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Electronique 1- Introduction (1/2 %
&' Stéphanois ( ) ‘f _i:.ﬂ'; | l.rf:i Jf'f

nouvelles molécules
antimicrobiennes ?

Evaluation des nouvelles molécules par des techniqu es de laboratoire
standardisées pour I'évaluation des antibiotiques
sur des bactéries résistantes aux antibiotiques et antiseptiques

? Effets
en MEB ?

? Action
des HE?
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K\ Electronique 1- Introduction (2/2)
=

Activité bactériostatique ?

CMI = concentration minimale inhibitrice

. ¥
&’ fy
‘& v
H!‘L‘.‘ i it\l@’t i

Inhibition de la croissance bactérienne ~ [rmmmmrrrrrsss s 13 huiles essentielles

Activité bactéricide ?
Destruction bactérienne

CMB = concentration minimale bactéricide

B

5 huiles essentielles

~gvec des CMI basses

Observation en MEB ?

Avant et apres traitement par 'HE
a une concentration bactéricide

& bactériostatiques
eptIqUﬁ/

1 huile essentielle
bactéricide
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& EFRALL OE STaETITY e

Surface d’une feuille de menthé"&a_§erva.e en MEB

DEFl N |T|ON Mode pression contrélée, sans fixation

Photographie prise iar I. Anselme Bertrand

),

Produits odorants, non solubles dansleau_, constitués par un mélang
de 10 a 300 molécules chimiques aromatiques et volat iles...

.obtenus (AFNORY): PN

-« par distillation a 'eau ou a la vapeur d’'eau de vég  €@taux ou parties'de
végétaux, f
- par expression mecanique du péricarpe frais de cert ' ains citrus »
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DISTILLATION a la vapeur d’eau

J..'..—-ﬁ.-.‘..._ Eau

froide
Vapeur d'eau et eSSENce g

‘l'liET-:-"_.' L . I
- - :J *.

Bac
réfrigérant
Vapeur d’eau
k‘h eau 1

Huile
, essentielle

Cyarom Y|V &+
essencier BRIGANUN

g COMPACTUM
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QUALITE (1/2)

- 100% pure : totale et naturelle

- définie par son espece botanique, son organe disti g, sa
provenance géographique
EXEMPLE : HE dORIGAN

FICHE D'ANALYSE — ANALYSIS SHEET

Nom botanique botanical name Origanum compactum
Nom commun “$rench name ORIGAN COMPACT
Numeéro du lot 4ot number: OCSFPHO0305

Origine -origin : PRANAROM - MAROC
Partie de la plantgart of the plant SOMMITE FLEURIE
Date de distillation distillation date: 06/2004

Date de peremptioneut of date 03/2010
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QUALITE (2/2)
- définie par sa specificité biochimique - contrOlée par des analyses J
appelée chémotype et controlée par physicochimiques
CPG-SM Aspect -physical state | Liquide limpide
Profil CHROMATOGRAPH'QUE Couleur - colour Jaune doré
Odeur - odour Phénolique, épicége
Densité a 20°C density 0,921
Densité a 15°C density 0,925
Indice de réfraction a
20°C - refractive index 1,501 0

1500000 -

Pouvoir rotatoire a 20°C

: : + °
- optical rotation e

1000000

500000 - d H k
. Wil A "

Miscibilité a I'éthanol a | 1,6 vol. d’alcool /
O A A A 80% -miscibility 1 vol. I’H.E

Point d’éclair: flashpoint 56 °C

Time-->
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# sormas o sramivs _ PRANAROM
HE Composants majoritaires HE Composants majoritaires
LEMON géranial (40 %) terpinéne-4-ol (36 %)
GRASS néral (29 %) TEA TREE y-terpinene (17 %)
CANNELLE aldéhyde cinnamique (69 %) a-terpinene (9 %)
, 0 A 1 0
ECORCE eugenol (7 %) PALMAROSA » tgedranu?l (78I /o)12 o
carvacrol (30 %) acétate de géranyle ( 0)
thymol (22 %) acétate de linalyle (38 %)
ORIGAN y-terpinéne (18 %) LAVANDE linalol (27 %)
p-cymene (12 %) CUCALYPTUS 1,8-cinéole (80 %)
y-terpinéne (40 %) limonene (7 %)
AJOWAN thymol (34 %) ..
. 1,8-cinéole (67 %)
p-cymene (15 %) CAJEPUT limonéne (9 %)
eugénol (76 %) : .
GIROFLE acétate d’eugeényle (12 %) ORANGE limonene (9 %)
B-caryophyllene (9 %)
CANNELLE HE a aldéhydes
A (0]
FEUILLE Sl (o1 1) HE phénolées
borneol (27 %) HE & monoterpénols
THYM thymol (13 %)
B-caryophylléne (11 %) HE a oxyde 11

HE a hydrocarbures
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4 Ve 3- Activité antimicrobienne | fﬁ"m
i, B= 3.1- matériel (2/3) =l 7

Pas d’interférence sur
I'effet antimicrobien
des HE

TP

MIJ tl Inerte sur les

’ microorganismes

12

HE = Produits non solubles dans I'eau
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- Entérocoques van A, van B, van C

Staphylococcus aureus
résistants a la méticilline, GISA, hétéroGISA

antibiotiques ——
‘- r'lu 4

Bactéries rares

-Vibrio cholerae
- Listeria monocytogenes

Haut niveau de
résistance aux

-

&b

| .- Souchotheque

Bactéries pathogenes
de la peau et des
muqueuses

- Pasteurella multocida
- Bordetella bronchisepta
- Branhamella catarrhalis

64 souches
bactériennes

- Stenotrophomonas maltophilia

Dot | - Acinetobacter baumanii
actéries nosocomiales ec imipénémase ou BLSE

- Pseudomonas aeruginosa avec BLSE

13
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AN T v #b, 4 ¥
NWETT  Seéphancis 3.2- bacteériostatique (1/2) glﬂ: é/{ﬁ

& EFRALL OE STaETITY e

TECHNIQUE DE DILUTION EN GELOSE
TECHNIQUE STANDARDISEE POUR L’'EVALUATION DES ANTIBI OTIQUES

- dilution de 'HE de 2 en 2 dans une solution d’agar 0,15 %

- préparation de 11 géloses contenant différentes co  ncentrations d’'HE
(0,01 % a 10 % v/v) et d’'une gélose témoin sans HE

- inoculation de I'inoculum bactérien en spot de 10° UFC

CMI =0,62 %

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

concentration minimale d’'HE entrainant une inhibitio n de croissance bactérienrlg
apres 48 heures d’incubation a 37C
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\ = swwe  3.2- bactériostatique (2/2) vl (T

CMI (% v/v) des 13 HE sur les 64 bactéries Gram +, Gram — et P. aeruginosa

HE les + actives SElELS Origan Ajowan Thym Girofle CEENE Lemon Tea tree
ecorce feuille grass
n (Gram+ et Gram-) 62 62 62 61 62 62 57 62
CMl g, v**"<—_016 _ 0,31 0,46 0,62 0,62 1,25 1,25 188 —
n (P. aeruginosa) 2 2 2 2 2 2 2 2
Ecart de CMJ"==**=<Q16-031  1.88-25> 7,5-10 >10 10->10 10->10 10->10 10->10
¥
CMI <2 % viv
HE les - actives Palmarosa = Eucalyptus Cajeput Lavande Orange
n (Gram+ et Gram-) 62 60 59 62 59
CMlg,, &< 10 7,5 10 >10 >10 >
n (P. aeruginosa) E 2 2 2 2 2
Ecart des CMI # >10 >10 10->10 >10 >10

CMI > 2 % y/y |[€r====mesmmmeeaans 16
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ANETT  Seéphanois 3.3- bactéricide (1/7) Sy 3N LU

4 souches bactériennes

- Escherichia coli ATCC 25922

- Staphylococcus aureus ATCC 43300

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

- Streptococcus pyogenes , souche clinique

5 huiles essentielles

- ayant une bonne activité bactériostatique (CMI g4, < 2 %)
- ayant des chémotypes différents

H c CH—ftn—C—n

18
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3.3- bactéricide (2/7)

5 huiles essentielles (suite)

&P v i

HE

CANNELLE
ECORCE

ORIGAN

THYM

CANNELLE
FEUILLE

TEA TREE

Composeés majoritaires

aldéhyde cinnamique (69 %)
eugeénol (7 %)

carvacrol (30 %)
thymol (22 %)
y-terpinene (18 %)
p-cymene (12 %)
bornéol (27 %)
thymol (14 %)
B-caryophylléne (11 %)

eugénol (65 %)
terpinene-4-ol (36 %)

y-terpinene (17 %)
a-terpinéne (9 %)

CMI g9y (Gram+ et -) CMI (P.aeruginosa)

0,16

0,31

0,62

1,25

1,88

CMI (% viv)

>10

>10

>10

19
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Cinéetique de bactericidie ( Time Killing Curve )

1 mL d’une dilution d’'HE dans une
solution d’agar 0,15%
+
9 mL milieu de croissance contenant un
inoculum de 10 "UFC/mL

Dénombrement des bactéries
survivantes a des temps fixes (5mn,
15mn, 30mn, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h, 48h)

‘-t-u- o
;. d L -'P-‘ W :/?‘# &
3.3- bactericide (3/7) Sy N
|
Bouillon ||Bouillon ||Bouillon ||Bouillon ||Bouillon
témoin [HE], [HE], [HE], [HE],

‘ 37<C sous agitation

bactéricidie

chute de 5 log de I'inoculum initial
(réduction de 99,999%) en moins d’'une heure

20
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3.3- bactéricide (4/7)

- l-.ﬁfi.?l.@' M

CINETIQUE DE BACTERICIDIE DE LA CANNELLE ECORCE

SUR Staphylococcus aureus 43300

LogUFC/mL
(0]

DA & 5
5/ 30 60 2h

511
mnimng mn mn

/
\

T

_\

4h 6h 24h 48h

Time

—e— growth control

—u—10%
5%

—%— 1,25%
—e— 0,62%
——0,31%
——0,16%
——0,08%
— —0,04%

Bactéricidie = diminution de 5 log

21
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Stéphanois 3.3- bactéricide (5/7)

LU

Concentrations bactéricides (% v/v) des HE sur les Gram+

S. aureus et S. pyogenes

CANNELLE CANNELLE
ECORCE ORIGAN THYM FEUILLE TEATREE
S.aureus
CMI (% V/Iv) 0,12 0,23 0,31 0,46 0,94
05 mn >10 0,62 >10 1,25 >10
15 mn ;'6'2: @ ;25: >10
30 mn , 0,62 , 1,25 >10
60 mn 0,62 0,62 0,62 1,25
24 h 0,16 0,62 0,62 1,25 ,
S.pyogenes
CMI (% VIv) 0,04 0,16
05 mn >10 @
15 mn >10 , bactéricidie
30 mn 0,62 / / temps /
60 mn éiéb 0,62 dépendante
24 h 0,31 0,62

/ non déterminé

CMB (concentration minimale bactéricide dans le tem

ps le plus bref en moins d’ une heure)
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C = Scéphanois 3.3- bactericide (6/7) ey \ s
Concentrations bactéricides (% v/v) des HE sur les Gram-
E. coli et P. aeruginosa
CANNELLE CANNELLE
ECORCE ORIGAN THYM FEUILLE TEATREE
E.coli

CMI (% viv) 0,08 0,23 0,31 0,46 0,62

05 mn 0,62 0,31 0,31 1,25 1,25

15 mn 0,62 0,31 0,31 1,25 1,25

30 mn 0,31 0,31 0,31 1,25 1,25

60 mn 0,31 0,31 0,31 1,25 1,25

24 h 0,08 0,31 0,31 1,25 1,25

P.aeruginosa

CMI (% viv) 0,16 2,5 >10 >10 >10

05 mn 062 > 125 >  >10 / >10

15 mn 0,62 1,25 >10 / >10

30 mn 0,62 1,25 >10 5 >10

60 mn 0,62 1,25 >10 5 >10

24 h 0,31 * >10 * *

* manque de reproductibilité
/ non déterminé

CMB (concentration minimale bactéricide dans le tem

ps le plus bref
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7= Suphanos 3.3- bactéricide (7/7) il (T

bactéricidie de la Cannelle écorce sur
Pseudomonas aeruginosa 9027

—e— Témoin
—=—0,62% Bactéricidie
—%—0,31% jamais totale
——0,16%
—2—0,08%

bactéricidie de I'Origan sur
Pseudomonas aeruginosa 9027

Temps (heures)

12
—e— Témoin
—%—10%
@ricidie @ —A— 50
o—2,5%

—m— 1,25%

0 0,5 6 24 48

Temps (heures)
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Electronique , . . g
g sennois 4. 1- préparation technique (1/2) 5

Bouillon
avec HE

1 mL d’une dilution d’'HE dans 1 mL d’'une solution d’agar
une solution d’agar 0,15% 0,15%
+ +
9 mL milieu de croissance 9 mL milieu de croissance
contenant un inoculum de contenant un inoculum de
10’UFC/mL 10’UFC/mL

£2
l
]
——
l
=
I
=

Bouillon
témoin

1 goutte de bouillon sur un filtre de porosité 0,2 41 m

Fixation 30 minutes dans un bain de glutaraldéhyde 2 %
puis 3 lavages de 10 min au PBS

Post-fixation 30 minutes dans un bain de tétroxyde d 'osmium 1 %
puis 3 lavages de 10 min au PBS

Sechage et fixation sur un support

Métallisation a I'or-palladium (Polaron, SC 7620)
Observation au MEB HITACHI S3000N + détecteur SE

£2
l
]
——
I
=
I
%o
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K\L"'—-’“ = sewoe 4.1- préparation technique (2/2)

MICROSCOPE
ELECTRONIQUE a
BALAYAGE et a
PRESSION
CONTROLEE

(HITACHI S 3000N)

Equipé d’'une platine a
effet Peltier et d'un
détecteur EDS pour

microanalyse X (QUEST
2L THERMO- NORAN)

Résolution: de 3 a5 nm

¥ "-P#

s ol
i :

Fy

7/
J F\l !

E

PRA? ﬂm
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¥

sennos 4,.2- photographies S. aureus (1/3) s Bt/

Cannelle écorce
8 2,5% (v/v)
A, pendant 15 min

28

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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Electronique Falad P ¥ r |: ,ﬂ"‘
sepnancis 4.2~ photographies S. aureus (2/3) .._.# ale 77

Cannelle écorce
2,5% (vIv)
pendant 15 min

29

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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Microscopie 4— M EB #‘.ﬁ *%
, ....\H\ Electronique

\ . f
\‘;If_: senancs 4.2- photographies S. aureus (3/3) ‘.';j..‘..‘ W

Cannelle écorce
2,5% (v/v)
pendant 15 min

G 20000 EEEGECT

~- .
‘ Photographies prlses par Carson et al (Mi@
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K{:— sannd.2- photographies S. pyogenes (1/3)|....:l.ﬂ.| s{lsff:

& SEPRLIL OF &5 IR L]

Cannelle écorce
0,62% (v/v)
pendant 15 min

G 2500 @& 12. Okv x2.5k  20um : G 2500 12 0KV %3.5k  20um

31

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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\_ﬂx lecéscimiap I
i;l':.—i Spmand, 2- photographies S. pyogenes (2/3)

F, ]
."I_l.
— e _PRANABOM

Cannelle écorce
2,5% (V/v)
pendant 15 min

G 15000 EERIEEHE

000000 WD &6.0mm 12.0kV %15k
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\:h Electronique # 1, ?I 1‘;_
X‘I::—_ senad, 2- photographies S. pyogenes (3/3) b lL.-l v

Cannelle écorce
0,62% (v/v)
pendant 15 min

G 35000 EERIyA=L: . G 35000 BEREEL

33

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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Samme. 4.2- photographies E. coli (1/3) - .i i

Cannelle écorce
1,25% (v/v)
pendant 1min

34

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne



k _ Centre de ] j
Microscopie 4— M E B . | #‘.
d . j_l d. e

L]
[ . . ¥ 'L I
K{J_ Seshenas 4.2- photographies E. coli (2/3) Eu.‘j Wl ;r'f?

Cannelle écorce
1,25% (v/v)
pendant 1min

G 10000 EEEIEEE

35

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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lectronique . . ¥ y” .
K{:‘ e 4.2+ photographies E. coli (3/3) &..uj I,r-ff." 7

Cannelle écorce
1,25% (v/v)

pendant 1 min

G 1500 12.0kV x15k

36

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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B ectronique {, 1.#
S = sewa 4.2- photographies P. aeruginosa h..- !.L-l LA

{ Cannelle écorce
1,25% (v/v)
pendant 1 min

G 15000 I12 0kv x15k

37

Photographies prises par |. Anselme-Bertrand, CMBE®Beulté de Médecine de Saint Etienne
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CMI g4, < 2 %

HE a aldéhydes

HE phénolées

HE a monoterpénols >

HE a oxyde

HE & hydrocarbures

CMI g, > 2 %

8- Conclusion :

/

bactériostase

Il.............

bzoooooooooooo

l4............

nsoooooooooooo

. okt
|ﬁ = Ii" f.;':‘ilf.ﬁﬁ

0000000 foecccceooVecococcoloecooe

« En bactéricidie...

L A

CANNELLE, ,
ECORCE
ORIGAN e
AJOWAN |3
THYM e
GIROFLE 5
CANNELLE, .
FEUILLE
LEMON 7
GRASS
TEATREE. .
PALMAROSA |9
LAvanDpE 10
EucaLYPTus |11
cAaJEpuT |12
ORANGE (13

39
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8- Conclusion :

1

bactéricidie

CANNELLE
ECORCE

CANNELLE
FEUILLE

THYM

Bactéricidie totale sur

ORIGAN

P. aeruginosa

en 5 minutes a 0,62 %

TEA TREE
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- Observation de I'effet MEMBRANAIRE des HE
(détachements, formation de vésicules extra-cellulaires, formation de protoplastes)

-Utilisation complémentaire de la MET

pour observer la morphologie et l'ultra-structure de S micro-organismes
(épaississement des membranes, vacuoles osmotiques,
invaginations de la membrane plasmique dans le cyto plasme,
perte de densité cellulaire, coagulation des composa  nts intracytoplasmiques)

ib) Longbottom and al ‘ m.w Longbottom and al
G 14400 -J G 11700
Jll

. FP 4
n . X
P. aeruginosa sans traitement P. aeruginosa apres traitement

&
par le terpinen-4-ol 2 % (60 min)

-Cinétique de bactéricidie + microscopie électronique + méthode biochimique
= hypotheses sur le mécanisme d’action des HE 41
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