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Résumé

Résumé

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse de 1’huile
essentielle des parties aériennes de Pelargonium graveolens, obtenue par hydrodistillation, a
permis d’identifier 96.86% de ses constituants. Les composants majeurs sont : le citronellol
(19.22%), le géraniol (14.03%) et le formiate de citronellyle (10.02%). Les constituants de
I’huile essentielle appartiennent essenticllement aux alcools monoterpéniques (38.85%), aux
esters terpeniques (29.54%) et aux sesquiterpénes (14.97%).

L’huile essentielle (HE) de Pelargonium graveolens est active sur 86.66% des souches
bactériennes testées. Ces souches sont caractérisées par une importante résistance aux
antibiotiques, en particulier les souches Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii,
Streptococcus agalactiae et Pseudomonas aeruginosa.

L’activité de I’HE est beaucoup plus significative sur les cocci a Gram positif, du
genre Staphylococcus aussi bien que ceux des genres Streptococcus et Enterococcus. Les
diamétres des zones d’inhibition de I’HE de cette plante varient dans un intervalle assez large
allant de 7.2 mm a 42.8 mm. L’activité est beaucoup plus appréciable sur les espéces des
genres Streptococcus et Enterococcus.

Quand & la concentration minimale inhibitrice (CMI) moyenne, elle avoisine a peine
les 0.3% vis-a-vis des bactéries & Gram positif, alors qu’elle est de 1.5% vis-a-vis des especes
a Gram négatif. Les concentrations minimales bactéricides de ’huile (CMB) sont beaucoup
plus importantes et dépassent les 4% pour les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa,
elles sont de 2% pour Acinetobacter baumannii et sont inférieures ou égales a 0.7% pour les
cocci a Gram positif testés. Il n’y a pas de différence significative entre les valeurs des CMI et
des CMB des souches résistantes aux antibiotiques et celles des souches sauvages.

L’activité de I’huile essentielle est de type bactériostatique sur les entérobactéries et
P. aeruginosa et est bactéricide vis-a-vis d’A. baumannii et les cocci & Gram positif testés.
Encore meilleur est ce pouvoir bactéricide sur les souches S. aureus, S. agalactiae et

E. faecalis.

La synergie de I’HE de P. graveolens avec les différents antibiotiques a permis

I’amélioration de I’activité antibactérienne sur les souches les plus résistantes.

L’addition de I’HE au produit alimentaire (créme patissiére) et au savon a permis une
réduction significative du nombre bactérien. De plus I’HE semble posséder une excellente

rémanence.



Résumé

L’HE de Pelargonium graveolens peut étre proposée comme substitut des additifs
utiliseés dans la protection des denrées alimentaires et aussi comme produit antiseptique. Cette
substance naturelle peut étre également modélisée en industrie pharmaceutique dans la lutte

contre la contamination, la colonisation et la formation de biofilms.

Mots clés : Huile essentielle- Pelargonium graveolens- Composition chimique-

Antibactérien- Conservateur- Antiseptique - Bio-décontamination.



Résumé

Summary

The analysis by gas chromatography coupled with mass spectrometry of the
essential oil of the aerial parts of Pelargonium graveolens, obtained by steam distillation,
identified 96.86% of its constituents. The major components are: citronellol (19.22%),
geraniol (14.03%) and citronellyl formate (10.02%). The essential oil constituents mainly
belong to monoterpene alcohols (38.85%), terpene esters (29.54%) and sesquiterpenes
(14.97%).

The essential oil (EO) of Pelargonium graveolens is active on 86.66% of tested
bacterial strains. These strains are characterized by high resistance to antibiotics, in particular
Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus

agalactiae.

The activity of the EO is much more significant on the Gram-positive cocci, of the
genus Staphylococcus as well as those of Streptococcus and Enterococcus. The diameters of
the inhibition zones of the EO of this plant vary within a relatively wide range, from 7.2mm to
42.8mm. The activity is much more appreciated on the species of Streptococcus and

Enterococcus.

Concerning the average minimum inhibitory concentration (MIC), it is barely around
0.3% for Gram-positive bacteria, while it is 1.5% for the Gram-negative species. Minimum
bactericidal concentrations of oil (MBC) are much larger and exceed 4% for
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa, they are 2% for Acinetobacter baumannii
and less than or equal to 0.7% for tested positive cocci Gram. There is no significant
difference between the values of MIC and MBC of antibiotic resistant strains and those of

susceptible ones.

The essential oil activity is bacteriostatic on Enterobacteriaceae and P. aeruginosa,
and is bactericidal for A. baumannii and tested positive Gram- cocci. The best is that

bactericidal power on S. aureus, S. agalactiae and E. faecalis strains.

The synergy of P. graveolens EO with different antibiotics has allowed the

improvement of antibacterial activity on the most resistant strains.

The addition of the EO to food product (custard), and to soap has allowed a significant

reduction in bacterial numbers. EO seems to have an excellent retention.



Résumé

The Pelargonium graveolens EO can be proposed as a substitute for additives used in
food protection and also as antiseptic. This natural substance can also be modeled in

pharmaceutical industry to fight against contamination, colonization and biofilm formation.

Keywords: Essential oil - Pelargonium graveolens - Chemical composition - Antibactérien -
conservator - Antiseptic - Bio-decontamination.
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BGN-NF : Bacille a Gram négatif non fermentant
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C : Chloramphénicol

C: G : rapport citronellol / géraniol
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région
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la seule solution d’avenir, source de santé et de vie,

scientifiquement étayée, et de ce fait ['une des alliées

incomparables du médecin ».

Docteur Jean Valnet, 1970
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L’un des progrés singuliers du 20°™ siécle dans la lutte contre les maladies
infectieuses fut I’introduction des antibiotiques. Ces molécules ont contribué d’une maniére
importante au traitement de plusieurs infections. En dépit de 1’effort consenti, ces nouvelles
substances ont tout de suite montré leurs limites. Ceci résulte d’'une consommation le plus
souvent inadéquate, confortée par un manque de synthése de nouvelles molécules, et ce,

depuis plus d’une trentaine d’années.

On constate alors une émergence de microorganismes résistants a une large gamme
d’antimicrobiens. Cette résistance n’a pas tardé a devenir un probléme de santé important a
I’échelle mondiale. La question est d’autant plus complexe lorsqu’il s’agit de résistances

portées par des éléments mobiles, facilement transférables [1-3].

Ces derniers temps, on enregistre une inquiétante émergence de bactéries
multirésistantes, notamment celles productrices de B-lactamases a spectre élargi ou celles
résistantes a la methicilline, aussi bien en milieu hospitalier que communautaire [4,5]. Le lien
entre la consommation d’antibiotiques et le développement de la résistance est un fait établi et
admis par I’ensemble des professionnels [6-8]. De plus, I’utilisation des antibiotiques dans le
domaine agrovétérinaire contribue également a I’aggravation de cette problématique. Par
ailleurs, plusieurs €éléments contribuent a la propagation des résistances : les mesures
d’hygiéne inadéquates, la promiscuité des patients hospitalisés, etc. Les conséquences de
I’amplification de ces phénomeénes de résistances bactériennes sont une augmentation des
séjours hospitaliers, des colits, de la mortalit¢ et I’émergence de souches hautement

résistantes [8-10].

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 [5]. Ces derniéres sont des substances odorantes concentrées dont 1’usage s’est
élargi a plusieurs domaines allant de 1’agroalimentaire aux industries chimiques et

pharmaceutiques [5,11].

Au cours de la derniére décade, plusieurs recherches cliniques ont mis en évidence une
activité antimicrobienne de multiples huiles essentielles [12-18]. Celle-ci est liee a sa
composition chimique et spécialement a la nature de ses composants volatils. Certains

présentent divers modes d’action et agissent sur différentes cibles, avec une faible probabilité



Introduction

de développement de résistance. La composition chimique des huiles essentielles est aussi
variable, en fonction du climat, de ’altitude, de la nature du sol et son pH, de la période de

récolte et de la technique de séchage et d’extraction. [5,15,16].

L’Algérie recéle d’importantes potentialités en matiére de plantes aromatiques et
médicinales, et ce, en raison de son vaste territoire, de la diversité de son climat et de la nature
de ses sols [19]. Les gains que peut procurer la valorisation de ces plantes sont énormes mais
leur exploitation n’a pas été entreprise de facon sérieuse jusqu’a présent et pourtant,
I’industrie pharmaceutique est a la recherche de composés bioactifs intéressants, qui

pourraient compléter ou remplacer les produits chimiques déja utilisés.

Parmi les plantes aromatiques largement répondues et facilement cultivables en
Algérie : Pelargonium graveolens L’Hér. Cette plante annuelle et spontanée est originaire de
I'Afrique australe et cultivée dans de nombreuses régions méditerranéennes et subtropicales
[20,21]. L’huile essentielle de ce pélargonium, classée « Genéralement 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 [14,22,23].
Cependant, peu de travaux ont été consacrés a ses qualités antibactériennes, notamment en

Algérie.

Dans la perspective d’utilisation de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
(HE) en pratique médicale, en hygiene et en agroalimentaire, nous nous sommes proposes de
faire son screening chimique et de rechercher d’éventuelles aptitudes a inhiber la croissance

bactérienne.

Le présent travail est composé de deux parties: une synthése bibliographique
subdivisée en trois chapitres portant sur la résistance aux antibiotiques, les huiles essentielles

et le Pelargonium graveolens.

Dans la seconde partie, nous détaillerons les outils méthodologiques appliqués avant
d’exposer les résultats obtenus. Cette étude expérimentale touche essentiellement quatre axes

principaux :

¢ Enquéte ethnobotanique sur la plante étudiée aupres de la population locale.
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e Récolte et caractérisation du matériel végétal, extraction de I’HE et son analyse
physico-chimique.

e Essais bactériologiques : collecte, caractérisation et sélection des souches
bactériennes. Etude qualitative et quantitative de 1’activité antibactérienne de I’HE et tests sur
les effets synergiques de I’HE avec les antibiotiques.

e Incorporation de I’HE dans deux produits différents pour apprécier ses effets :

conservateur (produit alimentaire) et antiseptique (produit d’hygiéne).
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Chapitre | : Résistance aux antibiotiques: définitions, mécanismes et impacts

I. Généralités sur les antibiotiques
1. Définition
Un antibiotique (ATB) est une substance naturelle d’origine biologique, chimique ou
semi synthétique, ayant une activité antibactérienne en milieu organique, une bonne

absorption et une bonne diffusion dans 1’organisme [24]. Son action étant spécifique et dirigee

contre les bactéries, il est relativement peu toxique pour les cellules eucaryotes [25].

Les antibiotiques naturels sont produits essentiellement par des microorganismes du
sol tels que les moisissures et les bactéries, particulierement les especes des genres
Streptomyces et Bacillus, ainsi que de nombreuses bactéries marines. Ce sont des métabolites
secondaires, qui ne servent pas a la construction cellulaire de 1’organisme producteur, mais
apparaissent quand il n’y a plus de croissance [26]. Ils ont la propriété d’interférer directement

avec la prolifération des microorganismes a des concentrations tolérées par 1’hote [24].

Les antibiotiques chimiques sont obtenus, soit a partir de dérives totalement artificiels,
soit en recréant des substances initialement extraites de microorganismes. Les antibiotiques
semi-synthétiques sont issus de la modification, en laboratoire, de molécules de base naturelle
produites par des microorganismes [25].

2. Mode d'action et spectre d’activité

Les antibiotiques agissent a 1’échelle moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs
étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie. Leur action s’exprime Soit par
toxicité sélective au niveau de la synthése de la paroi bactérienne, de la membrane
cytoplasmique, des protéines ou des acides nucléiques, soit par inhibition compétitive. Dans
ce dernier cas, I’antibiotique est un analogue structural d’un substrat d’enzymes jouant un role
important dans les principales synthéses. L’enzyme se fixe a 1’antibiotique et la synthése est
stoppée. Il arrive aussi que I’antibiotique trouve un site de fixation sur 1’enzyme, provoquant
sa déformation, le rendant inefficace. L’antibiotique interfére avec une fonction essentielle a

la bactérie [24,26].

L’¢étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action.
Un antibiotique a large spectre est actif sur une gamme importante de bactéries ; a spectre

étroit, il n’agit que sur des bactéries qui appartiennent a un groupe bien défini [26].
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Il existe actuellement plusieurs familles d’antibiotiques qui se distinguent par des
propriétés physico-chimiques communes des molécules qu’elles renferment. Chaque molécule
dispose d’un mode d’action et d’un spectre bien a elle [27], résumeés dans le tableau 1 ci-

dessous.

Tab.01. Modes d’action et spectres d’activité des principales familles d’antibiotiques [28]

Pénicilline G, Amidinopénicillines, Etroit
Monobactames
Céphalosporines de 1™ génération
B-lactamines Inhibition de la synthése Aminopénicillines, Large
du peptidoglycane Carboxypenicillines,
Uréidopénicillines, Pénémes,
Céphémes, Carbapénémes,
Oxacéphemes,
Céphalosporines de 2¢, de 3°et de 4°
génération
Aminosides Inhibition de la synthése Amikacine, Streptomycine Large
des protéines Tobramycine, Gentamicine
Fosfomycine Inhibition de la synthése Fosfomycine Large
du peptidoglycane
Glycopeptides Inhibition de la synthése Teicoplanine, Vancomycine Etroit
du peptidoglycane
Macrolides Inhibition de la synthése Clindamycine, Lincomycine, Etroit
Lincosamides des protéines Erythromycine, Azithromycine,
Streptogramines Pristinamycine
Nitrofuranes Inhibition de la synthése Furaltadone, Large
de ’ADN Furazolidone
Phénicolés Inhibition de la synthése Chloramphénicol Large
des protéines
Polypeptides Action sur la membrane Polymyxine B, Colistine, Bacitracine,  Etroit
externe des Gram-
Quinolones et Inhibition de la synthése Acide nalidixique, Etroit
fluoroquinolones de ’ADN Ciprofloxacine, Pefloxacine, Large
Sulfamides Blocage de la synthése de Sulfaméthoxydiazine Large
I’acide dihydrofolique Sulfaméthoxazole
Tétracyclines Inhibition de la synthése Tétracycline, Doxycycline, Large
des protéines
Rifamycines Blocage de la synthése des Rifamycine Etroit
ARN messagers Rifampicine Large
Acide fusidique Inhibition de la synthése Acide fusidique Etroit

des protéines

Ainsi, les cibles bactériennes des antibiotiques varient d’une famille a une autre.
L’ADN pour les quinolones et les nitrofuranes. La paroi pour les B-lactamines, les
glycopeptides et la fosfomycine, les membranes pour les polypeptides et le ribosome pour les

aminosides, les MLS, les tétracyclines, les phénicolés et 1’acide fusidique.
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Il. Résistance aux antibiotiques

L’apparition de la résistance bactérienne aux antibiotiques a rapidement constitué¢ un

probléme de santé important a I’échelle mondiale [2].

La résistance a la pénicilline s’est développée dans les années 1950, aux
cephalosporines de premiere génération dans les années 1970 et aux céphalosporines de
troisieme génération dans les années 1990. Au cours des derniéres années, la fréquence et
I’ampleur des infections causées par des bactéries résistantes ont augmenté autant en milieu
hospitalier qu’en milieu communautaire [4]. On peut maintenant observer de la résistance
chez presque toutes les bactéries potentiellement pathogénes. Les personnes hospitalisées sont
particulierement vulnérables a la transmission des bactéries résistantes ; on estime que 60%

des infections nosocomiales sur le plan mondial sont provoquées par des bactéries résistantes

[2].

1. Définition
Un microorganisme est considéré résistant lorsqu’il peut croitre en présence d’une

concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité

des autres souches de la méme espece [2].

Les seuils pour une sensibilite, une sensibilité intermédiaire ou une résistance
microbiologique pour chaque espece de bactéries et pour chacun des antibiotiques sont
déterminés par un laboratoire indépendant, le Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) et mis a jour regulierement. Il existe d’autres organes tels le Comité de
I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM), ou encore 1’European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (EUCAST) qui régissent les

interprétations de I’antibiogramme a I’échelle européenne.

Parfois, la résistance a un antibiotique confére de la résistance a un ou plusieurs autres

antibiotiques et c’est ce que 1’on appelle la résistance croisée [1, 29-31].

2. Facteurs contribuant a ’émergence et a la propagation de la résistance

L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le résultat d’une
pression sélective exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission d’¢éléments de

résistance, méme entre especes bactériennes différentes [1,26,30].


http://www.infectiologie.com/site/medias/Recos/2011-Argu-Reco-CaSFM.pdf
http://www.infectiologie.com/site/medias/Recos/2011-Argu-Reco-CaSFM.pdf
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Les principaux facteurs contribuant a 1’émergence et a la propagation de la résistance

bactérienne sont :
2.1. Usage inapproprié d’antibiotiques

L’exposition abusive ou inadéquate aux antibiotiques augmente non seulement le
risque de toxicité, les effets indésirables, les interactions médicamenteuses, les surinfections,
la prolongation des maladies, mais aussi et surtout I’émergence de la résistance. Un des
exemples probants c¢’est 1’antibioprophylaxie dont la consommation varie de 40 a 75% des cas

selon les diverses études [1,32].

En milieu hospitalier, le nombre croissant de patients immunodéprimés, les
interventions chirurgicales complexes, l’'utilisation accrue de procédures invasives et les
systemes de soutien des fonctions vitales plus avancés appellent souvent a une utilisation

accrue d’antibiotiques a large spectre d’activité [30,33].

En milieu communautaire, I’automédication a également contribué¢ fortement au
développement de la résistance. Paradoxalement, la sous-utilisation par manque d’accés,
posologie insuffisante, mauvaise observance ou antibiotique non convenable semble jouer un

role aussi important dans I’accroissement de la résistance [1,2,30,33].
2.2. Utilisation d’antibiotiques dans le secteur agroalimentaire

L’utilisation d’antimicrobiens dans le secteur agroalimentaire est alarmante et
contribue de maniére significative a 1’apparition et la propagation de la résistance en milieu

environnemental.

Les antibiotiques sont utilisés comme facteurs de croissance. Un animal qui
consomme ces antibiotiques a faible dose, aura & manger moins pour produire autant.
L’animal grandira aussi plus vite. Il semblerait que les antibiotiques inhibent le métabolisme
de la microflore intestinale des animaux. Les bactéries consomment donc moins de nutriments
et produisent moins de toxines. C’est pour ces raisons que l’animal aura une meilleure
croissance. Cependant, étant soumises régulierement a la présence d’antibiotiques, les

bactéries de la micro-biocenose déeveloppent des résistances a ces moléecules.

Ainsi des populations bactériennes comportant de nombreuses souches résistantes aux
antibiotiques sont libérées dans les excréments. Le transfert d’agents résistants des animaux
aux étres humains peut aussi se faire par voie de contact direct ou au moyen d’eau ou de

nourriture contaminés et permettre le transfert de génes de réesistance aux bactéries chez
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I’homme. Les principaux antibiotiques utilisés dans le secteur agroalimentaire sont la
tétracycline, les glycopeptides, les quinolones, les streptogramines, les aminosides, les

céphalosporines et la streptomycine [1,34-38].
2.3. Utilisation d’antiseptiques et de désinfectants

Les antibactériens, présents dans les savons et les dentifrices et incorporés dans de
nombreux produits d’entretien ménager, accroissent la pression sélective de souches
bactériennes résistantes a ces agents. Une fois présent, le mécanisme conférant la résistance

peut entrainer une résistance croisée a 1’égard d’autres antimicrobiens [1,39].

3. Types de résistance
On connait deux types de résistance, 1’une naturelle et I’autre acquise.
3.1. Résistance naturelle ou intrinseque

La résistance naturelle, également appelée intrinséque est verifiée lorsqu’il y a
insensibilité de toutes les souches d’une espéce ou d’un genre bactérien face a un (ou
plusieurs) antibiotique(s). Ce type de résistance est détecté des les premiéres études réalisées
sur D’antibiotique afin de déterminer son activité et contribue a définir son spectre
antibactérien. Cette résistance peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a

une faible affinité de la cible pour I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible.

La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. Il
s’agit donc en fait d’une insensibilité naturelle qui ne résulte pas d’une évolution de I’espece
depuis I’apparition des antibiotiques. Elle est stable et est transmise lors de la division
cellulaire (transmission verticale), mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie

a I’autre (transmission horizontale) [1,40-42].
Exemples de résistances naturelles :

e Kilebsiella sp. produit naturellement des B-lactamases. Cette enzyme est alors présente dans
I’espace périplasmique de la bactérie et conduit a la destruction d’antibiotiques tels que les
pénicillines A avant que ceux-ci ne puissent atteindre leur cible bactérienne.

e Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage des
aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systeme de transport actif

absent chez les anaérobies [43].
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3.2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique alors qu’elles
étaient sensibles, ce qui implique des changements génétiques. Il s’agit d’un caractére qui ne
concerne alors que quelques souches d’une espeéce donnée. La résistance acquise est souvent
instable et résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie. Ces changements
peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit I’acquisition de génes par un

autre micro-organisme [1].

Ce phénomeéne a atteint une telle ampleur que la seule identification bactérienne ne
permet plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques d’ou

I’intérét et la nécessité de réaliser des antibiogrammes [43].

3.2.1. Résistance par mutation chromosomique

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20% des bactéries. Ce phénomeéne n’est pas provoqué par la
présence de I’antibiotique. Les génes de résistance se situent alors dans le chromosome de la
bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractére et la résistance ne concerne généralement
qu’un antibiotique ou une famille d’antibiotiques ayant le méme mécanisme d’action. C’est
un phénomene indépendant ; en effet, I’apparition d’une mutation ne favorise pas 1’apparition
d’autres mutations de résistance a d’autres antibiotiques. La probabilité de deux mutations
simultanées est donc trés faible. L’utilisation d’une association de deux ou de plusieurs
antibiotiques semble pouvoir prévenir I’émergence de mutants résistants. Par exemple, la

résistance a la rifampicine et aux quinolones résulte d’une mutation [1,40-43].

3.2.2. Résistance par acquisition de matériel génétigue exogéne

La résistance bactérienne par acquisition de matériel génétique exogene représente la
majorité des cas isolés en clinique et s’observe aussi bien chez les bactéries a Gram positif
que chez les bactéries a Gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se
faire soit par échange direct de matériel chromosomique, soit par échange d’éléments
mobiles. Dans ce dernier cas, les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’acide
désoxyribonucléique (ADN) bactérien situé a I’extérieur et sur certains éléments mobiles du
chromosome, tels les plasmides. Cette forme de résistance est transférable d’une bactérie a
I’autre et méme a des bactéries d’espéces différentes. Le transfert d’un seul plasmide
augmente aussi le risque d’une résistance a plusieurs antibiotiques. Par exemple, le genre

Shigella peut transférer un plasmide avec résistance a quatre ou cing antibiotiques différents.
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Les genes ou les groupes de genes de résistance peuvent s’acquérir par transformation,

transduction ou conjugaison [1].

La transformation se passe pendant la croissance de la colonie (phase de compétence)
[26]. Elle permet 1’acquisition et 1’intégration d’ADN libre de I’environnement provenant
généralement de cellules lysées. Cet ADN, une fois incorporé a celui de la bactérie, pourra
étre transmis par la suite. Si des genes de résistance y sont présents, ils pourront eux aussi étre
transmis. Ce mécanisme est peu répandu mais il permet un brassage génétique entre des
bactéries tres différentes [27]. On peut citer a titre d’exemple le gonocoque résistant a la

pénicilline [1].

La transduction est un mécanisme de transfert de genes dont le vecteur est un virus
bactérien appelé bactériophage. En se répliquant, le virus integre son ADN a celui de la
bactérie. Lorsqu’il quitte cette derniere, il emporte avec lui cet ADN contenant parfois
quelques génes de résistance. Ce mécanisme permet le transfert d’information génétique entre

bactéries appartenant essentiellement a la méme espéce [1,27].

La conjugaison est un processus au cours duquel I’ADN est transféré d’une bactérie
donatrice a une bactérie réceptrice par simple contact de la membrane cellulaire. A I’issue de
cette interaction, les deux bactéries possedent le gene de résistance. Ce mécanisme est le plus
fréquent et c’est le principal responsable des transferts horizontaux notamment chez les

bactéries pathogénes [1,27].

I11. Mécanismes de résistance

Pour s’opposer a 1’action des antibiotiques, les bactéries ont développé plusieurs types

de mécanismes [44] :

1. Brouillage : production d’enzymes d’inactivation des antibiotiques

Ce mécanisme est basé sur la destruction d’un antibiotique avant méme que celui-Ci
pénetre la cellule. Il se produit via la sécrétion par la bactérie d’une enzyme capable de
détruire des liens chimiques nécessaires a I’intégrité fonctionnelle de I’antibiotique. C’est

donc une stratégie offensive par laquelle la bactérie inactive ’antibiotique.

Les B-lactamases sont un exemple d’enzymes produites par les bactéries qui inactivent

les B-lactamines telles que les pénicillines et les céphalosporines. D’autres catégories
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d’enzymes inactivent les aminosides ou d’autres antibiotiques, tels que le chloramphénicol et

la fosfomycine [27].

2. Blindage et efflux : imperméabilité a la pénétration de I’antibiotique ou rejet

Le mécanisme de résistance appelé « blindage » consiste pour la bactérie a Gram
négatif a modifier le nombre de ses porines existant sur la membrane externe et/ou leur
spécificité. Si le nombre de porines diminue, 1’antibiotique aura plus de difficultés a entrer
dans la cellule. Si les porines deviennent imperméables a certaines substances, cela aura
comme effet d’en réduire la pénétration intracellulaire. Il s’agit d’un mécanisme de résistance
specifique aux bactéries a Gram négatif puisque chez les bactéries a Gram positif,
I’antibiotique peut circuler librement a travers la paroi cellulaire et la membrane

cytoplasmique.

S’il appert que 1’antibiotique pénétre une cellule, il existe également un mécanisme qui
amene la bactérie a rejeter ce dernier a I’extérieur, I’empéchant ainsi d’atteindre sa cible. La
concentration d’antibiotique demeure insuffisante pour étre toxique. On appelle ce mécanisme
« efflux actif ». La bactérie réussit cet exploit a 1’aide de pompes moléculaires. La tétracycline

est un exemple d’antibiotique contré de cette fagon [27].

3. Camouflage : modification la structure cellulaire cible

Pour étre efficace, un antibiotique doit se fixer a une cible cellulaire. Si la bactérie
remplace ou modifie cette cible, I’action de 1’antibiotique sera réduite puisqu’il ne pourra plus

s’y fixer. Ce type de résistance est retrouvé entre autres vis-a-vis des macrolides [27].

4. Esquive ou stratégie de contournement

Dans cette situation, I’antibiotique atteint sa cible, cependant, la bactérie est capable
d’utiliser d’autres voies métaboliques pour exécuter le méme travail. Les activités inhibées
par I’antibiotique sont donc remplacées. Les bactéries utilisent cette stratégie a 1’encontre des

sulfamides et des glycopeptides [27].
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IV. Impacts de la résistance aux antibiotiques

Les conséquences de la résistance aux antibiotiques peuvent se résumer par
I’apparition de souches multirésistantes qui engendrent des complications médicales graves,
une augmentation de la durée d’hospitalisation et de la mortalité, et un traitement plus colteux

que celui utilisé en premiére intention [45].

1. Bactéries multirésistantes

C’est au début des années 1980 qu’on a commencé a évoquer le phénomeéne de la
multirésistance, et ce n’est que quelques années plus tard, qu’une conscience collective s’est

installée.

Une bactérie multirésistante est définie comme "une bactérie qui, du fait de
I'accumulation de résistances naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit nombre
d'antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique™ ou "une bactérie sensible a moins de 3
familles d'antibiotiques". La multirésistance peut donc étre acquise, mais aussi naturelle, c’est

le cas de Burkholderia cepacia, ou & un moindre degré Acinetobacter sp. [43].

On retrouve maintenant des bactéries qui sont insensibles a plus de 10 antibiotiques
différents. Parmi ces microorganismes, on compte Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella sp., Campylobacter sp. et
Escherichia coli [27].

Ce phénoméne ne concernait au début qu’un groupe physiologique limité, ces derniers
temps, aucun n’est épargné par ce fléau.
1.1. Bactéries a Gram positif

1.1.1. Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA) est une bactérie capable
de causer des infections nosocomiales graves. 1l fut isolé pour la premiere fois en Europe, en
1960. S. aureus devient résistant a la méthicilline par I’acquisition d’un géne produisant une
modification de la protéine liant la pénicilline (PLP2a). Cette protéine est encodée par le géne
mecA localisé sur un élément génétique mobile. Elle agit comme transpeptidase, reliant les
peptidoglycanes essentiels a la structure membranaire de la cellule bactérienne. Les PLP2a
sont différentes des PLP ordinaires par leur trés faible affinité pour les antibiotiques possédant

un anneau [-lactame. Pour cette raison, les pénicillines, les céphalosporines et autres
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B-lactamines ne sont pas actives contre le MRSA et une résistance croisée se produit avec la
clindamycine, les carbapénemes, les macrolides et les tétracyclines. La vancomycine devient
une alternative possible de premiére intention. Au cours des derniéres années, de nouvelles
molécules plus couteuses et toxiques ont été synthétisées pour la lutte contre le MRSA, tels le

linézolide, la tigécycline, la daptomycine, le ceftobiprole et la dalbavancine [46,47].

Depuis quelques années, de nouvelles souches de MRSA apparaissent en milieu
communautaire. Elles se propagent dans la population en bonne santé, ou les individus sont en
contact physique étroit. Le premier cas a été décrit aux Etats-Unis en 1982 avec une souche
peu invasive, résistante aux p-lactamines, mais sensible a d’autres antibiotiques, comme la
doxycycline et la clindamycine. Depuis, la fréquence et la gravité de ces infections est en

augmentation constante [48,49].

1.1.2. Streptococcus pneumoniae multirésistant et Enterococcus résistant a la

vancomycine

Les infections a Streptococcus pneumoniae sont relativement fréquentes et affectent
aussi bien I’enfant que I’adulte. Les pneumocoques sont responsables d’infections invasives,
principalement la pneumonie bactérienne, la méningite et la septicémie et sont la principale
cause d’otite moyenne aigue chez I’enfant [50]. Ce type d’infection représente un enjeu de

santé publique important.

La résistance de S. pneumoniae a la pénicilline ainsi qu’aux macrolides et aux
fluoroquinolones s’accroit de facon significative. Cette bactérie a Gram positif possede,
contrairement aux autres streptocoques, une capsule qui est responsable de sa grande
virulence. Cette capsule résiste a D’attaque des antibiotiques. Les pneumocoques ont

également un grand pouvoir de multiplication [27].

L’entérocoque résistant a la vancomycine (ERV) a fait son apparition dans les années
1990. Les infections a ERV peuvent étre dangereuses chez les hotes fragiles et sont difficiles
a traiter en raison des options thérapeutiques limitées. De plus, le potentiel réel de transfert
des génes de résistance de I’ERV vers des especes virulentes, tel le Staphylococcus aureus, en
est inquiétant. L’utilisation abusive de la vancomycine est le principal facteur responsable de

I’émergence de cette résistance [51].

10
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1.2. Bactéries a Gram négatif

1.2.1. Entérobactéries productrices de BLSE et de f-lactamases de type AmpC

L’un des mécanismes de résistance des bactéries a Gram négatif (BGN) est la
production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), enzymes qui hydrolysent I’ensemble des
pénicillines ou céphalosporines a 1’exception des céphamycines et des carbapénémes [52]. Le
premier isolat producteur de BLSE a transmission plasmidique a été observé en Allemagne en
1983 et rapidement apres en Amérique [53]. Les B-lactamases ont tout d’abord été identifiées
chez des souches de Klebsiella pneumoniae responsables d’infections nosocomiales puis elles

se sont rapidement et facilement transmises aux autres BGN, dont Escherichia coli [54,55].

Leur impact est trés important, surtout dans les services de réanimation [56]. A la fin
des années 1990, la majorité de ces BLSE était dérivee des spectres TEM-1, TEM-2 et SHV-1
par substitution d'un acide aminé. Les TEM et SHV ont été retrouvées dans toutes les espéces
d'entérobactéries [57,58]. Des nouvelles familles de BLSE ont depuis été décrites: CTX-M,
VEB, GES, etc. [59].

Les résistances de type BLSE se retrouvent souvent associées a des co-résistances aux
aminoglycosides, aux tétracyclines, au triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la ciprofloxacine
[60,61].

Initialement, les céphalosporinases étaient connues comme des enzymes
chromosomiques retrouvées chez le Pseudomonas aeruginosa et pouvaient étre induites par
des antibiotiques, comme la céfoxitine, la cefotaxime et la ceftazidime. L hyperproduction de
ces enzymes est associée a une diminution du nombre de porines dans la membrane externe
des bactéries. La transmission plasmidique et la promiscuité dans la famille des
entérobactéries entrainent des taux trés élevés de céphalosporinases chez Escherichia coli et

Klebsiella pneumoniae mais aussi chez les souches d’Enterobacter et de Citrobacter.

L’expression de cette céphalosporinase est médiée par le gene Amp-C. Plus de 20
lactamases de type Amp-C différentes ont été retrouvées. Ceci entraine une résistance de haut
niveau aux lactamines. Seule la sensibilité a la céfépime et aux carbapénémes est maintenue
[62,63].

1.2.2. Bactéries productrices de carbapénémases

Jusqu’a la fin des années 1990, les carbapénémases décrites é€taient spécifiques

d’espéce et de déterminisme chromosomique [64]. La prévalence des souches productrices,
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responsables d’infections sporadiques et de quelques petites épidémies, restait alors limitée
[65]. De facon plus préoccupante, des carbapénemases de support plasmidique ont ensuite été
décrites : IMP-1 chez Pseudomonas aeruginosa, OXA- 23 chez Acinetobacter baumannii, ou
KPC-1 chez Klebsiella pneumoniae [66-68]. Ce qui était considéré comme un probléeme de
diffusion clonale est donc devenu un probleme plus global de diffusion inter-espéces. En
paralléle, le répertoire des carbapénémases acquises est devenu de plus en plus complexe, du
fait des nombreux types de MBL (IMP, VIM, SPM, GIM, SIM et NDM), de serine
carbapénémases de classe A (KPC, GES, NMC/IMI et SME) et d’oxacillinases de classe D
(OXA-23, OXA-24, OXA-48 et OXA-58) décrits. Certaines enzymes se sont diffusées a une
vitesse alarmante dans certaines régions, ou elles ont atteint de hauts niveaux d’endémicité

[65,69].

Des isolats de Pseudomonas aeruginosa et d’Acinetobacter baumannii producteurs de
carbapénemases peuvent étre a I’origine d’infections nosocomiales graves et difficiles a traiter
[70].

1.2.3. Résistance des entérobactéries aux fluoroquinolones

Parallelement a la résistance aux B-lactamines, la résistance des entérobactéries aux
fluoroquinolones (FQ) s’est également développée. Le support de la résistance aux quinolones
était supposé étre uniquement chromosomique jusqu’en 1998 ou, Martinez et al. ont décrit la
premiere souche Klebsiella pneumoniae dont le support de la résistance est un plasmide
transférable (pMG252). Le déterminant génétique de cette résistance est le gene gnr dont la
caractéristique est d’étre porté par différents types d’intégrons. L’importance de ce support est
sa transférabilité et sa capacité a accélérer la diffusion de la résistance aux quinolones. Les
génes gnr ont été identifiés chez différentes espéces d’entérobactéries et souvent associés a la
production de BLSE [71,72].

Durant les dix dernieres années, deux nouveaux mécanismes plasmidiques de
résistance aux fluoroquinolones ont été décrits. Le premier est apparu chez Escherichia coli, il
s’agit d’un variant du géne aac(6’)-Ib qui code, a 1’origine, pour une aminoglycoside acétyl-
transférase, dénommé AAC(6’)-l1b-cr et qui confére une résistance de bas niveau a la
ciprofloxacine et a la norfloxacine par acétylation enzymatique. Pour le second mécanisme, il
s’agit du gene gepA agissant comme pompe a efflux (quinolone efflux pump). Décrit dans un
premier temps chez une souche d’E. coli isolée au Japon, ce géne a aussi été observé chez une

souche de la méme espece en Belgique. Le gene gepA augmente jusque a 0.25 pg/ml la CMI
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vis-a-vis des fluoroquinolones hydrophiles, dont la norfloxacine et la ciprofloxacine sans

modifier les CMI par rapport a d’autres classes d’antibiotiques [73].

Cette résistance est principalement due a une augmentation significative de leur
utilisation dans le traitement des pneumonies, des infections urinaires et des infections de la
peau [72].

1.3. Autres bactéries résistantes préoccupantes

La recrudescence de la tuberculose causée par des souches de Mycobacterium
multirésistantes peut retarder le début d’un traitement adéquat et mener le patient a une
détérioration rapide de sa condition, a une hospitalisation et parfois a la mort. En 2012, on
dénombrait 450 000 nouveaux cas de tuberculose multirésistante, identifiés dans 92 pays,

dans toutes les régions du monde.

Des échecs thérapeutiques dus a la résistance aux traitements de derniére intention
(céphalosporines de troisieme génération) de la gonorrhée (due a Neisseria gonorrhoeae) ont
été signalés désormais dans 10 pays. Cette résistance est en augmentation partout dans le
monde. Les gonococcies non traitables entraineront des taux accrus de morbidité et de
mortalité [1,74,75].

La ciprofloxacine est le seul antibiotique actuellement recommandé par 1’OMS
(Organisation Mondiale de Santé) pour le traitement de la diarrhée sanglante due a Shigella
maintenant qu’une résistance généralisée est apparue aux autres antibiotiques précédemment
efficaces. Cependant, 1’augmentation rapide de la prévalence de la résistance a la
ciprofloxacine réduit les options pour un traitement sir et efficace de la shigellose, en
particulier chez I’enfant [26,75].

2. Mortalité

L’augmentation et la dissémination de la résistance aux antibiotiques représentent un
probléme majeur de santé¢ publique et conduisent a I’augmentation de la mortalité, de la
morbidité et continuent a mettre en danger la vie des patients, surtout en cas
d’immunodépression. Dans 1’Union européenne, il est estimé que 25 000 patients décedent
chaque année d’infections causées par des germes multirésistants [76]. Aux Etats-Unis, le

CDC (Centers for Disease Control and Prevention) a estimé a 23 000 le nombre minimum de
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déces attribuables a la résistance aux antibiotiques et les infections nosocomiales représentent
une des dix causes les plus fréquentes de mortalité dans ce pays [45,77].

3. Colt

Une grosse part du budget de santé alloué par les états est réservée aux antibiotiques.
Dans I’Union européenne, il est estimé que le colit annuel que représentent les soins de santé
supplémentaires liés a des bactéries résistantes est d’environ 0.9 milliard d’euros [76]. Au
Canada, le surcott annuel engendré par 1’hospitalisation des patients infectés par les bactéries

résistantes est estimé entre 14 et 26 millions de dollars [45].

4. Prévention et perspectives

La progression des résistances risque de conduire a une augmentation de la létalité due
a certaines infections bactériennes et représente donc une menace réelle pour 1’avenir. Ce
probléme est d’autant plus alarmant lorsque qu’on sait qu’aucune nouvelle classe
d’antibiotique n’a été commercialisée depuis longtemps. Ceci constitue le point faible de
I’antibiothérapie puisque malgré la variété de produits existants, le nombre restreint de cibles
cellulaires rend ces molécules vulnérables lorsque des bactéries parviennent a modifier ces

cibles pour se protéger [27].

De ce fait, la maitrise de la résistance bactérienne aux antibiotiques apparait bien
comme un enjeu majeur de santé. Il convient donc d’agir en faisant bon usage des
antibiotiques en limitant au maximum leur utilisation, en appliquant des régles d’hygiene
rigoureuses et en recherchant de nouvelles molécules douces ayant des propriétés

antibactériennes [43].
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Chapitre 11 : Les huiles essentielles

Utilisées a toutes époques et par toutes les civilisations, les plantes ont apporté aide et
réconfort aux maux les plus divers. Les huiles essentielles extraites de certaines plantes
odoriférantes ont prouve, a ce méme titre, leur valeur inestimable pour la santé tant dans le
traitement et la prévention des maladies que dans I’aromatisation des aliments et la

préservation de I’hygi¢ne générale de la sociéte.

Ces dernieres années, on enregistre un regain d’intérét a ces substances d’origine

végétale, poussé par une demande de plus en plus pressante, cosmopolite et généralisee.

I. Définitions
1. Huile essentielle
Une huile essentielle est une essence végétale, volatile et odoriférante, définie comme
«un produit obtenu a partir d’une matiere premiere végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de [’épicarpe des Citrus, soit par
distillation. L huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques » [78,79].

Les huiles essentielles se forment chez un grand nombre de plantes comme produits du
métabolisme secondaire [80]. Ce sont des mélanges liquides trés complexes ayant des

propriétés et des modes d’utilisation particuliers [78].

2. Aromathérapie

L’aromathérapie (du latin aroma : aréme, et du grec thérapia : traitement) peut se
définir comme une thérapeutique naturelle utilisant les extraits de plantes aromatiques, par

voie interne ou externe, pour soigner ou prevenir les maladies [81].

Elle s’intéegre dans le cadre de la « phytothérapie » qui, elle, fait appel a toutes les

plantes dotées de vertus médicinales [82-84].

I1. Histoire

Reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques, les huiles essentielles et les plantes
aromatiques dont elles dérivent ont été utilisées depuis des millénaires, tout d’abord dans

I’Orient et le Moyen Orient et par la suite au Nord de 1’ Afrique et en Europe [85].
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Ainsi, en Inde, il y a plus de 7 000 ans, les eaux aromatiques y étaient utilisées pour
traiter le corps et I’esprit. Il y a 3 000 ans, le Rig-Véda et le Sushruta Samhita proposait de
nombreuses formules de bains et de massages ou figuraient la cannelle, la myrrhe, la
cardamome, la coriandre, le gingembre et plusieurs autres plantes aromatiques. En Chine, ces
derniéres figurent dans un traité publié par Shen Nung il y a environ 4 500 ans. Vers
3 500 ans avant J.-C., le long du fleuve jaune, les bois aromatiques étaient utilises comme
encens. En Mésopotamie, une inscription remontant a plus de 4 000 ans fait mention de
I’utilisation d’huiles aromatiques dans le cadre de rites religieux et a Babylone, on faisait

braler du cyprés pour lutter contre les épidémies [86].

C’est en Egypte, entre 3 000 et 2 000 ans avant J.-C. que 1’aromathérapie a connu son
plus grand développement. A cette époque, on sait qu’une méthode rudimentaire de
distillation était utilisée et que les médecins recouraient aux huiles essentielles disponibles
pour soigner diverses maladies. Des vins aromatiques étaient également utilisés pour leurs
vertus anesthésiques. Les égyptiens ont aussi fait un grand usage des huiles essentielles dans

I’embaumement des défunts, particulierement les huiles de cédre et de basilic [85,87].

C’est aux perses qu’on attribue I’invention de la distillation proprement dite. Vers 1’an
1 000 aprés J.-C., Avicenne affina la technique et produisit la premiére huile essentielle pure

de rose (Rosa centifolia) [85].

Par la suite, les hébreux, les grecs, les romains et les arabes enrichiront
I’aromathérapie par leurs contributions respectives comme en font foi les nombreux traités de
phytothérapies, livres d’histoire et écrits sacrés. Parmi cette littérature nous pouvons citer :
«Histoire naturelle» de Pline, «Les Aphorismes» d’Hippocrate, «Traités des odeurs» de
Théophraste et Pédanius. Entre autres, rappelons qu’Hippocrate lutta avec succes contre une
épidémie de peste & Athénes en faisant briler de la lavande, du romarin, de I’hysope et de la
sarriette [85].

Au Moyen-age et a 1’époque des croisades, on rapportait en Europe I’art de la
distillation et la tradition alchimique. Par la suite, I’utilisation des huiles essentielles s’étendit

aux domaines de la parfumerie et des cosmétiques [87, 88] (Fig.1).
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Fig.01. Distillation a I’époque de la Renaissance [89]
Vers la fin du 16°™ siécle, plus d’une centaine d’huiles essentielles sont utilisées pour
traiter des maux précis. Cependant, ce n’est qu’a la fin du 19°™ et au début du 20°™ siécle
quon a commencé a ¢tudier sérieusement leurs composantes et leurs activités

pharmacologiques [83].

C’est un chimiste frangais, R.M. Gattefossé qui, en 1928, créa le terme
« aromathérapie », pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles, et ce, apres que
ce pionnier de la parfumerie moderne s’est brulé les mains lors d’une explosion dans son
laboratoire. Il a eu alors, a ce moment, le réflexe de plonger ses mains dans un récipient
rempli d’huile essentielle de lavande. Soulagé instantanément, sa plaie se guérit avec une
rapidité déconcertante. Etonné par ce résultat, il décide d’étudier les huiles essentielles et leurs
propriétés. Il est a juste titre reconnu comme le pére de 1’aromathérapic moderne. En 1937, il
publia son ouvrage « Aromathérapie », dans lequel il décrit ses expériences et ses découvertes

en la matiére [90].

A la suite de Gattefossé, M™ Maury, donna naissance a un courant plus orienté vers la
beauté, le bien-étre et le prolongement de la jeunesse qui s’implanta fortement en Grande-

Bretagne et dans le monde anglo-saxon [91].

Ensuite, Dr. J. Valnet, contribua grandement a populariser 1’usage des huiles
essentielles dans le milieu médical. Son ouvrage « Aromathérapie », publié dans les années
60, est a I’origine du grand intérét du public pour les huiles essentielles [92]. Par la suite, les
médecins J.C. Lapraz, C. Duraffourd, P. Belaich et de nombreux autres ont mené des travaux

approfondis, principalement sur 1’activité anti-infectieuse des huiles essentielles [91].

Dans les années 80, une équipe avant-gardiste de médecins, pharmaciens et
biologistes, sous I’influence de P. Franchomme, chercheur et du Dr. D. Pénoél, médecin,
réalise des études et suscite des recherches de pointe en aromathérapie. La synthese de ces

travaux meénera a la création de la médecine aromatique et a la publication, en 1990, de
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« L’aromathérapie exactement », la source de référence par excellence sur 1’utilisation

médicinale des huiles essentielles [85,91].

Aujourd’hui, nous reconnaissons que les huiles essentielles ont des effets

pharmacologiques, psychologiques et physiologiques sur I’homme [93].

1. Matiére végétale

La plante doit étre une espéce botanique certifiee, conforme aux pharmacopées, saine

et de race chimique définie [19].

Les huiles essentielles ne sont pas synthétisées par tous les végetaux. Parmi les
1 500 000 especes végétales, seulement 10% sont des plantes dites «aromatiques» [94,95].
Celles-ci appartiennent essentiellement aux familles de la classe des coniferes de la sous-
division des Gymnospermes et aux familles des classes des Monocotyles et des Dicotyles de

la sous-division des Angiospermes (annexes 1) [85].

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées. Ces structures peuvent se
rencontrer dans tous les organes végétaux, végétatifs et reproducteurs : les fleurs (ylang-
ylang, bergamotier, rose), les sommités fleuries (tagéte, lavande), les feuilles (citronnelle,
eucalyptus, laurier), les racines (vétiver), les rhizomes (gingembre, curcuma), les fruits (anis,
badiane), le bois (bois de rose, santal) ou les graines (ambrette, muscade) [94,96]. Elles

peuvent étre présentes a la fois dans plusieurs organes [97].
Il existe trois types de structures sécrétrices dans les plantes:

e Les poils glandulaires eépidermiques : les plantes possédant ces poils font partie des
familles des Lamiacées, des Géraniacées, des Verbenacées, etc.

e Les poches sphériques schizogenes : les glandes de type poche se retrouvent chez des
plantes des familles des Astéracées, Hypéricacées, Rosacées, Rubiacées, Rutacées, etc.

e Les canaux glandulaires lysigénes : on retrouve des canaux glandulaires dans tous les
bois résineux et en particulier chez les Abiétacées et les Cupressacées; on les retrouve
également chez les Apiacées (les fruits), les Dipterocarpacees, les Burseracees et les

Anacardiacées [93].
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IVV. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les techniques d’extraction des huiles essentielles les plus souvent utilisées sont :
I’hydrodistillation, la distillation a la vapeur saturée, 1’hydrodiffusion, I’expression a froid et

I’enfleurage.

1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation (HD) est la méthode la plus couramment employée pour
I’extraction d’une huile essentielle [98]. Le procédé consiste a immerger la matiere végétale
dans un bain d’eau ; I’ensemble est ensuite porté a ébullition et a pression atmosphérique.
Sous I’effet de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des
végétaux sont libérées sous forme d’un mélange azéotropique. Bien que la plupart des
constituants aient des températures d’ébullition supérieures a 100°C, ils sont entrainés
mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation conduit a la
séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Ainsi, I’eau et les molécules
volatiles sont séparées par leurs différences de densité, dans 1’essencier en une phase aqueuse
(hydrolat) et une phase organique surnageante (huile essentielle). La durée d’hydrodistillation
varie en fonction de la matiere végétale a traite et peut avoir une influence sur le rendement en

huile essentielle et sur sa composition chimique [99].

2. Distillation a vapeur saturée et I’hydrodiffusion

Le principe de la distillation & vapeur saturée est analogue a I’hydrodistillation.
Toutefois, le matériel végétal n’est pas en contact direct avec 1’eau ; il est placé sur une grille
perforée au-dessus de la base de I'alambic. Les composeés volatils sont entrainés par la vapeur
d'eau qui traverse le végétal ; ils sont ensuite séparés par décantation du distillat refroidi.

L'hydrodiffusion consiste a faire passer un flux généralement descendant de vapeur
d'eau a tres faible pression a travers la masse végetale. Ces techniques sont usuellement
employées par les industriels pour la production d’huiles essentielles et d’hydrolats a grande
échelle. Les compositions chimiques des produits peuvent étre sensiblement différentes en

fonction des méthodes utilisées [99,100].
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3. Expression ou pressage a froid

Le procédé est utilisé uniquement pour I’obtention des huiles essentielles contenues
dans les zestes d’agrumes [101]. Il s’agit d’un processus physique dans lequel les glandes a
huile essentielle de la peau du fruit sont percées, broyées ou concassées mécaniquement afin
de libérer I’essence. Le procédé classique utilise un courant d'eau et I'huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par centrifugation. Cette méthode est économiquement plus

rentable que I’hydrodistillation et permet d’éviter d’éventuelles dégradations thermiques [99].

4. Enfleurage

Cette méthode est réservée aux huiles essentielles a forte valeur ajoutée ; elle est
notamment utilisée avec les fleurs telles le jasmin ou la tubéreuse qui continuent & produire
des métabolites secondaires apres la cueillette. Le procédé a froid consiste a absorber le
parfum de ces fleurs en utilisant un corps gras a haut pouvoir d’absorption. Pendant la période
de récolte (qui dure plusieurs semaines), les pétales de fleurs fraichement cueillis sont étalés
sur de la graisse et remplacés toutes les 24 heures par les pétales de fleurs nouvellement
cueillies. Le corps gras, non renouvelé au cours du processus, est saturé en essence florale et

I’huile essentielle est ensuite extraite de la graisse par de 1’éthanol [99,102].

V. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges variés de composants aromatiques ayant des

propriétés communes.

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles ce qui les
différencie des huiles fixes. Elles sont tres odorantes et ne sont que rarement colorées, la
gamme de couleur s'étalant le plus souvent du jaune au vert. Elles sont sensibles a 1’oxydation

et change de couleur.

Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau. Elles ont un indice de réfraction
élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée.

Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles. Bien
gu'entrainable par la vapeur, elles sont trés peu solubles dans I'eau. Toutefois elles le sont
suffisamment pour communiquer a celle-ci une odeur nette, on parle alors d'eau aromatique
[78].
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V1. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de
constituants qui appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes : le groupe des terpenes, prépondérant dans la plupart des essences et le groupe des

composes aromatiques dérives du phenylpropane, moins fréquent [103,104].

1. Terpénes

Le terme terpene est attribué a A. Kékule, chimiste allemand qui lI'inventa pour décrire
les hydrocarbones présents dans les huiles essentielles de distillation (turpentin en allemand).
Ce terme a acquis, au long des années, une signification générique et est utilisé pour désigner

les produits secondaires de condensation des unités isoprénes.

Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus
volatils, ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, notamment les mono et les

sesquiterpenes [94].
1.1. Monoterpénes

Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpenes, ils sont largement
distribués dans les regnes animal et végétal. Ils constituent parfois plus de 90% de I'huile
essentielle notamment chez les citrus [105]. lls comportent 10 atomes de carbones soit de 2
unités isoprenes. Ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpenes se
rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales : alcools,

aldéhydes, cétones, esters, éthers et peroxydes [94].
1.2. Sesquiterpénes

Ce sont des molécules en Cis constituées de 3 unités isoprénes. Les variations
structurales dans ce groupe sont de méme nature que celles dans le cas précédent ; carbures,
alcools, cétones étant les plus fréquents. Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes
qui se divise en plusieurs catégories structurelles ; acycliques, monocycliques, bicycliques,
tricycliques, polycycliques, ainsi une centaine de squelettes ont éte decrits [94].

2. Composés aromatiques

Ce sont des dérivés du phénylpropane qui eux aussi existent sous différentes formes

moléculaires fonctionnalisees. Cette classe comporte des composes odorants bien connus
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comme la vanilline, lI'eugénol, l'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils sont davantage
fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont
caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de
I'estragon, etc. [94,104].

3. Notion de chémotype

La composition chimique de I'huile essentielle de certaines plantes peut varier a
l'intérieur d'une méme espece; ces variétés chimiques sont communément appelées
chémotypes, mot derivé de chimiotype ou chimiovariété [93]. Ces chémotypes trouvent leur
origine dans de 1égéres différences des voies de biosynthése, aboutissant a I’accumulation de
métabolites secondaires différents [106]. Cette variation peut étre due a des facteurs exogénes
comme l'ensoleillement, la nature et les composants du sol, la température, I'altitude, etc. ou a

des facteurs endogénes, telle que la composition géenétique des spécimens [93].

VII. Intéréts éco-biologique, thérapeutique et économique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. Elles jouent un
role écologique dans les interactions végétales, végétale-animales et pourraient méme
constituer des supports de communication par des transferts de messages biologiques sélectifs
[94,107]. En effet, elles contribuent a I'équilibre des écosystemes, attirent les abeilles et des
insectes responsables de la pollinisation, protegent les végétaux contre les prédateurs tels que
les insectes, les herbivores et les rongeurs, possédent des propriétés antifongiques,
antibactériennes, allopathiques dans les régions arides et peuvent servir de solvants bioactifs

des composés lipophiles [108-112].

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées contre les maladies infectieuses
d’origines bactérienne, fongique et virale [113-115]. Elles possédent également des propriétés
cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents

antimicrobiens a large spectre [116].

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles essentielles ou leurs
composeés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phyto-pathogénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires
[117]. Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de

fabrication de nombreux produits finis destinés aux consommateurs pour aromatiser la
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nourriture (gateaux, biscuits, soupes, sauces, chewing-gums, chocolats, bonbons, etc.). Elles
sont également utilisées dans 1’industrie de la parfumerie, de la cosmétique et de la
savonnerie. On les utilise aussi dans la fabrication des adhésifs (colle, scotch, etc.), celle de la

nourriture pour animaux et dans la préparation des sprays insecticides, etc. [118-121].

VIIl. Mode d’action des huiles essentielles sur les bactéries

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi
bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique et souvent de la
nature de leurs composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication des

bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines.

Les huiles essentielles possedent plusieurs modes d’action sur les différentes souches

de bactéries, mais d’une maniere générale, leur action se déroule en trois phases :

- Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

- Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la

synthése des composants de structure.

- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie [5].

IX. Modes d’administration, absorption et excrétion des huiles essentielles

Il existe différents modes d'administration des huiles essentielles : l'usage interne
regroupant I'ingestion, l'inhalation et la voie rectale, I'usage externe par application cutanée ou

dans les bains et la diffusion atmosphérique.

La majorité des huiles essentielles sont absorbées par les muqueuses et au travers des
différentes couches cutanées, ensuite elles diffusent dans la microcirculation périphérique
avant de se retrouver dans la circulation sanguine générale pour exercer leur action

thérapeutique.

Elles sont excrétées soit sans modification chimique soit sous forme de métabolites
hépatiques. Les voies d'excrétions des huiles essentielles sont les poumons, la peau, les urines
et les selles [122].
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X. Toxicité et pouvoir allergisant des huiles essentielles

Les précautions d'emploi concernant I'utilisation et la posologie des huiles essentielles
suivant I'age et le poids ne sont bien souvent pas précisées. On dispose de peu de publications
concernant la toxicité des huiles et leurs éventuelles propriétés mutagénes, tératogénes ou
cancérigénes. Les effets indésirables connus portent sur les systémes ophtalmologique,

cutané, muqueux, digestif, cardiovasculaire, pulmonaire, rénal et neurologique.

On connait mieux le risque de toxicité aigle lié a une ingestion, se manifestant par une
sensation de brdlure, cependant a fortes doses, des symptémes de type pyrosis, nausees,
vomissements, diarrhées, brllures épigastriqgues et méme une réactivation d'ulcére

gastroduodenal ont été rapportés [94].

Par ailleurs, on rapporte une sensibilisation pour toutes les huiles essentielles plus ou
moins prononcée en fonction de I'espéce et plus particulierement pour I'eugénol, la camomille,

la cannelle, la menthe poivrée, la baie de girofle et I'essence de térébenthine

Les premiers travaux sur les allergies aux terpenes ont été entrepris dans les années
1950 pour essayer de comprendre I’origine des allergies a I’essence de térébenthine,
largement employée a 1’époque comme solvant dans les peintures et vernis. Ces études ont
permis de mettre en évidence le fait que les molécules allergisantes n’étaient pas les terpénes
eux-mémes mais des produits d’oxydation a 1’air [123]. En effet, comme beaucoup de
molécules, les terpénes réagissent lentement avec I’oxygene de 1’air pour former de nouveaux
composes : les hydroperoxydes. Ce processus d’oxydation encore appelé « autoxydation »
conduit a la formation d’hydroperoxydes en positions allyliques et les terpénes comportant
beaucoup de doubles liaisons, on comprend aisément qu’ils soient particulierement sensibles a
ce type de réaction. Ainsi dans le cas de I’essence de térébenthine, plusieurs hydroperoxydes
dérivés du D3-caréne par autoxydation ont été mis en évidence. Ces hydroperoxydes
allyliques peuvent ensuite donner lieu a des réarrangements radicalaires avec les doubles
liaisons pour former des espéces trés réactives qui peuvent interagir avec les acides aminés
des protéines. Depuis ces études, le role des hydroperoxydes et produits d’oxydation dans le

potentiel allergisant des terpénes a pu étre confirmé par différents groupes.

Ainsi, AT. Karlberg et al. ont montré que le limonéne, molécule présente dans
pratiquement tous les extraits végétaux et donc dans les parfums, formait par oxydation a 1’air
plusieurs produits d’oxydation sensibilisants capables d’éliciter une réaction épicutanée

positive chez 3% des sujets testés [108, 124,125].
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Chapitre 111 : Pelargonium graveolens

Pelargonium graveolens L'Hér. appartient & la famille des Geraniaceae. Cette plante
vivace porte différentes dénominations dont Géranium rosat, Geéranium odorant,

Pelargonium x asperum Ehrh. Ex Willd, Pelargonium roseum Ehrh.

Son nom vient du grec Pelargos, qui signifie cigogne pour la ressemblance de son
fruit a un bec de cigogne [21,126,127].

I. Histoire

Le Pelargonium graveolens provient du Cap de Bonne Esperance en Afrique du Sud.

Il a été introduit en Europe a la fin du 17¢™ siécle dans les jardins botaniques [128].

Au milieu du 19%™ siécle, la véritable Rose du Levant (Rosa damascena Mill.)
devenant rare et le prix de son huile essentielle trés élevé, contraignit les parfumeurs de
I’époque de rechercher de nouvelles sources d’essences a odeur de rose, d’ou les essais de
culture de Géranium rosat par Demerson et les premiéres plantations dans la région de Grasse
en France pour la production d’huile essentielle. Cependant, la culture s’accommodait mal
aux contraintes climatiques et économiques du Sud de la France. Trés rapidement, de
nouvelles plantations furent développées en Algérie et a la Réunion [129].

Dés le début du 20°™ siécle, la culture du Géranium rosat est apparue dans d’autres
régions : Corse (France), Italie, Espagne, Portugal, Maroc, Tunisie, Egypte, Russie, Comores,
Afrique du Sud, Congo, Inde, Brésil, Chine [130].

e Pelargonium graveolens en Algérie

L'introduction de Pelargonium graveolens en Algérie remonte aux années 1850, les
premiers plants végétaux proviennent de France. Des essais ont d’abord été entrepris a
Chéraga, dans la Wilaya d'Alger et donnerent tout de suite des résultats encourageants. A
cette époque, le prix des essences était fort élevé. L’essence de Géranium se vendait a 250

francs le kilogramme [126].

En 1880 A. Chiris fonde a Blida et Boufarik, de trés grandes plantations et une usine
(a4 Boufarik) sous la direction de Gros et Monk [130,131].

Les cultures se developpérent un peu partout en Algérie (1964ha rien qu’a Alger)

jusqu'au jour ou de nouvelles découvertes scientifiques permirent de fabriquer artificiellement
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et a des prix extrémement bas tous les parfums. Par suite de cette nouvelle concurrence, le
prix de l'essence de Geéranium était descendu en 1908 a 18 francs le kilogramme. A ce
moment, une crise se fit sentir et de nombreuses plantations furent abandonnées. Cependant,
une dizaine d’années plus tard il n'en était plus de méme ; il a été constaté que les essences
artificielles ne pouvaient pas remplacer les essences naturelles et la grande vogue est revenue
aux produits naturels. Les cours atteints par I'essence de Géranium rosat valaient 300 francs a

cette époque [126].

Dans les années 1960, beaucoup de ces plantations ont été abandonnées suite a la
guerre de I’indépendance. Néanmoins, la région de Blida est restée et jusqu’a ce jour, un site
résiduel de production de Pelargonium graveolens. On retrouve également cette plante dans

les jardins, les balcons et les cimetiéres.

I1. Position systématique

Différentes tentatives de classification furent faites: Dillenius (1721), Burmann
(1738-1759), Linné (1753). Jusqu’en 1778, Louis I’Héritier de Brutelle a séparé

définitivement les genres Geranium et Pelargonium [130].

Les principaux genres de la famille des Geraniaceae sont résumés dans tableau 2 ci-
dessous.

Tab.02. Classification de Pelargonium graveolens [129]

Geraniaceae Erodium -
Geranium -
Monsonia -
Sarcocaulon -

Pelargonium P. graveolens

P. capitatum

P. radens
P. vitifolium

e Position systématique :
Reégne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Geraniales
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Famille : Geraniaceae
Genre : Pelargonium

Espéce : Pelargonium graveolens L’Hér. [127]

I11. Caracteérisation botanique

1. Morphologie

Sous arbrisseau a port érigé, trés ramifiant formant une touffe arrondie. Il peut
atteindre jusqu’a 1m30 de hauteur et 1 metre de diametre [127, 130,132]. Les tiges sont vertes
et tendres, elles se lignifient et deviennent plus foncées avec I’age. Les feuilles sont opposées,
persistantes, odorantes, douces et découpées en 5 a 7 lobes (Fig.02). L’inflorescence est
terminale et constituée de 3 & 10 semi-ombelles de couleur rose. Ses fleurs roses, a cing

pétales sont souvent veinées d'une coloration plus foncée [133-135].

Fig.02. Culture de Pelargonim graveolens (Blida, 2011)

2. Mode de culture
2.1. Milieu naturel

Les conditions climatiques ont une forte influence sur le développement du Géranium
rosat qui demande un climat chaud, sec et sans vent nuisible [130]. La température doit rester
supérieure ou égale a 3/5°C. Des précipitations de ’ordre de 1 000 a 1 500 mm d’eau par an
sont recommandées. Les faibles gelées sont a craindre d’autant que les plants sont plus jeunes.
Idéalement, le Géranium croit dans des conditions climatiques et édaphiques ni trop humides,
ni trop seches. En effet, des conditions trop humides sont favorables au développement de la
rouille capable de détruire une plantation en quelques jours. En revanche, des conditions trop

séches entrainent un retard de croissance [136].
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Le Géranium rosat n'est guére exigeant au point de vue du sol ; toutefois, il prospére
particulierement bien dans les terres légeéres, fertiles, fraiches, saines, silico-argileuses,

permeéables, présentant une certaine richesse en calcaire et bien pourvues en humus [130,137].

2.2. Multiplication et culture

Pelargonium graveolens est propagé par bouturage, soit au printemps, ou en fin d’été
[130]. Les boutures sont prélevées sur les tiges, elles mesurent 25 a 30 cm de longueur, elles
sont coupées avec un greffoir bien tranchant, de maniere a avoir des sections bien nettes
favorisant I'enracinement. Le repiquage se fait a 0 cm de distance sur plate-bande fertile,
ombrageée et arrosée journellement. Un bon mois aprés le bouturage on peut procéder a la
mise en place des boutures qui se fait en lignes distantes de 60 a 80 cm, suivant la richesse du
sol et & 25 a 40 cm, sur les lignes [137].

2.3. Récolte

En Algérie, les plantations durent plusieurs années et donnent trois coupes par an, la
premiere au mois de Mai, lorsque les tiges portent trois ou quatre fleurs. Les autres a un ou

deux mois d'intervalle.

Les tiges subissent le minimum de manipulations pour éviter un détachement des
feuilles qui contiennent la plus grande quantité de I'huile essentielle ; elles sont coupées soit

au sécateur, soit a la faucille et transportées dans des chariots au lieu de distillation [126].

Il résulte des essais qui ont été pratiqués, que la coupe de 200 kg de Géranium exempt
de racine fournit 78.9 kg de feuilles et 113.3 kg de tiges et pétioles [126].

Les rendements annuels en feuillage de Pelargonium graveolens a I’Ile de la Réunion
sont de 15 a 30 t/ha, la moyenne étant de 18 t/ha. En Inde le rendement moyen est de 6 a
10 t/ha et peut parfois atteindre 20 t/ha [138].

Les prix de revient sont tres variables selon la richesse du sol, le mode de culture, les

engrais, 1’irrigation et selon la taille des tiges coupées [130].

IVV. Maladies et ravageurs

Chez Pelargonium graveolens, les maladies causent en genéral plus de degats que les
ravageurs. Les plus dommageables sont les maladies foliaires comme |’anthracnose
(Glomerella, Gloeosporium et Colletotrichum sp.), les taches foliaires

(Alternaria, Cercospora, Fusariumsp.) et la rouille (Puccinia pelargonii-zonalis). Les
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pourritures de racines et de tiges peuvent engendrer des dégats séveres dans de nouvelles
plantations, mais peuvent étre contrdlées par I’immersion des boutures dans une solution
fongicide avant la plantation. Des plantes établies peuvent étre infectées lorsque I’humidité du
sol est importante ou pendant des périodes de forte humidité¢ de 1’air. Des agents causaux
fréguemment cités comprennent Xanthomonas pelargonii qui entraine la pourriture noire,
Pythium sp. qui entraine la pourriture des racines et Sclerotinia sp. qui engendre la pourriture
des tiges et des racines. L’application d’un fongicide sur la ligne de plantation apres la récolte
peut souvent prévenir une attaque. La résistance a certaines maladies a été mise en évidence
dans des sélections indiennes et chez certains cultivars ornementaux. Plusieurs virus
pathogenes ont été isolés chez Pelargonium, seules donc des boutures indemnes de virus
doivent étre utilisées pour la multiplication. Des dégats dus aux nématodes ont été observés
mais ceux-ci ne semblent provoquer que peu de dégats, probablement en raison des propriétés
nématicides de I’huile de Géranium. Les plantes de Pelargonium cultivées pour leur huile

essentielle sont beaucoup moins affectées par les insectes que les cultivars ornementaux.

Un grand nombre d’insectes ont été répertoriés, y compris des pucerons, chenilles,
myridés, cochenilles, mouches blanches, mais I’emploi d’insecticides est rarement justifié,
notamment a cause du fait que les résidus d’un grand nombre de ces produits peuvent
dégrader la qualité de I’huile [138].

V. Huile essentielle de Pelargonium graveolens

Lors de la premiere année de la cueillette de Géranium rosat, son rendement en HE
n'est souvent que de 10kg d'essence/ha, mais pouvant s'élever jusqu'a 25 ou 30kg les années

suivantes si la plantation est bien entretenue [126].

Pendant longtemps, le principal producteur d’huile de Géranium était la Réunion et
son HE fixe toujours le standard face auquel les huiles d’autres origines sont appréciées. La
Chine est devenue aujourd’hui le principal producteur. Les autres grands producteurs sont

I’Egypte, le Maroc, la Réunion, I’Inde et I’ex Union Soviétique.

La production annuelle mondiale est d’environ 300 t, alors que la demande est estimée
a 500 t. Les principaux importateurs sont les Etats-Unis, I’Europe et le Japon. La production
de I’Inde et des pays de I’ex Union Soviétique est utilisée entiérement sur place [138].
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1. Propriétés physiques et composition chimique

L'huile essentielle de Pelargonium graveolens est liquide a température et a pression
ambiantes. Elle est de couleur allant du jaune clair au vert jaunéatre et elle est vert brunétre

pour celle de type Bourbon. Son odeur est rosee citronnée, caracteristique de la plante [139].

Les parameétres physiques de cette HE selon la norme 1SO 4731 sont résumés sur le

tableau 3 ci-dessous :

Tab.03. Parametres physiques de ’HE de Géranium [139]

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 est miscible a 1’éthanol. Il n’est pas nécessaire d’utiliser plus de 3 volumes de cet

alcool a 70° avec un volume d’HE pour obtenir une solution claire [139].

La composition chimique de I'huile essentielle du Géranium rosat est complexe. Parmi
ses composants les plus importants on trouve le géraniol et le citronellol dont la synergie

confére une fragrance aromatique unique [140,141].

Le profil chromatographique des HEs de Géranium de différentes origines (Afrique du
Nord, la Réunion, de Chine et Madagascar), cité par la norme ISO 4731, est détaillé dans le
tableau 4 ci-dessous avec un intervalle en pourcentage de quantité de chaque composé.

Tab.04. Profil chromatographique de ’HE de Géranium [139]

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 4.0-8.0 50-100 4.0-70 5.0-10.0
Linalol 4.0-8.5 80-11.0 2.0-45 4.0- 10.0
Guaiadiene-6,9 <05 50-85 40-7.0 50-9.0
Formiate de citronellyle 50-8.0 6.5-11.0 7.0-120 65-110
a-Terpinéol 0.3-0.6 03-12 0.1-05 0.3-1.0
Formiate de géranyle 20-7.0 4.0-8.0 1.0-3.0 3.8-7.0
Citronellol 25.0 - 36.0 18.0-26.0 32.0-43.0 18.0-26.0
Géraniol 10.0 - 18.0 12.0-20.0 5.0-12.0 10.0-20.0
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 0.9-20 0.7-2.0 1.0-1.6 0.7-20
Tiglate de phénylethyle 05-12 04-1.0 04-10 04-10

nd: non détecté
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La relative instabilité des molécules constituant I'huile essentielle de Géranium rend sa
conservation difficile. Les possibilités de dégradations sont nombreuses par photo-

dégradation, thermolyse ou encore par oxydation.

2. Domaines d’utilisations

2.1. Parfumerie et cosmétiques

L’huile essentielle de Pelargonium graveolens est depuis la moitié du 19°™ siécle une
importante matiére premiere de qualit¢ pour 1’industrie de la parfumerie. Ses propriétés
cutanées ainsi que son odeur suave, puissante et rappelant la rose lui valent une place non

négligeable dans nombre de parfums, cremes et produits cosmétiques [140].

Les notes olfactives sont influencées par 1’origine géographique de la plante. Le
Géranium de Grasse posseéde une odeur rosée, particulierement fine, tenace, suave et forte,
trés voisine de celle de I’huile essentielle de rose. L’odeur du Géranium de la Réunion est
rosée de feuille, aux accents de menthe poivrée, tandis que celle d’Afrique est plus 1égére, un

peu moins menthée avec une puissante note de rose.

Quelques parfums connus renferment du Géranium rosat, on cite : Brut (Fabergé),
Déclaration (Cartier), Miss Dior (Dior), Caléche (Hermes) et Habit rouge (Guerlain) [130].

2.2. Médecine traditionnelle et aromathérapie

L’huile essentielle de Géranium rosat est utilisée en aromathérapie par voie interne et

externe ou encore par diffusion et vaporisation [23].

De nombreuses études ont démontré que grace a sa composition chimique variée et sa
richesse en alcools terpéniques, I’huile essentielle de Pelargonium graveolens possede une
multitude de propriétés thérapeutiques. On cite ses effets antioxydants, antifongiques
antibactériens spécialement contre Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Proteus vulgaris et
Bacillus cereus, antiparasitaires, répulsive vis a vis des insectes, spasmolytiques,

hémostatiques, cicatrisants et anti-inflammatoires [13,23, 127,142-146].
2.3. Agroalimentaire

Les HEs de Geéranium de Bourbon, d’Algérie et du Maroc ont été reconnues GRAS
par la FEMA (Flavor and Extract Manufacturers Association) et approuvées par la FDA pour

I'usage alimentaire.
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Cette HE est également enregistrée par le Conseil de I’Europe dans la liste des épices
et des condiments jugés acceptables pour usage alimentaire avec une eventuelle limitation du

principe actif dans le produit final [22, 138].

3. Toxicité et pouvoir allergisant

Le Pelargonium graveolens n'est pas classé comme plante toxique. Une sensibilisation
évoluant vers une véritable allergie est possible. Les réactions allergiques a cette plante sont
néanmoins rares. Une étude danoise réalisée sur 253 jardiniers et travailleurs exposés a la
plante n'a retrouvé que 7 tests cutanés positifs témoignant de phénomenes allergiques soit
moins de 3% sur une population non représentative de la population générale puisqu'exposés

a la plante régulierement dans le cadre de leurs activités professionnelles [147].

On dispose de peu d'informations concernant la toxicité de I'huile essentielle de
Pelargonium graveolens. Aucune étude publiée ne rapporte de cas d'intoxication par ingestion
de ce produit [148]. Les cas répertoriés concernent exclusivement des affections bénignes de

nature dermatologique : Une irritation cutanée, fissuration et assechement [149,150].

Néanmoins, deux cas d’empoisonnement ont été répertoriés chez des enfants aprés
ingestion d'huile essentielle de citronnelle (Cymbopogon winterianus) dont la composition
chimique est proche de celle de I'huile essentielle de Pelargonium graveolens avec la
présence de citronellol (10 a 35%) et de géraniol (18 a 21%) [151].

V1. Travaux récents sur Pelargonium graveolens

AM. Dzami¢ et al. ont étudié la composition chimique, l'activité antifongique et
antioxydante de 1I’huile essentielle de Pelargonium graveolens. Le profil de cette HE a été
déterminé par chromatographie gazeuse et chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Les principaux composés sont le citronellol (24.54%), le géraniol
(15.33%), le formiate de citronellyle (10.66%) et le linalol (9.80%). Les résultats de cette
étude montrent que I’huile essentielle posséde une bonne activité antifongique avec des
concentrations minimales fongicides allant de 0.25 a 2.5 mg/ml. Les champignons les plus
résistants sont Mucor mucedo et Aspergillus. L’huile essenticlle posséde une activité
antioxydante dose-dépendante. Les auteurs ont conclu que les propriétés de I’'HE de Géranium
justifient son utilisation contre de nombreux problémes de santé et valident son exploitation

commerciale dans de nombreuses branches de l'industrie [152].
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M. Boukhris et al. ont étudié les caractéristiques biologiques et anatomiques de
Géranium rosat cultivé dans le Sud de la Tunisie. Ils ont rapporté que le Géranium fait partie
des plantes les plus cultivées dans les jardins tunisiens comme espéces ornementales. Mais
méme s’il est bien connu pour ses ardmes et son huile essentielle aux vertus exceptionnelles,
il est encore inconnu a I'échelle de ses caractéristiques biologiques et anatomiques. Les
examens anatomiques ont montré que malgré une densité des stomates particulierement
élevée sur la face inférieure des feuilles (42.13 st/mm?), elle était beaucoup plus faible au
niveau du pétiole (6.36 st/mm?). En outre, les observations microscopiques ont montré que la
plante est recouverte de deux types de poils avec une supériorité remarquable au niveau des
tiges. Les résultats de l'analyse de la feuille ont également montré que la teneur en

chlorophylle a est supérieure a celle de la chlorophylle b.

Les auteurs soulignent que comme cette espéce s’est bien développée dans la zone
polluée de Sfax (Tunisie), une étude plus détaillée visant a déterminer ses meécanismes
physiologiques, biochimiques et anatomiques de résistance aux conditions de I'environnement

rude devrait étre menée a I'avenir [153].

S. Omar S. Hassane et al. ont étudié 1’activité antifongique contre la pourriture du bois
de T’huile essentielle de Pelargonium graveolens des iles Comores dont les principaux
composés sont le citronellol (29.98%) et le géraniol (14.12%). Les résultats ont montré que
I’essence étudiée présente une trés forte activité fongicide contre les champignons testés
(Gloeophyllum trabeum, Coriolus Versicolor, Poria placenta et Coniophora puteana), a des
concentrations trés faibles. 1l a alors été proposé que cette HE puisse étre un trés bon produit
naturel contre les champignons lignivores dont le rdle est tres important dans la détérioration

du bois et tres redoutés par les industries du bois [13].

A. Ben Hsouna et N. Hamdi ont étudié la composition chimique et les activités
antimicrobiennes de I’huile essentielle et des extraits organiques de Pelargonium graveolens
originaire de Tunisie. Ainsi, 42 composants chimiques ont été identifiés, parmi ceux
majoritaires, il y a : le citronellol (27.53%), le géraniol (25.85%), le formiate de citronellyle
(8.75%) et le linalol (6.54%). L'huile essentielle et les extraits organiques présentent un effet
antimicrobien prometteur contre les bactéries et les champignons testés avec des diametres de
zones d'inhibition allant de 12 a 34 mm et les valeurs des concentrations minimales
inhibitrices de 0.039 a 10 mg/ml. Les auteurs ont conclu que cette HE peut étre utilisée
comme produit antimicrobien naturel pour le traitement de nombreuses maladies infectieuses
[154].
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M.N. Boukhatem et al. ont axé leur étude sur I’extraction, la composition et les
propriétés physico-chimiques de I'nuile essentielle du Géranium rosat cultivé dans la plaine de
Mitidja (Algérie). L’extraction par hydrodistillation réalisee juste apres la floraison a donné
un rendement de 0.2%. Les résultats des analyses physico-chimiques de I’huile essentielle
sont en accord avec ceux des normes AFNOR. L’analyse de sa composition chimique par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a permis de classer cette huile
en « chémotype citronellol cultivar Chine » reconnue pour sa richesse en citronellol, formate
de citronellyle et géraniol avec, respectivement, des taux de 33.2, 10.5 et 5.4%. Les auteurs
ont conclu que de part son profil chromatographique, cette huile essentielle possede des
propriétés organoleptiques trés appréciees en parfumerie, tendant a la rendre convoitée en

aromathérapie [155].

R.S. Verma et al. ont étudié les variations de la composition de I'huile essentielle de
Géranium rosat en fonction de la date de la plantation de cette espéce dans I'Uttarakhand en
Inde. Les cultures ont été plantées en différents mois : Décembre, Janvier, Février, Mars et
Avril. L'huile essentielle a été extraite par hydrodistillation et analysée par chromatographie
en phase gazeuse. Les composants principaux de I'huile sont le citronellol (21.3-28.7%), le
géraniol (23.1-38.4%), le linalol (4.7-5.6%), I’isomenthone (6.5-7.9%), le formiate de
citronellyle (6.3-8.3%), 10-épi-y-eudesmol (4.7-5.6%) et geranyle formate (3.3 a 4.3%). Les
résultats indiquent que les composants d'huile essentielle ont été affectés de maniéere
significative par la période de plantation. Le rapport citronellol / géraniol (C:G), qui
représente le facteur de qualité de I’HE varie de 0.55 a 1.16 ce qui est bien dans la limite
souhaitée. Néanmoins, I'huile ayant le meilleur ratio C:G est celle obtenue a partir de cultures
plantées en Janvier (0.99) et en Février (0.92), ce qui prouve l'effet de la période de plantation

sur la qualité de I’HE.

Il a été conclu que cette étude pourrait étre étendue sur d'autres cultures de Géranium
afin de standardiser le temps de plantation / la durée de culture comme un indicateur de

rapport C:G et donc d’améliorer la qualité de I'huile de Géranium [156].
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Matériels et méthodes

L’efficacité de plus en plus prouvée des huiles essentielles comme biocides vis-a-Vvis
des bactéries et la carence en nouvelles molécules antibactériennes nous a encouragé a
proposer une etude sur une plante médicinale et aromatique, abondante, mais tres peu étudiée
et par conséquent non valorisée en Algérie : Pelargonium graveolens L’Hér., communément

appelée le Géranium rosat.

La présente étude se propose de déterminer in vitro qualitativement et
quantitativement 1’effet antibactérien de I’huile essenticlle de la plante sus-citée sur 150
souches bactériennes isolées de prélevements effectués chez I’homme et responsables

d’infections.

Les souches ont été collectées aupres de laboratoires d’analyses médicales a Annaba et
a Alger sur une durée de quatorze mois (Mars 2011-Avril 2012). On y trouve 80
Enterobacteriaceae, 10 Acinetobacter baumannii, 10 Pseudomonas aeruginosa, 30
Staphylococcus sp. 10 Streptococcus agalactiae et 10 Enterococcus faecalis. Elles sont
résistantes a au moins trois antibiotiques et par conséquent considérées comme

multirésistantes.

La plante a été cueillie a Blida. Les travaux de la partie botanique ont été réalisés au
niveau du Laboratoire de biologie végétale du Département de pharmacie de la Faculté de
médecine- Université Badji Mokhtar- Annaba (UBMA).

L’huile essentielle de Pelargonium graveolens a été extraite au laboratoire
d’électrochimie-corrosion a I’Ecole Militaire Polytechnique (EMP) d’Alger et sa composition
chimique a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse au laboratoire de chimie macromoléculaire de la méme école.

L’activité antibactérienne ainsi que tous les examens bactériologiques ont été réalisés
au niveau du Laboratoire de microbiologie du Département de pharmacie de la Faculté de
médecine- UBMA.

Durant notre étude, deux aspects de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
nous ont parus intéressants a explorer. Le premier étant son pouvoir conservateur en I’utilisant
comme additif alimentaire dans un produit a haut risque de contamination bactérienne et de
large consommation et le second étant son effet antiseptique en 1’utilisant comme produit

d’hygiéne par son incorporation dans un savon.
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Ce travail s'inscrit dans la perspective de la valorisation des huiles essentielles de
I’Algérie en vue de leur utilisation en agroalimentaire, en médecine et dans 1’hygiéne du

quotidien.

I. Enquéte ethnobotanique

La fiche d’enquéte (annexes 2) a été établie sous forme de questionnaire dans le but de
déterminer la place de Pelargonium graveolens dans notre patrimoine culturel et en vue de

rassembler le maximum d’informations sur son utilisation populaire.

L’enquéte a été réalisée durant une période de deux ans et demi, du 20 Janvier 2011 au
19 Juin 2013. Lors de I’enquéte, le questionnaire a été accompagné par une photo de la plante
(Fig.03).

1. Enquétés

L’enquéte a été menée auprés de 536 personnes de plus de 18 ans, appartenant aux
deux sexes au niveau de deux grandes villes du nord algérien : Annaba et Alger. Les enquétés
ont été choisis de maniere aléatoire. Ils appartiennent a quatre catégories d’age et a différentes

couches socio-économiques et intellectuelles.

2. Enquéte

Le questionnaire a porté sur les utilisations thérapeutiques du Géranium rosat, le nom
local, la ou les parties utilisée(s), les méthodes de récolte, les recettes, les modes

d’administration, les effets secondaires, etc.
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Il. Matériel végétal

Notre étude porte sur I’huile essentielle de Pelargonium graveolens (Géranium rosat).
Cette plante odorante, annuelle et qui s’adapte trés bien au climat méditerranéen, est
facilement cultivable. Cependant, elle est peu connue et trés mal exploitée en Algérie, et ce,

en dépit de son abondance et de toutes ses vertus culinaires, médicinales et aromatiques.

1. Zone d’échantillonnage

La plaine de Mitidja a été choisie comme zone d’échantillonnage pour 1’abondance de
la plante dans cette région. En effet, cette plante originaire du Cap (Afrique du Sud) fut
introduite en Algérie et plus précisément dans cette zone au 19°™ siécle pour la fertilité de son
sol, son climat favorable et sa situation stratégique (proximité du marché potentiel que
représentent la capitale et les autres villes avoisinantes, facilité de transport de la marchandise
grace au réseau routier qui I'entoure, etc.). Elle a acquis des proportions trés importantes
durant cette période [126]. Aujourd’hui, sa culture pratiquée sur de petites parcelles dans des
conditions de production difficiles est menacée d’abandon malgré les immenses opportunités
qu’elle offrait autrefois, a savoir, sa notoriété sur le marché mondial, son cycle de production

rapide, etc. [155].
1.1. Position géographique

Les échantillons de Pelargonium graveolens ont été récoltés dans la région Nord

algérienne, a Blida, a la commune de Chiffa (Daira de Mouzaia) (Fig.04)
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Fig.04. Zone de I’échantillonnage [Google Maps, 2014]

Située a environ 55 km au Sud Ouest d’Alger, a 36°24°00” de latitude Nord et de
2°46°00” de longitude Est en DMS (degres, minutes, secondes) ou de 36.4 de latitude et de
2.76667 de longitude en degrés decimaux [Google Maps, 2014].
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Elle est limitée au Nord par les wilayas d’Alger et Tipaza, a 1’Ouest par la Wilaya de
Ain Defla, au Sud par la Wilaya de Médéa et a I’Est par les Wilayas de Bouira et de

Boumerdés.
1.2. Conditions climatiques

Le climat est de type mediterranéen avec une influence continentale, surtout en été
(vent du Sud : sirocco). C’est un climat de latitude moyenne tempérée humide, avec des hivers
pluvieux et moyennement doux et des étés chauds et secs. Le régime thermique est modéré
dans I’ensemble, avec des moyennes qui varient de 12.5°C en Janvier a 25.5°C en Aodt.
Néanmoins, des pics de température de 37°C peuvent étre enregistrés en été et les gelées sont

observées en hiver. L’hygrométrie de 1’air oscille entre 60 et 78% [157].

La pluviométrie est irréguliere avec une moyenne d’environ 600mm de pluie par an.
Fréguemment, de trés fortes averses sont enregistrées [157]. Les précipitations atteignent leur
apogée en Décembre, Janvier et Février, mois qui donnent environ 30 a 40% des
précipitations annuelles. Inversement, les mois d’été (Juin-Aodt) sont presque toujours secs
[158].

1.3. Nature du sol

Dans la plaine de la Mitidja, les sols sont de type peu évolué avec des dép6ts alluviaux
récents et profonds. La texture est hétérogéne, de grossiere a fine. Certaines zones sont
caractérisées par des sols calcimagnésiques a teneur en fer élevée, de texture argilo-limoneuse

[158]. lls sont rouges, profonds sur encroltement calcaire et faciles a travailler,

potentiellement fertiles et en général, le taux de matiére organique est faible [157].

2. Drogue

La cueillette s’est faite dans la culture biologique de plantes appartenant au domaine

privé « Extral bio » durant le mois de Juin 2011.

La drogue a été obtenue a partir de tiges et de feuilles récoltées en période de
floraison. Les bouquets ont été coupés a leur partie inférieure a 1’aide d’un sécateur, trés tot le

matin, afin d’éviter I’évaporation des huiles essentielles.

La position systématique de la plante a été confirmée en se basant sur les caractéres

botaniques macroscopiques des différentes parties.
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La cueillette ainsi obtenue a été séchée pendant cing jours dans un endroit aéré et
ombragé [159].

2.1. Etude de la teneur en eau

La teneur en eau de la drogue est mesurée directement aprés 1’échantillonnage par la

méthode gravimétrique [160].

Principe :

La technique consiste a sécher complétement la drogue et a calculer son taux
d’humidité.

Technique :

e Peser 10g de feuilles de Pelargonium graveolens.

e Mettre I’échantillon a I’étuve pendant 24 heures a 105°C

e Peser a nouveau I’échantillon

e Déterminer la teneur en eau de la plante par le calcul de la différence de poids selon la

formule suivante :

H (%) = (M1-M2)/ M1) X 100

(H%) = Taux d’humidité exprimé en pourcentage ;
(M3) = Poids de I’échantillon en gramme apres la récolte (plante fraiche) ;
(M) = poids de I’échantillon en gramme apreés le séchage (plante séche).

e Lateneur en matiére séche est calculée selon la relation suivante :

MS (%) = 100 — H (%)

- (MS) = Matiere seche exprimée en pourcentage ;
- (H%) = Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

2.2. Description des coupes histologiques de la feuille et de la tige

Afin de localiser les structures anatomiques sécrétrices de 1’huile essentielle de
Pelargonium graveolens, des coupes histologiques au niveau des feuilles et des tiges ont été

réalisees et colorées par la technique de la double coloration [161].
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Principe:
Sur une coupe aussi fine que possible, on fait agir une solution d’hypochlorite de

sodium. Les contenus cellulaires sont libérés tout en gardant les parois squelettiques intactes.

En faisant agir successivement le vert de méthyle et le rouge Congo, les parois

lignifiées ou sclérifiées se colorent en vert et les parois cellulosiques se colorent en rose.

Technique :

e Réaliser des coupes transversales minces sur I’échantillon végétal a 1’aide d’une lame a
rasoir.
e Mettre les coupes dans un tamis ; placer les successivement :
» Pendant 15 a 20 minutes dans 1’hypochlorite de sodium dilué au .
» Laver une fois a I’eau distillée.
» Laver une fois dans un bain d’eau additionné de quelques gouttes d’acide acétique.
» Traiter au vert de méthyle pendant 10 minutes.
» Laver rapidement a I’eau.
» Traiter par le rouge Congo pendant 15 minutes.
» Laver rapidement a I’eau.
¢ Introduire la coupe entre lame et lamelle additionnée d’une goutte d’eau distillée.

e Observer au microscope optique (grossissement x10 puis x40).

111. Extraction de I’huile essentielle

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des HES végétales, telles
I’entrainement a la vapeur d’eau, I’hydrodistillation, 1’expression a froid, 1’enfleurage,
I’extraction par Soxhlet, I’extraction en mode batch, 1’extraction assistée par sonication, ou
assistée par microondes, ’extraction accélérée par solvants et I’extraction avec des fluides

supercritiques [162-165].

Néanmoins, selon les normes AFNOR et ISO, seules les trois premieres techniques

sont admises pour I’extraction des huiles essentielles [78,79].

Le choix du procédé d’obtention de I’HE est en général limité par les normes liées a
son utilisation. En effet, le mode technologique d’exploitation du matériel végétal peut avoir

une influence importante sur la composition finale de 1’essence [166].
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1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est la technique la plus répandue pour 1’obtention des essences
aromatiques [98]. Ce procédé d’extraction admis par la pharmacopée frangaise ainsi que les

normes AFNOR et ISO, est choisi pour les avantages qu’il offre, a savoir :

e Obtention de meilleurs rendements
e Eviter I’altération des huiles essentielles par des températures €levées car les composés
sont entrainés a des températures plus basses que celles d’ébullition.

e Opération rapide et peu onéreuse.

L’huile essentielle de Pelargonium graveolens a été extraite par hydrodistillation a

1’aide d’un appareil de Clevenger [167], représenté sur le montage ci-dessous (Fig.05).

—— 4

Fig.05. Montage de l’hydrodistillation (Lab. Electrochimie-corrosion, EMP Alger, 2011)

Principe :
Le procédé consiste a immerger la matiere végétale dans un ballon d'eau distillée,

placé sur une source de chaleur et porté a ébullition.

Sous D’effet de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes
sécrétrices des végétaux sont libérées. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité [168].

Technique :

e Mettre 100 grammes de la matiere végétale (tiges + feuilles) coupée en morceaux de 1 cm
de long dans un ballon de 2 litres a fond rond, rempli d’eau distillée.
e Placer le ballon avec son contenu dans un chauffe-ballon et le raccorder avec le reste de

I’appareillage d’extraction.
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e Allumer le chauffe-ballon et régler la température a 100°C.

Les vapeurs d’eau riches en huiles sont entrainées le long de la colonne, puis condensées

dans le réfrigérant.

e Récupérer I’eau contenant de I’huile dans une ampoule a décanter.

e Séparer I’huile essentielle de la partie aqueuse et conserver 1’huile dans un flacon en verre
ambré, stérile et hermétiquement fermé, a basse température (4°C).

e Répéter I’opération plusieurs fois afin de récupérer une quantit¢ suffisante d’huile

essentielle a tester.

2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est fonction de plusieurs facteurs. La température,
I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents exercent une influence
directe, surtout chez les espéces qui posseédent des structures histologiques de stockage

superficielles comme les pélargoniums odorants [169].

Principe :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le
poids du matériel végétal utilisé [170].

Technique :

Le rendement en huile essentielle est exprimé par la quantité d’huile obtenue pour
100g de matiere végétale seche. Il est calculé a partir de trois extractions qui sont estimés

selon la formule suivante :

[ Rs (%) = g + 100 } [159]

- (Rs) : rendement de la plante séche exprimée en pourcentage (%) ;
- (me) : masse de I’huile essentielle extraite exprimée en gramme ;
- (my) : masse de la plante humide exprimée en gramme.

3. Cinétique d’extraction de I’huile essentielle

Dans le but de déterminer la durée d’extraction maximale de I’huile essentielle de

Pelargonium graveolens, nous avons étudié la cinétique d’extraction.
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Technique :
o Récupérer les huiles essentielles correspondantes a des intervalles de temps comme suit : a
30, 35, 40, 45, 50, 60, 75, 90, 120, 150, 180 et 240 minutes
e Calculer le rendement a chaque intervalle de temps.

e Tracer la courbe de la cinétique d’extraction de I’'HE.

IV. Etude analytique de I’huile essentielle

1. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle

Les caractéristiques organoleptiques représentées par 1’aspect, la couleur et ’odeur de

I’huile essentielle de Pelargonium graveolens ont été notées.

2. Mesure des indices physiques

La détermination des indices physiques de 1’huile essentielle de Pelargonium

graveolens a été effectuée selon les normes ISO et AFNOR [78,79].
2.1. Densité relative a 20°C

La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est définie comme étant le rapport de
masse d’un volume d’huile essentielle a 20°C, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a

20°C.

¢ Si la densité est inférieure a 0.9, les essences des plantes végétales sont riches en terpenes.
e Dans le cas ou elle est supérieure a 1, les essences des plantes végétales contiennent des
composés aromatiques, des sulfures et des nitrites.

e Enfin si la densité est comprise entre 0.9 et 1, les essences ont une composition encore plus

complexe [171].

Technique :

e A I’aide d’un pycnométre, peser successivement un méme volume d’eau distillée et d’huile
essentielle.

e Peser le pycnometre vide.

e Entre chaque mesure, le pycnométre doit étre soigneusement nettoyé avec de ’eau et de
I’acétone puis séché.

e La densité relative est donnée par 1’expression :
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me - m0

Dao?= [AFNOR NF T75-111/1S0279]

m1-mo0

- (M) : masse du pycnométre rempli d’huile essentielle ;
- (mg) : masse du pycnometre vide ;
- (m1) : masse du pycnométre rempli d’eau distillée.

2.2. Indice de réfraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’HE maintenue a une
température constante. L'indice de réfraction est utilisé pour I'identification et comme critere
de pureté des huiles essentielles et de composes liquides divers. Chaque substance a son
indice de réfraction spécifique. Plus l'indice de réfraction d'un produit est prés de la valeur
attendue, plus sa pureté est grande. Cette pureté est définie dans des intervalles considérés

comme acceptable.

Technique :

e Placer quelques gouttes d’huile essentielle sur le prisme de manicre a ce qu’elle le recouvre
complétement.

e Observer par I’oculaire, une ligne de séparation entre la partie claire et la partie sombre
apparait dans le champ de vision.

e Lire la mesure.

e Calculer I’indice de réfraction ng?® a la température de référence selon la relation :

ng?%= ng’" + 0.0004 (¢’ —t)
[AFNOR NF T75-112/1S0280]

- nd'’: Valeur obtenue a la température t’
- t* : Température ambiante ou de mesure
- t: Température de référence égale a 20°C

2.3. Miscibilité a I’éthanol
La miscibilité de ’huile essentielle a été déterminée dans de 1’éthanol a 70°. C’est un
moyen rapide d’évaluation de la qualit¢ de I’huile essenticlle dénaturée par des produits

relativement insolubles affectant la solubilité. Une huile essentielle est dite miscible a

I’éthanol quand le mélange d’un volume d’huile essentielle avec V volume d’éthanol donne

une solution limpide [AFNOR NF T 75-101 / ISO 875].
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3. Analyse chromatographique de I'huile essentielle

L’identification de la composition chimique de I’essence étudiée a été réalisée par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM).

Principe :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique qui consiste a
vaporiser et injecter un échantillon a I’entrée d’une colonne qui renferme une substance active
appelée phase stationnaire. L’¢lution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase
mobile. Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la colonne les unes
apres les autres apres un certain laps de temps qui est fonction de I’affinité de la phase
stationnaire avec ces molécules [172].

La spectrométrie de masse (SM) est une méthode qui permet de séparer les différents
ions présents dans 1’échantillon a analyser et d’évaluer leur abondance respective. En effet,
aprés ionisation, elle donne des renseignements sur la présence et la quantité relative des
éléments (molécules, atomes, radicaux, etc.) [173].

Le couplage CPG/SM permet de connaitre la masse moléculaire d’un composé et
d’obtenir des informations structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation
[173,174]. Dans la source d’ionisation, les molécules sont bombardées a 1’aide d’électrons,
conduisant ainsi a la formation des ions en phase gazeuse. Les ions sont ensuite dirigés vers la
partie analytique de I’appareil : le quadripble. Ce dernier utilise la stabilité des trajectoires
pour séparer les ions selon le rapport masse sur charge (m/z) par I’application d’un champ
magnétique et/ou électrique, puis seront collectés par un détecteur [173,175,176].

L’ordinateur enregistre les données provenant du spectrometre de masse et les
convertit en valeurs des masses et des intensités des pics et en courant ionique total. Il permet
I’examen des données enregistrées et leur manipulation (spectres de masse, chromatogrammes
reconstitués, soustraction d’un spectre par rapport a un autre, calcul d’une moyenne sur
plusieurs spectres, etc.).

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de

référence contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles [177].

Conditions opératoires :

L’analyse de I’huile essentielle a été conduite a 1’aide d’un appareil de type Perkin

Elmer (CG Clarus 600) représenté sur la figure 6 ci-dessous.
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La colonne utilisée est une colonne capillaire RTX-VMS (60m x 0.25mm) et
I’épaisseur du film est de 0.25um. La température de la colonne est programmée a 60°C
pendant 1min, puis elle monte crescendo, a raison de 4°C/min, jusqu’a 240°C ou elle se

stabilisera pendant 03 minutes.

L’injection se fait lorsque la température atteint les 250°C par mode splitless (rapport
de fuite : 1/200). Le gaz vecteur est I’hélium dont le débit est fixé a 1ml/min. La

fragmentation est effectuée par impact electronique a 70eV.

Fig.06. Appareil Perkin Elmer CG Clarus 600 (Lab. Chimie Macromoléculaire- EMP, 2012)

La quantité d’HE injectée est de 0.3ul. Le balayage se fait pendant une heure pour
avoir tous les composés. L’appareil est relié a un systéeme informatique gérant une
bibliotheque de spectre de masse NIST 98 (National Institute of Standards and Technology)
(Fig.07).

Fig.07. Systéme informatique relié a I’appareil de CPG-SM
(Lab. Chimie Macromoléculaire- EMP, 2012)

L’identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs spectres de

masse a ceux de la banque de données informatisée (NIST 98).
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V. Test-objet : Souches bactériennes testées
1. Collecte et identification

Pres de 500 souches bactériennes de différents genres, incriminées dans des infections
communautaires ont été collectées aléatoirement au niveau de laboratoires d’analyses

médicales & Annaba et a Alger sur une période de quatorze mois.

Nous avons reconduit [I’identification de ces bactéries par des examens
microscopiques, la recherche des enzymes respiratoires, I’étude du métabolisme glucidique et

finalement par usage de galeries biochimiques miniaturisées (systemes API).

1.1. Isolement

L’isolement a été effectuée sur gélose nutritive, gélose Chapman et gélose au sang

frais (GSF) pré-coulées (annexes 3) par technique d’épuisement [178].

Les boites ainsi ensemencées ont été incubées a 1’étuve a 35°C pendant 24 heures.
Pour les cultures sur GSF, I’incubation se fait en anaérobiose dans une jarre hermétiquement

fermée, elle peut étre prolongée jusqu'a 48 heures.

Apreés incubation, les colonies ont été soumises aux examens microscopiques.

1.2. Observations microscopiques

Les examens microscopiques peuvent fournir des informations tres précieuses, c’est le

premier critére d’identification bactérienne.

1.2.1. Etat frais
Principe :
L’¢tat frais permet d’examiner la mobilit¢ des bactéries et d’en déceler la forme et la

sporulation.

Technique :
o Déposer une petite goutte d’eau physiologique stérile (annexes 3) sur une lame stérile.

e Prélever une fraction de colonie sur gélose.

e Préparer une suspension homogéne dans la goutte d’eau en incorporant progressivement
I’inoculum et en remuant trés délicatement.

e Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air. Le liquide ne doit pas

déborder.
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e Observer rapidement a 1’objectif 40 en mettant la lumiére au maximum et en fermant le
diaphragme.
Lecture :

e Les bactéries sont considerées comme mobiles lorsque des trajets trés différents sont

observeés.

e Une bactérie immobile est animée de mouvements d’agitation normaux dits mouvements

browniens, qu’il ne faut pas confondre avec la mobilité [179].

1.2.2. Coloration de Gram

Principe :
La coloration de Gram permet de distinguer d’une part la morphologie et la disposition

des bactéries et d’autre part de les classer en bactéries a Gram positif et a Gram négatif [179].

Technique :

e Préparer un frottis et le fixer & la flamme du bec bunsen.

o Couvrir le frottis avec le violet de gentiane et laisser agir une minute.

e Rejeter le colorant. Laver a I’eau.

e Recouvrir la préparation avec le lugol (annexes 3). Laisser 30 secondes.

e Rejeter le lugol. Laver a ’eau.

e Décolorer a 1’alcool 90° jusqu’a ce que les derniéres gouttes d’alcool qui s’écoulent
deviennent incolores.

e Rincer a I’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée. Laisser agir 30
secondes.

e Rejeter la fuchsine. Laver abondamment avec 1’eau.

e Egoultter et sécher la lame entre deux feuilles de papier buvard propres.

e Recouvrir la lame d’huile de Cédre et I’examiner au grossissement x100, lentille frontale

du condenseur escamoté, diaphragme Iégerement ouvert.
Lecture :

¢ Coloration violatre : bactérie a Gram positif.

e Coloration rose : bactérie a Gram négatif [179].
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1.3. Recherche des enzymes respiratoires

1.3.1. Test de la Catalase

Les souches isolées ont été soumises au test de la catalase qui est un caractere quasi-
constant chez les staphylocoques. La mise en évidence de la catalase permet de distinguer
parmi les cocci a Gram positif les staphylocoques des streptocoques [180].

Cet examen ne peut étre réalisé sur gélose au sang frais car les hématies possédent leur

propre catalase ce qui implique une source de fausse positivité [179].

Principe :

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne
(H202), qui est un produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en eau et

oXygene gazeux.

Technique :

e Sur une lame propre et seche, déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes.
e A I’aide d’une pipette Pasteur, prélever quelques colonies bactériennes a partir d’un milieu

solide et les déposer dans 1’H20-.
Lecture :

e Un dégagement de bulles de gaz : catalase positive.

e Pas de dégagement de bulles : catalase négative.

1.3.2. Test de I’oxydase

Les souches isolées ont été soumises au test de 1’oxydase.

Principe :

Ce test permet de mettre en évidence la cytochrome oxydase chez les bactéries qui
peuvent oxyder la tétraméthyl paraphényléne-diamine, 1’indicateur employé est la
N-diméthyl-phényléne-diamine qui oxydée, donne une semi-quinine colorée en rose violacé.

Technique :

e Placer un disque d’oxydase sur une lame porte-objet et I’'imbiber avec une goutte d’eau.
e A T’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, prélever une colonie a partir d’une culture jeune

et la déposer sur le disque.
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Lecture :

e Apparition immédiate d’une coloration rose violacée dans les soixante secondes : oxydase
positive.

e Pas de coloration : oxydase négative [179].

1.3.3. Test de la nitrate réductase

Principe :

Certaines bactéries possedent une nitrate réductase (NR), enzyme qui catalyse la
réduction des nitrates en nitrites. Ces dernieres en milieu acétique ou sulfurique donnent une
coloration rosé-rouge en présence d'acide para-sulfanilique et d'alpha-naphtylamine (c'est la

réaction de diazotation de Griess).

Toutefois, certaines bactéries réduisent les nitrates au-dela du stade nitrites, la réaction
doit étre complétée par 1’épreuve de Zobell, qui consiste a rajouter un peu de poudre de zinc
au milieu [180].

Technique :

¢ Dans un bouillon nitraté (annexes 3), mettre quelques gouttes de la suspension bactérienne
dense.

e Incuber pendant 24 heures a 35°C.

e Ajouter au milieu 05 gouttes de réactif NIT1 (annexes 3) et 05 gouttes de réactif NIT2

(annexes 3). Agiter.
Lecture :
e Coloration rose ou rouge: les nitrates sont réduits en nitrites : NR positive.

Si la suspension est incolore, rajouter la poudre de zinc, agiter, incliner le tube de

culture en position presque horizontale et attendre 05 minutes [181].

- Coloration rose : nitrate réduit par le zinc — NR négative.
- Coloration inchangée : la bactérie posséde une nitrate réductase trés active — NR

positive.
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1.4. Etude du métabolisme glucidique sur milieu TSI

Principe :
C’est un milieu combing, il permet de mettre en évidence la fermentation du glucose

avec ou sans production de gaz et d’orienter 1’identification de la bactérie par 1’étude de la

fermentation du glucose, lactose, saccharose et production d’H,S.

Le milieu TSI (annexes 3) est présenté sous forme d’une gélose inclinée avec culot,

dont I’indicateur du pH est le rouge de phénol.

Technique :

e Ensemencer d’abord la pente par stries serrées, puis le culot par piqure centrale.
e Dévisser en partie le tube pour permettre une incubation en aérobiose.

e Incuber a 35°C pendant 24 heures.
Lecture :

e Culot de couleur jaune : Glucose positif.

e Culot inchangé (rouge) : Glucose négatif.

e Pente virant au jaune : Lactose-saccharose positif.

¢ Pente inchangée : Lactose-saccharose négatif.

¢ Noircissement de la zone séparant le culot de la pente : H.S positif.

e Formation de bulles dans la masse du milieu repoussant parfois la totalité du milieu vers le

haut du tube ou éclatement de la gélose: production de gaz [180].

1.5. Galerie API

L’identification des souches collectées a été réalisée par galerie APl (BioMérieux,
France). Ce systeme standardisé se base sur des tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une

base de données. Quarte types de galeries ont été utilisées dans 1’étude (annexes 5-8).

Principe :

La galerie APl comporte des microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révelés par lI'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide d'un

logiciel d'identification.
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Technique :

v' Préparation de la galerie

e Reéunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmospheére humide.
e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

o Placer la galerie dans la boite d'incubation.

v" Préparation de I'inoculum

e Realiser une suspension bactérienne a partir de cultures jeunes de 18 a 24 heures de la
souche a étudier, en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu (ampoule
d'API Suspension Medium, eau physiologique stérile, etc.).

o Lasuspension doit avoir une densité suffisante :
» 1coloniedans5ml: API20 E
» Trouble correspondant au tube 0.5 de I’échelle McFarland (annexes 3) :
API1 20 NE et API Staph.
» Trouble correspondant au tube 4 de I’échelle McFarland : API Strep.

o Lasuspension bactérienne doit étre utilisée extemporanément.

v" Inoculation de la galerie

e Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a 1'aide d’une pipette. Afin
d’éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le coté de
la cupule, en inclinant Iégerement la boite d'incubation vers l'avant :

» Cupules simples : remplir uniquement les tubes.

» Cupules encadrées : remplir tube et cupule.

» Cupules soulignées : remplir la partie inférieure puis compléter avec de 1’huile de
vaseline.

e Refermer la boite d'incubation.

v Incubation
e Incuber pendant 18 a 24 heures, a :
» 37°C pour API 20 E, API Staph. et API Strep.
» 30°C pour API 20 NE.
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v" Lecture de la galerie

e Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
specifique pour chaque type de galerie API (annexes 5-8).

e Certains tests nécessitent 1’addition de réactifs avant la lecture.

v’ Interprétation

L'identification est obtenue a partir du profil numérique.
e Détermination du profil numérique :

Sur la fiche des résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2
ou 4 est indiquée pour chacun. En additionnant a l'intérieur de chaque groupe les valeurs
correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil

numerique.

> Pour la galerie APl 20 NE, la réaction de I'oxydase qui constitue le 21™ test est
affectée de la valeur 4 lorsqu'elle est positive.

> Pour la galerie APl Strep., la réaction hémolytique constitue le 21%™ test ; la
R-hémolyse est considérée comme positive et sa valeur numérique est 4. Toute autre
réaction hémolytique est considérée comme négative et sa valeur numérique est 0.
Toutefois, ces caracteres ont une valeur indicative pour I'identification de certaines

especes.

e ldentification :

Elle est réalisée a partir d’une base de données a l'aide du logiciel d'identification

apiweb TM, en entrant manuellement au clavier le profil numérique a 7 chiffres [182-185].

2. Sélection et conservation des souches

Aprés D’identification, dix souches de 15 especes les plus incrimineées dans les
infections communautaires ont été retenues dans notre étude (nombre totale =150) afin que les

résultats soient statistiqguement vérifiables.

Ces souches appartiennent aux Enterobacteriaceae (n=80/53.33%), aux bacilles a
Gram négatif non fermentant (n=20/13.34%) et aux cocci a Gram positif (n=50/33.33%).
Elles proviennent en majorité des urines (n= 110/73.33%), mais aussi, de pus (n=23/15.34%),
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du sperme (n=6/4%), de prélévements vaginaux (n=8/5.33%), nasaux (n=1/0.67%) et de

prélevements de gorge (n= 2/1.33%).

De plus, quatre souches sensibles aux antibiotiques de la collection américaine de
cultures types (American Type Culture Collection: ATCC), gracieusement fournies par
I’institut Pasteur d’Alger ont également été testées: Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

Toutes les souches bactériennes ont été entretenues dans un milieu de conservation

(annexes 3) et a une basse température de 4°C.

3. Antibiogramme

L’antibiogramme est un moyen de diagnostic et de caractérisation des souches
bactériennes. En effet, cet examen qui consiste a tester la sensibilité aux antibiotiques des
souches bactériennes, permet de classer ces derniéres en résistantes, intermédiaires ou

sensibles a ces molécules.

Nous avons adopté la méthode de diffusion sur milieu solide de Mueller-Hinton (MH)
(annexe 3) préconisée par le CLSI, comparable a celle décrite par la CA-SFM et ’EUCAST et
recommandée par I’OMS [186,187].

3.1. Technique

3.1.1. Préparation de I'inoculum

e Racler a partir d'une culture pure de 18 heures sur milieu d'isolement, a lI'aide d'une anse de
platine, 2 a 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques.

e Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% et bien homogénéiser la
suspension bactérienne jusqu'a obtenir une opacité équivalente a 0.5 McFarland (10°-108
UFC/ml) (Unité Formant Colonie), ou a une densité optique de 0.08 a 0.10 a 625nm.
L’inoculum peut €tre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible ou bien de 1’eau
physiologique stérile s’il est trop dense.

e Ensemencer I'inoculum dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.
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3.1.2. Ensemencement

o Préparer les boites de Pétri : le milieu Mueller-Hinton est fondu et refroidie a 45°C, coulé
en boites de Pétri a une épaisseur de 4 mm pour la solidification. 1l est additionné de 5% de
sang de cheval défibriné (BioMérieux) pour la culture des streptocoques et des entérocoques.
e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et I'essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube sans oublier de le faire pivoter, afin de le décharger au
maximum.
e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées. Répéter l'opération deux a trois fois en tournant la boite de 60° & chaque fois et en
tournant I’écouvillon sur lui méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.
e Recharger 1’écouvillon a chaque fois dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de
Pétri.

Les souches de référence sont aussi ensemencées pour tester la fiabilité des
antibiotiques utiliseés.

3.1.3. Application des disques d’antibiotiques

L’application des disques d’antibiotiques est réalisée a I'aide d'un distributeur Pasteur

automatique ou d’une pince stérile.

Les souches ont été testees vis-a-vis de différents antibiotiques (annexes 4) qui varient
selon le groupe physiologique bactérien. Ces antibiotiques appartiennent aux [-lactamines,
aminosides, macrolides-lincosamines-streptogramines (MLS), glycopeptides, tétracyclines,
quinolones de 1€ génération, fluoroquinolones, cotrimoxazole, colistine, rifampicine,

fosfomycine, chloramphénicol, nitrofuranes, nitroxoline et acide fusidique.

Au maximum six disques d'antibiotiques sont appliqués sur une boite de 90 mm de

diamétre. Les disques d'antibiotiques sont espacés d’au moins 24 mm, centre a centre [187].
3.1.4. Incubation

L’incubation s’est faite a 35°C pendant 18 & 24 heures pour les bactéries non
exigeantes et jusqu’a 48 heures et en anaérobiose pour les streptocoques et les entérocoques

testés.
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3.1.5. Lecture

Les diametres des zones d’inhibition autour des disques, lorsqu’ils existent, sont
mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse. L opération est répétée deux fois. La souche est classée
dans 1’une des trois catégories (Résistante, Intermédiaire, Sensible) selon le tableau des

valeurs critiques [188].

3.2. Tests complémentaires

Certaines bactéries développent des mécanismes spécifiques de résistances, ainsi nous
avons recherché la production de B-lactamases a spectre élargi et les Staphylococcus sp.

résistants a la méthiciline.

3.2.1. Recherche de B-lactamases a spectre élargi (BLSE)

e Test de synergie

Nous avons recherché la production de B-lactamases a spectre élargi par le test de
synergie pour les souches d’entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii, présentant une sensibilité réduite aux céphalosporines de 3™
génération (C3G) [188].

> Pour les entérobactéries :

Technique :

e Disposer un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC) a 30 mm centre a centre
d’un disque de C3G.
e Incuber a 35°C pendant 18 a 24 heures.

Lecture :

La production d’enzyme peut se traduire par I’apparition d’une image de synergie ou
« bouchon de champagne » entre les disques de céftazidime (CAZ) et d’amoxicilline + acide
clavulanique ou ces derniers et le disque de cefotaxime (CTX).

> Pour Acinetobacter et Pseudomonas

Technique :

e Disposer un disque de ticarcilline + acide clavulanique (TCC) a 30 mm, centre a centre,
d’un disque de C3G.
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e |ncuber 18 heures a 35°C.

Lecture :
Le test est positif s’il y a apparition d’une image de synergie ou « bouchon de
champagne » entre les disques de ceftazidime et ticarcilline + acide clavulanique ou ces

derniers et le disque d’aztréonam (ATM).

En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant

toute diminution du diameétre autour des disques de C3G [188].

e Test de confirmation ou technique du double disque
Ce test est réalisé devant :

- L’absence de synergie avec diminution des diametres des C3G.

- La présence d’une résistance aux molécules suivantes : ampicilline, ticarcilline,
cefazoline avec un diametre inférieur & 6 mm, par contre I’AMC présente un diamétre
d’inhibition.

Technique :

Ce test se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme.

e Disposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30 mm
(centre a centre) pour les entérobactéries.

e Disposer un disque de TCC avec un disque de C3G (CAZ) ou monobactame (ATM) a une
distance de 25 mm pour Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

e Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure a température ambiante, la boite est
déposée, couvercle vers le haut.

e Aprés une heure d’incubation, 6ter le disque d’AMC (ou de TCC) et le remplacer par un
disque de CTX ou CRO (ou CAZ).

e Incuber la boite 18 heures a 35°C.
Lecture :

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition autour du C3G,
appliqué aprés diffusion du disque AMC ou TCC est > 5 mm par rapport au diametre
d’inhibition autour du disque de C3G [188].
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3.2.2. Détection des souches de Staphylococcus résistantes & la méthiciline

Nous avons recherché une résistance a la méthiciline pour toutes les souches

Staphylococcus sp.

Technique :

e Tester la sensibilit¢ a I’oxacilline (lug) et a la céfoxitine (30ug) au niveau de
I’antibiogramme standard.

e |Incuber 18 a 24 heures a 35°C.
Lecture :

L’interprétation des résultats s’est faite suivant le tableau 5 de I’interprétation de la

résistance a la méthiciline [188].

Tab.05. Interprétation des tests de la détection de la résistance a la méthiciline [188]

S. aureus > 13mm >22mm MSSA
< 12mm <2lmm MRSA

SCN <20 >25mm méthi S
<24mm méthi R

MRSA : Staphylococcus aureus résistant a la methiciline
MSSA : Staphylococcus aureus sensible a la méthiciline
SCN : Staphylocoques a coagulase négative

méthi S : Sensible a la méthiciline

méthi R : Résistant & la méthiciline

V1. Activité antibactérienne in vitro de I’huile essentielle extraite
1. Aromatogramme

Plusieurs methodes peuvent étre utilisées pour mettre en évidence 1’activité
antibactérienne in vitro des huiles essentielles. Des difficultés pratiques viennent de
I’insolubilité des constituants des HES dans I’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les
tester a faibles concentrations. Les différents protocoles peuvent étre classés selon le milieu
dans lequel se fait la diffusion de I’huile essentielle et selon la nature du contact de I’huile
essentielle avec le microorganisme. Les techniques les plus freguemment utilisees sont : la
technique en milieu solide (méthode de diffusion), la technique en milieu liquide (méthode de

dilution) et la dispersion en micro-atmospheéres.

Nous avons adopté la premiere méthode, appelée encore aromatogramme par méthode

de M.C. Vincent [189]. C’est une technique qui se fait a ’image de I’antibiogramme par
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diffusion en milieu gélosé, ou les antibiotiques sont remplacés par des essences aromatiques.
Le principe de cette méthode repose sur la migration des produits testés par diffusion dans la

gélose. La qualification de I’activité est inversement proportionnelle a leur concentration.

C’est la technique la plus utilisée dans la littérature car elle présente beaucoup

d’avantages, a savoir, la simplicité, la rapidité, I’économie, etc.

1.1. Réactivation des souches

Les souches bactériennes sont réactivées par repiquage a partir du milieu de
conservation sur milieu de culture sélectif pour chaque type de souche (gélose nutritive pour
les bacilles a Gram négatif non exigeants, milieu Chapman pour les staphylocoques et gélose

au sang cuit pour les streptocoques et les entérocoques).

1.2. Preéparation de I'inoculum

La méthode de préparation de I’inoculum est celle préconisée par le CLSI et
recommandée par ’OMS, decrite préecédemment et qui consiste a préparer a partir d'une
culture pure de 18 a 24 heures, une suspension en eau physiologique stérile équivalente au
standard 0.5 McFarland [186,187].

1.3. Ensemencement

e Réaliser I'ensemencement a la surface du milieu solide MH. Il est additionné de 5% de
sang de cheval pour la culture des streptocoques et des entérocoques.

e Imbiber un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et I'essorer contre la paroi
interne du tube.

e Ensemencer par des stries serrées de haut en bas.

e Répéter I"opération trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois et en tournant
I’écouvillon sur lui méme.

e Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

1.4. Application des disques

e Imprégner des disques de papier buvard stériles, de 10 pl d’huile brute [190].
e Deposer les disques a la surface de la gelose.
Il ne faut pas mettre plus de quatre disques imbibés d’HE dans une boite de 90 mm de

diamétre.
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Un disque sec est utilisé comme témoin.
1.5. Incubation

L’incubation se fait pendant 18 a 24 heures a 35°C. Elle est prolongée jusqu’a 48

heures et se fait en anaérobiose pour les streptocoques et les entérocoques testés.
1.6. Lecture

Les zones d’inhibitions éventuelles autour des disques sont mesurées deux fois a 1’aide
d’un pied a coulisse. La souche est classée dans 1’une des catégories suivantes : non sensible ;
sensible ; tres sensible ; extrémement sensible, selon le tableau 6 des valeurs critiques ci-
dessous [191].

Tab.06. Catégories de sensibilité a ’HE selon les diametres des zones d’inhibition [191]

Non sensible <8
Sensible 9-14
Tres sensible 15-19
Extrémement Sensible >20
@ . Diametre

2. Quantification de ’activité de 1’huile essentielle

Les huiles essentielles sont des extraits concentrés. En raison de leur toxicité a forte
dose, de leur faible rendement dans les plantes et de leur codt élevé [192,193]; nous avons
voulu déterminer jusqu'a quelle dilution notre essence reste active sur les souches testées

sensibles.

Deux méthodes de quantification ont été utilisées, la premiere méthode est celle des

dilutions sur disques et la seconde est la méthode d’incorporation sur milieu gélosé.

2.1. Dilutions minimales inhibitrices (DMI)

Technique :

e A partir de 2 ml d’huile essentielle, préparer une gamme de dilutions selon une suite
géomeétrique décroissante de raison 2 dans du diméthylsulfoxyde (DMSO).
¢ Réactiver les souches comme décrit précédemment.

e Préparer les suspensions bactériennes.
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e Ensemencer les suspensions bactériennes sur milieu MH (MH additionné de 5% de sang de
cheval pour les streptocoques et les entérocoques).

o Deéposer des disques stériles et imbibés des différentes concentrations de 1’huile essentielle.

e Incuber 24 heures a 35°C (incubation en anaérobiose et prolongée pour les streptocoques).

e Mesurer, deux fois, la zone d’inhibition autour des disques lorsqu’elle existe.
Des disques temoins impregnés de DMSO brute et un disque sec sont aussi testeés.

L’interprétation des résultats se fait de la méme maniére que pour I’aromatogramme.

2.2. Concentrations minimales inhibitrices de I’huile essentielle

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’huile essentielle ont été
déterminées vis-a-vis des souches bactériennes sensibles a I’HE brute par méthode de dilution
en milieu gélose, recommandée par le CLSI. La gamme de concentrations est choisie a partir
des résultats des DMI.

Technique :

e Préparer dans des tubes en verre stériles les différentes dilutions d’HE dans du DMSO.

e Verser immédiatement le contenu de chaque tube dans une boite de Pétri stérile dans
laquelle on rajoute une quantité déterminée de milieu MH fondu et refroidi a 45°C (MH au
sang pour les streptocoques et les entérocoques) et bien agiter de fagcon a avoir la gamme
de concentrations d’HE suivante: 0.005, 0.01, 0.03, 0.05, 0.08, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6,
0.7,0.85, 1, 1.25,1.5, 1.75, 2, 3, 4%.

e Aprés solidification des milieux, déposer des spots de 2 ul d’un inoculum standardisé a
106-108 UFC/m.

e Incuber 24 a 48 heures a 35°C (en anaérobiose pour les streptocoques et les entérocoques).

Déduire les CMI de I’HE a partir de la premiére boite de la gamme dépourvue de

croissance bactérienne visible [25,194].

3. Détermination du type d’activité : bactericidie-bactériostase

Il existe deux sortes d’effets des huiles essentielles sur les microorganismes ; une
activité létale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance (bactériostase) [195]. |l est
impératif de connaitre le type d’activit¢ de I’HE afin de déterminer son champ d’action

(asepsie ou stérilisation) ainsi que les doses exactes nécessaires a son activité.
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3.1. Par repiquage a partir des zones d’inhibition

La détermination du type d’activité de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
est basée sur la méthode de M.C. Pibiri [195].

Technique :

e Racler a l'aide d'une pipette Pasteur stérile et obturée les zones d’inhibition translucides
entourant les disques, utilisés pour déterminer les DMI.

e Procéder a un repiquage par stries sur un milieu adéquat.

e Incuber les boites a 35°C pendant 18 a 24 heures (48 heures et en anaérobiose pour les

streptocoques et les entérocoques).

L'absence de développement bactérien témoigne d’un effet bactéricide, tandis que la
réapparition de colonies bactériennes nous renseigne sur un effet bactériostatique de I’huile

essentielle.

3.2. Par détermination des concentrations minimales bactéricides

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) de I’huile essentielle ont été
déterminées vis-a-vis des souches bactériennes sensibles a I’HE testée par la méthode

d’ensemencement par stries en milieu nutritif gélosé.

Technique :

e Racler a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et obturée les zones des différents spots utilisés
pour déterminer les CMI et qui sont dépourvus de croissance bactérienne.

e Ensemencer par stries une gélose nutritive pour toutes les entérobactéries, les bacilles a
Gram négatif non fermentant et les souches Staphylococcus sp. et sur gélose au sang cuit
pour Streptococcus agalactiae et Enterococcus faecalis.

e Incuber 24 a 48 heures a 35°C (en anaérobiose pour les streptocoques et les entérocoques).

Les CMB de I’HE sont deduites a partir de la premiere boite sans croissance

bactérienne visible [25].

Le type d’activité de I’huile essentielle est défini en calculant le rapport CMB/CMI.
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VII1. Recherche de synergies : Antibiotiques - Huile essentielle

Une approche récente consiste a combiner 'utilisation des huiles essentielles et des
antibiotiques. C’est la une nouvelle stratégie pour surmonter les problémes grandissants de

résistances et des effets secondaires associés aux médicaments.

Jusqu'a lors, I’activité de synergie entre I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
n’a été rapportée qu’avec les éléments du groupe des fluoroquinolones. Les associations de la
ciprofloxacine et de la norfloxacine avec 1’huile ont donné de bons résultats sur des bactéries

de différents groupes physiologiques [196,197].

Dans ce contexte d’idées, nous nous sommes proposés de tester les associations de I’HE
de notre plante avec les antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine, mais auxquels les
bactéries ont développé des résistances. La méthode utilisée est calquée sur la technique du
double disque [188].

Technique :

e Préparer des suspensions bactériennes équivalentes au standard 0.5 McFarland.

e Ensemencer par stries deux boites de MH pour chaque suspension bactérienne.

e Appliquer les disques d’antibiotiques dans la premicre boite et laisser diffuser pendant une
heure a 35°C.

e Appliquer les disques de papier buvard imprégnés de 10ul d’huile essentielle dans la
deuxieéme boite et laisser diffuser pendant une heure a 35°C.

e Substituer les disques d’antibiotiques de la premiere boite par des disques imprégnés de
10ul d’huile essentielle.

e Substituer les disques imprégnés d’huile essentielle de la deuxiéme boite par des disques
d’antibiotiques.

e Incuber 24 heures a 35°C.

e Mesurer les zones d’inhibition autour des disques en millimétres a 1’aide d’un pied a
coulisse.

e Comparer les résultats obtenus avec ceux de I’antibiogramme et de I’aromatogramme.
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VII1. Propositions d’usages de I’huile essentielle
1. En tant qu’additif alimentaire

La détérioration des denrées alimentaires est un probléme sérieux de santé, de valeur
nutritive et de pertes économiques conséquentes pour 1’industrie agroalimentaire. Depuis
I’antiquité, les aliments ont toujours été préservés par chauffage, séchage, fumage, salaison,

refroidissement ou fermentation [198].

Depuis quelques années, les conservateurs alimentaires synthétiques sont devenus
largement utilisés et des techniques ont été développées pour prolonger la durée de vie des
produits. Cependant, ces conservateurs synthétiques posent de plus en plus de problémes en
termes de sécurité sanitaire dus a leurs effets secondaires cancérigenes, tératogénes, etc. La
recherche de nouveaux agents conservateurs s’oriente alors vers le retour aux extraits
végétaux et particulierement les huiles essentielles par la meilleure exploitation de ces

molécules bioactives.

Les plantes restent la source la plus commune d'agents antimicrobiens. Leur utilisation
comme remeédes traditionnels est la plus populaire pour 80% de la population mondiale [199].
De plus, I’effet inhibiteur de certaines huiles essentielles sur le développement des bactéries

d'origine alimentaire laisse entrevoir des perspectives d'applications dans ce domaine [200].

Le Pelargonium graveolens est classé comme une plante non toxique. Son huile
essentielle est accordée GRAS et jusqu'au présent travail, aucun rapport de cas d'intoxication
par ingestion de cette HE n'a été publié dans la littérature médicale [22,148]. De plus, cette
plante possede une agréable saveur citronnée. En cuisine, elle est utilisée dans les salades, ses
feuilles finement hachées peuvent servir pour assaisonner des sauces, des flans et pour
confectionner des confitures et du sirop, mais aussi pour aromatiser les biscuits, gateaux,
pains et chocolat [201,202].

Nous avons recherché ’effet conservateur de I’HE de Pelargonium graveolens d’un
aliment de large consommation et facilement périssable : la créme patissiére ; par étude de sa
qualité microbiologique comparée a des échantillons confectionnés par procédés habituelles.
Les résultats des expérimentations permettront de calculer la capacité de réduction bactérienne
dans cette créme patissiere et d’étudier son activité dans le temps et en fonction de la

température de conservation.
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La creme patissiére a été préparée au niveau du laboratoire de Microbiologie UBMA,
en respectant les régles d’hygiéne et d’asepsie. Nous avons respecté la recette standard,
utilisée habituellement [203]. A la fin de la préparation, la creme patissiére a été partagée en
deux parties, a la premiére, nous avons additionné 0.5% d’huile essenticlle de Pelargonium
graveolens. La seconde nous a servi de témoin. Cette concentration en HE a été choisie en
fonction des résultats des CMI de I’HE.

Une créme patissiere du commerce a €té soumise aux mémes tests aprés addition
d’HE.

Le protocole expérimental s’est déroulé en plusieurs étapes, représentées sur le schéma
ci-dessous (Fig.08). Des prélevements ont été effectués sur les crémes pétissiéres a des
intervalles de temps réguliers et aprés conservation a 4° et a 20°C.

Pour chaque prélevement, des dilutions ont été obtenues en utilisant de 1’eau
physiologique stérile. Les ensemencements ont été réalisés sur des boites de gélose nutritive et

de gélose Chapman pré-coulées.

Chaque ensemencement a été réalisé en triplicat.

Technique :

e Prélever aprés préparation, 1g de chaque creme patissiere et le diluer dans 9 ml d’eau
physiologique stérile. Agiter.

e Ensemencer 0.1 ml de chaque dilution sur gélose nutritive et sur milieu gélose Chapman
par la technique du rateau [204].

¢ Incuber les boites a 35°C pendant 48 heures.

e Conserver le reste des différentes cremes patissiéres a 4°C et a 20°C.

e Apres quatre heures, ensemencer 0.1 ml de dilution de chacune des crémes patisseries
conservées aux différentes températures puis incuber de la méme maniére précédente.

o Répéter la méme opération apres 24 et 48 heures.

Lecture : Dénombrer les colonies bactériennes visibles dans chaque boite.
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| |

—  Créme patissiére sans HE Créme patissiére + HE Ji
Dilutions Dilutions
Ensemencements
o 1 min
o 4 heures
20°C 20°C
24 heures
48 heures

Fig.08. Protocole de détermination de I’effet conservateur de ’HE dans la créme patissiére

2. En tant que produit antiseptique

La main est le principal support de microorganismes surtout dans les cas des infections
croisées. Une large proportion d’infections notamment nosocomiales serait d’origine manu-
portée. Ces infections peuvent étre réduites par 1’application de régles d’hygiénes telles que le
lavage et/ou la désinfection des mains. Ce sont les travaux de Semmelweiss (1847) qui ont
montré que le lavage des mains était une mesure efficace de prévention des infections. Puis

Pasteur (1878) a mis en évidence le manu-portage dans les actes de chirurgie [205].

Selon le Centre de Coordination de la Lutte contre les Infections Nosocomiales de
I’Interrégion Paris-Nord (C.CLIN Paris-Nord), I’hygiéne des mains est définit comme suit « Il
s’agit d’un traitement des mains par un savon liquide non médicamenteux ou par un produit
(savon, gel ou solution) ayant un spectre d’activité antimicrobien ciblé sur les

microorganismes de la flore cutanée afin de prévenir [’infection » [205].

L’écosysteme cutanée comprend deux microflores : résidente et transitoire [206].
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La microflore résidente regroupe les microorganismes commensaux, elle se situe au
niveau des couches superficielles ou profondes et elle est composée de bactéries aérobies
principalement de cocci a Gram positif présents dans les follicules pilo-sébacés
(Staphylococcus epidermidis), de corynébactéries, Propionibacterium acnes, Micrococcus
luteus, etc. Cette microflore bactérienne varie qualitativement et quantitativement d’un site a
un autre et d’un individu a un autre. Elle se renouvelle réguliérement. Elle a une faible

virulence, mais un geste invasif peut la modifier et induire un processus infectieux [206].

La microflore transitoire ou superficielle est composée le plus souvent de
microorganismes saprophytes issus de I’environnement; de Pseudomonas, Stenotrophomonas,
etc. et parfois de bactéries pathogénes ou commensales issus de la microflore commensale des
patients soignés : entérobactéries, Staphylococcus aureus, Streptococcus, Candida albicans,

etc. Elle varie au cours de la journée et selon les activités exercées [206].

Ces microflores seront diminuées et/ou éliminées par des techniques d’hygi¢ne des
mains [205].

L’efficacité des savons ou encore des solutions hydro-alcooliques est variable en
fonction de leur composition et du mode de leur préparation. Certains présentent des
inconvénients, a savoir, I’odeur, la texture, I’effet fixateur de microorganismes pour 1’alcool,

les effets désagréables pour certaines personnes, etc.

Nous avons testé le pouvoir antiseptiqgue d’un savon fabriqué a base de I’'HE de
Pelargonium graveolens. Il a été préparé en se référant a une recette de base [207]. A la fin de
la préparation, on a partagé le savon en deux parties, a la premiere on a rajouté 1% de
I’extrait; concentration utilisée habituellement pour les HEs peu toxiques dans les produits
d’hygiéne [208]. La seconde nous a servi de témoin.

Le protocole expérimental a été élaboré en s’inspirant d’autres études réalisées dans le

but d’apprécier I’efficacité de différents désinfectants [209 - 212].

Les prélevements ont été recueillis au niveau de 1’université Badji Mokhtar Annaba.
On a effectue des prelevements sur 60 étudiants agés entre 18 et 28 ans par la technique de
I’empreinte des phalanges déposés sur des boites de gélose nutritive et de gélose Chapman
pré-coulées [212]. Technique étant la plus simple a mettre en ceuvre et ne présentant presque

pas de risque de contaminations.
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Les volontaires étaient tenus de ne pas utiliser de substances antibactériennes
(antibiotiques, antiseptiques) dans la semaine précédant 1’étude. Seuls les prélévements des

mains ne comportant ni lésions, ni bijoux, ni vernis a ongles ont été retenus dans notre étude.

Le protocole expérimental s’est déroulé en plusieurs étapes, représentés sur le schéma
ci-dessous (Fig.09). Des prélevements bactériologiques ont été effectués sur les mains avant et
apres lavage, puis a différents laps de temps aprés la désinfection des mains.

Chaque prélévement a été pratiqué en triplicat.

Les resultats des expérimentations ont permis de calculer la capacité de réduction

bactérienne du savon apres lavage des mains et d’étudier son activité dans le temps.

Technique :

e Un premier prélévement bactériologique a éte realisé sur les mains non lavées afin de
dénombrer la microflore cutanée de départ. Ce préléevement a servi de valeur de base pour
évaluer une éventuelle réduction bactérienne.

Les extrémités distales des phalanges des doigts 2, 3 et 4 (index, majeur et annulaire) de la
main dominante ont été apposées pendant 10 secondes sur la surface de la gélose en appuyant
assez rigoureusement. Les boites de prélévement ont ensuite été incubées.

e Un second prélevement a été effectué sur les mains des expérimentés une minute apres

lavage soigneux : avec le savon a tester pour la moitié des sujets et le savon non additionné

d’HE pour I’autre moitié.

e Apres que les étudiants aient repris leurs activités habituelles, des prélevements similaires
ont éte réalises ; une, deux et trois heures apres le lavage.

o Les boites de gélose obtenues ont été incubées a 35°C pendant 48 heures.

Lecture : on dénombre les colonies bactériennes visibles apparues dans chaque boite.
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Prélevement
Avant lavage

Savon ordinaire <—— Lavage f— Savon + HE J

Préléevements

01 minute 01 heure 02 heures 03 heures

Fig.09. Protocole de détermination de I’effet antiseptique de ’HE dans le savon

3. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été validés par calcul des moyennes et comparés au témoin par le test
t de Student, en utilisant le logiciel STATISTICA 8 par calcul du seuil de signification (p). Les

différences sont considérées comme :

e Significatives (p < 0.05).
e Hautement significative (p < 0.01).

e Tres hautement significative (p < 0.001).
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Résultats et discussions

I. Enquéte ethnobotanique

Cette étude nous a permis d’avoir une idée générale sur la place qu’occupe le
Géranium rosat dans la phytothérapie dans les régions d’Annaba et d’Alger. Bien que
I’enquéte n’a été menée que dans ces deux wilayas, les personnes interrogées sont originaire
de différentes régions d’Algérie: Alger, Annaba (Centre ville, Berrahal et Sidi Amar), El-
Taref (Centre ville, Besbes, Bouhadjar, Asfour, Drean, El-Kala, Ben M’hidi, Bouteldja et
Righia), les hauts plateaux (Sétif, Oum-El-Bouaghi, Tébessa et M’Sila) et le Sud algérien
(Biskra et EI-Oued).

Finalement, 1’enquéte touche une grande partie du territoire et par ailleurs, le plus
peuplé, a savoir 1’algérois, une partie du Sud et le Nord Est. De plus, un nombre assez
conséquent d’enquétés (536 personnes), plus élevé que ceux rapportés par d’autres études
[213-215].

1. Données sur les enquétes
1.1. Sexe

Nous avons veillé a ce qu’il y ait autant de femmes (50.56% /n=271) que d’hommes
(49.44 % /n=265) (Fig.10). Il ressort un sexe ratio égal a 0.98.

® Hommes

m Femmes

Fig.10. Répartition des enquétés selon le sexe

1.2. Age

Les interrogés sont des adultes appartenant a différentes générations, agés de 18 a 70
ans (Fig.11). Quatre tranches d’ages sont représentées, la plus sollicitée est celle des 18-25

ans, avec un taux de 40.11% (n= 215), c’est la tranche la plus jeune et cela peut étre expliqué

70



Etude expérimentale Résultats et discussions

par le fait que ces individus étaient disponibles essentiellement au niveau des universités ou,
une grande partie de I’enquéte a été menée. Les enquétés de la seconde tranche sont agés de
26 a 35 ans, avec 30.78% (n= 165). La troisieme catégorie est celle des personnes agées de 36
a 54 ans, avec 21.65% (n=116). La quatriéme tranche d’age (plus de 55 ans) est la moins
représentée dans ce questionnaire avec un taux de 7.46% (n=40), cela s’explique par

I’indisponibilité de cette catégorie au moment de I’enquéte.

7.46%

21.65%

m 18-25 ans
m 26-35 ans
36-54 ans

m > 55 ans

Fig.11. Répartition des enquétés selon I’age

1.3. Profession

Les interrogés sont en grande majorité des étudiants (51.49% / n=276) et des
fonctionnaires d’état (31.34% / n=168). Viennent ensuite les sujets sans profession (8.96% /
n=48) et les travailleurs internationaux (2.24% / n=12). Les travailleurs libéraux, les
fonctionnaires exécutifs et les artistes sont a des taux égaux de 1.49%, soit un nombre de 8
personnes par catégorie de travail (Fig.12). Enfin, les commercants et les retraités sont a des

taux assez faibles de 0.75% (n=04 chacun).

51.49%
31.34%

Fig.12. Répartition des enquétés selon leurs professions
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2. Usage des plantes aromatiques et médicinales (PAM) par les enquétés
2.1. Utilisation de PAM

Parmi les interrogés, 76.12% (n=408) utilisent les plantes aromatiques et médicinales
(Fig.13). Ce degrés d’usage explique le regain de confiance dans les produits naturels, en
accord avec les données de I’organisation mondiale de la santé qui estime que 80% de la

population mondiale fait appel aux PAM [216].

m Utilisateurs de PAM

= Non utilisateurs de PAM

Fig.13. Répartition des enquétés selon I’utilisation des PAM

L’utilisation des plantes médicinales est répandue chez toutes les tranches d’age, avec
une répartition plus ou moins équitable. La connaissance des propriétés et usages des PAM
sont généralement acquises suite a une longue expérience accumulée et transmise d’une
génération a I’autre. Elles peuvent aussi étre acquises en se référant aux herboristes ou en
consultant les livres et les revues de la médecine traditionnelle ou encore, en suivant certains

programmes télévisés ou sites internet [217].

Parmi les utilisateurs des plantes médicinales, les femmes sont majoritaires. En effet,
63.73% des questionnés utilisateurs de la médecine traditionnelle sont des femmes (n=260)
contre 36.27% d’hommes (n=148).

On constate que les femmes montrent plus d’intérét vis-a-vis des remedes naturels
étant plus en contact avec leurs meres et grand meéres qui leur préconisent 1’utilisation des
plantes et elles sont aussi a I’écoute de tout ce qui peut toucher la santé des enfants et
emploient des remédes a base de plantes, contrairement aux hommes qui préférent les
médicaments faciles a utiliser. Les femmes utilisent également les plantes pour tout ce qui
touche a la cosmetologie et au bien étre. De ce fait, elles connaissent beaucoup de plantes
médicinales et aromatiques, ce qui fait que les informations recueillies auprés d’elles reflétés

plus la réalité de la connaissance des PAM par la population algérienne. Ces résultats
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confirment d’autres travaux ethnobotaniques réalisés au Maroc qui démontrent que les
femmes sont plus détentrices du savoir phytothérapique traditionnel que les hommes
[217,218].

2.2. Pathologies traitées par les PAM

L’éventail de maladies traitées par les PAM est trés large ou la grippe occupe la
premiere place avec un taux de 28.79% (Fig.14). Suivent, les douleurs abdominales (10.10%),
la toux et les maux de gorge (8.08%), les maux d’estomac (6.57%), les douleurs du cycle
menstruel (5.56%), diarrhées (5.05%), maux de téte (5.05%), inflammation du gros intestin
(4.55%), rhume (4.05%), fievre (3.54%), constipation (2.53%), stress (2.53%), indigestion
(2.02%), aérophagie (2.52%), problémes respiratoires (1.52%), douleurs (1.02%), problémes
urinaires (1.02%), angine (0.5%), bronchite (0.5%), otite (0.5%), problémes de tension
artérielle (0.5%), rhumatisme (0.5%), problemes dermatologiques (0.5%), hémorroides
(0.5%), maux de dents (0.5%), aphtes (0.5%) et insomnies (0.5%).

Nos enquétés n’évoquent pas d’autres pathologies et maux rapportés par la littérature
traités par les PAM, tels que 1’acné, 1’agressivité, 1’angoisse, 1’anxiété, les bleus (hématome,
bosse, contusion), la colite, les troubles de la concentration, les démangeaisons (prurits), la
déprime, les douleurs musculaires, la fatigue nerveuse, la fatigue physique, la gastrite, la
gastro-enteérite, 1’hyperactivité, les jambes lourdes, le mal de dos (lumbago, sciatique), le mal
des transports, les troubles de la ménopause, les nausées, la sensation d'oppression, les piqures
et morsures (insectes et méduses), les poux de tete (pédiculose), la rhino-pharyngite, la

sinusite, le surmenage intellectuel, le syndrome prémenstruel, la tendinite, etc. [219].

41.92%
33.84%
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Fig.14. Pathologies traitées par les PAM selon les enquétés
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3. Pelargonium graveolens
3.1. Connaissance de la plante

On s’attendait a une meilleure connaissance de la plante vu son abondance et sa large
répartition géographique. Il ressort de notre enquéte que seul 64.18% (n=344) des sujets

interrogés connaissent la plante (Fig.15).

Les enquétes de la troisiéme tranche d’age (de 36 & 54 ans) et surtout de sexe féminin
(n= 216/ 62.79%), semblent mieux connaitre et utiliser le Pelargonium graveolens.

u Connaissent la plante

= Ne connaissent pas la plante

Fig.15. Répartition des enquétés selon la connaissance de la plante

La majorité des personnes interrogées connaissent la plante sous le nom dialectal de
« Attercha : &3 kex» avec un pourcentage de 85.96% (Fig.16). D’autres noms sont utilisés :
« Atterchia : 4 yke» (5.26%), « khdioudja : 4x s33%» (5.26%), « Géranium Bourbon » (1.76%)

et « citronnelle » (1.76%).

Le nom Géranium Bourbon est donné a I’espéce originaire de 1’Tle de la Réunion dont
la composition chimique varie sensiblement de notre plante. La citronnelle (Cymbopogon
citratus) est le nom d’une autre plante, les enquétés ont confondu entre les deux sous

arbrisseaux.

1.76%1.76%
5.26%

u Attercha

| Atterchia
Khdioudja

= Géranium bourbon

m Citronnelle

Fig.16. Noms connus de la plante selon les enquétés
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3.2. Usage de la plante

Au total, 220 enquétés (41.04%) utilisent le Pelargonium graveolens. Néanmoins,
parmi les sujets qui connaissent la plante 63.95% 1’ont déja utilisé (Fig.17). Ceci est peut étre

dd au fait que la plante soit appréciée principalement pour son aspect décoratif.

m Utilisent la plante

m N'utilisent pas la plante

Fig.17. Répartition des enquétés selon I’utilisation de la plante

L’usage de Pelargonium graveolens est principalement décoratif avec un pourcentage
de 36.36% (Fig.18). Il est également apprécié pour son aspect thérapeutique (9.09%) et
cosmétologique (7.27%). Les enquétés évoquent I’usage multiple surtout thérapeutique-
décoratif (14.55%), thérapeutique-cosmétologique-décoratif (9.09%), culinaire-décoratif
(9.09%), cosmétologique-décoratif (7.27%), thérapeutique-culinaire-cosmétologique-décoratif
(1.82%), thérapeutique-culinaire-décoratif (1.82%), thérapeutique-cosmétologique (1.82%),
thérapeutique-culinaire (1.82%).

36.36%

., 14.55%
% 0.09% 9.09%

Fig.18. Domaines d’usage de la plante selon les enquétés
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On constate que 1’usage culinaire de Pelargonium graveolens présente un faible
intérét, en raison de I’absence de cette plante dans les recettes des plats traditionnels locaux.
Ce n’est pas le cas chez nos voisins en Tunisie ou encore en Europe et aux Iles Comores. Pour
ces derniers, le Géranium rosat est consomme dans certains plats tels que les salades mais
aussi dans les confitures [13,154,202].

3.3. Source et période de récolte de la plante

On se procure la plante dans la nature ou on la trouve (43.64%/ n=96) et il n’y a pas de
parcelles vouées a des cultures importantes en Algérie, a ’exception de la région de la
Mitidja. Cette plante est cultivée par 30.91% des enquétés (n=68). Un peu plus du quart des

interrogés (25.45%/n=56) se procurent le Géranium rosat chez les herboristes (Fig.19).

25.45%

m Récolte spontanée
m Cultures

Herboristes

Fig.19. Sources de la plante par les enquétés

La récolte est étalée sur toute 1’année pour 38.18% des personnes qui utilisent la plante
(n=84), ceci est di au fait que c’est une plante vivace dont les feuilles sont persistantes. Pour
les autres, elle est récoltée au printemps (27.27%/n=60), peu souvent en hiver (3.64%/n=8) et
en été (3.64%/n=8). Reste une frange importante des enquétés (27.27% /n=60) qui n’ont

donné aucune réponse, probablement par méconnaissance de la plante (Fig.20).

Si cette derniére est utilisée pour ses huiles essentielles, la récolte doit se faire en fin
de printemps ou en éte (entre Mai et Juillet), car c’est a cette période de I’année que la plante

est riche en principes actifs [126].
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H Toute l'année
® Printemps

= Hiver

3.64% m Eté

3.64% m Pas de réponse

Fig.20. Périodes de récolte de la plante par les enquétés

3.4. Parties utilisées

Parmi les différentes parties de la plante, les feuilles sont les plus utilisés avec un taux
de 32.73% (n=72), suivis des fleurs (3.64% /n=8) et seulement 1.82% des interrogés utilisent
les racines (n=4).

Plus de 27% (27.27%/ n=60) des sujets interrogés font un usage combiné : feuilles et
fleurs (20%) ou feuilles et tiges (5.45%) et enfin feuilles et racine (1.82%).

Personne n’évoque 1’usage de la plante entiére comme c’est le cas en phytothérapie
[23]. Plus de 16% des sujets (n=36) utilisent le Géranium rosat pour décorer leurs balcons et
leurs jardins. Enfin, 40 interrogés (18.18%) n’ont pas mentionné la partie utilisée de la plante
(Fig.21).

m Feuilles

m Fleurs

= Racine

m Feuilles et fleurs
= Feuilles et tiges
= Feuilles et racine

= Pas de réponse

Fig.21. Parties utilisés de la plante selon les enquétés
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3.5. Voies d’utilisation de la plante

Le Pelargonium graveolens est pour plus d’un enquété sur trois, utilisé a 1’état frais
(40%/ n=88) et 12.73% (n=28) I’utilisent apres séchage. Pour peu (9.09%/n=20), la plante est
aussi utilisée sous forme fraiche ou séchée selon la disponibilité. Une large frange

d’interrogés (38.18%/ n=84) reste sans avis.

La durée de séchage, la température, I'humidité et autres conditions devront étre
déterminées en fonction de la partie concernée de la plante (racine, feuille, tige, fleur, etc.) et

de I'existence de constituants volatils tels que les huiles essentielles [220].

L’usage de Pelargonium graveolens par voie interne est plus répandu que par voie
externe avec un pourcentage de 34.54% contre 10.92% (Fig.22). Néanmoins, 20% des
interrogés utilisent les deux voies, ce qui démontre la variabilité et la diversité des propriétés
thérapeutiques de cette plante. En effet, cette derniére peut étre utilisée par voie orale comme
infusion ou additif alimentaire de méme qu’elle peut étre utilisee comme cataplasme
[85,92,135,221,222].

Plus de 34% des enquétés utilisant la plante (34.54%) n’ont pas répondu a cette

question.

m Interne
m Externe
Interne et externe

m Pas de réponse

Fig.22. Voies d’utilisation de la plante par les enquétés

3.6. Pathologies traitées par la plante

Pour les interrogés, la médecine traditionnelle utilise Pelargonium graveolens pour
traiter plusieurs pathologies (Fig.23). On cite : le vertige (9.53%), les maux de téte (9.53%),
les maux d’estomac (9.53%), le traitement des cheveux (7.14%), I’asthme (7.14%), la grippe
(7.14%), les douleurs menstruelles (4.76%), les problémes dermatologiques (4.76%), la
tension artérielle (2.38%), le stress (2.38%), le diabete (4.76%), les douleurs abdominales

78



Etude expérimentale Résultats et discussions

(2.38%), les maux de gorge (2.38%), les flatulences (2.38%), la mauvaise circulation sanguine
(2.38%), le rhumatisme (2.38%) et les douleurs musculaires (2.38%).

Prés de 17% des interrogés utilisent cette plante pour le bien étre, dans les bains ou

comme huile de massage.

m Vertige et maux de téte
21380,  2.38%

m Bien étre

2.38% 2:38%

® Douleurs abdominales et
météorisations gazeuses

m Peau et cuir chevelu

m Grippe

= Asthme

m Reégles douloureuses

m Diabéte
Rhumatisme et myalgies

m Tension artérielle

m Stress

Maux de gorge

Mauvaise circulation sanguine

Fig.23. Pathologies traitées par Pelargonium graveolens selon les enquétes

Ces résultats ne constituent en rien une surprise vu que le Pelargonium graveolens
posséde une action anti-inflammatoire et antiseptique de premier ordre. Il est utilisé pour
combattre toutes les inflammations, en particulier celles de la bouche et de la gorge. On
I’utilise en applications locales, en bains de bouche, dans le dentifrice ou en gargarismes pour
combattre les aphtes, les maux de gorge, 1’angine, les stomatites et les glossites ou pour

soulager les gencives douloureuses.

Grace a son action équilibrante sur le systeme nerveux, il stimule les glandes
surrénales ; aussi, il soulage les personnes souffrant de stress ou d’état dépressif, aide a se

détendre et atténue la fatigue.

Il stimule la régénération des cellules au niveau cutané en rendant la peau plus
lumineuse et en prévenant le vieillissement et la formation des rides. Il est efficace sur les
peaux grasses comme sur les peaux séches car il régule la production de sebum. Il soigne les

mycoses, le zona, les brilures, les engelures, le prurit et autres pédiculoses [23].
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Grace a son action au niveau hormonal, le Géranium apaise les troubles liés a la
ménopause et au cycle féminin. Ses propriétés diurétiques et stimulantes sur le systéeme
lymphatique lui permettent de combattre la rétention d’eau et la cellulite, en éliminant en

méme temps les toxines présentes dans le corps [23].

Pelargonium graveolens est également utilisé dans le traitement des troubles digestifs,
des ulceres d'estomac, du diabéte, des lithiases urinaires, des hémorroides, des infections
génitales et des inflammations des seins. Cette plante est aussi connue pour son action

vermifuge, antigrippale et antirhumatismale [85,92,135,221,222].

En diffusion ou en application directe sur la peau, sur les vétements ou sur le lit, le

Géranium éloigne les insectes, surtout quand il est associe a la citronnelle [23].

3.7. Utilisation de la plante seule ou en association

Le Géranium rosat peut étre utilisé seul ou en association [135]. Dans notre étude,
I’usage seul semble étre le plus répandu (34.55%) et 29.09% I’utilisent mélangee, alors que

10.91% des sujets 1’utilisent dans les deux cas selon le besoin et la disponibilité.

On compte 25.45% des interrogés qui n’ont pas donné leur avis concernant cette

question (Fig.24).

u Seule

10.91% m mélangée

Seule et mélangée

m Sans réponse

Fig.24. Utilisation de la plante seule ou en association selon les enquétés

3.8. Mode de préparation et fréquence d’utilisation de la plante

Afin de faciliter I’administration du principe actif, plusieurs modes de préparations

sont employes, a savoir la décoction, 1’infusion, la fumigation, le cataplasme, etc. [135].

D’apres les résultats obtenus on constate que 40% des utilisateurs de la plante n’ont

pas répondu a cette question. Les 60% restant declarent utiliser le Géranium rosat en le
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préparant de différentes maniéres en fonction de son utilisation (Fig.25). Il est utilisé

principalement en infusion, mais aussi en cataplasme, en huile essentielle ou comme aréme.

m Ardme
1.82% 1.82%

1.82%

7.271%

m Infusion et cataplasme

= Mélangée au miel

0,
R 450, ™ Infusion mélangée & une tisane

industrielle
m Infusion et huile essentielle

m Huile essentielle
5.45%

m Infusion et arome
m Infusion

Sans réponse

Fig.25. Formes d’utilisation de la plante selon les enquétés

Compte tenu de la fréquence d’utilisation de la plante, plus de 58% des enquétés n’ont
pas répondu a la question. Les 41.82% restant évoquent une fréquence variable (Fig.26). En
effet, on note que la plante est utilisée rarement (56.50%), mais aussi, de temps en temps
(21.74%), deux a trois fois par semaine (13.06%) et plus de 8% des usagers (8.70%) 1’utilisent

une fois par jour.

8.70%

m Rarement

= De temps en temps

= Deux a trois fois par
semaine

m Une fois par jour

Fig.26. Fréguence d’utilisation de la plante par les enquétés

Le Géranium rosat est une plante a huile essentielle, la dose recommandée de cette

derniére est de 0.2 g par jour au maximum [223].
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3.9. Population cible

La plante peut étre utilisée par toutes personnes pour 41.82% des interrogés. Alors
qu’on rapporte que sans avis médical et devant le manque d'informations sur les conséquences
toxiques et potentiellement tératogenes de ses constituants, le Géranium rosat est déconseillé
aux femmes enceintes et allaitantes. Par ailleurs, il est proscrit pour les enfants en bas age et
personnes ayant la peau sensible. En effet, de part I'immaturité de leur peau, ces personnes
possedent une perméabilité cutanée largement plus importante et donc un risque d'absorption

et d'action systémique toxique important par simple usage externe [23,223].

On remarque aussi qu’elle n’est utilisée que par les adultes pour 14.55% des interrogés
et uniquement par les femmes pour 9.09% des sujets. A noter que 34.54% des enquétés n’ont
pas donné de réponse (Fig.27).

m Toutes personnes
m Adultes
Femmes

m Sans réponse

Fig.27. Usagers de la plante selon les enquétés

3.10. Période de prise

L’usage de Pelargonium graveolens, sous toutes formes confondues pour les sujets
considérés dans notre enquéte se fait le soir (30.95%) ; le matin (11.9%) ; matin et soir
(4.77%).

Cette prise se fait généralement apreés les repas (84.60%). Cependant, pour 15.40% des

interrogés, elle se fait avant les repas.

On compte que 52.38% des utilisateurs n’ont pas répondu a cette question (Fig.28).
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3.64%

m Avant les repas
m Apres les repas
= Matin

= Nuit

= Matin et nuit

m La nuit aprés les repas

= Sans réponse

Fig.28. Moments de prise selon les enquétés

3.11. Effet de la drogue

Pour plus de 38% des interroges, 1’effet prend du temps avant d’apparaitre contre

18.18% qui pensent qu’il suit immédiatement 1’utilisation de la plante (Fig.29).

Les autres enquétés n’ont pas donné de réponse (43.64%).

= [ ong
m Rapide

= Sans réponse

Fig.29. Temps de latence avant début d’effets selon les enquétés

L’usage de Géranium rosat a des fins curatives est enregistré pour 27.28% d’individus
interrogés. Non moins importante est la proportion des usagers a des fins curatives et

préventives a la fois (16.36%) et seul 9.09% des cas, 1’utilisent dans un but préventif (Fig.30).

Environ la moitié (47.27%) des interrogés n’ont pas répondu, ces derniers

I’utiliseraient a des fins autres que thérapeutiques.
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m Curatif
m Préventif et curatif
m Préventif

H Sans réponse

Fig.30. Effets escomptés de I’usage de la plante selon les enquétés

3.12. Effets indésirables

Aucun désagrément li¢ a l’utilisation de cette plante n’est évoqué par les sujets
interrogés a 1’exception de deux personnes ; la premiere a mentionné I’irritation (0.45%) et la

seconde, sa saveur amére (0.45%) (Fig.31).

0.45%  0.45%

H Aucun
H [rritations

= Amertume

Fig.31. Effets indésirables de la plante selon les enquétés

Les effets secondaires liés a I’utilisation de Géranium rosat sont rares. Certains
ouvrages mentionnent la possibilité d'allergie et d'irritation cutanée imposant lI'arrét immédiat

de l'utilisation de la drogue [223].

En résumé de I’enquéte ethnobotanique, il ressort qu’une grande proportion de la
population utilise les PAM essenticllement lors d’atteintes de la sphére ORL et du systeme
digestif. Les femmes et les hommes ont un savoir médicinal partagé, avec un avantage pour
les femmes.
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Le Pelargonium graveolens, connu surtout sous le nom dialectal de « Attercha » est
peu utilisé en Algérie. Il est surtout connu pour son aspect décoratif bien qu’il posséde de
grandes vertus aromatiques et médicinales grace a ses effets antibactérien, antifongique,
insecticide, antiseptique, cicatrisant, anti-inflammatoire, hémostatique, antioxydant,
antalgique, relaxant, antidiabétique, tonifiant, parasiticide, régénérateur des tissus cutanés et
stimulant [13,23,115,118,224-232].

Les résultats de I’enquéte montrent également que le feuillage constitue la partie la
plus utilisée de la plante et en majorité sous sa forme fraiche et en d’infusion. P. graveolens

est préconisé pour divers maux, essentiellement, le vertige, les maux de téte, d’estomac, etc.

I1. Matériel végétal

1. Teneur eneau

L’eau contribue au maintien de la structure cellulaire et permet le déroulement des
réactions métaboliques. Localisée surtout dans les vacuoles qui occupent la plus grande partie
des cellules végétales, elle y est sous pression (turgescence) et contribue au port érigé des

plantes herbacées.

Le systéme circulatoire des végétaux est ouvert sur l'atmosphére et la transpiration
entraine des pertes d'eau abondantes que I'absorption compense. Des mécanismes régulateurs
et des adaptations morphologiques ou physiologiques maintiennent I'équilibre hydrique, que
des pratiques culturales permettent de conserver et d'améliorer dans des conditions

climatiques défavorables.

Le taux d’humidité calculé de cette plante est de 70.16%. Ce pourcentage entre dans la
moyenne de teneur en eau des végétaux qui se situe entre 60 et pres de 90% de leur poids
frais, contrairement aux graines et spores pour lesquelles elle n'est que de 5 a 15% [233].
Cette valeur précise de la teneur en eau dépend des conditions ambiantes, car le volume des
cavités intra-tissulaires et surtout des vacuoles varient réversiblement grace a I'élasticité des

parois.

La teneur en matiere séche est alors de 29.84%. Le séchage des plantes médicinales se
fait généralement a 1’air libre. Il permet la stabilisation des produits hydratés, par la réduction
de la teneur en eau et Il'abaissement subséquent de l'activité de I'eau de ces produits. Le

développement microbien et I'activité enzymatique sont alors inhibés [234].
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2. Caractérisation microscopique des coupes histologiques

La technique de la double coloration pratiquée sur des coupes histologiques de feuilles
et tiges de Pelargonium graveolens (Fig.32) nous a permis de différencier plusieurs tissus

identifiables au microscope optique aux grossissements x10 puis x40.

R
Fig.32. Coupe transversale de la tige de P. graveolens
(Lab. Biologie végétale-UBMA, 2011)

2.1. Feuille

L’observation au microscope optique de la coupe transversale de la feuille de

Pelargonium graveolens montre la présence de tous les caractéres d’une feuille de

Dicotylédones comme le montre si bien la figure 33 ci-dessous.

Epiderme supérieur

Poil sécréteur

Bois
Liber

Epiderme inférieur

Cellule & tanin
Parenchyme

Poil tecteur pluricellulaire unisérié

Fig.33. Coupe anatomique de la feuille de P. graveolens (MO : G x40)

On distingue une assise superficielle constituée par une seule couche de cellules,

I’épiderme supérieur et 1’épiderme inférieur. Ces deux derniers sont pourvus de
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prolongements épidermiques sous forme de poils : poils tecteurs, pluricellulaires unisériés

avec un nombre trés élevé et des poils sécréteurs glandulaires.

Au centre de la coupe, on distingue le liber qui est sur la face inférieure et le bois sur la

face supérieure. On constate la présence de cellules a tanins.

2.2. Tige
La coupe transversale réalisée au niveau de la tige de Pelargonium graveolens
(Fig.34), posséde les mémes caractéres des tiges des Dicotylédones avec la présence des poils

tecteurs et sécréteurs mais avec un nombre réduit par rapport a celui des feuilles.

Epiderme

Poil sécréteur
Poil tecteur

Xyleme primaire
Xyléme secondaire
Phloéme secondaire

Sclérenchyme

Parenchyme cortical

Parenchyme médullaire

Fig.34. Coupe anatomique de la tige de Pelargonium graveolens (MO : Gx40)

De plus, on de distingue également:

e Epiderme : representé par une seule assise de petites cellules cellulosiques allongées.

e Parenchyme cortical : formé par plusieurs couches de cellules a paroi mince et pecto-
cellulosiques allongées.

e Le sclérenchyme : tissu de soutien des végétaux agés, formé de petites cellules a paroi

épaisses.
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e Le phloéme : occupe la partie externe, ces cellules sont vivantes mais sont sans noyau,
a paroi cellulosique et sont représentées par des tubes criblés qui permettent la
conduction de la séve élaborée.

o Xyleme : situées vers I’intérieur, ces cellules sont mortes, leur paroi est partiellement
lignifiee, elles sont superposées par rapport au phloéme, comportant des vaisseaux de
différents types. Leur rdle principal est la conduction de la seve brute.

e Une structure secondaire : xyleme et phloeme secondaires.

e Parenchyme médullaire formé de cellules a paroi mince et de forme trés variable. 1l est

situé profondément dans 1’organe.

«+ Structures sécrétrices

Chez Pelargonium graveolens, I’huile essentielle est stockée dans des poils sécréteurs
(Fig.35) aussi bien au niveau de la feuille que de la tige. Comme tous les poils sécréteurs, on

note une téte arrondie dans laquelle s’accumule 1’essence et un pied qui la relie a I’épiderme.

Fig.35. Poil sécréteur (M.O. : Gx40)

L’observation microscopique révele également la présence de longs poils tecteurs tres
dispersés et de tailles variables. Ils sont constitués de cellules mortes, remplies d’air. Ils

assurent la protection de la plante contre la sécheresse en diminuant la transpiration [130].
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I11. Cinétique d’extraction et rendement en huile essentielle

1. Etude de la cinétique d’extraction

Les résultats du rendement périodique ou différentiel représentant la variation de la

quantité de I’HE recueillie pendant des intervalles de temps bien définis, allant de 30 minutes

a 4 heures sont portés sur la courbe du rendement cumulé R(%) en fonction de la durée

d’extraction, ci-dessous (Fig.36).

Les résultats montrent que le rendement en huile essentielle est maximal pour une

durée d’extraction voisine de 2 heures. Cette derniere assure certainement le meilleur contact

entre la vapeur et la matiére végétale. En effet, au dela de cette durée, le rendement de I’huile

essentielle devient négligeable.

R (%)
0.3 -

0.25 -

0.2 1

0.15

0.1 1

0.05

0.249
0.247 0.25 0.5

o
o Or T T T T T T T T T

30 35 40 45 50 55 60 75 90 120 150 180 240 T (min)

Fig.36. Evolution du rendement en HE en fonction du temps lors de I’hydrodistillation

La cinétique se divise en quatre étapes :

1.

Premiére étape [0 - 30min] : nous observons un palier pour un rendement nul,
correspondant a la phase de chauffage de la matrice.

Seconde étape [30 - 60min] : correspond a un saut marqué de la quantité d’HE
récupérée ou elle atteint son maximum. Cette étape représente I’entrainement
des huiles essentielles de la surface de la matiére végétale (des sites exogenes)
qui sont facilement accessible, ensuite le contact vapeur-huile est établi
rapidement.

Troisiéme étape [60 - 120min] : correspond a une phase de déclin. Le transfert
de I’huile essentielle se fait par diffusion en entrainement de celle-ci vers la

surface, depuis les sites endogenes.
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4. Quatrieme étape [120-240min]: la quantit¢t d’HE récupérée devient

négligeable jusqu’a I’épuisement total.

Chez les pélargoniums odorants, les structures sécrétrices sont superficielles, la
membrane externe ou la cuticule qui constitue la seule barriére a la libération de I’HE, est
rompue a ¢bullition. Les composés volatils sont aussitot évaporés d’ou la courte durée pour
atteindre le pic cumulatif lors de I’extraction. Lorsque les essences sont sous-cutanees, elles
doivent d’abord diffuser a travers I’épaisseur du tissu végétal avant d’entrer en contact avec
I’eau ou sa vapeur. Elles seront alors lentement évaporées en comparaison avec les structures

sécreétrices superficielles [155,235].

2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle obtenu pendant la période de floraison avoisine les
0.25%. Cette saison est caractérisée par une photopériode optimale propice a la biosynthese
des HEs [126].

Ce rendement est légérement plus élevé que celui des normes AFNOR (0.2%) ainsi
que ceux rapportés par d’autres pays, tels que le Maroc (0.1%), la France (0.15%), I’lle de la
Réunion (0.15), les USA (0.18%) et le Portugal (0.2%). Les variations en teneur d’HEs
dépendent de la nature du sol, de I’altitude, de 1’exposition & la lumiere, de I’age de la plante,
et autres [155].

Le séchage de la plante, avant sa mise en distillation, est un traitement qui a des effets
tres nets sur le rendement en huile essentielle. Plusieurs travaux ont été menés sur cette
question et ont confirmé un phénomeéne général. Le rendement en huile essentielle, exprimé
par rapport a la matiere seche, évolue durant le séchage du matériel végétal avant sa
distillation. Il commence dans une premiéere phase, par augmenter trés nettement atteignant un
maximum en 5 a 6 jours. Puis dans une deuxieme phase, il baisse de maniere réguliére. La
durée de la premiére phase et le niveau du rendement optimal dépendent de I’espéce végétale

concernée et des conditions de séchage mises en ceuvre.

S. Zrira et B. Benjilali ont cherché a comprendre 1’origine de ce phénomeéne. Apres
avoir vérifié plusieurs hypothéses, ils ont conclu qu’il s’agit d’un phénomeéne biologique. La
plante et apres sa récolte, continue a vivre et son activité de biosynthése des terpénes et

dérivés s’accentue. Il parait s’agir pour la plante d’un moyen de défense contre le stress
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hydrique. C’est ce qui expliquerait I’augmentation des rendements en huiles essentielles
pendant la premiére semaine de la récolte. Apres la mort définitive de la plante, toute I’activité
de biosynthése s’arréte et les pertes d’huiles essentielles par évaporation ne sont plus

compensées, d’ou les baisses des rendements de distillation [236,237].

IV. Etude analytique de I’huile essentielle

Les plus anciens procédés d’évaluation de la qualité de 1’huile essentielle sont le nez et
le palais, qui permettent de porter un jugement relatif aux usages de 1’essence. Mais pour
éliminer toute subjectivité, une caractérisation plus précise s’est imposée par la suite, d’ou la
mise en place de techniques permettant des études précises du produit et par la suite sa

caractérisation en référence a des normes internationales.
L’¢évaluation de la qualité est alors reliée a la détermination des caractéristiques

organoleptiques, physico-chimiques et du profil chromatographique de I’essence.

1. Caractéristiques organoleptiques

e Apparence : liquide et limpide.
e Couleur : jaune a vert clair

e Odeur : rosée et citronnée, caracteristique de la plante.
Les paramétres organoleptiques de notre HE sont en accord avec ceux répertoriés dans
les normes AFNOR et ISO 4731 [78,139].
2. Parameétres physiques

L’étude comparative des résultats des parameétres physiques déterminés de notre huile
essentielle (Tab.07) montrent qu’elle est de qualité qui répond aux normes AFNOR et ISO
[78,139].

Tab.07. Tableau comparatif des parameétres physiques de I’HE de P. graveolens

Densité 0.892 0.905 0.890 de 0.884 2 0.892
Indice de réfraction 1.466 1.4470 1.464 de 1.461a1.470
Miscibilité a I’éthanol (v/v) 3 2-3 3 3-5

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
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La densité relative constitue un point de repere important, sa valeur permet d’avoir une
idée sur la composition chimique de 1’huile essentielle [171]. Dans notre étude, la densité de
I’HE de Pelargonium graveolens est de 0.890, ce qui signifie que les essences de cette plante
sont riches en terpenes. C’est aussi le cas pour I’HE originaire des Comores, contrairement a

celle de France dont la composition chimique est beaucoup plus complexe.

L’indice de réfraction équivalent a 1.464 se situe dans la moyenne des normes
AFNOR. Ceci déemontre le degré de pureté de notre produit extrait. Pour certains auteurs, le
faible indice de réfraction de la lumiere de I’huile favorise son utilisation dans les produits
cosmetiques [238]. Elle est soluble dans 1’éthanol a 70° (1/3 v/v).

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais
demeure insuffisante et seule la connaissance de sa composition chimique est critére de
valorisation de I’huile en question. Il sera donc primordial de déterminer le profil

chromatographique de I'essence aromatique.

3. Profil chromatographique de I'huile essentielle

Apres injection de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens dans la colonne de
I’appareil, nous avons obtenu le chromatographe suivant (Fig.37), dont chaque pic représente
un composé chimique.
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Fig.37. Profil chromatographique de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
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Les résultats de 1’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse de la composition chimique de I’HE sont listés suivant 1’ordre de prédominance dans le

tableau 8.

Au total, 40 composeés ont été identifiés correspondant a 96.86% par rapport a
I'ensemble des constituants isolés. L'huile essentielle est composée principalement de
citronellol, de géraniol et de formiate de citronellyle, dont la synergie confere une fragrance

aromatique unique, rappelant celle de la rose [140,141].

Les autres composants majeurs sont le 10-y—épi-eudesmol, suivi de 1’acétate de
géranyle, du linalol, du butyrate de géranyle, du longifoléne et de 1’isomenthone. Les

concentrations des autres constituants sont inférieures a 3%.

Tab.08. Composition chimique de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens

Citronellol 19.22 Cis Oxyde de rose 0.74
Géraniol 14.03 Isobutyrate de géranyle 0.73
Formiate de citronellyle 10.02 o-Pinéne 0.69
10-y-épi-eudesmol 7.15 Alloaromadendréne 0.62
Acétate de géranyle 6.45 Propionate de citronellyle 0.56
Linalol 5.6 Menthone 0.39
Butyrate de géranyle 4.65 Trans Oxyde de rose 0.31
Longifolene 3.25 a-Caryophylléne 0.3
Isomenthone 3.08 Acétate de citronellyle 0.3
B—Bourbonéne 2.75 Tiglate de citronellyle 0.29
D-Germacréne 2.23 a-Copaéne 0.27
Formiate de géranyle 2 Cis-B-Ociméne 0.26
Tiglate de phénylethyle 1.89 Myrcéne 0.23
-Caryophyllene 1.71 Limoneéne 0.2
Butyrate de citronellyle 1.68 Guaiadiéne-6,9 0.18
B-Germacrene 1.03 Spathulénol 0.16
Hexanoate de géranyle 0.97 Trans-B-Ociméne 0.14
B-Cubébéne 0.92 a-Phellandréne 0.06
o-Cadinene 0.9 Cis Oxyde de linalol 0.06
a-Cubébéne 0.81 Trans Oxyde de linalol 0.03
Total 96.86%

% : Pourcentage
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De par le nombre et la diversité de ses constituants, cette huile est complexe et variée.
Ces résultats sont proches de ceux trouvés dans les huiles essentielles de
Pelargonium graveolens d’Egypte, des Comores et de I’Inde dont les principaux composés
sont le citronellol, le géraniol et le formiate de citronellyle [13,156,239]. Cependant, une
différence quantitative existe pour les constituants majeurs. L huile essentielle de Géranium
d’Algérie est moins riche en citronellol (19.22%) que celle des Comores, d’Egypte et de
I’Inde, dont les concentrations atteignent respectivement 29.98%, 27.23% et 21.3%. La teneur
en géraniol de I’essence étudiée est de 14.03% contre 38.4% pour celle d’origine indienne,
14.12% pour celle d’origine comorienne et 13.83% pour celle d’origine égyptienne. La
quantité en formiate de citronellyle (10.02%) de notre échantillon est plus riche que celle des
Comores (9.09%), d’Egypte (7.10 %) et de I’Inde (6.3%).

Le taux de 10-y—épi-eudesmol est plus important pour 1’essence de Géranium étudiée
ou il est de 7.15%. Il est de 6.47% pour celle de I’Egypte, de 4.9% pour celle de I’Inde et de
0.07% pour celle des Comores. L’acétate de géranyle est un constituant majeur de I’HE
algérienne avec un taux de 6.45%, contrairement aux huiles en provenance des autres pays, ou
son pourcentage n’est que de 0.54% pour I’HE égyptienne, existe sous forme de traces dans
I’HE indienne et est totalement absent dans I’HE comorienne. Les différences de
concentrations en linalol ne sont pas significatives pour les quatre HES en provenance de
I’Inde, des Comores, d’Algérie et d’Egypte avec des taux de 6.5%, 5.97%, 5.6% et 5.26%
respectivement. Le butyrate de géranyle et le longifoléne n’ont été identifiés que dans les HES
de Geéranium rosat originaire d’Algérie et d’Egypte avec des taux de 4.65% et 1.53% pour le
premier composant et de 3.25% et 0.09% pour le second, respectivement. L’huile essentielle
étudiée est moins riche en isomenthone (3.08%) par rapport aux HEs des Comores (7.80%),
de I’Inde (5.9%) et d’Egypte (5.55%).

Le profil chromatographique de 1’essence de la plante étudiée permet de 1’associer au
chémotype « citronellol » et au cultivar « Egypte ». En effet, cette HE est marquée par un taux
important de 10-y-épi-eudesmol par rapport aux autres cultivars, ainsi que par la présence du
guaia-6,9-diéne sous forme de traces contrairement aux autres cultivars ou son taux est assez

important.

Le Rhodinol, fraction composée de citronellol, géraniol et linalol, constitue un taux de
38.85%. L’huile étudiée en est relativement moins riche que celle de la méme espéce en

provenance de I’Inde (66.2%), des Comores (50.07%) ou d’Egypte (46.32%).
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Sur le plan biochimique, cette HE est composée essentiellement dalcools

monoterpéniques, d’esters terpéniques et de sesquiterpenes (Tab.09).

Les alcools sesquiterpéniques, eux-aussi, sont a un taux relativement important,
constitues a 98% de 10-y-épi-eudesmol. Les composés minoritaires appartiennent a la famille

des cétones (menthone et isomenthone), des monoterpénes et des oxydes monoterpéniques.

Le taux d’alcools monoterpéniques est de 38.85% pour I’essence de Géranium
d’Algérie. Ce taux est faible en comparaison a ceux de I’Inde (68.1%), des Comores (53%) et
d’Egypte (47%). Les esters terpéniques sont présents a un taux assez important (29.54%)
(Comores=18.17%, Egypte=17.4%, Inde=13.7%).

Tab.09. Classes biochimiques identifiées dans I’huile essentielle de Géranium rosat

Alcools monoterpéniques 38.85
Esters terpéniques 29.54
Sesquiterpenes 14.97
Alcools sesquiterpéniques 7.31
Cétones monoterpéniques 3.47
Monoterpénes 1.58
Etheroxydes monoterpéniques 1.14
Total 96.86

% : Pourcentage

Les concentrations en sesquiterpenes (14.97%) et en alcools sesquiterpéniques
(7.31%) de I’huile de Pelargonium graveolens algérienne sont plus importantes que celles des
autres pays ou elles sont, respectivement, de 11.13% et 6.8% pour I’huile égyptienne, de 8.8%
et de 1.26% pour I’'HE comorienne et de 1% et 4.9% pour 1’essence indienne. Cependant, le
taux de cétones monoterpéniques de I’huile étudiée (3.47%) est plus faible
(Comores=10.79%, Egypte=7.1%, Inde =5.9%). L’ essence étudiée contient une petite quantité
de monotérpénes (1.58%) et d’oxydes monoterpéniques (1.14%) au méme titre que les huiles
obtenues dans les autres pays, avec des pourcentages, respectivement, de 2.08% et 1.72%
pour I’huile comorienne, de 1.25% et 2.21% pour I’HE égyptienne et 0.5% et 0.2% pour I’'HE
indienne. On note 1’absence totale d’aldéhydes terpéniques contrairement aux autres HES
(Egypte=1.4%, Inde=1.3%, Comores=1.06%), ce qui pourrait étre di a 1’identification

incomplete de tous les constituants de 1’essence.
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Les conditions de sol et de climat en Algérie, sont différentes par rapport a celles
rencontrees en Egypte, aux Comores et en Inde, lesquelles influencent le profil chimique de
cette huile. En effet, la composition chimique des huiles essentielles est affectée par les
conditions climatiques et édaphiques, les températures maximales et minimales, la durée
d’ensoleillement et le pic des radiations solaires, la pluviométrie, I’altitude, la nature du sol et
son pH [240-244]. La composition varie également suivant les organes de la plante concernés,
les techniques de séchage et d’extraction, ainsi que les conditions culturales telles que la date
de semis, date de récolte, les traitements phytosanitaires, I’emploi d’engrais et les techniques
de récolte [20,96,245-247]. Ainsi, la composition chimique dépend de tous ces facteurs qui
peuvent orienter la biosynthese en faveur de certaines molécules terpéniques au depend
d’autres constituants dont la synthése peut étre arrétée [13,240,241,248-250].

V. lIdentification des souches

Notre choix s’est porté sur 150 souches bactériennes dont 1’identification a permis de

les associer aux :

e Enterobacteriaceae (n=80/53.33%) : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Enterobacter sakazakii, Enterobacter
cloacae, Citrobacter koseri, Citrobacter freundii.

e Bacilles a Gram négatif non fermentant (n=20/13.34%) : Pseudomonas
aeruginosa et Acinetobacter baumannii

e Cocci a Gram positif (n=50/33.33%) : Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae et

Enterococcus faecalis.

Le tableau 10 ci-dessous récapitule toutes les souches sélectionnées pour 1’étude ainsi

que leurs origines de prélévements.

96



Etude expérimentale

=
Rlgloo~NolubswnN e

NP R R R R R R
v N UM WN

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Pus
Urine
Urine
Urine
Urine
Sperme
Urine
Urine
PV
Pus
Urine
Urine
Urine
Urine
Pus
Urine
Pus
Urine
Urine
Urine
Urine
Pus
PV
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine

Tab.10. Liste des souches bactériennes et de leurs origines

Klebsiella oxytoca Klebsiella pneumoniae Escherichia coli

Proteus mirabilis

Enterobacter sakazakii

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine
Pus
Pus
Pus
Pus
Pus
Urine
Pus
Pus
Pus
Urine
Pus
Urine
Urine
Urine
Pus
Urine
Urine
Urine
Urine
Urine

Acinetobacter baumannii Citrobacter freundii Citrobacter koseri Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

PV : prélevement vaginal ; PN : prélevement nasal ; PG : prélevement de gorge

Résultats et discussions

Pus
Pus
P.V
Pus
Pus
Pus
Urine
Urine
P.N
Pus
P.V
Urine
Urine
P.V
Urine
Urine
Sperme
Urine
Urine
Urine
Urine
Sperme
Sperme
Sperme
Urine
Urine
Sperme
Urine
Urine
Urine
P.V
P.V
P.G
Urine
Urine
Urine
P.G
Urine
Urine
P.V
Urine
Urine
Urine
Urine
Pus
Urine
Urine
Pus
Urine
Urine

) Staphylococcus ) o
Streptococcus agalactiae Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

saprophyticus

97



Etude expérimentale Résultats et discussions

V1. Sensibilité aux antibiotiques

Différents seuils de sensibilité des souches bactériennes testées ressortent des résultats
I’antibiogramme. Nous avons retenu 10 souches de chaque espece, resistantes a au moins trois
antibiotiques de familles différentes. 11 s’agit donc de souches multirésistantes aux

antibiotiques.

1. Enterobacteriaceae

Parmi les 80 souches d’entérobactéries testées, 90% proviennent d’infections urinaires.
Ces infections sont souvent traitées par C3G seules ou associées aux aminosides, par les

fluoroquinolones, la fosfomycine ou encore la nitroxoline [251].

Le taux de résistance des souches testées aux antibiotiques est assez élevé (Fig.38),
avoisinant au moins les 20%. Il dépasse 62% pour les -lactamines, 66 % pour la fosfomycine
et 82% pour la nitroxoline. Résultats attendus vu que ces antibiotiques sont tres utilisés dans
les infections urinaires [251]. 1l reste assez élevé dépassant 40% pour les quinolones et les
nitrofuranes. Cependant, le taux de résistance est plus ou moins faible pour les aminosides

testés.
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Fig.38. Résistance aux antibiotiques des Enterobacteriaceae testées
Pres de 25% des entérobactéries testées sont productrices de B-lactamases a spectre

élargi. Le réseau national de la surveillance de I’antibiorésistance rapporte un taux de 30.28%

de ces souches en milieu hospitalier [252]. Ce taux, assez élevé, peut étre expliqué par le fait
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que la majorité des souches sont isolées des urines de patients souffrants d’infections, connues

comme trainantes et donc les bactéries responsables seraient résistantes aux antibiotiques.

Ces souches BLSE+ sont associées a différents genres de cette famille:
Escherichia coli (10%/n=02), Klebsiella pneumoniae (25%/n=05), Proteus mirabilis
(05%/n=01), Enterobacter sakazakii (10%/n=2), Enterobacter cloacae (20%/n=04),
Citrobacter koseri (10%/n= 02) et Citrobacter freundii (20%/n=04).

La fréquence d'isolement a I’hopital, des souches BLSE+ est de 17.31% pour E. coli,
57.66% pour K. pneumoniae, 39.87% pour Enterobacter sp. et 13.02% pour Proteus sp.
[252].

La majorité des études montrent que E. coli est la bactérie la plus impliquée en
pathologie infectieuse aussi bien en milieu hospitalier qu’en pratique de ville. Suivant les
études, elle est responsable de 40% a 70% des infections urinaires en milieu hospitalier et
environ 70% en ville [253-256]. Malgré cette prédominance, la production de BLSE n’est pas
tres importante pour cette bactérie comparée a Klebsiella pneumoniae, Enterobacter et
Citrobacter.

En une dizaine d’années, en Europe, le taux de souches E. coli productrices de BLSE
est passé de 18.5% & 60%. Le méme constat, est enregistré avec les céphalosporines de 3™

génération [257].

Autre la production de BLSE, de I’étude des phénotypes de résistance, il en ressort que
15% des souches possédent une céphalosporinase, 27.5% une pénicillinase de haut niveau,
16.25% une pénicillinase de bas niveau, 12.5% ayant une pénicillinase résistante aux

inhibiteurs de B-lactamases et 3.75% sont dépourvus de [3-lactamases.

2. Bacilles a Gram négatif non fermentant

Acinetobacter baumannii présente plusieurs résistances naturelles aux antibiotiques et
peut acquérir de multiples résistances qui sont particuliérement préoccupantes et pouvant étre
a lorigine d’un enjeu thérapeutique [258]. Les spécimens testés sont résistants aux
antibiotiques et 80% producteurs de BLSE (Fig.39). Le réseau national de surveillance de
I’antibiorésistance ne rapporte que 14.18% de production de BLSE [252]. Cependant, ces
données n’ont été fournies que par 8 laboratoires participants. La méme source révele que
45.32% des isolats d’Acinetobacter sont résistants a 1I’imipenéme, alors qu’on note une

absence totale de résistance a cet antibiotique dans notre étude.
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Fig.39. Résistance aux antibiotiques des souches Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aeruginosa testées

Non moins importante est la résistance aux aminosides et a la ciprofloxacine. Ces
résultats sont comparables a ceux rapportés par Touati et al., ou la résistance de ces souches
isolées en milieu hospitalier est de 97.78 % pour les B-lactamines, 55% aux aminosides et de
100% a la ciprofloxacine [259].

Selon les données de I’année 2011 du réseau national déja cité, la résistance de
Acinetobacter baumannii est aujourd’hui alarmante, pour les principales familles
d’antibiotiques utilisées en thérapeutique telles : les B-lactamines avec 75.4% a la ticarcilline ;
77.1% a la piperacilline ; 74% a la ceftazidime, les aminosides avec 54.3% a la gentamicine ;
50.6% a la tobramycine ; 53.1% a I’amikacine et les fluoroquinolones avec 65.2% a la
ciprofloxacine. Alors qu’en I’an 2000 la résistance n’était qu’a 61% pour la ceftazidime,
10.1% pour I’imipénéme et 21% pour les fluoroquinolones. De plus, plusieurs mécanismes de
résistance sont décrits chez cette bactérie avec une distribution cosmopolite. L’émergence de

la résistance aux carbapénemes ces dernieres années est particulierement préoccupante [258].

La résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa testées est relativement moins
importante et méme la production de BLSE reste voisine de 30% des souches. Par ailleurs, on
enregistre un taux de résistance de 90% a la ceftazidime et 60% a la ciprofloxacine. En milieu
hospitalier, le réseau national de la surveillance de 1’antibiorésistance et le service de
réanimations de la wville d’Annaba enregistrent des taux de résistance de
Pelargonium aeruginosa a la ceftazidime de 15.05% et 16.6% et a la ciprofloxacine de 8.57%
et 20% respectivement [252,260].
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La résistance aux aminosides est relativement moins importante. Elle est
majoritairement liée a I’acquisition de génes d’enzymes inactivatrices. Il existe trois grandes
classes d’enzymes, les aminosides phospho-transférases (APH), les nucléotidyltransférases

(ANT), et les acétyl-transférases (AAC).

Chez les bactéries a Gram négatif, différents génes de résistance peuvent étre hébergés
par la méme bactérie. Les AAC(6’)-I inactivent la nétilmicine, la tobramycine et 1’amikacine
mais non la gentamicine, alors que les AAC(6’)-1l inactivent la gentamicine mais pas
I’amikacine [261].

3. Cocci a Gram positif

La sensibilité des cocci a Gram positif aux antibiotiques est variable. En effet, les
souches de Staphylococcus sont moins résistantes que celles de Streptococcus et

Enterococcus.
3.1. Staphylococcus

Les souches de Staphylococcus présentent un taux élevé de résistance aux
B-lactamines et 40% sont de type MRSA (Fig.40). Le réseau national de la surveillance de
I’antibiorésistance enregistre un taux similaire en milieu hospitalier et inférieur chez les
patients externes (24.76%) [252].
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Fig.40. Résistance aux antibiotiques des souches Staphylococcus sp. testées

Le réseau européen de surveillance de la résistance bactérienne EARS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance) rapporte une diminution de souches résistantes a la
méthiciline entre 2001 a 2013 (de 33.2% a 18%) [257,262].
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Les souches MRSA isolées et considérées dans notre étude sont aussi multirésistantes
aux antibiotiques avec 100% de résistance a ’acide fusidique, 75% a la gentamicine et a

I’érythromycine et 25% a la ciprofloxacine et au cotrimoxazole.

Les staphylocoques a coagulase négative résistants a la méthiciline représentent 30%
des souches. Le réseau national algérien ne rapporte rien a ce sujet, cependant, en Europe, la
résistance a la méthiciline a atteint un niveau tres élevé chez ces bactéries (de 65 a 80%),
méme dans les pays nordiques (30 a 40%). Il ressort une différence non significative
concernant le caractére de résistance a la méthiciline. C’est une preuve d’une transmission
horizontale de la résistance entre les staphylocoques a coagulase négative et les souches de
Staphylococcus aureus déja rapporté précédemment [261].

Les souches testées présentent également un taux élevé de résistance a I’acide
fusidique et aux nitrofuranes. Il avoisine les 40% pour les aminosides, tétracyclines, MLS et

la fosfomycine.

Pour les fluoroquinolones, le chloramphénicol et le cotrimoxazole, le taux de
résistance est compris entre 10 et 20% des staphylocoques testés. Il est inférieur a 10% pour
les autres antibiotiques, a savoir, les glycopeptides et la rifampicine. En milieu hospitalier, le
bilan de I’année 2011 ne rapporte aucune souche résistante ou intermédiaire a la vancomycine
[252].

3.2. Streptococcus et Enterococcus

Streptococcus agalactiae montre une importante résistance aux [-lactamines,
aminosides, glycopeptides, tétracyclines, rifampicine et sulfamides testés, mais reste sensible

a la fosfomycine (Fig.41).
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Fig.41. Résistance aux antibiotiques de S. agalactiae et E. faecalis testées
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L’érythromycine n’est efficace que sur 50% des souches de Streptococcus agalactiae

testées. La résistance a la tétracycline est de 70%, résultat constaté dans d’autres études [263].

Par ailleurs, la résistance a la rifampicine est trés élevée, elle concerne 80% des

souches testées. Cependant, toutes les souches sont sensibles aux fluoroquinolones testes.

En ce qui concerne Enterococcus faecalis, qui représente 80 a 90% des isolats
cliniques d’entérocoques [261], on constate une grande résistance a la plupart des
antibiotiques avec un taux de 100% de résistance aux B-lactamines, aminosides, MLS, a la

fosfomycine, a la rifampicine et plus de 50% de résistance aux autres antibiotiques testés.

L’émergence des entérocoques résistants est attribuée a I’existence chez cette bactérie
de résistances naturelles multiples aux antibiotiques dont les aminosides (a bas niveau), les
céphalosporines (& haut niveau) et la clindamycine. A coté de la résistance naturelle,
I’apparition de résistance acquise aux trois grandes classes d’antibiotiques utilisées dans le
traitement des infections a entérocoques que sont les pénicillines, les glycopeptides et les
aminosides, pose de réels problemes en thérapeutique et nécessite la recherche d’alternatives

thérapeutiques [261].

On n’est pas a l’abri de la résistance a la vancomycine, en effet, 8 souches
d’entérocoques résistants a cette molécule, dont 5 a I’hopital et 3 en externe, ont été signalées
par certains laboratoires en Algérie. Ces souches confirmées a I’IPA (Institut Pasteur
d’Alger), sont porteuses de géne Van A exprimant une résistance de trés haut niveau a la

vancomycine et & la teicoplanine [252].

Les souches bactériennes retenues présentent un taux élevé de résistance aux différents
antibiotiques testés, situation préoccupante. Afin de mieux développer le bon usage des
antibiotiques, des enquétes doivent étre entreprises systématiquement concernant la sensibilité
aux antibiotiques des souches bactériennes responsables d’infections communautaires. Il est
indispensable de renforcer la surveillance des bactéries résistantes aux antibiotiques d'origine
hospitaliére, notamment les staphylocoques résistants a la méthiciline et les bacilles a Gram

négatif résistants aux f3-lactamines.
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VI1I. Sensibilité a I’huile essentielle de Pelargonium graveolens

Toutes les données sont exprimées sous forme de moyenne + 1’écart type de dix

mesures.

1. Huile essentielle brute

Les valeurs absolues des diameétres des zones d'inhibition montrent de larges écarts
allant de 7.20 mm & 42.80 mm. Cet intervalle large reflete un comportement variable selon le
groupe physiologique bactérien. Par contre, les différences ne sont pas trés importantes entre
les souches d’une méme espece.

En référence a la classification de Ponce et ses collaborateurs, il ressort que plus de
86% des souches (n= 130) sont sensibles [191]. Seules les souches d’Escherichia coli et de
Proteus mirabilis sont résistantes, alors que la souche de référence E. coli ATCC 25922

sensible aux antibiotiques est aussi sensible a I’huile essentielle (Tab.11).

Tab. 11. Valeurs moyennes des zones d’ inhibition de 1’ HE des BGN

Escherichia coli 8.07+0.58 [7.20-8.90]
2 Klebsiella pneumoniae 9.99+0.78 [09-11.10]
8 K. oxytoca 9.44+0.43 [09-10.10]
s Proteus mirabilis 8.29+0.33 [7.70 - 8.75]
g Enterobacter sakazakii ~ 10.85+1.47  [9.20 - 13]
S E. cloacae 9.56 + 1.03 [9 - 11.40]
s Citrobacter koseri 9.72+0.85  [9.20 - 11]
C. freundii 9.66 +0.42 [9.10-10.20]
E. coli ATCC 25922 13.9 -
L Acinetobacter baumannii  11.92 + 2.84 [9.40 - 16.95]
5‘ Pseudomonas aeruginosa  9.24 + 0.28 [9-9.70]
@ P. aeruginosa ATCC 27853 11.7 -

BGN-NF= Bacilles & Gram négatif non fermentant
@ : Diamétre
mm : millimetre

Les diamétres des =zones d’inhibition des autres entérobactéries testées

(K. pneumoniae, K. oxytoca, E. sakazakii, E. cloacae, C. koseri et C. freundii) varient dans un
intervalle compris entre 9 mm et 13 mm. C’est un intervalle relativement étroit reflétant un
comportement similaire des espéces de la famille des Enterobacteriaceae. La majorité de ces
souches sont réparties du coté de la limite inférieur de cet intervalle. Ce qui explique leur
faible sensibilité. Parmi eux, les souches Enterobacter sakazakii sont les plus sensibles a
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I’huile. Ce résultat est encourageant, vu I’incrimination grandissante de cette bactérie dans les

infections nosocomiales, urinaires et sur sites opératoires [264].

Les souches Pseudomonas aeruginosa ont un diamétre moyen 9.24 mm. Ce résultat
n’est pas surprenant car ces derni€res possedent une résistance intrins€que a une large gamme

de biocides (antibiotiques en particulier), associée a la nature de leur membrane externe [12].

Relativement meilleur est le diamétre moyen des zones d’inhibition pour les souches
Acinetobacter baumannii (11.92 mm), cependant leur comportement est variable vis-a-vis de

I’HE, exprimé par un écart type de 2.84.

.’ huile essentielle Pelargonium graveolens est beaucoup plus active sur
les cocci a Gram positif, ce que rapportent plusieurs études [12,265-270].
En effet, les souches de Staphylococcus testées sont trés sensibles a I’HE (Tab.12), surtout S.
aureus avec des diametres moyens de 19.27 mm. Notons qu’a moindre degrés mais toujours
tres sensibles, on trouve les staphylocoques a coagulase négative testés S. epidermidis et S.
saprophyticus, avec des diamétres moyens de 15.32 mm et 16.02 mm respectivement.
D’autres études ont rapportés 1’efficacité antibactérienne de I’huile essentielle de Pelargonium

graveolens vis-a-vis des souches S. aureus et S. epidermidis [144].

Tab. 12. Valeurs moyennes des zones d’ inhibition de 1’ HE des CGP

S. aureus 19.27 + 3.11 [13.7 - 24.3]
S. epidermidis 15.32 + 3.81 [11 - 23.55]
S. saprophyticus 16.02 + 3.62 [10.10 - 21.3]
CGP s aureus ATCC 25923 19.3 -
S. agalactiae 35.29 +4.41 [29.7 - 42.80]
E. faecalis 27.75 + 5.40 [21 - 38.75]
E. faecalis ATCC 29212 21.9 -

CGP = Cocci a Gram Positif
mm : millimétre
Les souches Streptococcus agalactiae et Enterococcus faecalis testées sont
extrémement sensibles a I’HE (Tab.12), avec respectivement des diametres moyens des zones
d’inhibitions de 35.29 mm et de 27.75 mm.

Ces résultats sont trés prometteurs car S. agalactiae est une des principales sources
d’infections et de mortalité chez le nouveau-né. Il est retrouvé avec une fréquence variant de

10 a 30% dans le tractus génital de la femme, ou il ne donne lieu a aucune symptomatologie.
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Chez la femme enceinte, cette bactérie peut au moment de 1’accouchement infecter I’enfant et
provoquer une méningite, une septicémie ou une broncho-pneumonie mortelle.
Streptococcus agalactiae peut également provoquer d’autres infections : surinfections des

plaies postopératoires, infections urinaires, arthrites et péritonites [264].

Par ailleurs, Enterococcus faecalis qui est souvent associé a des infections urinaires,
des infections de plaies, des endocardites bactériennes et des infections nosocomiales, peut
aussi devenir résistant aux aminoglycosides. Depuis une dizaine d’années des souches
résistantes aux glycopeptides (vancomycine, teicoplanine) ont été isolées. La résistance est

liée a la présence d’un géne plasmidique dont il existe plusieurs variantes (van A, B, C ou D)
[264].

Une étude conduite par Boukhatem et ses collaborateurs a évalué D’activité
antibactérienne de souches microbiennes de référence (ATCC). Les résultats ont montré que
ce soit en aromatogramme (diffusion en milieu solide) ou en microatmosphere (phase
volatile), [I'huile essentielle posséde une excellente activité sur la majorité des
microorganismes testés (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Sarcina lutea, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans) avec des diamétres

d'inhibition supérieurs a 25 mm [271].

Le méme constat a été fait en Tunisie par A. Ben Hsouna et N. Hamdi, ou les souches
de références sensibles aux antibiotiques testées ont donné de trés bons résultats : S. aureus
(ATCC 25923) 24 = 0.3 mm, S. epidermidis (ATCC 12228) 14 + 0.4 mm, Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) 20 £ 0.3 mm et K. pneumoniae (ATCC 10031) 13 £ 0.3 mm [154].

Les huiles essentielles ont un effet sur la croissance des bactéries. Elles agissent en
empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs toxines.

Leur mode d’action contre les bactéries se déroule en trois étapes [5].

Dans un premier temps, elles attaquent la perméabilité de la membrane de la bactérie,
ce qui a comme effet de provoquer la perte des constituants cellulaires. Deuxiémement, les
huiles essentielles provoquent une acidification de I’intérieur de la cellule, ce qui bloque la
production de ’énergie cellulaire. Enfin, elles déetruisent le matériel génétique de la bactérie,

ce qui cause sa mort [5].

La différence du comportement des bactéries vis-a-vis des huiles essentielles peut
s’attribuer a la différence dans les couches externes des bactéries a Gram positif et & Gram

négatif. Les bactéries a Gram positif possédent une paroi formée majoritairement de
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peptidoglycanes (10 & 80 nm d’épaisseur). C’est une seule molécule, hétéropolymére réticulée

représentant plus de 30% du poids sec de la bactérie.

Les bactéries a Gram négatif quant a elles, contiennent moins de peptidoglycane
(inférieur a 15% du poids sec) de 2 a 6 nm d’épaisseur, cependant, de structure beaucoup plus
complexe. Ces bactéries, indépendamment de la membrane des cellules, possédent une couche
additionnelle, la membrane externe, qui se compose de phospholipides, de protéines et de
lipopolysaccharides. Cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Néanmoins,
la présence des porines dans cette couche permettra la diffusion libre des molécules avec une
masse moléculaire en-dessous de 600 Da. Cependant, l'inhibition de la croissance des
bactéries a Gram négatif a été rapportée, particulierement en combinaison avec les facteurs
qui peuvent déstabiliser I’intégrité cellulaire et/ou la perméabilité de la membrane, telle que

les basses valeurs du pH et concentrations accrues en NaCl [272].

La présence de la paroi externe présenterai a priori une cible pour 1’huile en question,
cependant, on se pose la question si les concentrations nécessaires parviennent a cette
membrane. Sachant que la présence de couches plus externes (glycocalyx) contribue a la

dilution de I’huile et par conséquent I’annulation de son effet.

2. Quantification de I’activité de I’huile essentielle
2.1. Dilutions minimales inhibitrices (DMI)

2.1.1. Entérobactéries

Aucune zone d’inhibition au-dela des dilutions de 1’huile au 1/4 n’est décelable
(Tab.13).

Tab.13. Diamétres d’inhibition des dilutions de I’HE vis-a-vis des Enterobacteriaceae testées

¥ 7.99+1.42 76+064 946+188 842+06 7.8+074 7.82+051 135
Ya 6.99+0.9 6.19+06 7.04+148 626+058 6.37+075 6.54+0.8 12.2
1/8 <6 <6 <6 <6 <6 <6 11.9
1/16 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
1/32 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
1/64 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
1/128 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

(*) : E. coli ATCC 25922

Pour les concentrations au 1/2 et au 1/4, les valeurs absolues des zones d’inhibition

inferieures a 9 mm ne permettent pas de qualifier les souches comme sensibles.
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Seules les souches Enterobacter sakazakii sont sensibles a la dilution au %2 avec des
zones d’inhibition en moyenne de 9.46 + 1.88 mm. Ce résultat était prévisible, vu que ces
souches soient les plus sensibles a I’HE parmi les entérobactéries testées. La souche de
référence Escherichia coli ATCC 25922 a aussi montré une sensibilité jusqu’a une dilution au
1/8.

2.1.2.Bacilles & Gram négatif non fermentant

Acinetobacter baumannii est sensible a I’'HE méme diluée au %. Résultat prometteur
pour lutter contre cette bactérie pathogéne opportuniste et souvent multirésistante impliquée
dans diverses infections. Celles-ci sont d'autant plus graves qu'elles surviennent le plus

souvent chez des sujets fragilisés et hospitalisés dans des services de soins intensifs [258].

De son c6té, Pseudomonas aeruginosa est résistant a toutes les dilutions utilisées dans
ce test (Tab.14). Ce comportement n'est pas étonnant parce que cette bactérie connue pour sa
grande résistance aux agents antibactériens, posséde une capacité de former des agrégats dans

de la matiére inerte (biofilms) [273].

Tab.14. Diametres d’inhibition des dilutions de I’HE vis-a-vis des BGN-NF

Ys 9.34 +1.83 7.66 +0.75 <6
Yy 8.18 + 1.67 <6 <6
1/8 6.87 + 1.54 <6 <6
1/16 <6 <6 <6
1/32 <6 <6 <6
1/64 <6 <6 <6
1/128 <6 <6 <6

BGN-NF= Bacilles a Gram négatif non fermentant

2.1.3.Cocci a Gram positif

Dans la présente étude, les bactéries a Gram positif testées s’averent les plus sensibles.
Résultat confirmé par d’autres études [274-280]. Ce constat peut étre di a l'action de certains
composés volatiles de I’huile essentielle étudiée d’une part et a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries a Gram négatif qui pourrait fonctionner comme

barriére efficace contre n'importe quelle biomolécule entrant d’autre part [281,282].

L’huile essentielle de Pelargonium graveolens est active sur Staphylococcus aureus
diluée au 1/2, 1/4 et 1/8 et n’est active qu’avec la premiére dilution sur les staphylocoques a

coagulase négative testés (Tab.15).

108



Etude expérimentale Résultats et discussions

Tab.15. Diamétres d’inhibition des dilutions de ’HE vis-a-vis des Staphylocoques

Ys 145 + 3.33 11.35+2.52 11.2 +2.02 15.9

Ya 10.96 + 1.92 8.36 +1.33 8.98 +1.09 11.5

1/8 9.03+1.59 6.5+0.41 7+1.04 10.9
1/16 6.77 +0.8 <6 <6 9.9
1/32 <6 <6 <6 8.2
1/64 <6 <6 <6 <6
1/128 <6 <6 <6 <6

Streptococcus agalactiae et Enterococcus faecalis sont sensibles a 1’huile diluée
jusqu’au 1/32 (Tab.16).

Tab.16. Diamétres d’inhibition des dilutions de I’HE vis-a-vis de S. agalactiae et E. faecalis

1/2 22.52 +7.59 17.48 + 2.93 19.3

1/4 16.28 +5.4 14.03 + 2.01 15.2

1/8 13.51 +3.21 12.01 +1.88 13.6
1/16 11.32 + 2.63 10.73 + 1.22 10.8
1/32 9.61 +2.55 9.27 +0.76 9.3

1/64 7.06 + 1.68 6.43 +0.73 8.2
1/128 <6 <6 <6

Les résultats révelent des comportements variables en fonction des souches et de la

concentration de I’extrait testé et que la résistance aux antibiotiques n’a aucun rapport avec
celle a ’'HE.

On remarque que d’une maniere générale, I’activit¢é de I’huile essentielle de
Pelargonium graveolens sur les bacilles a Gram négatif est concentration dépendante, ce qui
nous ameéne a penser a 1’usage de cette HE en tant que désinfectant. Pour les cocci a Gram
positif, I’huile apparait plus efficace et reste active jusqu’a la dilution 1/8 pour les

staphylocoques. Elle est active jusqu’a la dilution au 1/32 pour Streptococcus agalactiae et
Enterococcus faecalis (effet antiseptique).

2.2. Concentrations minimales inhibitrices

Les valeurs absolues des CMI montrent de larges écarts allant de 0.1% a 2% selon
I’espéce bactérienne étudiée. Par contre, les différences ne sont pas significatives pour les
souches d’une méme espéce. L’huile essentielle présente une activité antibactérienne avec une
CMI modale de 1% pour la population bactérienne prise en compte.
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Pour les bactéries & Gram positif, la concentration minimale inhibitrice moyenne
(CMlInm) avoisine les 0.3%, inférieure a la CMI modale, alors qu’elle est de 1.5% vis-a-vis des

especes a Gram négatif.

2.2.1. Enterobacteriaceae

La CMI moyenne de I’HE sur les entérobactéries est de 1.5% (Tab.17).
Enterobacter sakazakii est I’espéce la plus sensible a I’huile avec une CMIn de 1%, alors que

Klebsiella oxytoca est la plus résistance (CMIn = 2%).

Les résultats des CMI ne montrent aucunes différences entre les souches productrices

de BLSE et celles non productrices de I’enzyme.

Tab.17. CMIm de ’huile essentielle de P. graveolens sur les Enterobacteriaceae testés

Escherichia coli ATCC 25922 1 -
Klebsiella pneumoniae 1.5+0.7 1-2
Klebsiella oxytoca 2+1.06 15-3
Enterobacter sakazakii 1+0.85 0.3-15
Enterobacter cloacae 1.25+0.53 1-1.75
Citrobacter koseri 1.5+0.71 1-2
Citrobacter freundii 15+0.71 1-2

CMly, : Concentration Minimale Inhibitrice moyenne
% : Pourcentage

2.2.2.Bacilles & Gram négatif non fermentant

La CMI moyenne de I’HE sur Acinetobacter baumannii est de 1%, avec des valeurs

variant de 0.4 & 1.75% (Tab.18).

Tab.18. CMIn de I’HE de P. graveolens sur les bacilles a Gram négatif testés

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1.5 -
Pseudomonas aeruginosa 2+0.08 1.75-2
Acinetobacter baumannii 1+0.95 04-1.75

CMlp, : Concentration Minimale Inhibitrice moyenne
% : Pourcentage

Les souches Pseudomonas aeruginosa sont plus résistantes a I’HE avec des CMI de

2% pour toutes les souches sauf une, isolée des urines pour laquelle la CMI est de 1.75 %.
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2.2.3. Cocci a Gram positif

Toutes les souches cocci a Gram positif testées ont des CMI relativement basses
(< 0.85%), excepté une souche Staphylococcus saprophyticus, isolée des urines pour laquelle
la CMI est de 1% (Tab.19).

Tab.19. CMIm de PHE de P. graveolens sur les cocci @ Gram positif testées

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.3 -
Staphylococcus aureus 0.4 +0.56 0.05-0.85
Staphylococcus epidermidis 0.5+0.56 0.05-0.85
Staphylococcus saprophyticus 0.5+0.64 01-1
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0.2 -
Streptococcus agalactiae 0.1+0.13 0.01-0.2
Enterococcus faecalis 0.2+0.26 0.03-0.4

CMly, : Concentration Minimale Inhibitrice moyenne
% : Pourcentage

Aucune différence de CMI entre les souches Staphylococcus aureus résistantes a la

méthiciline et celles sensibles a la méthiciline n’est observée.

Parmi les cocci a Gram positif testés, les souches de Streptococcus agalactiae sont les
plus sensibles (CMIn = 0.1%), suivies des souches de Enterococcus faecalis (CMIn = 0.2%)
puis des souches S. aureus (CMIn = 0.4%). Les plus résistantes sont les staphylocoques

coagulase négative (CMIn = 0.5%).

Les résultats obtenus 1’étude des DMI sont confirmées par 1’é¢tude des CMI de I’HE.
Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles, surtout Streptococcus agalactiae. Les MRSA
ou encore les entérobactéries résistantes aux p-lactamines ont montré une sensibilité
comparable a celle observée pour les souches sensibles (MSSA et entérobactéries non
productrices de BLSE). De I3, il ressort que les enzymes impliquées dans la résistance chez

ces bactéries n’agissent pas sur 1’action de I’huile essentielle testée.

Les souches Acinetobacter baumannii, trés résistantes aux antibiotiques sont parmi les
bacilles a Gram négatif les plus sensibles a I’huile testée. Toutefois, elle semble étre moins
efficace sur Pseudomonas aeruginosa, bactérie a Gram négatif aerobie strict souvent

multirésistantes aux antibiotiques [14].
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3. Type d’activité antibactérienne

3.1. Repiquage a partir des zones d’inhibition

Selon M.C. Pibiri, ’huile essentielle étudiée a une activité inhibitrice vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa et des entérobactéries testées. Cependant, I’activité est bactéricide
vis-a-vis des souches d’Acinetobacter baumannii. Ce résultat est encourageant car ces
bactéries sont impliquées dans les infections de plaies, les bactériémies et les pneumopathies
[195,264].

L’huile essentielle étudiée est également bactéricide vis-a-vis de I’ensemble des cocci
a Gram positif testés. Résultat prometteur vu le réle joué par ces bactéries dans les
bactériémies, les méningites, les infections urinaires, de plaies, sur dispositifs intra-

vasculaires, septicémies et endocardites [264].

Selon Boukhatem et al., I'huile essentielle de Géranium rosat est bactériostatique sur la
majorité des souches de références testées dans 1’étude, a savoir, Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Sarcina lutea, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae
[271].

3.2. Concentrations minimales bactéricides

Les résultats précédents se confirment par I’importante différence des valeurs absolues

des CMB entre les bactéries a Gram positif et celles a Gram négatif testées.

La CMB moyenne (CMBm) des bactéries & Gram positif est de 0.4% et celle des
bactéries a Gram négatif est supérieure a 4% a I’exception des souches d’Acinetobacter

baumannii pour lesquelles elle avoisine les 2% d’HE (Tab.20).

Tab.20. CMBn de I’HE de Pelargonium graveolens sur les souches bactériennes testées

Escherichia coli ATCC 25922 >4
Klebsiella pneumoniae >4
Klebsiella oxytoca >4
Enterobacter sakazakii > 4
Enterobacter cloacae >4
Citrobacter koseri >4
Citrobacter freundii >4
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >4
Pseudomonas aeruginosa >4
Acinetobacter baumannii 2
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Tab.20. CMB, de ’HE de Pelargonium graveolens sur les souches bactériennes testées (suite)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.4
Staphylococcus aureus 0.4
Staphylococcus epidermidis 0.6
Staphylococcus saprophyticus 0.7
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0.2
Streptococcus agalactiae 0.1
Enterococcus faecalis 0.2

CMB:, : concentration minimale inhibitrice moyenne
% : Pourcentage

3.2.1. Entérobactéries

Du méme tableau, il apparait des valeurs de la concentration minimale bactéricide de

I’HE importantes pour 1’ensemble des entérobactéries testées et sont supérieures a 4%.

3.2.2. Bacilles a Gram négatif non fermentant

L’activité de I’HE sur les souches Pseudomonas aeruginosa est comparable a celle sur
les entérobactéries, avec des CMB de I’HE supérieures a 4%. Cependant, les CMB sont moins

importantes reflétant une meilleure activité sur les souches Acinetobacter baumannii testées.

3.2.3. Cocci a Gram positif

Toutes les souches cocci a Gram positif testées sont neutralisées a des concentrations
d’HE basses (< 0.7 %).

L’activité de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens est de type bactériostatique
sur les entérobactéries et P. aeruginosa, elle est bactéricide sur A. baumannii et les cocci a
Gram positif testés dont le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 2. Ce pouvoir bactéricide
est plus important sur les souches Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae et

Enterococcus faecalis testées dont les CMB sont égales aux CMI.

Aucune différence de résultats n’est observée apres 'utilisation des deux techniques
(déterminations des CMI/CMB et DMI/type d’activité), donc ces deux techniques sont
valables et le choix de ’'une ou de 1’autre ne se fait que par rapport a sa facilité ou encore a

son co(t.
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VII1I. Effet synergique : Antibiotiques - Huile essentielle

Résultats et discussions

En chimiothérapie antibactérienne, il est d’'usage et méme recommandé d’utiliser des

associations de deux molécules ; ce qui diminue du méme coup et de maniere sensible la

fréquence d’apparition de résistances. Ainsi, devant la résistance de certaines souches aux

antibiotiques et une activité moindre a I’huile essentielle de Pelargonium graveolens, nous

avons envisagé d’associer ces deux substances afin d’améliorer I’activité antibactérienne.

Dans notre cas, c’est surtout les Enterobacteriaceae et les bacilles a Gram négatif non

fermentant qui montrent un certain degré de résistance aussi bien aux antibiotiques qu’a

I’huile essentielle de Pelargonium graveolens. Nous avons retenu les trois souches les plus

résistantes de chaque espéce.

Les résultats sous forme de moyennes sont regroupés dans le tableau 21 ci-dessous.

Nous constatons selon le méme tableau une meilleure activité dans plusieurs cas.

Tab.21. Diamétres d’inhibition de I’association antibiotiques — HE

Escherichia coli AM
AMC

AX

Cz

PEF

NA

SXT

Klebsiella Cz
pneumoniae FOX
CTX
CAZ
CRO
AK
GM
NA
Pl
OFX
PEF
CIpP
SXT
Klebsiella AMC
oxytoca Cz
CRO
AK
GM
NA
OFX
PEF
SXT
FOS

12.7+0.1
79+0.2
6
6
106 +0.8
109+0.2
15+04

(o2 e R Nep}

12.8+0.2
143+0.3

6

6

10.5

6

10.3+0.1
12+0.1

95+0.1
11+1
10.7+ 0.6
12.6 + 0.2
10.3+0.6
10.7+0.4
16.5
10.6 +0.3
15.7+0.2
9
10.2+0.1
10.2+0.1
15.3+0.2
104+ 04
105+ 0.6
11
114+ 04
11 +0.3
17.2+0.2
9.6+0.4
11.1+0.8
11.6 +0.5
22
15.1+0.2
18+ 0.1
11.5+0.1
10.9+0.2
11+04
22.2+05
15.3+0.5

10.3+0.3
10+ 0.6
9.2+0.4
12.1+0.4
10.5+0,3
106 +0.1
16.5+0.2
10.6 + 0.6
17.3+0.6
9.3+0.2
10+0.3
9.8+0.3
15.1+0.5
9.2+0.1
95+0.1
9.7+0.2
15.1+0.5
11.1+0.2
17.3+0.2
10.4+0.3
11
10.2+0.2
20.1+0.3
14.5
16.2+0.2
108+1
10.8+0.3
105+ 1.8
20.1+04
15.7+ 0.4
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Tab.21. Diamétres d’inhibition de I’association antibiotiques — HE (suite)

Proteus mirabilis AM 8.8+0.3 10.7+0.2 10.3+0.8
AX 15.1+0.3 17.1+0.6 16.6 +0.3
AMC 6 73+0.3 85+0.1
Cz 6 16.4+0.1 15+1.2
CAZ 7.7+0.2 15 13.8+2.2
CRO 6 16.4+0.1 16.5+0.2
FOX 6 16+1.2 155+0.9
NA 6 9.8+0.2 9.2+0.2
PEF 146 +0.6 19.8+0.6 18.8+1.2
SXT 6 155+0.2 13.7+0.7
Enterobacter AM 6 125+0.6 11.7+1.2
sakazakii AMC 6 12+0.5 12.7+0.7
AX 10.4+0.1 14+0.2 122+1.2
(ov4 6 146 +0.2 13.3+0.9
FOX 6 11.5+0.3 10 +1.3
NA 6 17.7+0.1 17+0.7
CIP 15.8 +0.2 24.4+ 0.6 26 +2.2
SXT 6 16.5+0.8 15.7+1.6
Enterobacter AX 6 10.7+ 0.7 10.4+0.2
cloacae GM 95+0.2 16.4+0.5 146 +0.3
NA 8.1+0.2 11.3+0.8 13.8+0.3
CIP 11.2+0.2 17.3+0.2 17.7+0.5
SXT 6 12+2.2 148+ 15
Citrobacter AMC 6 106 +0.2 10.8+0.2
koseri AX 6 8.9+0.1 9.5+05
Cz 124+1.2 15.2+0.2 18.4+0.4
GM 12+0.5 15.8+0.2 174+ 0.5
NA 6 9.3+0.6 10+0.1
PEF 6 11 10.7 + 0.6
FT 145+0.2 295+15 30.2+0.3
Citrobacter AX 6 11.7+0.3 10.1+04
freundii GM 6 11.1+04 10.4+0.6
FT 9.1+04 15.1+0.4 154 +0.4
NA 104+ 0.1 19.8 +0.2 195+0.4
PEF 11+0.2 19.2+0.3 19.1+04
SXT 6 8.7+0.3 9.2+0.2
Acinetobacter CAZ 6 10.8+0.2 10.6+ 0.4
baumannii TIC 6 10 10
TCC 6 10+ 0.5 11.1+04
PIP 6 11.1+0.4 115+0.5
IPM 10+ 0.5 11+0.8 11.3+0.2
GM 6 13.7+0.7 146 +0.4
CIP 8+0.2 15+1.3 145+0.5
Pseudomonas CAZ 6 9.3+0.3 10.5+0.5
aeruginosa CFS 6 9.8+0.1 9.7+0.3
PIP 14.1+04 195+0.4 20+15
TIC 6 10.1+0.4 9.8+0.2
TCC 7 95+05 10.7+0.4
ATM 158+ 1.2 24+0.1 22.1+0.3
GM 11.5+0.3 15.4+0.2 15.7 +0.3
CIP 15+0.1 276+1.6 26+0.2
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Dans tous les cas et pour toutes les souches, les diamétres des zones d’inhibition ont
vu leur valeur absolue augmenter. Ces changements sont devenus significatifs dans 35.80%
des associations testées, ou les souches sont devenues soit sensibles (16.05%) ou dans la

classe intermédiaire (19.75%).

On note aussi qu’il N’y a pas de différence notable entre les diamétres des zones
d’inhibition lorsque 1’antibiotique est appliqué avant I’HE ou lorsque cette derniére est

appliquée en premier.

La meilleure synergic avec I’HE testée est enregistrée avec les aminosides
(gentamicine et amikacine), la ciprofloxacine, triméthoprime + sulfaméthoxazole, nitrofuranes

et la fosfomycine.

1. B-lactamines

Les diamétres des zones d’inhibition restent plus ou moins réduits malgré une légere
amélioration a I’exception des combinaisons avec 1’aztreonam et avec la pipéracilline pour
lesquelles les souches Pseudomonas aeruginosa ont atteint le seuil de sensibilitée. On note
également le passage du stade de résistance a la classe intermédiaire pour les souches
Klebsiella pneumoniae (FOX-HE), K. oxytoca (CRO-HE) et Proteus mirabilis (AX-HE et
FOX-HE).

Les PB-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique
courante surtout dans le traitement des infections dues aux entérobactéries [61]. lls ont une
activité bactéricide principalement temps-dépendante qui inhibe la synthése de la paroi
bactérienne [284,285]. Les transpeptidases et carboxypeptidases, enzymes associées a la
membrane cytoplasmique, fixent de facon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est due a
une analogie structurale entre le substrat naturel de ces enzymes, I’acyl-D-alanyl-D-alanine et
le cycle B-lactame. Les enzymes qui lient les pénicillines et les céphalosporines, sont
également dénommees protéines de liaison aux pénicillines (PLP). La nature de ces PLP est
relativement spécifique d’espéce et leur nombre varie d’une espeéce bactérienne a une autre.
Chacune a une fonction bien définie, mais certaines jouent un rdle prépondérant dans la
synthése du peptidoglycane, a 1’étape de polymérisation a partir de sous unités faites d’un
disaccharide peptide. L’activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les
B-lactamines [286].
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2. Aminosides

Toutes les souches testées aux combinaisons aminosides-HE sont devenues sensibles a

I’exception des souches Klebsiella pneumoniae et Citrobacter freundii.

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides concentration-dépendants [285].

Leur spectre s’étend essentiellement aux bactéries & Gram négatif et aux staphylocoques.

Le mécanisme de résistance principal aux aminoglycosides est I’acquisition d’enzymes
bactériennes qui modifient les antibiotiques [287]. La diminution de l'accumulation de
I’antibiotique est un autre mécanisme majeur de résistance, exprimé par des systemes d’efflux
[288]. La méthylation de I'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S des espéces comme
Escherichia coli et Klebsiella altere la fixation des aminosides, ce qui bloque leurs activités
antimicrobiennes exprimé chez les souches de K. pneumoniae et C. freundii testées [289].

3. Quinolones de 1¢¢ génération et fluorogquinolones

Les combinaisons avec ’acide nalidixique sont efficaces pour les souches C. freundii

et a un degré moindre pour les souches Enterobacter sakazakii.

Les quinolones sont des antibiotiques synthétiques connus pour leur bonne diffusion
tissulaire, ils sont largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire, notamment dans le
cas d’infections urinaires et respiratoires [290]. Ils agissent en se fixant au niveau de I’hélice
a 4 topoisomérase |1, la topoisomérase 1V et de I’ADN gyrase, empéchant la progression de la

fourche de réplication [291].

Les fluoroquinolones, utilisées depuis les années 80, sont beaucoup plus actives que
les quinolones de 1%¢ génération [292,286]. La résistance acquise & ces antibiotiques est le
résultat de la combinaison de plusieurs mécanismes : une diminution de la perméabilité de la
paroi bactérienne par modification des porines, une excrétion active de I’antibiotique par des

pompes membranaires, ou la mutation de I’ADN gyrase.

Le principal déterminant génétique de la résistance plasmidique aux quinolones est le

géne gnr. A ce jour, trois gnr ont été mises en évidence, gnrA, gnrB et gnrS [290,291,293].

Les souches porteuses du géne qnr appartiennent le plus souvent aux espéces
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et récemment Enterobacter cloacae et sont toutes
multirésistantes, en particulier résistantes aux C3G par production de BLSE ou de
céphalosporinase plasmidique [294]. Plus récemment, deux nouveaux mécanismes de

résistance plasmidique ont été décrits chez E. coli [72,73].
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Parmi les fluoroquinolones testés dans notre étude, la ciprofloxacine, utilisée dans
plusieurs spécialités médicales, associée a I’'HE semble étre trés efficace contre les
entérobactéries ainsi que Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats concordent avec ceux de
Tripti et al., ayant étudié 1’effet combiné de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens et
de la ciprofloxacine sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Staphylococcus aureus
impliqués dans des infections urinaires [196].

4. Triméthoprime + sulfaméthoxazole

A T’image des aminosides, ’association triméthoprime + sulfaméthoxazole + HE a
donné un tres bon résultat sur les souches testées a I’exception de K. Pneumoniae et

Citrobacter freundii.

Le cotrimoxazole est une combinaison synergique de triméthoprime et de
sulfaméthoxazole, un sulfamide. Ils agissent sur la voie de synthése de ’acide folique, et donc
des bases puriques de ’ADN bactérien, a 2 étapes différentes [295]. Triméthoprimes,
sulfamides et leurs associations ont un spectre large, leur activité thérapeutique est bien
établie en pathologie respiratoire, digestive, urinaire, notamment en traitements courts et en

prophylaxie [296].

De toutes les familles d’antibiotiques, 1’association sulfamide-triméthoprime incite
indiscutablement la plus grande diversité de mécanismes de résistance acquise et de leur
support génétique: modification de la perméabilité, activation de pompes d’efflux,
modification quantitative ou qualitative des cibles, contournement métabolique,
hyperproduction de précurseurs, absence de certaines enzymes et toute une variété de génes

exogenes acquis par la bactérie [297].

5. Furanes et fosfomycine

Ces antibiotiques combinés a I’HE n’ont été testés que sur certaines entérobactéries.
Les résultats montrent une efficacité totale pour les souches testées avec des diameétres allant

jusqu’a 30.5mm.

Les nitrofuranes acquiérent leur activité antibactérienne aprés la réduction
enzymatique de leur fonction nitro, catalysée par des réductases bactériennes, ce qui assure
leur spécifié d'action. Une fois actives métaboliquement, ces antibiotiques inhibent des

enzymes impliqués dans la dégradation du glucose et du pyruvate. En outre, certaines de leurs
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formes réduites possedent un pouvoir alkylant et pourraient causer des dommages a I'ADN et
aux protéines [298].

La fosfomycine est un antibiotique bactéricide, dérivé de I’acide phosphonique,
inhibant la synthese des précurseurs du peptidoglycane constituant la paroi bactérienne
(interférence avec la pyruvate-UDP-N-acétylglucosamine transférase). Pour agir, la
fosfomycine doit pénétrer dans la bactérie en utilisant des systémes de transport : 1’un

constitutif (L-glycérophosphate) et 1’autre inductible (hexoses monophosphates).

L’étude de D’activité de I’association HE-ATB sur les souches, exprimant une
résistance a la fois aux antibiotiques et a I’HE proposée a révélé des résultats encourageants.
Reste posées les questions sur le mécanisme de I’amélioration de ’activité de ces molécules
combinées, est ce que D’antibiotique devient une des molécules composante de I’huile
essentielle déja complexe ? Ou bien I’HE déjoue les mécanismes de résistance donnant aux

antibiotiques la possibilité d’exercer leurs actions antibactériennes ?

D’autres tests in vivo sont nécessaires pour évaluer le potentiel de cette combinaison a
des fins thérapeutiques. Les études sur 1’association d’antibiotiques avec des huiles
essentielles connues pour leur pouvoir antibactérien sont vivement recommandées afin d’aller

plus loin dans la recherche concernant ce domaine prometteur.

IX. Usages de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens
1. En tant qu’additif alimentaire

Il est connu que la charge microbienne moyenne “normale” de la plupart des aliments
est de I’ordre de 10* a 10® UFC/g [299]. La présence massive de microorganismes dans le
produit alimentaire conduit inexorablement a sa détérioration avec parfois des répercutions

trés graves sur la santé du consommateur.

En effet, la prolifération de bactéries ou de champignons dans un produit alimentaire
se traduit obligatoirement par des modifications des qualités organoleptiques généralement
détectables quand le nombre d’agents dépasse 10° UFC/g de produit. Les modifications
d’aspect, de texture ou de flaveur (odeur et saveur) sont souvent défavorables incriminant le

plus souvent les espéces des genres Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes,

119



Etude expérimentale Résultats et discussions

Escherichia, Staphylococcus, Listeria, Bacillus, Aspergillus, Rhizopus, Flavobacterium,
Clostridium, etc.

La majorité de ces microorganismes se développe a des intervalles allant de 20°C a

42°C. Au contraire, d’autres préférent des températures extrémes (0°C, 5°C, 45°C, et plus.).

Pour des températures inférieures a la température optimale de croissance, la vitesse
des réactions impliquées dans le métabolisme et donc le taux de croissance ralentissent.
Cependant, le froid ne conduit pas a une dénaturation significative des composants
microbiens, une reprise des activités métaboliques est possible dés que la température

redevient optimale a la croissance [300].

Depuis deux décennies, des études ont été menées sur le développement de nouvelles
applications et I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans le domaine
agroalimentaire [5]. Elles sont connues a la fois pour leurs propriétés aromatisantes et
antimicrobiennes et leur toxicité réduite comparée a celle des additifs alimentaires chimiques
ou synthétiques [301,302]. La complexité de la composition de ces produits fait que la

fréquence de I’apparition de résistances est tres faible.

Parmi les aliments consommés par une large frange de la population, les crémes
patissieres. C’est un produit complexe, tres riche et par conséquent propice a la prolifération

de large variété de microorganismes.

La détérioration de ce type de produit constitue un énorme probleme économique et de
santé, malgré les mesures de bonnes conservations qui peuvent étre entreprises. Cette situation
peut étre mieux contrdlée par I'utilisation de conservateurs alimentaires naturels qui en plus

contribuent a I’amélioration de la flaveur du produit.

Une minute apres la préparation, ’examen bactériologique des crémes patissiéres n’a
montré aucune prolifération microbienne visible a 1’eceil nu (nombre de MMAT et de
staphylocoques inférieur & 10?2 UFC/g) pour les préparations additionnées ou non d’huile
essentielle (planche Al). Ce qui témoigne d’un respect optimal des régles d’hygiéne lors de la

confection de la créeme patissiére.

La méme situation est observée apres quatre heures pour 1’échantillon contenant
I’huile essentielle, aussi bien conserve a 4°C ou a température ambiante (~ 20°C) (planche :
A2a, A3a). Ceci montre I’effet inhibiteur de I’HE malgré des températures propices au

développement des microorganismes recherchés.
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Pour le second échantillon constitué de creme patissiére sans additif, a 04°C, on
n’observe pas de colonies de Staphylococcus sp., ce qui correspond a un taux inférieur a 102
UFC/g. Par contre, 10> UFC/g de MMAT ont pu étre dénombrés sur GN (planche: A2b). Dans
I’échantillon conservé a température ambiante, on a dénombré un nombre plus élevé de

MMAT, équivaut a 7x102 UFC/g et toujours absence de staphylocoques (Planche: A3Db).

Se dessine ainsi une différence visible de la charge microbienne entre les deux cremes
patissieres fabriquées initialement du méme lot, ce qui montre encore une fois le pouvoir
antimicrobien de I’extrait testé. Cet effet se maintient a un niveau acceptable en dépit du

temps et de la température de conservation.

Aprés 24 heures, I’effet inhibiteur de ’HE se maintient aussi bien & 4°C (2x10?%/
5.6x10% UFC/g) qu’a 20°C (1.8x10% 3.25x10* UFC/g) pour la MMAT (planche: A4, A5).

Concernant les staphylocoques, et malgré leur apparition a 20°C, la qualité
bactériologique de la créme patissicre additionnée d’HE reste excellente aussi bien que celle

conservée a 4°C.

Aprés 48 heures, la charge bactérienne est plus importante, on a dd diluer plus les

échantillons pour les rendre dénombrables.

Dans les boites conservées a 4°C, la charge bactérienne est de 1.2x10* UFC/g de
MMAT et de 3x10% UFC/g de staphylocoques pour 1’échantillon contenant I’HE, alors qu’elle
dépasse les 8x10* UFC/g de MMAT et 3x10%® UFC/g de staphylocoques pour le second
échantillon sans HE (Planche: A6).

A température ambiante, les boites de préléevement de la creme patissiére contenant de
I’huile essentielle présentent une charge bactérienne de 4.2x10° UFC/g de MMAT et 2.8x10°
UFC/g de staphylocoques, tandis que celles sans additif ont une charge de plus de 10° UFC/g
de MMAT et de 1.3x10° UFC/g de Staphylococcus sp. (Planche: A7). Ce résultat est attendu

vu la température élevée et la longue durée de conservation.
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Al.
A2.
A3.
Ad.
A5.
AG.
A7.

AT.(a) — (b)
Planche. Effet conservateur de ’HE dans la créme patissiére préparée

Culture aprés une minute de préparation de la créme patissiére

Culture aprés quatre heures de conservation a 4°C

Culture aprés quatre heures de conservation a 20°C

Culture apreés vingt-quatre heures de conservation a 4°C

Culture apreés vingt-quatre heures de conservation a 20°C

Culture apres quarante-huit heures de conservation a 4°C

Culture sur milieu Chapman, aprés quarante-huit heures de conservation a 20°C

(a): avec HE; (b): sans HE
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La dynamique d’évolution de la charge bactérienne exprimée en UFC/g de creme

patissiére en fonction du temps est représentée par les courbes de la figure 42 A et B.

UFClg
90000 -
80000 -
70000 -
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

4

e MMAT (+HE)
e MMAT (Témoin)
STA (+HE)

e STA (TéMOIN)

24 48 TH

Fig.42.A. Dynamique de variation de la charge bactérienne de la creme patissiere a 4°C
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e MMAT (+HE)
e MIMAT (Témoin)
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e STA (TéMOIN)

0

4 24 48 TH

Fig.42.B. Dynamique de variation de la charge bactérienne de la créeme patissiere a 20°C

«+ Créme patissiere du commerce

Comme la creme patissiére préparée au laboratoire, celle du commerce a été partagée

en deux parties. L’HE n’a été rajoutée qu’au premier échantillon.

Aprés incubation des boites ensemencées, la charge microbienne a été tres importante

pour les deux types d’échantillons (Fig.43). Le nombre de colonies est incalculable sur GN,

sur milieu Chapman et méme a la seconde et a la troisieme dilution.
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(a). (a’). (b). (b)

Fig.43.Culture sur gélose nutritive
(a): avec HE, dilution 10°%;
(a’) : avec HE, dilution 10°%; (b): sans HE, dilution 10%; (b*): sans HE, dilution 107

La charge bactérienne est de 1.2x10° UFC/g de MMAT et de 7.9x10° UFC/g de
staphylocoques pour 1’échantillon additionné d’HE et de 1.21x10° UFC/g de MMAT et de
8.02x10° UFC/g de staphylocoques pour 1’échantillon témoin (Fig.44). On constate qu’aprés
une minute du dépdt de I’extrait bioactif, une légere diminution du nombre des souches est

notée, ce qui montre 1’effet instantané de notre HE.

Fig.44. Culture sur milieu Chapman de la creme patissiére apres une minute
d’addition de ’HE

Aprés 04 heures, 1’échantillon a I’HE conservé a 04°C a présenté une charge
bactérienne de 3.6x10* UFC sur gélose nutritive et de 5.2x10% UFC/g sur milieu Chapman. On
constate une diminution progressive du nombre de colonies bactériennes. Pour le second
échantillon sans HE, la charge bactérienne a légérement augmenté, elle est de 1.32x10° UFC/g
sur GN et de 8.2x10° UFC/g sur milieu Chapman (Fig.45).

ek

Fig.45. Culture de la créepétissiére apres quatre heures de conservation a 4°C

Les échantillons conservés 04 heures a température ambiante présentent des charges
bactériennes de 4.7x10* UFC/g de MMAT et de 9.9x10° UFC/g de staphylocoques dans
I’échantillon a ’HE et plus de 10® UFC/g des deux groupes bactériens pour le second

échantillon.
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Aprés 24 heures et a 4°C, ’échantillon & I’'HE contient 2.03x10° UFC/g de MMAT et
2.2x102 UFC/g de staphylocoques. On remarque que le nombre de microorganismes a encore
diminué. Pour I’échantillon témoin, la charge bactérienne est tres importante, nous avons di
diluer encore I’échantillon & la dilution suivante, ol on a compté plus de 10°® UFC/g dans

toutes les boites (Fig.46).

Fig.46. Culture sur milieu Chapman apreés vingt-quatre heures de conservation a 4°C

Les échantillons additionnés de I’extrait testé, conservés un jour a température
ambiante contiennent 6.68x10* UFC/g de MMAT et 7.5x10%2 UFC/g de staphylocoques. Alors

que pour I’échantillon sans HE, les charges bactériennes sont trés importantes.

Aprés 48 heures, la charge bactérienne augmente pour les deux types d’échantillons.
Elle dépasse les 10* UFC/g pour I’échantillon a 'HE proposée et les 10’ UFC/g pour
I’échantillon témoin. Résultat attendu car la creme patissiere est un produit de détérioration

rapide, elle doit étre consommeée le jour de sa confection.

La cinétique de I’évolution bactérienne pour les deux échantillons de la créme

patissiere du commerce est représentée par les courbes ci-dessous (Fig.47).

UFCIg
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10000000 -
8000000 1 e MMAT (+HE)
6000000 = MMAT (Témoin)
e STA (+HE)
4000000 - e STA (Témoin)
2000000 -
0 \— , . |
‘ 2 8 T(H)

Fig.47.A. Dynamique de variation de la charge bactérienne de la créme patissiere du
commerce a 4°C
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Fig.47.B. Dynamique de variation de la charge bactérienne de la créme patissiere du
commerce a 20°C

Les résultats statistiques révelent que la différence du nombre de MMAT et de
Staphylococcus sp. ne devient significative qu’aprés 24 heures de conservation de la créme
patissiere fabriquée au laboratoire, alors que pour celle du commerce, la différence devient
significative a partir de quatre heures de conservation, puis tres hautement significative apres

24 heures.

Il parait clairement que I’ajout de I’huile essenticlle de Géranium rosat permet une
réduction significative du nombre de Staphylococcus sp. et de la MMAT en générale, ce qui
confirme les résultats obtenus "in vitro". En effet, on remarque que des les premiéres heures
d'entreposage, I'huile de Géranium a permis une réduction du nombre bactérien, alors que
dans les autres spécimens dépourvus de I’HE, on constate une augmentation de ce dernier.
Cela montre que I’effet de I’HE est instantané. Cette réduction est plus importante & 4°C, ceci
peut s’attribuer au fait qu’a cette température, la concentration en HE est maintenue et

I’évaporation est moindre.

On remarque également que les échantillons enrichis par I’HE et conservés toute une
journée a 20°C présentent une charge bactérienne moins importante que 1’échantillon a To ce

qui prouve que son activité progresse dans le temps, allant jusqu’a 24 heures.

On constate également que I’huile essentielle de Pelargonium graveolens possede une
excellente rémanence car malgré la variation de la température et le temps passé la charge
bactérienne reste dans la norme permise avec un nombre moins important par rapport a

I’échantillon témoin.
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H.J.D. Dorman et al. ont rapporté¢ que l'ajout d’extraits de plantes aux produits
alimentaires, ne causerait aucune modification des propriétés organoleptiques et retarderait la
contamination microbienne [303]. C. N. Wendakoon et M. Sakaguchiont rapportent un effet
synergique entre le chlorure de sodium et les HES. Le mécanisme suggeéré pour son interaction
avec l'eugénol est l'augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire et par
conséquent inhibition de la croissance bactérienne en raison de son action sur les enzymes
intracellulaires [304]. N. Matan et al. ont testé des mélanges d'HEs de cannelle et de Clous de
girofle sur des souches Staphylococcus aureus sous atmosphere modifiée (O2 : < 0.05 a 10%
et CO2: 20 ou 40%). Cette combinaison a augmenté considérablement I'efficacité
antibactérienne [305].

Des études faites a travers le monde, montrent également que les huiles essentielles
peuvent étre ajoutées pratiquement a tous les aliments. Les effets organoleptiques indésirables
peuvent étre limités en sélectionnant soigneusement ’huile essentielle selon le type d’aliment
considéré. L’emploi des huiles essentielles lors de la transformation des aliments peut

présenter un triple intérét: aromatisant, antioxydant et antimicrobien [5].

Le résultat de la dégustation de la créeme patissiere a base de Géranium rosat indique
que l'acceptation est unanime par 1I’ensemble des personnes ayant eu recours a ce test. Le goQt

est jugé bon pour 60% des sujets interrogés et tres bon pour les 40% restants.

Notre étude confirme I'intérét des HEs offrant ainsi un patrimoine a préserver, a
développer et a valoriser, dans la mesure ou nos résultats constituent, une base essentielle en

faveur de leur exploitation dans l'industrie agroalimentaire, secteur émergeant dans notre

pays.

2. En tant que produit antiseptique

La main de I’homme est porteuse d’une microflore en perpétuelle variation. Elle est
caractérisée par une gestuelle active la mettant en contact permanant avec des sites
extrémement divers et souvent tres pollués [306]. On rapporte que la densité moyenne de la
microflore des mains varie de 10* & 10’ UFC/cm? [307]. Parmi les principaux
microorganismes manu-portes les staphylocoques occupent une place prépondérante et leur
densité varie de 10%a 10® UFC/cm? au niveau des zones humides tel que la paume de la main
et les espaces interdigitaux. Elle est de 10 & 10° UFC/cm? au niveau des zones séches comme
le dos de la main [308].
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Dans notre étude, aucun prélévement n’a été effectué au dela de 03 heures apres le
lavage des mains car au-dela de ce temps, il n’y a pas de changement de tendances et que les

étudiants se relavent automatiquement les mains.

Aprés incubation, les cultures des empreintes étaient confluentes dans la plupart des
prélevements effectués avant lavage des mains, ce qui a rendu difficile leur dénombrement.

Nous avons supposé qu’un cm? de cultures confluentes est égal a 5x102 UFC.

On dénombre dans les boites de prélevements effectués avant le lavage au savon
4.8x10% UFC/cm? de MMAT et 3.8x10? UFC/cm? de staphylocoques. Ce qui témoigne de la

collaboration des volontaires en respectant les consignes demandées.

La caractérisation biochimique des cellules de divers colonies sur GN ainsi que sur
milieu Chapman a permis d’associer les bactéries aux genres Staphylococcus (S. epidermidis,
S. hominis, S. aureus, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. warneri), Bacillus, Enterococcus,

Pseudomonas ou encore aux especes Corynebacterium jeikum, Acinetobacter baumannii, etc.

Les cultures des prélevements effectués aussitot apres le lavage des mains montrent

une diminution trés importante au niveau de toutes les boites.

Apres le lavage au savon ordinaire, la présence de colonies bactériennes concerne 70%
des sujets (Fig.48), représentée en moyenne par 9 UFC/cm? de MMAT [0-16 UFC/cm?] et
6 UFC/cm? de Staphylococcus sp. [0-10 UFC/cm?]. 1l pourrait s’agir de bactéries de la
microflore résidente, mais aussi du niveau de respect du protocole de lavage décrit

précédemment.

La situation est nettement meilleure aprés lavage des mains au savon a base de I’HE de
Pelargonium graveolens, ou I’on note une absence totale de cultures microbiennes pour les
deux groupes physiologiques bactériens recherchés. Ces résultats sont une preuve
supplémentaire de la bonne activité de I’HE en question, aussi bien vis-a-vis de la microflore
de contamination que la microflore résidente représentée par les staphylocoques. C’est ce qui

nous a conduit a prévoir un second prélévement apres une heure de temps.

()

Fig.48. Culture aprés une minute du lavage des mains
(a) : au savon a base d’HE de P. graveolens ; (b) : au savon sans additif
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Une fois ’heure écoulée, la croissance bactérienne est constatée sur toutes les boites
de préléevement fait aprés lavage au savon ordinaire et le dénombrement donne en moyenne
1.4x10? UFC/cm? de MMAT [52— 2.3x10% UFC/cm?] et 10> UFC/cm? de staphylocoques [60-
1.9x 102 UFC/cm?] (Fig.49).

Fig.49. Cultures apres une heure du lavage des mains au savon ordinaire
(a) : MMAT ; (b) : Staphylococcus

Pour les prélévements aprés lavage au savon a tester, une croissance bactérienne est
décelable dans 80% des boites de gélose nutritive avec une colonisation moyenne de
49 UFC/cm? et 55% des boites de gélose Chapman avec une moyenne de 12 UFC/cm?. On
constate que la microflore résidente et de contamination s’est reconstituée mais reste a des

niveaux bas par rapport aux cas précédents (Fig.50).

Fig.50. Cultures apres une heure du lavage des mains au savon proposé
(@) : MMAT ; (b) : Staphylococcus

Deux heures apres le lavage des mains et apres que chaque étudiant ait repris ses
activités habituelles, les résultats montrent que les bactéries ont proliféré dans tous les cas.
Exception est constatée dans 10% des prélévements d’échantillons aprés lavage des mains au
savon additionné d’HE ou il n’y a aucune croissance de Staphylocoques. La charge
bactérienne est beaucoup plus importante pour la premiére tranche d’étudiants, ou elle dépasse
102 UFC/cm? sur toutes les empreintes (2x10?> UFC/cm? de MMAT et 1.5x10> UFC/cm? de
staphylocoques) (Fig.51).

(o) B :
Fig.51. Cultures apreés deux heures du lavage des mains
(@) :ausavon a base d’HE de P. graveolens ; (b) : au savon ordinaire
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Pour les boites de prélevements aprés le lavage au savon a tester, on remarque une
réduction au tiers et 1’on dénombre en moyenne 70 UFC/cm? de MMAT et 31 UFC/cm? de

staphylocoques.

Aprés trois heures, apparait une croissance bactérienne dans toutes les boites. Cette
croissance est plus importante dans les boites aprés lavage au savon ordinaire. En effet, la
charge bactérienne est indénombrable sur certaines empreintes sur gelose nutritive et dépasse
3x10? UFC/cm? sur gélose Chapman (Fig.52). Dans les prélévements aprés lavage au savon
proposé, la charge bactérienne est moins significative. Elle est en moyenne de 92 UFC/cm? de
MMAT et de 42 UFC/cm? de staphylocoques.

: » (b) =
Fig.52. Cultures apres trois heures du lavage des mains
(@) : au savon a base d’HE de P. graveolens ; (b) : au savon ordinaire

Des taux de réduction (TR) moyens ont été calculés. Les résultats sont résumés sur la

figure 53 ci-dessous.

TR (%)
120 -
100 -
80 - e MMAT (-HE)
60 | - Staphylococcus (-HE)
e MMAT (+HE)
40 = Staphylococcus (+ HE)
20 -
o T T T T ! TempS
Avant 1 min 1h 2h 3h
lavage

Fig.53. Taux de réduction bactérienne apres lavage
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Les résultats des analyses statistiques révelent qu’avant lavage des mains, il n’y a
aucune différence décelable entre les microflores des sujets, par contre aprés le lavage, la
différence entre le nombre de MMAT et de Staphylococcus sp. des sujets testes et celui des

sujets témoins, devient trés hautement significative.

Les résultats des tests bactériologiques réalisés sont tres satisfaisants montrant qu'aprés
un lavage soigneux des mains durant une minute avec le savon proposé, le taux de réduction

bactérienne sur la peau peut atteindre les 100%.

Le savon proposé montre une activité bactéricide prolongée dans le temps, jusqu’a
deux heures apres le lavage des mains, puisque le taux de réduction de Staphylococcus sp. est
resté voisin de 100% chez certains sujets. La microflore ne s’est pas reconstituée malgré la
reprise par les étudiants de leurs activités habituelles, ce qui prouve 1’excellente rémanence du
savon utilisé. Ajouté a tout cela, une bonne odeur attestée par la majorité des étudiants et

aucune réaction allergique visible n’a été signalée.

Quand on sait que contrairement aux résultats obtenus dans notre étude, certains
travaux rapportent une augmentation de la charge microbienne dans certains cas apreés lavage
au savon. Plusieurs hypotheses sont émises pour expliquer ce phénomeéne, la plus reprise fait
état de la mise a nu de la microflore normale de la peau apreés la suppression de la couche
superficielle de 1’épiderme. Ajouté a cela, ’hypothése d’une neutralisation de D’activité
bactéricide des secrétions voir leur élimination de la peau par le savon. A ne pas negliger la
possibilité de contamination lors des prélevements par le matériel (robinet, papier de séchage,
etc.) [309].

Ce savon se confirme comme produit désinfectant et pourrait étre utilisé dans la
désinfection chirurgicale des mains. En effet, il a été démontré que la transmission croisée des
agents pathogéenes par les mains du personnel soignant au cours des soins est la cause
principale des infections nosocomiales et que les staphylocoques, sensibles a I’HE sont les

plus incriminés dans ce type d’infections [310].

Aprés ces résultats trés encourageants, notre étude sur I'efficacité du savon a base de
Pelargonium graveolens mériterait d'étre améliorée et poursuivie en variant les
concentrations de I’HE et le temps d’exposition, sur un échantillon plus large et pourquoi pas
procéder a des essais dans des centres hospitaliers (services de soins intensifs, des bralés,

réanimation, etc.) ou le lavage répété des mains est fortement recommandé.
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Conclusion

L’huile essentielle de Pelargonium graveolens présente plusieurs propriétés
antibactériennes, ce qui fait d’elle une des solutions que 1’on peut proposer pour soulever le

défi de 1’antibiorésistance.

Cette plante, connue surtout sous le nom dialectal de « Attercha » est peu utilisée en
Algérie. Elle est surtout connue pour son aspect décoratif, alors qu’elle possede de grandes
vertus aromatiques et médicinales. Appartenant a la famille des Geraniaceae, ce végeétal
s’adapte parfaitement au climat méditerranéen et rien ne s’oppose a sa culture intensive, la

région de récolte de notre échantillon (Chiffa) en est I’exemple édifiant.

Le taux d’humidité des parties aériennes considérées est comparable aux taux normaux
(70.16%) et les observations descriptives des coupes histologiques ne laissent apparaitre

aucune spécificité notable quand a la forme et la disposition des poils sécréteurs.

L’HE obtenue par hydrodistillation est liquide, de couleur jaune verdatre, possédant
une odeur rosée citronnée caractéristique de la plante. Le rendement et les indices physiques
de I’essence sont a des taux compris dans 1’intervalle des normes ISO et AFNOR. Les
facteurs extrinséques ont une influence certaine sur le rendement en HE, qui peut étre
augmenté par des améliorations génétiques, ou encore, par optimisation des conditions de

culture.

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
a permis d’identifier quarante composants correspondant a 96.86% des constituants isolés.
Cette huile est composée principalement de citronellol, de géraniol, de formiate de
citronellyle, de 10-épi-y-eudesmol, d’acétate de géranyle, de linalol, de butyrate de géranyle,
de longifoléne et de I’isomenthone. Les concentrations des autres constituants sont inférieures
a 3%.

Du point de vue biochimique, les constituants de cette HE se répartissent sur sept
familles, représentées essentiellement par des alcools monoterpéniques (38.85%), des esters

terpéniques (29.54%) et des sesquiterpénes (14.97%).

Le profil chromatographique de I’essence de la dite plante permet de 1’associer au

chémotype «citronellol » et au cultivar « Egypte ». Le Géranium rosat aurait plusieurs
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comportements dictés par le milieu écologique, le climat, I’altitude, la pluviométrie et la

nature du sol, facteurs importants qui influenceraient la biosynthése des constituants volatils.

Par ailleurs, les 150 souches bactériennes isolées a partir d’infections communautaires
sont multirésistantes aux antibiotiques, avec un pourcentage de souches BLSE et MRSA assez
élevé. Cependant, ces souches sont sensibles a I’'HE de Pelargonium graveolens, a I’exception
d’Escherichia coli et Proteus mirabilis. Les valeurs absolues des diametres des zones
d'inhibition montrent de larges écarts allant de 7.20 mm a 42.80 mm, ce qui témoigne d’un

comportement variable selon le groupe physiologique bactérien.

Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter sakazakii, E. cloacae, Citrobacter
koseri et C. freundii sont sensibles a I’HE avec des diamétres de zones d’inhibition qui varient
dans un intervalle relativement étroit reflétant un comportement identique des especes du
deuxiéme sous groupe de la famille des Enterobacteriaceae.

Les souches Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa trés résistantes aux
antibiotiques et a ’origine de plusieurs échecs thérapeutiques montrent une sensibilité a
I’huile testée, encore plus appréciable pour A. baumannii, ce qui témoigne encore une fois du
role éco-biologique de protection de I’HE vis a vis des bactéries de I’environnement immédiat

de la plante.

L’activité antibactérienne est encore beaucoup plus importante sur les cocci a Gram
positif. En effet, les staphylocoques sont tres sensibles, en particulier Staphylococcus aureus.
Streptococcus agalactiae et Enterococcus faecalis sont extrémement sensibles a 1’huile. 1l ne
ressort aucune relation directe entre la résistance aux antibiotiques et la sensibilité a I’HE de

P. graveolens.

Les MRSA ou encore les entérobactéries résistantes aux [-lactamines, bactéries de plus
en plus incriminées et qui posent d’énormes problémes de santé, ont montré une sensibilité
comparable a celle observée pour les souches sensibles (MSSA et entérobactéries non
productrices de BLSE). Ce qui nous laisse déduire que les enzymes impliquées dans la

résistance aux antibiotiques chez ces bactéries n’ont aucun effet sur I’huile essentielle testée.

La valeur moyenne des concentrations minimales inhibitrices est de 1%. Toutes les
souches testées sont sensibles a des concentrations inférieures ou égales a 2% d’huile
essentielle. On enregistre une meilleure activité sur les cocci a Gram positif avec des CMI

variant de 0.1% a 0.5%. Les concentrations minimales bactéricides de 1’huile sont beaucoup
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plus importantes et déepassent les 4% pour les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa,
elles sont de 2% pour Acinetobacter baumannii et sont inférieures ou égales a 0.7% pour les
cocci a Gram positif testés. Il n’y a pas de différence significative entre les valeurs des CMI et
des CMB des souches résistantes aux antibiotiques (productrices de B-lactamases a spectre

élargi et Staphylococcus aureus résistants a la méthiciline) et celles des souches sauvages.

L’activité de I’huile essentielle est de type bactériostatique sur les entérobactéries et
P. aeruginosa et est bactéricide vis-a-vis d’A. baumannii et les cocci a Gram positif testés.
Encore meilleur est ce pouvoir bactéricide sur les souches Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae et Enterococcus faecalis. Il ressort alors, une activité concentration
dépendante vis-a-vis des bacilles a Gram négatif alors qu’elle est temps dépendante sur les
cocci a Gram positif. Ceci ouvre des perspectives d’utilisation de cette HE vis-a-vis de ces
souches en faible concentration ce qui réduirait le risque de toxicité et permettrait son usage

interne au niveau des muqueuses.

L’activit¢ de I'HE sur la plupart des bactéries testées dans cette étude semble
s’expliquer par la présence en forte concentration d’alcools terpéniques. Ces derniers sont
actifs sur les cellules bactériennes car solubles dans les milieux aqueux, ils provoquent
d’importants dommages sur les parois bactériennes. Nous pouvons poser la question suivante:
Par quel moyen procéder a I’amélioration de la productivit¢ de ces composés et par

conséquent, augmenter 1’activité antibactérienne de cette huile essentielle ?

L’effet synergique de I’HE de Pelargonium graveolens avec les différents
antibiotiques a permis une augmentation de tous les diamétres des zones d’inhibition. Ces
changements sont devenus significatifs dans plus de 35% des associations, avec une meilleure
synergie avec les aminosides (gentamicine et amikacine), la ciprofloxacine, triméthoprime +
sulfaméthoxazole, nitrofurantoines et la fosfomycine, antibiotiques trés utilisés en médecine

humaine et vétérinaire.

L’HE etudiee est un agent antibactérien naturel efficace et devrait étre utilisé comme
produit antiseptique, mais aussi comme conservateur de denrées alimentaires, exposées aux
contaminations microbiennes notamment par les staphylocoques. Ainsi, I’addition de I’HE de
Pelargonium graveolens aux crémes patissieres a permis une réduction significative du
nombre de Staphylococcus sp. et de la microflore mésophile aérobie totale, ce qui réconforte

les résultats obtenus "in vitro".
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En plus d’une excellente rémanence, malgre la variation de la température et le temps
passe, la charge bactérienne reste significativement réduite par rapport a 1’échantillon témoin
méme aprés une journée de conservation a température ambiante ou encore 48 heures de
conservation a 4°C. De plus, sa bonne saveur est attestée par ’ensemble des sujets ayant
godté cette creme patissiere. Des études ultérieures plus approfondies doivent étre effectuées

afin de vérifier son innocuité par des tests de toxicité et d’allergénicité.

Une bonne activité antiseptique du savon a base d’HE de Pelargonium graveolens
s’exprime par la diminution trés hautement significative et le maintien a un niveau bas de la
MMAT et de Staphylococcus sp. jusqu’a trois heures aprés le lavage. Ceci trouve un intérét
économique quand a la réduction du nombre de lavage des mains notamment chez le

personnel soignant.

Cette étude conforte les opinons portant sur le grand intérét qu’offrent les HES comme
un des éléments contribuant a la solution des problemes de résistances et de la limite des
syntheses chimiques de produits antimicrobiens. Ainsi, c’est un patrimoine a préserver, a
développer et a valoriser, dans la mesure ou nos travaux et les applications concretes
proposées, constituent une base non négligeable en faveur de leur exploitation dans I'industrie
agroalimentaire. Ils laissent également entrevoir des perspectives d’application dans les
processus de décontamination et de désinfection chirurgicale des mains, des surfaces et du

matériel médico-chirurgicales, et ce, aprés étude et conception de formules adaptées.
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Perspectives

Ce travail constitue une ébauche pouvant servir de base a des etudes plus élaborées sur

un groupe bactérien plus conséquent et physiologiqguement diversifié, dans la perspective

d’une meilleure valorisation et des applications plus élargies par :

Amélioration génétique de la plante afin d’avoir un meilleur rendement en HE et une
meilleure qualité.

Analyse approfondie de la composition chimique du cocktail et de chague composé
actif.

Essais sur des champignons, virus et parasites.

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

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

Réalisation de tests complémentaires afin de s’assurer de la non interférence de
I’action du principe actif avec les cellules immunitaires (effet protéolytique sur les
IgA)

Conceptions de formules galéniques adaptées.
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Annexe 1. Principales familles de plantes aromatiques [93]

Coniféres

Monocotyles et
Dicotyles

Cupressaceae

Pinaceae

Anacardiaceae

Annonaceae
Apiaceae

Apocynaceae
Araceae
Asteraceae

Chenopodiaceae

Chloranthaceae

Geraniaceae
Iridaceae
Lamiaceae

Cupressus
Juniperus
Thuja
Abies
Picea
Pinus
Heeria
Schinus
Monodora
Ammi
Anethum
Coriandrum
Diplolophium
Foeniculum
Ligusticum
Steganotenia
Carissa
Acorus
Achillea
Artemisia
Baccharis
Matricaria
Solidago
Tanacetum
Chenopodium

Hedyosmum
Pelargonium
Iris
Aeollanthus
Hyptis
Hyssopus
Lavandula
Melissa
Mentha

Minthostachys

Monarda
Ocimum

Origanum

Rosmarinus

Salvia
Thymus

Cupressus lusitanica
Juniperus virginiana
Thuja occidentalis
Abies balsamea
Picea mariana
Pinus mugo
Heeria insignis
Schinus molle
Monodora grandiflora
Ammi visnaga
Anethum graveolens
Coriandrum sativum
Diplolophium africanum
Foeniculum vulgare
Ligusticum scoticum
Steganotaenia araliacea
Carissa edulis
Acorus calamus
Achillea millefolium
Artemisia absinthium
Baccharis salicifolia
Matricaria chamomilla
Solidago canadensis
Tanacetum vulgare
Chenopodium
ambrosioides
Hedyosmum angustifolium
Pelargonium graveolens
Iris florentina
Aeollanthus pubescens
Hyptis suaveolens
Hyssopus officinalis
Lavandula angustifolia
Melissa officinalis
Mentha piperita
Minthostachys andina
Monarda fistulosa
Ocimum basilicum
Ocimum canum
Origanum vulgare
Rosmarinus officinalis
Salvia officinalis
Thymus vulgaris


https://en.wikipedia.org/wiki/Monodora_grandiflora
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Annexe 1. Principales familles de plantes aromatiques (suite) [93]

Monocotyles et

Dicotyles

Lauraceae

Liliaceae
Malvaceae
Meliaceae
Moraceae

Myricaceae
Myristicaceae

Aniba

Cinnamomum
Laurus
Sassafras
Allium
Abelmoschus
Cedrela
Ficus
Myrica
Myristica

Aniba parviflora
Aniba rosaeodora
Cinnamomum camphora
Laurus nobilis
Sassafras officinalis
Allium sativum
Abelmoschus moschatus
Cedrela odorata
Ficus elastica
Myrica gale
Myristica fragrans


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ficus_elastica
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Annexe 2. Fiche d’enquéte ethnobotanique sur le Géranium rosat

R GION & o
Sexe : Féminin ] Masculin []

Age :

e 0] {11 [0 PR

Utilisez vous des plantes pour traiter des maladies : Oui  [__] Non [ ]

SioUl, quelles MAlAIES & ....vinit i e e e e
Connaissez-vous le géranium rosat :  Oui  [__] Non [ ]

Connaissez-vous un autre nom de Cette plante & ........coiiiiiiiin e

Est-ce que vous I'utilisez: Oui [ ] Non [ ]

Usages : thérapeutiques [ ]  culinaires [ | cosmétologiques [ | décoratifs [ |

D’ou est ce que vous vous procurez la plante ? : Herboriste [ | Culture [ | Récolte spontanée [ |
Vous récoltez le plante en : Hiver [] Printemps [ ] Et#¢[ ] Automne [ ] Toute I’année []

Quelles sont les parties que vous utilisez ?: Feuilles [ |  Fleurs [__] Tige[ |  Racine [ ]

Usage : Aprés séchage [ | Fraiches [ ]

Usage : Interne  [_| Externe ]

Y LT T £ 1) o TP
La plante est utilisée : Seule [_] en recette (mélangée) [ |

Mode de préparation €t PrOPOItIONS : ........cccieirieirieririeie ettt
Fréquence dUtiliSation ... ..ottt e

L’utilisation se fait chez : Toute personne [_| Adulte [ | Enfant [_] Homme [__]Femme [ ]

Administration :  Avantlesrepas [ | Apréslesrepas [ |lanuit [ ] lematin [ ]
Le résultat obtenu est : Rapide [ ] Lent [ ]
La plante est utilisée a titre : Préventif [ | Curatif [ ]

EfFetS INAESITADIES oot e e
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Annexe 3. Composition des milieux de culture et réactifs (par litre d'eau distillée stérile):

Gélose nutritive :

ST 0] (0] 0 10g
EXtrait de viande............cooimiiii i 39
EXTrait e VU, ... e 39
Chlorure de SOIUM. ...t e 5¢
N T 189
pH=7.3 +/- 0.2

Milieu Chapman :

Extrait de vIande.........oo.iiiiiii e 39
EXtrait de JOVUIE. ... ..o 39
1157/ 100 T 59
Peptone bacteriologiqUe. ..........oevir i, 109
Chlorure de SOdIUM. ...t e 709
MaNNITOL. ... 10g
Rouge de Phenol...... ..o 0.05g
o T | PR 189
pH=7.4

Gélose base au sang :

Peptone de VIANGE. ... ... 10g
EXtrait de CaSIBNE. ... .t 59
EXtrait de leVUIE. ..., 39
Chlorure de SOIUM. ... .. ui e e 5¢
F o | P 189

pH=6.9 +/- 0.1
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Gélose TSI :

Peptone de VIANE. ... ..ovii e 159
e 10] (101N 0T 0] 0] 59
EXtrait de VIANGe. ... 39
EXtrait de JOVUIE. ... ..o e 39
GIUCOSE. ... vt e 19
SACCNAIOSE. . ...ttt et 10g
N o1 01 10g
Citrate de Fer ammoniacal.............oooiiriiiii 0.39
Chlorure de SOIUM. .. ..o e 59
Sodium ThioSUITate. ... ..o 0.3g
RoUGE de PhENOL. ... o 0.05g
N 189
pH=7.4 +/-0.1

Milieu de conservation :

Extrait de vIande...........ooiiiii e 39
PrOteOSE PEPLONE. .. ..ttt ettt et 10g
Chlorure de SOAIUML. ... ..uieii e e et et eae e eeaans 39
Disodium phosphate. .........couiiiiiiii i e 0.89

A AT . e 10g
pH=7

Milieu Muller-Hinton :
EXtrait de VIande. ... ..o 300g
Hydrolysat acide de Cas€ine.............coovvririiiiiiiii e, 17.59

AMIAON U8 MATS. ...ttt 1.59
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pH=7.2-7.4

Bouillon nitrate :

Peptone de VIANde. ... ....ovnnii e e 10g
EXtrait de viande..........cooiiriiiit i 59
Chlorure de SOIUM. ... ... i e e e e e 59
Nitrate de POtaSSIUM. ... ...t 19
PH=7.2

Eau physiologique distillée :

Chlorure de SOOIUM. ...t e e 99
BaUu diStill@e. ... ..o 1000ml
pH=7

Solution d'eau oxygénée a 10% :
Eau OXYGENEE 10 V.. 0.5ml

Bau distillEe. . ..o 14.5ml

Lugol pour coloration de Gram:

10dE BN PAIIIEEES. ... v ettt e 1g
[OAUIE de POLASSTUIM. ...\ .uitit ettt ettt e e e eee e 19
Bau distillée. ... v 14.5 ml

Etalon 0.5 McFarland (DO =0.08 a 0,1 & 625 nm)
Chlorures de baryum dihydraté (1%0).........coovriiriiiii e 0.5ml

Acide sulfurique (1%0).....ovineii i 99.5ml
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API Staph. Medium :

EXtrait de leVUIe. .. ..o, 05¢g
BaCtOPEPIONE ..ot 109
N L. 50
OlgOBIEMENTS. . ...t e e e 10 ml
Eau déminéraliS€e. ..........ouiuiiniiit it 1000 ml

pH:7.0-7.4
Réactif VP 1 :
Hydroxyde de potasSiUm........o.oiuiirit i e e 409

Bau deminéraliSEe ......nnnnneeeee et e 100 mi

Réactif VP 2 :

O-NAPNEOL . L 64

Ethanol. ... ..o 100 ml
Réactif NIT 1:

Acide sulfanilique ..o 049

ACIHE ACEBTIGUE. ...t 309

Eau demInEraliSEe ... ... 70 ml
Réactif NIT 2:

N,N-diméthyl-1-naphtylamine................cooiiii e 069

ACIAE ACELIQUE. ...ttt e e 309

BaU ABMINEIAlISBE ... e 70 ml
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Réactif ZYM A:

Tris-hydroxyméthyl-aminomeéthane..................oooiiiiiii i, 25¢
Acide chlorhydrique @37 %0 ......ovviniiii 11 ml
Laurylsulfate Na. ... ..o 109
Eau déminéraliSEe..... ..o 100 ml

Réactif ZYM B:

Fast BIlue BB......ooi 0.35¢

2-MEthoXY €thanol............c.oiiiii e, 100 ml
Réactif JAMES:

HC TN e 100 ml

ComPOoSant J 2183, .. 0.66 g

API NaCl 0,85 % Medium:
Chlorure de SOdiUML. .......oouiinii e 8549

Bau demineraliSEe. .....ovvreeeiet e 1000 ml

Violet de gentiane :

Violet de gentiane. ...........ooviniiniit e 10g
Ethanol (00°). ... e 100 ml
PRNOl. ..o e 209
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Fuchsine :

FUCRSING DaSIQUE. ... vttt e e 10g
PRBNOL. ..o 50g
Ethanol. ... 100 ml
Eau distillée. ... ..., 1000ml

Api GP Médium :

NIN :

0 £5) 11 T 0.59
Tryptone (OTiZINE DOVINE). .. .ouiiniti ettt eeeaens 209
Chlorure de SOIUML. .....ueei e e 59
SUIfite e SOTIUM. ... . e 0.59
Rouge de Phenol. ... .. ..o 0.17g
Eau déminéraliSEe. .........ouiuieiei it 1000 ml
pH 7.4-7.6

Ninhydrine 2-méthoxyéthanol...............cooiiiiiiiiii e, 79
Ethanol........ouii e 100 ml

API NaCl 0,85 % Medium :

Chlorure de SOdIUML. ... ...uii e e e 8509

Bau déminéralise. ... .oooviiiiee 1000 ml

Réactif TDA :

Perchlorure de fer...... ..o 349

Bau deMINEIraliSBe. . ... 100 ml



B-lactamines

Aminosides

Glycopeptides

Tétracyclines

MLS

Annexe 4. Liste d’antibiotiques

Pénicilline
Oxacilline
Ampicilline

Amoxicilline + acide clavulanique

Amoxicilline
Céfoxitine
Céfotaxime
Céftazidime
Ceftriaxone
Céfalotine
Céfazoline
Ticarcilline

Ticarcilline + acide clavulanique

Pipéracilline

Pipéracilline + Tazobactam

Aztréonam
Cefsulodine
Imipénéme
Streptomycine
Kanamycine
Amikacine
Gentamicine

Néomycine
Nétilmicine
Vancomycine
Teicoplanine
Doxycycline
Tétracycline
Erythromycine
Spiramycine
Clindamycine
Pristinamycine
Lincomycine

* 30ug pour Staphylococcus sp. et 1000ug pour Streptococcus agalactiae.

** 120ug pour Enterococcus faecalis et 500ug pour Streptococcus agalactiae.

P
OX
AM

AMC
AX
FOX
CTX
CAZ
CRO
CF
Cz
TIC
TCC
PIP
TZP
ATM
CFS
IMP

AK
GM

NET
VA
TEC

TE
SR

CM
PM
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10 Ul
1pg
10 g
20/10 ug
25 g
30 ug
30 ug
30 ug
30 ug
30 ug
30 ug

75 1g
75/10 ug

100 pg
75/10 pg

30 g
30 pg

10 ug
300 pg

30-1000 pg*
30 pg
10-120-
500pg**
30 UI

30 g
30 g
30 g
30 g
30 ug
15 g
100 pg
2 ug
15 g
10 ug


http://fr.wikipedia.org/wiki/Streptomycine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Kanamycine
http://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9tilmicine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vancomycine
http://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9tracycline
http://www.cbip-vet.be/fr/texts/FAMOOOL1FL2b.php#lin

Annexe 4.

Quinolones

Rifamycines
Furanes
Acides phosphoniques
Polymyxines
Phénicolés
Sulfamides

Nitrohydroxyquinoléines
Fusidanines

*** 5ug pour Enterococcus faecalis.
**x% 200ug pour les entérobactéries.

Liste d’antibiotiques (suite)

Ofloxacine
Péfloxacine
Lévofloxacine
Ciprofloxacine
Acide nalidixique
Acide pipémidique
Rifampicine
Nitrofurantoine
Fosfomycine

Colistine
Chloramphénicol
Triméthoprime +
Sulfaméthoxazole

Nitroxoline
Acide fusidique

Annexes

OFX 5 Ug
PEF 5 Ug
LEV 5 Ug
CIP 5 Ug
NA 30 ug
Pl 20 pg
RD 5-30 pg***
FT 300 pg
FOS  50-200pg****
CT 10 pg
C 30 pg
SXT  1.25/23.75 pg
NI 30 ug
FA 10 ug


http://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrofuranto%C3%AFne
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Annexe 5. APl 20 E

Tests ® <3
(y compris / including
test GLU)

L OX

API NaCl 0.85 % Medium 5 ml /
API Suspension Medium 5 ml
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ADH
LDC
OoDC
CIT
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TDA
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VP

GEL

GLU
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SOR

RHA

SAC

MEL

Tableau de lecture

2-nitrophényl-RD- 0.223
galactopyranoside
L-arginine 1.9
L-lysine 1.9
L-ornithine 1.9
trisodium citrate 0.756
sodium thiosulfate 0.075
Urée 0.76
L-tryptophane 0.38
L-tryptophane 0.19
sodium pyruvate 1.9
Gélatine (origine 0.6
bovine)
D-glucose 1.9
D-mannitol 1.9
Inositol 1.9
D-sorbitol 1.9
L-rhamnose 1.9
D-saccharose 1.9
D-melibiose 1.9

R-galactosidase
(Ortho Nitrophényl-
RD-
Galactopyranosidase)
Arginine dihydrolase

Lysine
décarboxylase
Ornithine
décarboxylase
Utilisation du Citrate

Production d'H,S
Uréase

Tryptophane
désaminase

Production d’indole

Production d'acétoine

Gélatinase

Fermentation -
oxydation (Glucose)
4)
fermentation -
oxydation (Mannitol)
4)
Fermentation -
oxydation (Inositol)
4)
Fermentation -
oxydation (Sorbitol)
4)
Fermentation -
oxydation
(Rhamnose) (4)
Fermentation -
oxydation
(Saccharose) (4)
Fermentation -
oxydation
(Melibiose) (4)
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Négatif Positif
Incolore Jaune (1)
Jaune Rouge

/orangé (2)
Jaune Rouge
/orangé (2)
Jaune Rouge
/orangé (2)
Vert Bleu-vert/
pale/jaune bleu (3)
Incolore Dépdt noir
[grisatre
Jaune Rouge —
orange (2)
TDA/ immédiat
Jaune Marron-
rougeatre

JAMES / immédiat

Incolore-
vert pale-
jaune

Rose

VP 1+ VP2 / 10 min

Incolore -
rose pale
Non
diffusion

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Bleu - bleu-
vert

Rose-rouge

(5)

Diffusion

du pigment

noir
Jaune -
jaune gris
Jaune
Jaune
Jaune
Jaune

Jaune

Jaune
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Tableau de lecture (suite)

Composants Quantité  Réactions/Enzymes Résultats

actifs (mg/cup) Négatif Positif

AMY Amygdaline 0.57 Fermentation - Bleu - bleu- Jaune
oxydation vert

(Amygdaline) (4)

ARA L-arabinose 1.9 Fermentation - Bleu - bleu- Jaune

oxydation vert
(Arabinose) (4)

(1) Une tres légére couleur jaune est également positive.

(2) Une couleur orange apparaissant aprés 36-48 H d'incubation doit étre considérée négative.

(3) Lecture dans la cupule (zone aérobie).

(4) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I'oxydation commence dans la
cupule.

(5) Une légeére coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre lue négative.



PR i |

NO;
TRP

Annexes

Annexe 6. APl 20 NE

API NaCl 0.85 % Medium

65608865

~ 200 pl

"

API AUX Medium

1996500800080

24:00 +2:00/48:00 |%4

(X X)

29°C+2°C

[JeusuEEs SussEEEEY

&

APl 20 NE

+ -+ - + -

OX

el | NOzu PNPG

)]
=
=

PR i

>
o
T

|t
A
m

pum |
é AM |GLU] e |PAC]
—

O

NO;: NIT 1+ NIT 2(+2Zn)
g TRP : JAMES



NO;

TRP

GLU
ADH
URE

ESC

GEL

PNPG

GLU
ARA
MNE
MAN
NAG
MAL

GNT

CAP
ADI
MLT
CIT

PAC

Potassium nitrate

L-tryptophane

D-glucose
L-arginine
Urée

Esculine
citrate de fer

Gélatine
(origine bovine)

4-nitrophényl-
pD-
galactopyranoside
D-glucose
L-arabinose
D-mannose
D-mannitol
N-acétyl-
glucosamine

D-maltose

Potassium
gluconate

Acide caprique

Acide adipique

Acide malique
Trisodium citrate

Acide
phénylacétique

Tableau de lecture

0.136 Réduction des
nitrates en nitrites
Réduction des
nitrates en azote
0.2 formation d'indole
(Tryptophane)
1.92 fermentation
(Glucose)
1.92 Arginine dihydrolase
0.76 Uréase
0.56 Hydrolyse
0.072 (B-glucosidase)
(Esculine)
0.6 Hydrolyse (protéase)
Gélatinase
0.22 B-galactosidase
(Para-NitroPhényl-
RD-
Galactopyranosidase)
1.56 Assimilation
(Glucose)
1.4 Assimilation
(Arabinose)
1.4 Assimilation
(Mannose)
1.36 Assimilation
(Mannitol)
1.28 Assimilation (N
Acétyl-Glucosamine)
1.4 Assimilation
(Maltose)
1.84 Assimilation
(potassium
Gluconate)
0.78 Assimilation (acide
Caprique)
1.12 Assimilation (acide
Adipique)
1.56 Assimilation
(Malate)
2.28 Assimilation
(Trisodium citrate)
0.8 Assimilation (Acide
phénylacétique)
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Négatif Positif
NIT 1+ NIT 2/5 min
Incolore Rose-rouge
Zn/ 5 min
Incolore Rose-rouge
JAMES / immédiat
Incolore .Rose

vert pale / jaune
Bleu a vert Jaune
Jaune Orange /
rose /rouge
Jaune orange /
rose /rouge
Jaune Gris/
marron /
noir
Non Diffusion
diffusion du  du pigment
pigment noir
Incolore Jaune
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
Transparence  Trouble
transparence Trouble
transparence  Trouble
transparence Trouble
transparence  Trouble
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Annexe 7. API staph.

- Cocci
- Gram +

: - Catalase +
Gélose Colombia au sang / Columbia blood agar

API Staph Medium

Résistance a la
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1 0 RE
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GLU

FRU

MNE

MAL

LAC

TRE

MAN

XLT

MEL

NIT

PAL

VP

RAF

XYL

SAC

MDG

NAG

ADH

URE

Aucun
D-glucose

D-fructose
D-mannose
D-maltose
D-lactose (origine
bovine)
D-tréhalose
D-mannitol
Xylitol
D-mélibiose

Nitrate de
potassium

R-naphtyl
phosphate

Sodium pyruvate

D-raffinose
D-xylose
D-saccharose

Méthyl- aD-
glucopyranoside

N-acétyl-
glucosamine

L-arginine

Urée

Tableau de lecture

1.56

14

14

14

14

1.32

1.36

14

1.32

0.08

0.0244

1.904

1.56

14

1.32

1.28

1.28

1.904

0.76

Témoin négatif
(Témoin positif)
(D-Glucose)
Acidification
(D-Fructose)
Acidification
(D-Mannose)
Acidification
(Maltose)
Acidification
(Lactose)
Acidification
(D-Trehalose)
Acidification
(D-Mannitol)
Acidification
(Xylitol)
Acidification
(D-Melibiose)
Réduction des
nitrates en nitrites

Phosphatase Alcaline

Production d'acétyl
méthyl-carbinol
(Voges Proskauer)

Acidification
(Raffinose)
Acidification
(Xylose)
Acidification
(Saccharose)
Acidification
(Méthyl-aD-
Glucopyranoside)
Acidification (N-
Acétyl-
Glucosamine)

Arginine dihydrolase

Uréase

Annexes

Négatif Positif
Rouge —
Rouge * Jaune

NIT 1+ NIT 2/10 min

Incolore- Rouge

rose pale

ZYM A +ZYMB /10 min
Jaune Violet

VP 1+VP2/10 min
Incolore- Violet-rose
rose pale

Rouge Jaune

Jaune Orange-
rouge

Jaune Rouge-
violet

*Les tests MNE et XLT peuvent étre oranges, lorsqu'ils sont entourés ou précédés de tests positifs. On
doit alors les considérer comme négatifs.
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Annexe 8. API strep.

/ oy -
: - Gram +
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VP

HIP

ESC

PYRA

oaGAL

RGUR

RGAL

PAL

LAP

ADH

RIB

ARA

MAN

SOR

LAC

TRE

INU

RAF

AMD

GLYG

Sodium pyruvate

acide hippurique

Esculine
Citrate de fer

Acide
pyroglutamique-
R-naphtylamide

6-bromo-2-
naphtyl-aD-
galactopyranoside
Acide naphtol-
ASBI-
glucuronique
2-naphtyl-RD-
galactopyranoside
2-naphtyl
phosphate
L-leucine-i3-
naphtylamide
L-arginine

D-ribose
L-arabinose
D-mannitol

D-sorbitol
D-lactose
(origine bovine)
D-tréhalose
Inuline
D-raffinose

Amidon

Glycogene

Tableau de lecture

19 Production
d'acétoine
(Voges Proskauer)
0.4 Hydrolyse (Acide
hippurique)
1.16 Hydrolyse
0.152 R-glucosidase
(Esculine)
0.0256 Pyrrolidonyl
arylamidase

0.0376 a-Galactosidase
0.0537 3-Glucuronidase
0.0306 R-Galactosidase
0.0244 Phosphatase
alcaline
0.0256 Leucine

aminopeptidase
1.9 Arginine dihydrolase

1.4 Acidification
(Ribose)
1.4 Acidification
(Aarbinose)
1.36 Acidification
(Mannitol)
1.36 Acidification
(Sorbitol)
1.4 Acidification
(Lactose)
1.32 acidification
(Trehalose)
5.12 acidification
(Inuline)
3.12 Acidification
(Raffinose)
2.56 Acidification
(Amidon)
1.28 Acidification

(Glycogéne)

Annexes

Négatif Positif
VP 1+ VP2/10 min
Incolore Rose-rouge

NIN / jusqu'a 10 min

Incolore- Bleu
bleu pale foncé-Violet
Gris-bleuté
4h 24 h 4h 24 h
Incolore Incolore  Noir Noir
Jaune Jaune Gris
pale pale
Gris clair
ZYMA +ZYMB /10 min
(PYRA & LAQC)
Incolore ou Orange
orange trés pale
Incolore Violet
Incolore Bleu
Incolore ou Violet
violet trés pale
Incolore ou Violet
violet tres pale
Incolore Orange
Jaune Rouge
4h 24h  4h 24 h
Rouge Orange- Orange- Jaune
Rouge Jaune

Rouge ou Orange Jaune franc
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Annexe 9. Article publié

Phyto ()50l

O E L A R E C HERILCHE A L A PR A T I O U E

ARTICLE VOL 13/3 - 2015 - pp.156-162 - do .1007/s10298-015-0950-2

TITRE
Composition chimique et activité antibactérienne de I'huile essentielle de géranium rosat (Pelargonium
graveolens L'Hér.) cultivé en Algérie

TITLE
Chemical composition and antibacterial activity of geranium essential oil (Pelargonium graveolens L’Hér.)
cultivated in Algeria

RESUME

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse de I'huile essentielle des
parties aériennes de Pelargonium graveolens, obtenue par hydrodistillation, a permis d’identifier 96,86%
de ses constituants. Les composants majeurs sont : le citronellol (19,22%), le géraniol (14,03%) et le
formiate de citronellyle (10,02%). L'étude de I'activité antibactérienne de cette I'huile essentielle sur une
population bactérienne composée de cent trente souches isolées d’infections communautaires montre que
la valeur moyenne des concentrations minimales inhibitrices (CMI) est de 1%. Toutes les souches testées
sont sensibles a des concentrations inférieures ou égales a 2% d’huile essentielle. On enregistre une
meilleure activité sur les cocci a Gram positif, avec des CMI variant de 0,1% a 0,5%. Les concentrations
minimales bactéricides de I'huile (CMB) sont beaucoup plus importantes et dépassent les 4% pour les
entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa, elles sont de 2% pour Acinetobacter baumannii et sont
inférieures ou égales a 0,7% pour les cocci a Gram positif testés. Il n'y a pas de différence significative
entre les valeurs des CMI et des CMB des souches résistantes aux antibiotiques (productrices de B-
lactamases a spectre élargi et Staphylococcus aureus résistants a la méthiciline) et celles des souches
sauvages. A partir de ces résultats, on peut proposer I'usage de cette substance naturelle en industrie
pharmaceutique dans la lutte contre la contamination, la colonisation et la formation de biofilms.

ABSTRACT

The analysis by gas chromatography coupled to the mass spectrometry of essential oil of aerial
parts Pelargonium graveolens obtained by hydrodistillation, has identified 96.86% of its constituents. The
major components are: citronellol (19.22%), geraniol (14.03%) and citronellyl formate (10.02%). The
study of the antibacterial activity of the essential oil of Pelargonium graveolens on a bacterial population
composed of one hundred and thirty strains, isolated from community-acquired infections, shows that the
average of the minimum inhibitory concentrations (MIC) is 1%. All tested strains were susceptible at
concentrations less or equal to 2% of essential oil. There has been a better activity on Gram-positive cocci,
with MIC ranging from 0.1% to 0.5%. The minimum bactericidal concentrations of the oil (MBC) are much
more important and more than 4% for Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa, and equal to 2%
for Acinetobacter baumannii and less or equal to 0.7% for Gram-positive cocci tested. Moreover, the
difference was not significant between the values of MIC and MBC of antibiotic-resistant strains (producing
strains of extended spectrum B-lactamase and Staphylococcus aureus resisting to the methicillin) and
those of wild-type strains. The total results show an interesting antibacterial activity on bacteria isolated
from community samples especially on Gram-positive cocci. Due to these results, we may propose the use
of this natural substance in the pharmaceutical industry for the fight against contamination and biofilms
composition.
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MOTS-CLES
Pelargonium graveolens, Huile essentielle, Composition chimique, Activité antimicrobienne, Bio-
décontamination
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BIBLIOGRAPHIE
phyto.revuesonline.com/revues/60/10.1007/s10298-015-0950-2.html



http://phyto.revuesonline.com/revues/60/10.1007/s10298-015-0950-2.html

Résumeé

L’analyse par chromatographie gazeuse couplée & la spectrométrie de masse de I’huile
essentielle des parties aériennes de Pelargonium graveolens, obtenue par hydrodistillation, a permis
d’identifier 96.86% de ses constituants. Les composants majeurs sont : le citronellol (19.22%), le
géraniol (14.03%) et le formiate de citronellyle (10.02%). Les constituants de 1’huile essentielle
appartiennent essentiellement aux alcools monoterpéniques (38.85%), aux esters terpéniques (29.54%)
et aux sesquiterpenes (14.97%).

L’huile essentielle (HE) de Pelargonium graveolens est active sur 86.66% des souches
bactériennes testées. Ces souches sont caractérisées par une importante résistance aux antibiotiques, en
particulier les souches Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Streptococcus agalactiae et
Pseudomonas aeruginosa.

L’activité de ’'HE est beaucoup plus significative sur les cocci a Gram positif, du genre
Staphylococcus aussi bien que ceux des genres Streptococcus et Enterococcus. Les diameétres des
zones d’inhibition de ’HE de cette plante varient dans un intervalle assez large allant de 7.2mm a
42.8mm. L’activité est beaucoup plus appréciable sur les espéces des genres Streptococcus et
Enterococcus.

Quand a la concentration minimale inhibitrice (CMI) moyenne, elle avoisine a peine les 0.3%
vis-a-vis des bactéries a Gram positif, alors qu’elle est de 1.5% vis-a-vis des espéces a Gram négatif.
Les concentrations minimales bactéricides de I’huile (CMB) sont beaucoup plus importantes et
dépassent les 4% pour les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa, elles sont de 2% pour
Acinetobacter baumannii et sont inférieures ou égales a 0.7% pour les cocci a Gram positif testés. Il
n’y a pas de différence significative entre les valeurs des CMI et des CMB des souches résistantes aux
antibiotiques et celles des souches sauvages.

L’activit¢ de I’huile essentielle est de type bactériostatique sur les entérobactéries et
P. aeruginosa et est bactéricide vis-a-vis d’A. baumannii et les cocci a Gram positif testés. Encore

meilleur est ce pouvoir bactéricide sur les souches S. aureus, S. agalactiae et E. faecalis.

La synergie de I’HE de P. graveolens avec les différents antibiotiques a permis I’amélioration

de I’activité antibactérienne sur les souches les plus résistantes.

L’addition de I’HE au produit alimentaire (créme patissiére) et au savon a permis une

réduction significative du nombre bactérien. De plus ’HE semble posséder une excellente rémanence.

L’HE de Pelargonium graveolens peut étre proposée comme substitut des additifs utilisés dans
la protection des denrées alimentaires et aussi comme produit antiseptique. Cette substance naturelle
peut étre également modélisée en industrie pharmaceutique dans la lutte contre la contamination, la

colonisation et la formation de biofilms.

Mots clés : Huile essentielle- Pelargonium graveolens- Composition chimique- Antibactérien-

Conservateur- Antiseptique - Bio-décontamination.




