variés en fonction des souches
bactériennes testées. Pour la souche Escherichia coli ATCC 25422, le FICI de 0.8 indique une
association additive, suggérant que les deux agents agissent indépendamment l'un de l'autre
sans renforcer l'effet antimicrobien. En revanche, pour Raoultella terrigena (S170),
Enterobacter cloacae (S9) et Staphylococcus aureus ATCC 25923, nous avons constatés des
valeurs de FICI de 0.3, 0.4 et 0.45 respectivement indiquant une association synergique, ou la
combinaison des deux agents améliore I'effet antimicrobien par rapport a I'action individuelle

de chaque composé, suggeérant une efficacité accrue contre ces souches.

Tableau 19 : Indice des concentrations inhibitrices fractionnaires (ICIF) des
combinaisons de ’HE de Pélargonium graveolens et de la ciprofloxacine.

Souches bactériennes testées ICIF ‘ Type d’interaction

Escherichia coli ATCC 25422 0.8 ‘ association additif
Enterobacter cloacae (S9) 0.4 association synergique
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.45 association synergique
Raoultella terrigena (S170) 0.3 association synergique

De nombreuses ¢tudes ont rapporté I’existence des associations positives entres les
huiles essentielles et les antibiotiques conventionne. NOS résultats corroborent ceux obtenus
par Tripti et al., (2011), qui ont montré que I’huile essentielle Pélargonium graveolens
présentait une bonne activité antibactérienne quand elle est utilisée en combinaison avec la
ciprofloxacin contre les souches uropathogenes Klebsiella pneumoniae KT2 (ICIF = 0.375) ,
Proteus mirabilis PRT3 (ICIF = 0.5 ) and Staphylococcus aureus ST2 (ICIF = 0.5 ). Les

valeurs de cet indice ‘ICIF’ sont donc < 0,5 pour les 3 micro-organismes testés, ce qui indique
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que I’huile essentielle de Pélargonium graveolens et 1’antibiotique ciprofloxacine ont une

action antibactérienne synergique.

Dans une étude menée par Sallet Baya et Rabah Taqwa (2024), la combinaison de
I’antibiotique CIP avec I’huile essentielle de Myrtus communis (HE-MC) présente un effet
synergique contre les souches d’origine alimentaire il s’agit notamment d’Escherichia coli
UPT15 et Enterobacter cloacae UPT 11 multirésistantes et productrices de B-lactamases a

spectre ¢largi (BLSE).

Une autre étude menée par Si et al., (2008), les auteurs ont montré que I’huile essentielle
d’origan présentait une bonne activité antibactérienne quand elle est utilisée en combinaison
avec les fluoroquinolones, doxycycline et lincomicyne contre les souches de d’E. coli

multirésistantes, productrices de -lactamases a spectre élargi (BLSE).

Enfin El Atki et al., (2019), dans leur étude réalisée sur des bactéries multirésistantes (A.
baumannii et E.coli (BLSE)) et trois souches SARM, isolées de différents patients, ils
affirment que trois HEs de plantes endémiques du Nordafricain (Pituranthos chloranthus,
Teucruim ramosissimum et Pistacia lentiscus) montrent des effets synergiques avec certains
antibiotiques standards. En effet, la combinaison de chacune de ces HE avec I’ofloxacine ou
la novobiocine a démontré une activité synergique contre E. coli (BLSE) en réduisant
significativement les CMI des antibiotiques, ils ont également rapporté que la combinaison P.
chloranthus/amoxicilline exerce le méme effet sur cette souche en réduisant 4 fois la CMI de

I’amoxicilline

A la lumicre des résultats obtenus nous pouvons suggérer que la combinaison de I’HE de
Pélargonium graveolens et la ciprofloxacine pour traiter les infections des voies urinaires, ce
qui peut réduire la dose efficace de la ciprofloxacine et minimiser les effets secondaires de la

ciprofloxacine.
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La résistance aux antibiotiques est un enjeu croissant de santé publique. Les souches
classiquement multirésistantes laissent aujourd’hui la place a de nouvelles bactéries
multirésistantes (BMR) (entérobactéries sécrétrices de B-lactamase a spectre ¢largi [BLSE])
mais €galement aux plus redoutées bactéries hautement résistantes émergentes (BHRe),

rendant leur traitement plus complexe et constituant un défi majeur pour la médecine.

Face a ce phénomeéne, mis en péril par 1 'émergence de germes multi-résistants, la découverte
de nouvelles molécules antibactériennes, qui pourraient constituer une alternative a | 'usage

des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces, est devenue une nécessité absolue.

Dans le présent travail, quatre souches d’entérobactéries uropathogénes isolées de
prélevement urinaire et trois souches d’origine alimentaire toutes multirésistantes aux
antibiotiques et productrices de BLSE sont testées pour leur sensibilité¢ vis-a-vis de 1’huile
essentielle de Pélargonium graveolens mais aussi vis-a-vis de la ciprofloxacine.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que ces souches sont sensibles a I’HE de
Pélargonium graveolens. Les valeurs absolues des diamétres des zones d'inhibition montrent
de larges écarts allant de 10.00 £ 0.00 mm a 34.00 = 0.74 mm pour I’HE et des diamétres qui
fluctuent entre 10.00 £ 0.05 et 32.00 mm + 0.42 mm contre la ciprofloxacine.

En ce qui concerne la détermination de la CMI par la méthode de micro dilution en milieu
liquide, toutes les souches testées sont inhibées avec des concentrations variant de 25 a 0.781
pL/mL. On enregistre une meilleure activité sur Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia (S25)
avec une CMI variant de 0.781 pL/mL. Les concentrations minimales bactéricides de 1’huile
sont importantes et fluctuent entre 1.562 et 25 ul/ml pour la majorité des souches testées.
L’activité de I’huile essentielle est de type bactéricide sur 9 de 11 souches testées et est

bactériostatique vis-a-vis Klebsiella pneumoniae ssp pneumonia (S25) et Raoultella terrigena

(S170).
Un effet synergique notoire de I'HE de Pélargonium graveolens avec la ciprofloxacine
a été constaté et avec la méthode de diffusion en puits et confirmé avec la méthode d’indice

des concentrations inhibitrices fractionnaires.

Ces résultats ouvre une multitude de perspectives d’utilisation pour lutter contre I’émergence

et la diffusion des bactéries multirésistantes aux antibiotiques et cela passe par ;
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e [¢tude de la composition chimique de I’huile essentielle de Pélargonium

graveolens pour mieux comprendre leur mode d'action.

e Analyse d’éventuelles synergies de I’HE avec d’autres molécules bioactives
d’origine naturelle et/ou chimique.

e Réalisation de tests toxicologiques complets afin de préciser le domaine
d’application et les concentrations adéquates.

e Une ¢tude de conception d’une formule médicamenteuse qui combine entre les
antibiotiques et les huiles essentielle présentant des effets synergiques en association.

e Réaliser une étude sur un modele alimentaire
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