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Résumé

L'objectif de ce travail est d’étudier ’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
extraite a partir de la plante d’Eucalyptus globulus collectée dans la région de Batna et ainsi
de rechercher d’éventuels effets synergiques avec certains antibiotiques et ceci sur des
souches résistantes aux antibiotiques isolées de prélevements cliniques a savoir Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae. L’extraction de I’HE a été assurée
par ’Hydrodistillation a I’aide d’un dispositif de type Clevenger. Le rendement en huile
essentielle est de 1,84%.

Trois méthodes sont adoptées pour 1’évaluation de I’effet antibactérien des huiles
essentielles seules et en combinaison avec les antibiotiques qui sont: la méthode de diffusion
sur disque, la méthode Microatmosphere et la méthode de microdilution.

Les résultats de la méthode de diffusion sur disque ont révélé que ces huiles sont
actives sur les souches testées avec des zones d’inhibition variant de 11,5 a 42,5 mm de
diametre.

Les valeurs de CMI et CMB ont montré que notre huile possede un effet inhibiteur
vis-a-Vvis certaines souches et bactéricide sur certaines autres. Les plus faibles concentrations
minimales inhibitrices et bactéricides de 1,71 et 2,43 mg/ml respectivement étaient
remarquees pour la souche E. coli (EC Al).

Quatre types d’interactions sont observés lors de I’association HE/ATBs (Antagoniste,
synergique, additif et indifférents).

Mots clés: Activité antibactérienne, Huile essentielle, Eucalyptus globulus,
Association HE/ATBs.



Abstract

The aim of this work is to study the antibacterial activity of essential oil extracted
from the plant of Eucalyptus globulus collected in the Batna region and to search for
possible synergistic effects with some antibiotics on antibiotic-resistant strains isolated from
clinical samples, namely Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella
pneumoniae. The extraction of EO was carried by Hydrodistillation using a Clevenger type
device. The yield of essential oil is 1.84%.

Three methods are adopted for the evaluation of the antibacterial effect of essential
oils alone and in combination with antibiotics, which are: the disc diffusion method, the
Microatmosphere method and the microdilution method.

The results of the disc diffusion method obtained revealed that these oils are active on

the strains tested with a diameter of inhibition zone varying from 11.5 to 42.5 mm.
The values of MIC and CMB have shown that our oil has an inhibitory effect on some
strains and bactericidal effect on some others. The low minimum inhibitory and bactericidal
concentrations of 1.71 and 2.43 mg/ml respectively were noticed for the E. coli strain (EC
Al).

Four types of interactions are observed during the EO/ATBs association
(Antagonistic, synergistic, additive and indifferent).

Key words: Antibacterial activity, Essential oil, Eucalyptus globulus, EO/ATBs

association.
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Introduction

La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans
le domaine de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la
gamme d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. Et cela cause un probleme
qui touche la santé publique, cette émergence de la résistance aux antibiotiques, est due a
I’utilisation massive et parfois abusive de ces derniers (Billerbeck, 2007). Alors toutes ces
conséquences ont conduit & une forte demande de nouveaux antibiotiques actifs contre les
germes pathogenes (Fisher, 2008).

Il est donc important d'orienter les recherches vers de nouvelles voies et de trouver
des solutions alternatives, notamment des médecines dites douces, basées sur les propriétés
des plantes médicinales et notamment les huiles essentielles (Ousson et al., 2010).

Les plantes médicinales jouent un réle essentiel dans la prévention et le traitement de
différentes maladies, soit en utilisant la plante entiere ou ses principes actifs, tels que les
huiles essentielles (HE). Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de
la population mondiale utilise régulierement des médicaments traditionnels pour répondre
aux besoins de santé primaires (Wang et al., 2020). De nos jours, environ 3000 huiles
essentielles sont produites et utilisées a travers le monde dans des domaines aussi variés que
la cosmétique, la parfumerie, 1’agro-alimentaire, la pharmacie, et I’aromathérapie (Yoann,
2011 ), elles sont 1'un des métabolites les plus importants, auxquels les chercheurs se sont
intéressés. Les HE sont des mélanges naturels, complexes et volatils, synthétisés par
plusieurs especes de plantes et elle sont connues par plusieurs propriétés biologiques
intéressantes (Bakkali et al., 2008).

La combinaison des huiles essentielles avec une approche thérapeutique aux
antibiotiques pourrait conduire a de nouvelles facons de traiter les maladies infectieuses
(Moussaoui et Alaoui, 2016). En effet, les thérapies combinatoires peuvent étre moins
vulnérables au développement de la résistance aux medicaments et peuvent augmenter
I'efficacité thérapeutique, leurs effets synergiques potentiels fournissent des pistes
pharmacologiques plus larges et peut conduire a des toxicités plus faibles (Khoury et al.,
2019).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des produits antibactériens
naturels en évaluant les propriétés antibactériennes de 1’huile essenticlle d’une plante
médicinale largement distribuée en Algerie, il a’gait de 1’Eucalyptus globulus et 1’étude de

I’association des antibiotiques et des huiles essentielles pour vérifier I’effet généré.




Introduction

En vue de rendre compte de la démarche scientifiqgue adoptée, ce manuscrit
comportera deux parties. Dans une premiére partie, une revue bibliographique sera
présentée en deux chapitres, le premier sur le monde bactérien, généralités sur les
antibiotiques, la résistantes aux antibiotiques, alors que le deuxiéme est consacré a la
description de I’espéce Eucalyptus globulus et des généralités sur les huiles essentielles.

La deuxieme partie du manuscrit est réservée a la partie pratique, et comporte deux
chapitres, le premier regroupe le matériel et les méthodes utilisés, notamment 1’extraction
des huiles essentielles et 1’étude de leur activité antibactérienne et leur effet d’association
aux antibiotiques. Alors que le deuxiéme, comporte les résultats obtenus, suivis d’une

discussion.
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1. Généralites sur les bactéries
1.1. La découverte du monde microbien
Au cours des années 1670 et 1680, un marchand hollandais ‘’Antoni van Leeuwenhoek’’ fut
le premier a décrire 1’existence d’organismes vivants invisibles a I’ceil nu (micro-
organismes). Depuis cette découverte, de trés nombreux micro-organismes furent decrits et
officiellement regroupés au 19e siécle sous le nom de protistes (protistos en grec) (Leclerc
et al., 1995). Parmi les microorganismes essentiels présents dans notre planéte, les
bactéries qui sont des micro-organismes vivants microscopiques unicellulaires
(procaryotes), présentes dans tous les biotopes terrestres. Ils sont symbiotiques dans toutes
les créatures qui affectent le développement, en particulier I’'immunité. Chez I’Homme les
bactéries commensales constituent le microbiote et sont necessaires et bénéfiques a notre
organisme (Anna et al., 2005).
1.2. La morphologie et la structure des bactéries

Les bactéries, par leurs différentes particularités physiologiques, présentent
une grande diversité de morphologie : forme sphérique (Coque), allongées ou batonnet
(Bacille), incurvée (Vibrion), spiralée (Spirochetes), filamenteuse (Actinomycete)
(Figure 1), alors que leur taille est de 1'ordre de 0,2 a 10 um (Foley et al., 2006).

Les caracteres morphologiques sont une stratégie d'adaptation et de survie,
dans I’environnement aquatique ou tellurique, il existe des bactéries qui sont amorphes,
ovoides, cubiques, étoilées, filamenteuses; elles peuvent étre groupées en amas, en paires, et

aussi en rosettes en réseau, en cubes, en corps fructifiant (Figurel) (Leclerc et al., 1995).
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Figure 1 : Morphologie microscopique des bactéries (Leclerc et al., 1995)




Bactéries et Antibiotiques

Chapitre [

La structure de la paroi bactérienne (Tableau 1) permet de diviser les bactéries en
deux groupes qui sont le groupe des bactéries Gram positif et le groupe des bactéries Gram
négatif.

Tableau 1: la structure de la paroi des bactéries Gram Négatif et Gram positif
(Leclerc et al., 1995).

Peptidoglycane
Membrane plasmique est similaire chez les deux classes
de bactéries

= Possedent a ’extérieur de la| = Présentent une fine couche de

membrane cytoplasmique une paroi peptidoglycane localisée dans le
constituée d’une épaisse couche de périplasme entre la  membrane
peptidoglycane associée a des acides cytoplasmique et la  membrane
échoiques. cellulaire externe.

Composée principalement de La membrane externe est
plusieurs couches de polymeére de N- principalement composée de

acétyl-glucosamine et d'acide N-
acétylmuramique.

L'espace péri plasmique, quant a lui
est beaucoup plus étroit

Présente le méme réle de stockage
d'enzymes, de nutriments, de
protéines, d’ions.

Colorées en violet aprés coloration

de Gram.

phospholipides organisés en bicouche
(partie hydrophile a I'extérieur et partie
lipophile a l'intérieur).

Contient aussi de nombreuses protéines
intrinseques, notamment les protéines
de transport.

On retrouve des lipopolysaccharide
(LPS) qui s’activent lors des processus
de lyse cellulaire.

Colorées en rose lors de la coloration de

Gram.
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1.3. Généralités sur les infections bactériennes

Les infections sont des maladies créées par des organismes qui colonisent notre corps,
il y a 4 grandes familles de micro-organismes : les bactéries, les virus, les champignons et
les parasites (Berche et al., 1989).

Les maladies bactériennes ou infections bactériennes sont causées par des bactéries
nocives (également appelées agents pathogenes, agents eétiologiques), qui pénetrent
passivement ou activement dans un organisme végétal ou animal, dans lequel elles se
reproduisent et provoquent une réponse immunitaire. De telles maladies sont souvent
accompagnees, entre autres, d'inflammation, de fiévre, de vomissements et de diarrhées.
Les antibiotiques et autres bactéricides (et certains biocides) sont utilisés dans leur
traitement (Khiati et al., 1998).

2. Les antibiotiques
2.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances d'origine naturelle, produites par des micro-
organismes (champignons microscopiques et bactéries), ou de synthese chimique (Prescott
et al., 1995). Qui a trés faible concentration ont le pouvoir d'inhiber la croissance, voire de
détruire des bactéries ou d’autres micro-organismes sans affecter 1’hote (Khiati et al.,
1998).

2.2. Historique

Le mécanisme d’action des antibiotiques a été découvert accidentellement
par Alexander Fleming en 1928 quand sa culture de bactéries avait été bloguée par la
contamination d'un champignon, la pénicilline. Mais la production industrielle de la
pénicilline ne débutera pas avant 1942 (Messadie, 1995).

La découverte des antibiotiques (Figure 2) a été une découverte médicale majeure qui
a permis de sauver des millions de vie en traitant des infections qui étaient incurables telles
la tuberculose, la pneumonie, la septicémie...., ces bénéfices sont aujourd’hui menaceés par le
développement de resistances aux antibiotiques par plusieurs bactéries responsables
d’infections (Dedet, 2007; Coustes, 2016).
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Figure 2 : Schéma représentant 1’historique de la découverte des antibiotiques (Dedet,
2007; Coustes, 2016).

2.3. Les types des antibiotiques
Les antibiotiques sont représentés principalement par des molécules naturelles et
leurs dérivés. Ils peuvent également d’origine synthétique ou semi-synthétique. Les
antibiotiques synthétiques gagnent en reproduisant des substances artificiellement dérivées
ou des extraits d'origine microbienne. Les antibiotiques semi-synthétiques sont dérivés de
modifications de micro-organismes, de laboratoires et de production de matériel
(Guinoiseau, 2010).

a. Les antibiotiques naturels

Les antibiotiques sont des substances organiques secrétées comme des métabolites
secondaires par certains microorganismes ou produits par synthese chimique. Les
microorganismes producteurs d’antibiotiques sont en nombre trés restreint (Aouar, 2016).

- Soit des champignons inferieurs (mycétes): du genre Penicillium pour les
Pénicillines, Griséofulvine et genre Céphalosporium pour les Céphalosporines (Mehdi,
2008).

- Soit des bactéries : du genre Streptomyces (90 % des antibiotiques sont produits
par des bactéries du genre Streptomyces et genre Bacillus). Comme antibiotiques dont
l'origine est bactérienne on trouve, la Bacitracine, Polymyxine-Colistine, Mupirocine
(Zeghilet, 2009). En outre la fermentation est le procédé le plus habituel pour les composés
naturels, c'est aussi le premier stade de la préparation des antibiotiques de semi-synthése
(chebira, 2009).
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b. Les antibiotiques synthétiques

Certains antibiotiques dont la structure est assez simple sont produits plus
économiquement par synthése que par fermentation. C’est le cas du Florphénicol,
Chloramphénicol, Mono-lactames, (Sahtouri et Yahia, 2019). Elles sont obtenus a partir
de dérivés artificiels ou en reproduisant des substances obtenus a partir de micro-organismes
(Gouari, 2020) , et on distingue aussi des antibiotiques d'origine semi- synthétique, ils
sont obtenus en modifiant en laboratoire une substance produite par un micro-
organisme ( Mehdi , 2008 ).

2.4. Mécanisme d’action des antibiotiques

Contrairement aux conservateurs et aux désinfectants, les antibiotiques sont
généralement trés spécifique pour une structure particuliére de cellules bactériennes. Cette
action trés spécifique explique pourquoi les antibiotiques sont actifs a de tres faibles
concentrations, 1’ordre du pg.ml sur les bactéries importantes de leur développement,
comme la synthése de leurs parois, leur ADN, la synthése des protéines, production
d’énergie .On peut schématiquement (Figure 3) regrouper les différentes familles

d’antibiotiques autour de quatre mécanismes d’action principaux (Singh & Barrett, 2006).

Inhibition de la synthese de la paroi cellulaire .
Inhibition de la synthése des protéines
B-lactames

. Aminoglycosides Macrolides
Glycopeptides g 75 Fie
2 3 Tétracyclines Oxazolidinones
Daptomycine > X
iy Streptogramines
Tunicamycine ; p
H Lincosamides

Bacitracine

i DHP b - DHF -\"»arup_;_mx,:mr'Vv. b
H

3 7
THE dump

o

Sulfaméthoxazole

Quinolones ~m Bi.fa'mpicine )
Novobiocine Inhibition de la synthése d'ARN

Inhibition de la synthése d'ADN

Triméthropine
Inhibition du métabolisme

Figure 3 : Mode d’action des antibiotiques (Singh & Barrett, 2006).
Avec DHP: dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF: tétrahydrofolate
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1. Inhibition de la synthése de paroi bactérienne

Certains ATBs affectant la synthése d’un composant essentiel de la paroi bactérienne
appelé le peptidoglycane en se fixant sur des enzymes appelées protéines de liaison a la
pénicilline indispensables a la synthese du peptidoglycane (Labrousse., 2011). Ces ATBs
sont bactéricides et agissent seulement sur les bactéries en phase exponentielle de
croissance, parmi ces ATBs on trouve la pénicilline et Béta-lactamines (Meyer et al., 2004).

2. Inhibition de la synthese des protéines

Il yades ATBs qui inhibent la synthése des protéines, en se fixant sur la sous —unité
50 S des ribosomes et empéchent la fixation du complexe acide aminé-ARNt sur ces
ribosomes, donc la traduction est bloquée, parmi ces ATBs on trouve la famille des
macrolides (Meyer et al., 2004), (Maalem, 2019).

3. Inhibition de la synthése des acides nucléiques

a. Les antibiotiques qui ciblent ’ARN

Ce mode d’action, on dénombre la famille des rifamycines, composée des
rifamycines A, B, C, D, E, S et SV. Ces antibiotiques ont une structure chimique
macrocyclique et sont isolés de Streptomyces nordia mediterranei (Moroh, 2013). En se
liant a 'ARN polymérase, ces antibiotiques bloquent la formation de brins d'ARN messager,

limitant ainsi la synthese des protéines (Tenstdt, 2010).
b. Les antibiotiques qui ciblent PADN

Selon Plusieurs auteurs, les interactions entre ces antibiotiques avec I’ADN et
les topo isomérases induisent la formation d’un complexe ternaire qui inhibe 1’activité
de I’enzyme impliquée dans cette réaction. (Moroh, 2013). Une cartographie de la
structure chimique des quinolones qui met en évidence la relation structure-activité de ces
antibiotiques a été donc établie (Mitscher et al., 2003; Shen, 2003).

2.5. La Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés en familles ou classes en fonction de leurs propriétés

structurelles. Elles peuvent étre classés selon plusieurs critéres (Tableau 2) : l'origine,

la nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action (Guinoiseau, 2010).
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Tableau 2 : Mode d’action des principales classes d’antibiotique (Guinoiseau, 2010).

Bactéries et Antibiotiques

Classe Origine Mode d action Exemple (;‘nln:.;: :" ;u:-:::‘llll.“?‘_:;:)kg)
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Phénylpropanoides

Srtreptomyces
venezuelae

Macrolides

Strepromyces
ervihiraeus

Se fixent sur
I"ARN 23S de
la sous-unité
50S du
ribosome
empéchant
I'élongation du
peptide au
cours de la
traduction

Chloramphénicol

Erythromycine

Tétracyclines

Srtrepromyces

Bloquent la
traduction en se
fixant sur la
sous-unité 308
du ribosome

Téracycline

Aminoglycosides

Strepromyces ou
Micromonospora

Se fixent sur la
sous-unité 30S
du ribosome et
bloquent en
partie Ia
traduction en
engendrant des
erreurs de
lecture

Quinolones et
fluoroquinolones

2.6. La résistance aux antibiotiques

Synthéuque

Inhibent la
gyrase
bactérienne

- A==
Streptomycine PN ol
—
B

Ciprofloxacine

Depuis leur découverte au début du XXéeme siecle, les antibiotiques ont permis de

grandes avancées en thérapeutique et ont contribué a I’essor de la médecine moderne. (El

amri et al., 2014), ils ont joué le rble de sauver des millions de personnes chaque année,

mais leur efficacité est menacée car les bactéries avec le temps, ont développé certaines

formes de résistances vis-a-vis de la thérapie (Veyssiere, 2019).Cette résistance est un

facteur

majeur de complication des traitements des infections bactériennes et la

dissémination des souches multi-résistantes. Il faut distinguer la résistance innée ou

naturelle, de la résistance acquise qui apparaisse chez des bactéries sensibles aux
antibiotiques (Yala et al., 2001).
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2.6.1. Les différents types de résistances
a. Larésistance naturelle

Lorsque toutes les souches de la méme espéce sont résistantes aux antibiotiques, nous
parlons de la resistance naturelle. L'expression de la personnalité innée partagée par
I'ensemble de la communauté bactérienne rend [l'utilisation de certains antibiotiques
inappropriée. Les propriétés structurelles de la paroi cellulaire qui empéchent les
antibiotiques d’atteindre leurs cibles, ainsi que le manque de cibles, sont toutes des variables
qui influencent la nature de la résistance (Toure, 2015).
La résistance naturelle est réfléchie et donc fiable pour élargir la portée des antibiotiques en
modifiant leur structure chimique parce que les bactéries qui ont une résistance naturelle

sont insensibles au fonctionnement d’un antibiotique (Veyssiere, 2019).
b. La résistance acquise

Des mécanismes de résistance spécifiques peuvent étre acquis par diverses
modifications génétiques (Figure 4). L’acquisition de résistance est définie par un type
spéecifique de changement génotypique conduisant a un type spécifique de mécanisme de
résistance. N’importe quel mécanisme de résistance spécifique peut souvent étre acquis par
de multiples types de changements génétiques. (ldan et al., 2018).
La transmission d’¢léments génétiques mobiles, comme les plasmides et les transposons,
favorise ¢galement ’acquisition des résistances par les bactéries. Elles peuvent s’effectuer

par transduction, conjugaison ou transformation (Guinoiseau, 2010).
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Figure 4: les différents modes d’acquisition des génes de résistance (R) aux antibiotiques

chez les bactéries (Levy & Marshall, 2004).
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2.6.2- Les mécanismes biochimiques de résistance

Pour lutter contre 1’action des antibiotiques, les bactéries ont le pouvoir d’adopter
plusieurs stratégies. Certaines ciblent directement les antibiotiques tandis que d’autres sont
dirigées contre les mécanismes cellulaires, impliqués dans le transport de ces substances
(Guinoiseau, 2010).

a. L’inactivation enzymatique de I’antibiotique

Certaines bactéries synthétisent des enzymes qui inhibent 1’action des antibiotiques
en dégradant ou en modifiant ces derniers. La modification des antibiotiques peut se faire de
différentes fagons selon les réactions chimiques catalysées (1’acétylation, la glycosylation, la
nucleotidylations, la substitution, la ribosylation et/ou la phosphorylation) (Bouyahya et al.,
2017). Aprés que I’enzyme modifie le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par
addition d’un groupement chimique, il empéche la fixation de I’antimicrobien sur sa cible et

provoque une perte d’activité (Muylaert et al., 2012).
b. La modification des cibles

Elle est la conséquence d’une mutation spontanée au niveau d’un gene bactérien ou de
I’acquisition du geéne de résistance, par conjugaison, transduction ou transformation.
La modification de la cible de I'antibiotique; n'est plus question d'une modification du gene
codant mais d'une modification covalente post- traductionnelle de la protéine cible ou d'une
modification post-trascriptionelle d'un ARN. Ceci aboutit au méme résultat; et I'antibiotique
interagit moins facilement ou plus du tout avec la cible modifiée (Seok et al., 2007). Le
remplacement de la cible de 1’antibiotique est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les

sulfamidés, les diaminopyrimidines et les béta-lactames (Zidouh, 2019).
c. Diminution de la concentration intracellulaire en antibiotiques

Les bactéries sont capables de se protéger des antibiotiques en réduisant leurs effets
par diminution des concentrations intracellulaires. Pour cela, leur absorption dans les
cellules peut étre limitée par une modification de la permeéabilité membranaire. Pour les
antibiotiques ayant pénétré dans le milieu intracellulaire, une deuxieme option est
envisageable: leur prise en charge par les pompes d’efflux membranaires, qui assurent leur

exportation active hors des cellules (Guinoiseau, 2010).
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- Accessibilité réduite de la cible

Les antibiotiques doivent atteindre leur cible pour fonctionner, et ils doivent franchir
des barriéres pour y parvenir, Ces dernieres peuvent étre des mécanismes de résistance
efficaces. Les ATBs doivent traverser la membrane externe avant d’atteindre la membrane
cytoplasmique des bactéries & gram négatif. Il a été rapporté qu'une réduction des porines
contribue a la résistance a certains antibiotiques. Dans de nombreux cas, cette accessibilité
réduite doit étre associée a la production d'au moins une béta-lactames modérément active
pour obtenir des niveaux élevés de résistance aux béta-lactamines (Murray et al., 2009).
Des barriéres a I'entrée peuvent également exister dans la membrane cytoplasmique. C’est le
mouvement des aminoglycosides a travers la membrane cytoplasmique est un processus
dépendant de I'oxygéne, de sorte que ces antibiotiques sont inactifs dans les environnements
anaérobies (Rice et al., 2003).

- Les systemes d’efflux bactérien

Les bactéries sont pourvues de systemes qui leur permettent d'expulser dans le
milieu extérieur des métabolites ou composés toxiques étrangers comme les antibiotiques
(Figure 5). Cet efflux actif nécessite de I'énergie sous forme d'ATP, ou d'un gradient
électrochimique transmembranaire, utilisé par des pompes a efflux ou transporteurs actifs
qui réduisent la concentration intracellulaire de I'antibiotique en limitant l'accés a sa cible
(Gouari, 2021) .
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Figure 5: différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie a Gram

négatif (Muylaert et al., 2012).
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1: inactivation enzymatique de ’antibiotique, 2 : modification de la cible de ’antibiotique,

3 : efflux actif de I’antibiotique, 4 : perméabilité réduite, 5 : protection de la cible de
I’antibiotique, 6 : piégeage de I’antibiotique. ARNmM : acide ribonucléique messager
2.7. Lasensibilité aux antibiotiques
La détermination de la sensibilité d'une bactérie a différents ATBs est réalisée par
plusieurs méthodes, dont le cout et la facilité de mis en ceuvre en routine vont grandement
varier de I’une a ’autre, la technique de référence est celle de I'antibiogramme qui évalue
I'inhibition de la croissance bactérienne (Veyssiere, 2019).

Les technigues dont nous disposons peuvent étre qualifiées de directes ou indirectes.
a. Les méthodes directes mesurent la Concentration Minimale Inhibitrice (C.M.1.)

Ce sont les méthodes de référence recommandées par les organisations internationales
: méthode de dilution en gélose ou méthode de dilution en milieu liquide. Leur principe est
simple: la concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration de I'ATB qui

inhibe en 18 heures la croissance visible d'un inoculum bactérien standardisé (Morel, 2017).
b. Une méthode indirecte, la méthode de diffusion en gélose, ou méthode des disques

C’est une méthode universellement utilisée (Figure 6). Elle donne des résultats
qualitatifs, mais qui peut aussi donner des résultats quantitatifs par la mesure précise des

diamétres des zones d'inhibition et l'utilisation de droites de concordance diamétre -
logarithme de la CMI (Thabaut et al., 1979).

—
C
)
VN

Gradient de concentration

Figure 6 : principe de I’antibiogramme par diffusion (Rohello, 2020).
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c. Antibiogramme automatise : Est le plus fréquemment utilisé et le plus rapide ; il
permet une mesure approchée de la CMI.

= Le BD Phoenix M50: Est un automate danalyse couramment utilisé dans les
laboratoires HMA. C'est un systéeme d'identification automatique, en plus d'une
identification précise souches bactériennes, en déterminant leur sensibilité a divers
antibiotiques (Dabaj, 2021).

= Automates (Vitek 2): C'est la technique la plus couramment utilisée Souvent
utilisée dans les laboratoires de diagnostic. Cette technique utilise des cartes d'identité et
Spectre antibactérien, qui permet de faire le spectre antibactérien des bactéries, mais aussi

d'identifier ces derniéres selon leur phénotype de résistance (Seydina, 2017).
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Chapitre 2 Les huiles essentielles

1. La monographie de la plante
1.1 Présentation

Les eucalyptus sont de trés grands arbres appartenant a la famille des Myrtacées. Il
existe aujourd’hui plus de 500 espéces différentes d'eucalyptus ils sont originaires
d'Australie, mais se trouvent également en Amérique du Sud, en Afrique et en Europe, ou ils
ont appris a s’adapter (Koziol, 2015).

L'Eucalyptus globulus est un trés grand arbre qui peut atteindre des hauteurs
considérables atteignant les 30 métre « méme jusqu'a 80 métre dans son pays d’origine »,
leur écorce de péle en larges et les feuilles des arbres juvéniles apparaissent par paires sur
des tiges carrées (Mokaddem, 2012).

1.2. Noms vernaculaires

- Nom latin : Eucalyptus globulus.

- Noms francais ou vernaculaires : Eucalyptus globuleux, gommier bleu, Eucalyptus
bleu, arbre & fiévre, Eucalyptus commun, Eucalyptus officinal.

- Arabe : os3S (kalitous)

- Berbeére : kritous (Koziol, 2015)
1.3.  Propriétés

Les propriétés médicinales de I'Eucalyptus sont surtout attribuables a I'eucalyptol
(aussi appelé 1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient
I’Eucalyptus s’est révélé efficace pour réduire la dose de corticostéroides utilisée par des
sujets souffrant d’asthme (Juergens et Dethlefsen, 2003) et pour combattre le rhume
(Tesche et Metternich, 2008).

1.4 Description botanique

Le genre Eucalyptus comporte plus de 600 espéces et sous especes qui ne sont pas
totalement caractérisées. Les Eucalyptus sont des arbres a tronc élancé et a cime développé,
leur écorce est persistante, plus ou moins fibreuse ou caduque se levant chaque année en
plaques ou lanieres (Bupha, 2015), Leur feuillage est decoratif, souvent tres variable avec
I’age et persistantes. Les fleurs verdatres, sont singulieres et en forme d’encensoir. Le fruit
est une capsule ligneuse quadrangulaire. Période de floraison et de récolte entre Mai et
Octobre (Koziol, 2015).
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1.4.  Systématique

Tableau 3: systématique de I’espéce Eucalyptus globulus.

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtacese
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus

1.5. Habitat et répartition géographique

Les Eucalyptus globulus sont des arbres d’Australienne. Ce genre a été introduit au
Maroc la premiere fois au début du 20éme siecle et le domaine forestier marocain est
caractérisé par une dominance des Eucalyptus surtout dans la région d’Oued Cherrat (Rabat,
Casablanca), la région de Tétouan, Essaouira, Safi, et la région d’Oujda (Hmamouchi,
1999).

L’Eucalyptus est introduit en Algérie en 1854, il s’étend dans des régions les plus
séches jusqu’aux cotes humides (Beloued, 1998). Il est apte a résister au froid et a croitre
sur des sols secs, siliceux calcaires, humides ou argileux, salés ou non, prés ou loin de la
mer (Merrouche et al., 2016).

1.6. Utilisations traditionnelles

E. globulus a des propriétés antipaludiques et il est par consequent utilisé contre les
moustiques responsables du paludisme en Italie, en Algérie et en Sardaigne (Coetz et
Ghedira, 2012).

Au XIXe siecle les feuilles ’eucalyptus était considérées comme antipyrétique
(Pal et al., 2012), antalgique des Cephalées, ces feuilles sont utilisées traditionnellement

par voie orale et usage encas de rhume et de nez bouche (Coetz et Ghedira, 2012).
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En cataplasme ou en inhalation, elles sont employées contre la fievre, la sinusite et la
Et aussi bronchiteux éloigner les moustiques et les mouches et pour désinfecter les locaux
(Tahri et El bsti, 2012 ).

1.7. Toxicité

La toxicit¢ de [I'Eucalyptus globulus se manifeste par une neurotoxicose
(Hmamouchi, 1999). A trés forte dose, 1’essence de I’Eucalyptus provoque la céphalée,
I’ivresse, et la prostration.(El Ouafi, 1997).

Figure 7 : photographie de I'eucalyptus globulus en zone résidentielle (Pauline, 2019 ).
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2. Historique

Les premicres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de
I’année 3000 avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la
civilisation humaine depuis ses premiéres geneses (Baser et Buchbauer, 2010). Les
égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matiéres premiéres végétales
ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles (Besombes, 2008).

L’étape byzantine de la civilisation a permis 1’instauration des bases de la distillation
et, avec la civilisation arabe, I’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale.

Ensuite, le procédé d’entrainement a la vapeur d’eau apparut vers I’an mille par
Avicenne, médecin et scientifiqgue Persan. Durant le 13éme siécle, les huiles essentielles
sont devenues préparées par les pharmaciens et leurs effets pharmacologiques ont été décrits
dans les pharmacopées (Bauer et al., 2001), mais leur utilisation n’a pas été largement
répandue en Europe qu’avec le 16éme siecle (Burt, 2004). Au 17éme siecle, Hermann
Boerhaave décrivit les huiles essentielles d’un point de vue chimique (Hellal, 2011).

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau
des techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique. Parallelement, leur
utilisation a aussi tiré profit de I’avénement de 1’aromathérapie. René-Maurice
ATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de 1’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux
concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a

I’origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008).

3. Définitions et généralités sur les huiles essentielles

Les huile essentielles également appelées huiles volatiles ou éthérées, sont des
substances extraites de plantes, et obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de
fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Burt, 2004), Ils
peuvent étre obtenus par expression, fermentation, enfleurage ou extraction noter que la
méthode de la distillation a la vapeur est la plus utilisée pour la production commerciale des
huiles essentielles (Kimbaris et al., 2006).

4. Caractéristiques et propriétés physicochimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment

un groupe trés homogeéne (Bruneton, 1993), les principales caractéristiques sont :
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Aspect liquide & température ambiante, n’ont pas le toucher gras et onctueux des
huiles, volatiles et tres rarement colorées, une densité faible pour les huiles essentielles a
forte teneur en mono terpénes, un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur
en mono terpenes et en deriveés oxygenés, solubles dans les alcools, douées d’un pouvoir
rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés asymétriques, tres
altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la
formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a I’abri de la lumiére et de

I’humidité (Zabeirou et Hachimou, 2005).
5. Extraction des huiles essentielles

Est un procédé complexe et délicat. Elles sont obtenues a partir de feuilles, fleurs,
fruits, graines, bourgeons, de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, ou de tiges (Shaaban
etal., 2012).

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l'extraction des essences végétales.
(Fernandez, 2017), cette diversité est due a la variété des matieres et a la sensibilité
considérable de leurs certains constituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en
fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques
de I'essence a extraire et de l'usage de I'extrait (Lucchesi, 2005).

Parmi les différentes techniques qui existent, on rapporte ci-dessous les plus utilisés :
5.1. Entrainement a la vapeur d’eau

Les méthodes d'extraction par entrainement a la vapeur d'eau (Figure 08) sont basées
sur le fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables
par la vapeur d'eau (Afnor, 2000).

C’est I’'une des méthodes officielles pour I’obtention des Huiles essentielles. Il existe
trois méthodes : Hydrodistillation simple, la distillation a la vapeur saturée et 1’hydro-

diffusion (Boukhatem et al., 2019).

Vapeur deau chargee Eau chaude
d hude essentelile

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur deau

Eau
Eau florale

Eau fiorale +
Chaleur 3 hulle essentelie

AVAVAVAVAVAY

Essenceer

Figure 08: Montage d’entrainement a la vapeur d’eau (Boukhatem et al., 2019)
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5.2. Hydrodistillation simple (ou Hydrodistillation de type Clevenger)

Le principe de I'Hydrodistillation simple (Figure 09) est celui de la distillation des
mélanges binaires non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un
alambic rempli d'eau, que I'on porte ensuite a ébullition.
Hydro distillation simple est traditionnellement la plus couramment utilisée car elle est la

plus économique (Bruneton, 1993).

Thermomeétre

— Eprouvette
gradude

Eau

bouillante =—— Huile

: essentielle
——— Phase aqueuse

Figure 09: Montage d’extraction par hydro distillation simple (Piochon, 2008).
5.3. Distillation a vapeur saturée (Vapo-Hydro distillation)

Dans cette méthode, la matiere végétale n'est pas en contact avec l'eau. La
vapeur d'eau est injectée au travers de la masse végeétale disposée sur des plaques
perforées (Wichtl et al., 2003).

La distillation a vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure
actuelle dans l'industrie pour l'obtention des huiles essentielles a partir de plantes

aromatiques ou médicinales (Bruneton, 2008).

5.4. Hydro diffusion

L’Hydro diffusion (Figure 10) est une éco-distillation descendante. Dans ce procédé,
le matériel végétal est disposé dans un parallélépipede métallique grillagé.

L'avantage de cette technique se traduit par I'amélioration qualitative et quantitative de

I'nuile récoltée, I'économie de temps, de vapeur et d'énergie (Bassereau, 2007).
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regulation de
la vapeur

condenseurs

Figure 10: Montage d’extraction par hydro diffusion (Wijesekara et al., 1997)

5.5. Expression mécanique a froid

Cette méthode est utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes comme le
citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a rompre mécaniquement les
poches a essences. L’huile essentielle est ensuite séparée par décantation ou centrifugation

(Chaintreau et al., 2003).
5.6. Enfleurage

Le principe de la méthode consiste a faire absorber les HE par un corps gras, que 1’on
doit séparer ensuite pour obtenir les huiles essentielles pures. Cette technique est tres peu
utilisée de nos jours (Teflon, 2003).

5.7.  Extraction par les solvants

La méthode d’extraction par solvants (Figure 11) est utilisée pour les plantes fragiles
qui sont plongées dans une préparation chimique provoquant la dissolution des substances
aromatiques. Apres séparation du solvant par distillation, on obtient un produit cireux qui
doit étre dissout avec de ’alcool. Ce dernier est ensuite éliminé par évaporation (Shellie et
al., 2004).

a decenter JIL I T

I'esp2ca dissoute /
| |

Phase aqueuse

o/ ouw ummmltxn au
+ F
v Récupération
Mise en contact Décantation = df' la Dhaso
du solvant avec | \ arganique

I'espéce dissoute
dans I'eau «/_/__D

Figure 11: Technique d’extraction par solvants (Belaiche, 1979)
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5.8. Extraction par le CO2 supercritique

L’originalité de cette technique (Figure 12) repose sur le solvant utilisé: il s’agit du
CO2 en phase supercritique. L’extraction consiste & comprimer le dioxyde de carbone a des
pressions et a des températures au dela de son point critique (Lorrain et al., 2013). A 1’état
supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent pouvoir
d’extraction, modulable a volonté en jouant sur la température de mise en ceuvre (Peron et

al., 1992).

Matiére a

:
4
2
3
i
!

tranter

L\ =1

Figure 12: Extraction par Co2 (Boukhatem et al., 2019)

N,

5.9. Extraction par les corps gras

Cette technique est appelée aussi 1’enfleurage, elle est utilisée dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans
les corps gras.

Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en
essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un

solvant qu'on élimine sous pression réduite (Cordero et al., 2007).

5.10. Extraction par micro-ondes
Le procédé d'extraction par micro-ondes (Figure 13) appelé en anglais: Vacuum
Microwave Hydrodistillation, consiste a extraire I'huile essentielle a I'aide d'un rayonnement

micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide (Bianchini, 1997).
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Figure 13: Extraction par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004)
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5.11. Extraction par les gaz supercritiques

Au dela du point critique, un fluide peut avoir la densité d’un liquide et la viscosité
d’un gaz, d’ou une bonne difusibilité dans les solides et un bon pouvoir solvant .Si plusieurs
gaz peuvent en théorie étre utilisés, I’intérét s’est porté initialement sur le dioxyde de

carbone (Bruneston, 2008).

6. Analyses des huiles essentielles
Différentes méthodes analytiques peuvent étre utilisées, mais la plus adaptée est celle
de la chromatographie en phase gazeuses.

6.1. Chromatographie en phase gazeuse

C’est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. Elle permet la
séparation des constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de rétention. Le
principe est basé sur la séparation des différents solutés gazeux par migration différentielle
le long de la phase stationnaire. La phase mobile est un gaz appelé gaz vecteur (Audigie,
1995).

6.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/
SM)

Le but de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de

masse CPG-SM, apres séparation chromatographique, est d’ajouter a la chromatographie

une deuxieme dimension analytique (Maack et al., 1994).

Le principe consiste a transférer les composés séparés par chromatographie en phase
gazeuse par la phase mobile (le gaz vecteur) dans le spectrométre de masse au niveau
duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en

fonction de leur masse (Desjobert et al., 1997).
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7. Activité biologique des huiles essentielles

L’activité biologique des principes actifs contenus dans les huiles essentielles est li¢e
a leur chémotype, c'est-a-dire les molécules bioactives qui existent principalement, leur
composition ou groupe fonctionnel, la plupart des composés (alcool, phénols, terpénoides et
cetones) et leurs effets synergiques. Parce que les huiles essentielles contiennent souvent 50
a 100 molécules biochimiques différentes (Toure, 2015).

a. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles sont connues pour avoir une activité antimicrobienne et
certaines d’entre eux sont classées comme substances sires et peuvent donc étre utilisées
pour prévenir la Croissance de micro-organismes pathogénes et contaminants (Gachkar et
al., 2007).
a.l. Activité antibactérienne
Le plus souvent, I’action des huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique.
Cependant, certains de leurs constituants chimiques semblent avoir des propriétés
bactéricides (Benkherara, 2011), il ya beaucoup d’huiles essentiels exerce une activité
antibactérienne ont mentionnées quelques exemples tels que : Eucalyptus globulus, Thymus
hirtus, Rosmarinus tournefortii, Salvia officinalis, Schinus molle, etc.
a.2. Activité antivirale

La présence de monoterpenes dans leurs compositions chimique leurs conférent
plusieurs mode d'action tels l'inhibition de I'adsorption des virions par attraction et fixation
sur les parois et les membranes de cellules, la déstabilisation de la membrane cellulaire des
virus, etc. néanmoins, peu de données sur l'effet de HSV-1 et HSV-2 ainsi que sur les
infections virales de facon générale (Desramaux, 2018).
a.3. activité antifongique

Les molécules antifongiques sont les mémes molécules qui ont de puissantes
propriétés antibactériennes. Cependant, le traitement des infections fongiques prend plus de
temps. Des alcools et des lactones sesquiterpeniques peuvent également étre utilisés. Cette
double action antibactérienne et antifongique met en évidence le grand potentiel des huiles
essentielles par rapport aux antibiotiques, qui sont souvent a l'origine de mycoses lors d'un

traitement anti-infectieux (Desramaux, 2018).
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b. Activité antioxydante

Les antioxydants sont définis comme tout ce qui peut retarder ou empécher Oxydation
des substrats biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres, les
rendant ainsi inoffensifs (Yanishlieva et al., 1999). Certains composants des huiles
essentielles ont un fort pouvoir antioxydant. Etiqueter et vendre aujourd'hui : eugénol,
thymol, carvacrol , etc. Les résultats publiés montrent que les huiles essentielles sont une

bonne source d'antioxydants naturels (Burits et Bucar, 2000).
c. Activité anticancéreuse

Les huiles essentielles agissent au niveau de la prévention du cancer ainsi qu'a leur
niveau anticancéreux effacé. Certains aliments, comme I'ail ou le curcuma, sont connus pour
étre bonnes Sources d'agents anticancéreux utilisables pour prévenir les crises de cancer
(Beliveau et al., 2006). Certains de ces aliments contiennent des composes volatils dont
I'activité chimio préventive a été surlignée. Par exemple, I'huile essentielle d'ail est une
bonne source de composés de sulfure (Pyun et al., 2006) .est reconnu pour son effet

préventif sur le cancer (Milner, 2001 ; Milner, 2006).
d. Activité anti-inflammatoire

Les constituants des huiles essentielles, tels que les monoterpenes hydrocarbonés, Les
sesquiterpenes hydrocarbonés et les alcools sesquiterpéniques ont montré une activité
Inhibiteur de la 5-lipoxygénase, I'enzyme responsable de la production des leucotriénes
soupconnés de jouer un role important dans la maladie d'Alzheimer (Chao, Hua, Hsu,
Cheng, Liu et Chang, 2005).

8. La composition chimique des huiles essentielles

Du point de vue chimique, les huiles essentielles (Tableau 4) sont constituées de
mélanges extrémement complexes (Buchanan et al., 2000), elles sont constituées
principalement de deux groupes de composés odorants distincts selon la voie métabolique
empruntée. 1l s'agit des terpenes (mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des
essences, et des composes aromatiques derivés du phénylpropane (Kurkin, 2003).
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Tableau 4: La composition chimique des huiles essentielles (Bruneton, 1999).

La composition des
HE

Les monoterpénes

La Structure

Composé de deux unités d’isoprénes

S =

PRI CFIIE oo rorpriraizer S-carese

Exemples des HE

-HE de térebenthine
(camphene);

-HE de genévrier
(cadinéne).

Les sesquiterpénes

Composeés de trois unités d’isoprénes

ey

Lrans-rarndsol

-HE de citron (limonéne) ;
-HE de genévrier
(cadinene) ;

-HE d’Eucalyptus.

Les alcools

Composés d’un atome d’hydrogéne et un
atome d’oxygeéne se rattachent a des

atomes de carbone.

o= 2

citronelilold a—terpindol

-HE de coriandre (linalol).
-HE de rose (géraniol)

Les esters et acides

Des combinaisons complexes de
carbone d'hydrogéne et d'oxygene

-HE de lavande (acétate

lynalyle);
-HE de menthe (menthol).

Les aldéhydes

Forme par 17oxydation des alcools

- HE de cannelle
(aldéhyde annamique) ;
-HE de citronelle (citral).

Les cétones

Un seul atome d'oxygéne se lie a un
atome de carbone pour former une qui
se rattache en suite a un composé
hydrocarboné.

LYW UG UDULIGC.

A

-HE de carvi (carvone)
-HE de thuya (thuyone).

Les phénols

Une unité d’hydroxyle se rattache a un
anneau d’atome de carbone.

-HE de thym (thymol);
-HE de sarriette
(carvacrol);

-HE d' origan (thymol et
carvacrol).
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9. Les Facteurs influencant la composition des huiles essentielles

En fait, les essences produites par différentes especes de plantes varient dans leurs
caractéristiques physico-chimiques selon plusieurs facteurs. Ces derniers peuvent influencer
a la fois sur la composition chimique proprement dite et le rendement de leur extraction.
(Randrianarivelo, 2010).

Cette variabilit¢ peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseéque,
spécifiques du bagage génétique de la plante on a ou extrinseque, liés aux conditions de

croissance et de développement de la plante (Bouguerra, 2012).

a. Facteurs intrinseques

- L’espéce botanique : Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée
au matériel botanique d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du
matériel végétal (Bruneton, 1999).

- Le chémotype : les chimiotypes ou races chimiques sont trés fréquents chez les
plantes a huiles essentielles. Ce sont des plantes appartenant a la méme espéce végétale,
selon les conditions écologiques (localité, relief, exposition, denivelé...), également en
raison des nuances du parcours Biosynthése pouvant affecter son activité thérapeutique.
(Bruneton, 1999).

Aussi il ya d’autres nombreux facteurs influencent le rendement, la teneur, les
caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique des huiles essentielles tels
que la technique d’extraction, le séchage, la période et le milieu de récolte, les pratiques

culturales et I’age du matériel végétal (Toure, 2015).
b. Facteurs extrinseques

Les conditions environnementales peuvent également affecter la composition des
huiles essentielles. La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions
édaphiques représentent de nombreuses causes potentielles de changements dans les
composés phytochimiques aromatiques des plantes données (Olle et Bender, 2010).

10. Les types des microorganismes cibles

Les huiles essentielles peuvent étre bactéricides contre certaines souches et bio-
inhibitrices contre certaines souches, Ou autre aucun effet. Cela peut étre lié au type de
micro-organisme (Gram positif ou Gram-négatif), sa forme de plancton ou de biofilm, son

métabolisme et sa résistance. (Lekhdar, 2015).
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Les champignons présentent géneralement une sensibilité plus élevée que les
bactéries, et Parmi les bactéries, les bactéries Gram négatives semblent plus résistantes que
les bactéries Gram positives aux Huiles essentielles (Cox et al., 2000). Une sensibilité
supérieur des bactéries anaérobies a été observée quel que soit les huiles essentielles par

rapport a celles vivant en aérobies (Amaral et coll, 1998).

11. Mode d'action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles (Figure 14) dépend en premier lieu du
type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la
membrane de la cellule bactérienne (Toure, 2015).

En raison du nombre important des constituants qu’elles contiennent, les huiles
essentielles n’ont pas de cibles cellulaires spécifiques (Carson et Riley, 2002). En tant
que lipophiles, elles passent a travers la paroi cellulaire et la membrane
cytoplasmique, induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane ce  qui
perturbe la structure des différentes couches polysaccharidiques, des couches
phospholipidiques, des acides gras et rend ainsi la membrane perméable. Cette
perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort (Benkherara, 2011).

L'huile essentielle peut solidifier ou coagulé le cytoplasme (Gustafson et al., 1998),
induit des dommages causés aux lipides et aux protéines (Ulete et al., 2002; Burt, 2004).
En cas de phototoxicité, les huiles essentielles pénétrent dans les cellules sans endommager
les membranes, les protéines ou I'ADN. Lorsque les cellules sont exposées a la lumiere, des
réactions radicalaires se produisent en raison de I'excitation de molécules spécifiques et du

transfert d'énergie dd a la production de mono oxygene (Deschepper, 2017).

Altération de la
’ i | i '___,__..,-—-”"" paroi bactérienne

; ; - RemE e -
Altération de Altération des

la membrane ————". protéines

plasmique sses ssssssss = membranaires

Coagulation du
cytoplasme

Déplétion de la
force proton

motrice Fuite des composants du

cytoplasme (métabalites
et ions)

Figure 14:Mécanisme d’action des huiles essentielles au niveau microbien

(Lboumhamdi et al., 2018).
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12. Domaine d'utilisation des huiles essentielles

Des domaines principaux exploitent les diverses potentialités qu’offrent les
huiles essentielles. Alors En pharmaceutiques ces préparations contenant des huiles
essentielles répondent a la reglementation des médicaments a base de plante. De plus
en plus, ces produits sont enregistrés sous le statut de complément alimentaire
(Deschepper, 2017). D'autre part la parfumerie C’est le débouché principal des huiles
essentielles ou la cosmeétologie et le secteur des produits d’hygiene en sont les
marchés principaux (Randrianarivelo, 2010), mais dans la domaine de agro-alimentaire
les huiles essentielles sont devenues des arémes naturels et des rehausseurs de golt dans de
nombreux domaines de 1’agroalimentaire : liqueurs, boissons, confiseries, plats cuisinés
(Fernandez, 2012).

13. Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses
pour la santé. Il est ainsi important de connaitre le produit, le choisir selon des criteres
qualificatifs rigoureux (produit de qualité non falsifié, non contaminé par des pesticides), de
respecter scrupuleusement les doses et de choisir le mode d’administration adéquat, par ce
que on marquée des toxicités dangereux a cause de I'huile, grace a ces contenants ( phénols ,
cétone et les lactones (Chabenat, 2017). La toxicité des huiles essentielles peut aussi
provenir des contaminants (si [’huile essentielle est impure) et/ou des produits de
dégradation de celles-ci car elles se modifient a 1’air, a la chaleur et a la lumiére. Il ya des

différents type de toxicité. ( Des toxicités cutanées et autres organique) (Deschepper, 2017).

14. La synergie entre les huiles essentielles et les antibiotiques

La synergie entre huiles et ATBS est signalée dans plusieurs études, qui constitue
une interaction positive lorsque deux associations de médicaments indiquent un effet
réprétifiant que la somme de ses effets individuels (Chouan et al., 2017), cette association
est utilisée pour augmenter le spectre antimicrobien, interfere Avec l'apparition de la
variante résistive et augmente la vitesse de I'effet bactéricide (Dens et Hidri, 2009). Et
minimiser la toxicité, et minimiser les effets secondaires de I'antibiotique (Lv et al, 2011 ;
Maalem et Rafa, 2019).

L’association entre deux agents ne sera pas systématiquement synergique, il existe

quatre types d’interaction (Chabenat, 2017).

29



Chapitre 2 Les huiles essentielles

- Synergique : Qui correspond a une association dont I’effet de cette association est

supérieur a la somme des effets de chacun seul & la méme concentration (Chabenat, 2017).
Effet [A+B]> Effet [A] + Effet [B]

- Additif : Qui correspond a une association dont 1’effet est égal a la somme des effets
de chacun seul & la méme concentration.
Effet [A+B]= Effet [A] + Effet [B]
- Indifférente : qui correspond a une association dont 1’effet est égal a celui le plus
efficace a la méme concentration (Chabenat, 2017).
Effet [A+B]= Effet [A] ou Effet [B]
- Antagoniste : qui correspond a une association dont 1’effet est inferieur a la somme
des effets de chacun seul a la méme concentration (Chabenat, 2017).
Effet [A+B] < Effet [A] + Effet [B]
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Matériel et Méthodes

L’objectif de notre travail est d’étudier I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus, cette derniére est obtenue par laméthode d’hydro distillation.
Notre étude a été effectuée dans une période de 3 mois, au niveau des laboratoires du Hall

technologique, a I'université Abbés Laghrour Khenchela.
1. Matériel végétal

Nous avons travaillé sur la partie aérienne (tiges, feuilles, et fleurs), de la plante
d’Eucalyptus globulus (Figure 15, 16) , I'identification botanique a été faite par Dr. Zrieb
Azzedine du Département d’Agronomie, Université Abbes laghrour khenchela,. La plante a été
collectée dans la région de Batna et plus précisément dans la cité Araar, puis séchée a
I’ombre et a aire libre pendant 20 jours. Ensuite, un broyage de la plante a été réalisé

pour passer a I’extraction de I’huile essentielle.

Figure 16: photographie de la plante Eucalyptus globulus (Daroui, 2012).
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2. Les souches bactériennes

L'activite antibactérienne a été étudié contre 7 souches bactériennes Gram + et Gram-
(tableau 5), ces souche ont été fournies par le service de bactériologie d’un laboratoire
d’analyses médicales. Le choix des souches est basé sur leur implication en pathologie humaine
et notamment leur résistance aux antibiotiques.

Tableau 5: liste des souches bactérienne testées.

L'espece Gram Code Pouvoir pathogéne Photo
bactérienne

Escherichia coli
G(-) EC Al | -Toxi-infection
alimentaire.

- infections urinaires.
-septicémie méningite du
nourrisson, de plaies

opératoires et gastro-
Escherichia coli G(-) EC A2 | entérites.

- Douleurs abdominales
et de diarrhées sanglantes
(Mouas et al., 2017).

Escherichia coli G(-) EC A3

Escherichiacoli | G(-) EC A4

Escherichia coli
G(-) EC A5
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-Infection hospitaliére.
Staphylococcus - Responsable des abcés,
aureus G(+) SA Al des plaies, des
septicémies, de
pneumonie et de
-I’intoxication
alimentaire
-Infections mortelles
chez I’homme (Mouas et

al., 2017).
- I'origine d’infection
Klebsiella KP1 communautaire.
pneumoniae G(-) - Responsable

d'infection nosocomial,
infections urinaires,
intra-abdominales,
infections de site
opératoire et septicémie
(Najiby, 2012)

3. Extraction d’huile essentielle

L’huile essentielle est extraite par hydro-distillation, (Figure 17) pour cela 100 g de
matiere végétale (partie aérienne d’Eucalyptus globulus), sont introduits avec 1 L d’eau dans un
ballon de 2 L. Apres installation et fermeture du montage, la mise en marche de la chauffe
ballon est effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de

I’extraction a une vitesse constante et bien maitrisée.

Sortie d ean

Entrée de froid

Condenscur

Ballon (plante+eau)

Hydrolat
Chauffe-ballon
Ampoule a décanter

Support

Figure 17: le montage de I'Hydrodistillation de type Clevenger.
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La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de

I’extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne ’HE). L huile essentielle se distingue
de I’hydrolat (ecau aromatique) par sa différence de densité et de couleur. On la sépare de celui-
ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) puis

récupérée et conservée, dans un flacon opaque et hermétique a 4° C.
3.1. Détermination de rendement

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de la messe de I'huile
essentielle et la masse du matériel végeétal utilisé pondent I’extraction. Il est calculé selon la
formule suivante décrite par Adda et al., (2020):

RHE = (MHE / MPE ) x 100

o RHE : rendement en huile essentielle (%)
o MHE : masse d’huile essentielle obtenue ()
o MPE : masse de la plante séche traitée (g)

4. Le repiquage des souches bactéries
Le repiquage des souches bactériennes (Figure 18) est nécessaire pour avoir des
cultures jeunes (Bendahou et al., 2007). Pour cette raison, un repiquage des souches
bactériennes est effectué en prenant un volume couvrant la boucle de 1’anse de platine que 1’on
aensemencé sur la surface des boites de pétri contenant de la gélose nutritive, tout en travaillant

dans des conditions aseptiques. Puis incubé dans une étuve a 37°C pendant 24h.

Figure 18: Repiquage des souches bactéries.
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5. Préparation de la suspension bactérienne

Aprés une incubation a une température de 37°C pendant 24h (Figure 19), on prélevées
des colonies bien isolées avec une anse de platine et on les a mises dans un tube contenant 10
ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est ensuite bien homogénéisée a
I’aide d’un vortex, 1’opacité de la suspension bactérienne doit étre équivalente a 0,5 Mc

Ferland.

Prélévement d’une colonie bactérienne Mettre en eau physiologie

Les suspensions bactériennes Agitation par vortex

Figure 19: Préparation de la suspension bactérienne.
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6. Meéthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

6.1. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir du papier filtre, avec un diamétre de 6mm. Ensuite, ces
disques sont mis dans un eppendorf, stérilisés a 120°C pendant 20 min par autoclavage, puis

stockés pour toutes utilisations ultérieures.
6.2. L'ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton, qui est le milieu le plus
employé  pour les tests de  sensibilitt aux  agents  antibactériens.
L’ensemencement a ¢été effectué a 1’aide d’un  écouvillon stérile que 1’on a
introduit dans la (suspension bactérienne) (Figure 20), et ensuite des stries sont
réalisés sur le milieu gélosé a trois reprises, en tournant la boite de pétrie a environ
45°c aprés chaque application dont le but d’avoir une distribution égale de
I’inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la
gélose

NB: dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut

recharger I'écouvillon a chaque fois.

Figure 20: la technique d'ensemencement par écouvillonnage.
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6.3. Dépdt de disque
AT’aide d’une pince stérile on a déposé un disque stérile de papier filtre d’un diametre de

6 mm dans la boite (Figure 21), sur lequel on a ajouté 10 pl d’huile essentielle pure
(Eucalyptus) sur la surface de disque, Aprés, on a laissé les boites de pétri & une température
ambiante pendant 30 minutes pour une pré-diffusion. L’incubation est effectuée a 37°C pendant
24 heures.

La lecture se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition 1’aide d’une régle

graduée en millimétre (mm).

Disque imbibé i
7 B -
Disque de papier imbibé d’huile
Tapis
O Incubation a 37°C pendant
24 heures
Disque de

) papier liber

Boite de Diamétre
petrie avec Inoculum bactérien d’inhibition
gélose

nutritive

Figure 21: principe de la méthode de diffusion par disque
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7. L’antibiogramme

Est un test in vitro de sensibilit¢ d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques par la
technique de diffusion sur milieux gélosé selon (Jacob, 1979 ; Abdesselam, 2006 ;
Razakarivony et al., 2009).

Par conséquent, dans des conditions aseptiques et a la surface de boites contenant la
gélose Muller Hinton préalablement coulée, on a écouvillonné la suspension bactérienne en
surface partout et autour du bord du milieu., ensuite a 1’aide d’une pince stérile on a déposé
dans chaque partie de la boite un disque stérile de papier filtre d’un diamétre de 6 mm sur
lequel on a ajouté 6 ul de chaque antibiotique (figure 23), Aprés on a laissé les boites de pétri a
une température ambiante pendant 15 minutes pour une pré-diffusion. L’incubation est

effectuée a 37°C pendant 24 heures.

Figure 22: le principe d’antibiogramme.

8. Méthode de Microatmosphere

Contrairement aux autres techniques, basée sur le contact direct d’huile essentielle
avec le microorganisme, la méthode de Microatmosphére (Figure 23) repose sur
I'évaluation de l'activité inhibitrice de la fraction volatile de huile, a une température
d'incubation donnée, sur la croissance microbienne (Laghchimi et al., 2014).

Elle est généralement utilisée pour définir I’activité des HES qui sont employees
comme conservateurs atmospheriques. pour cela, on a commencé par déposer un disque de
papier filtre de 2,5 cm au centre du couvercle d’une boite de Pétri contenant la gélose

Muller -Hinton, ensemencé par 100 ul de la suspension bactériennes, puis on a ajouté 25 ul
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d’huile essentielle sur le disque. Immédiatement, la boite est inversée et scellée par du
parafilm, puis incubée a 37 c°® pendent 24 h. Les résultats sont présentés comme le

diamétre de la zone d’inhibition.

Gélose Mueller Hinton
Ensemencée en nappe

F,W‘G"-_(. LT E - Nk
| —_— ',"_ Boite de peétri reversée

Incubation

gy

L S— > | Développement microbien

Figure 23: méthode de Microatmosphére (Raynaud ,2006).

9. Méthodes des micro-dilutions en milieu liquide
9.1. Préparation des dilutions d’HE et d’ATB
9.1.1. Préparation des dilutions d’HE
On a procede a une série de dilutions pour obtenir une gamme des concentrations finales
comprise entre 187,5 et 11,71 pl/ml.

Pour la premiere concentration nous avons pris 150 pl d’HE Eucalyptus globulus a l'aide
d'une micropipette que ’on a mis dans un eppendorf contenant 100 pul de tween et 550 ul
d’eau distillée. Ensuite, a partir de la premiere concentration nous avons pris 400 pul et nous
I’avons mis dans autre eppendorf, puis nous avons ajouté 400 pl de (tween 100ul+300 pl d'eau
distillée), pour obtenir un volume finale de 800 ul (figure 25).
De la méme fagcon pour autres  dilutions jusqu’a la dilution 1/32.
Nous avons utilisé le tween parce qu’il permet de diluer et disperser les huiles essentielles dans

I'eau.
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150 ul d’HE 100pu! de Tween 550 ul d’eau distillée

o N

_________________________________________

................................................

Figure 24: principe de la préparation des dilutions d’HE.
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9.1.2. Préparation des dilutions d’ATB

a. Les dilutions de I’ampicilline

Pour la préparation de la concentration mére dans un tube a essai stérile on a mis 500 mg
(1 gélule) dans 4 ml d’eau distillé. Ensuite, a partir de la premiére concentration nous avons
pris 500 pl et nous I’avons mis dans un eppendorf contenant 500 ul d’eau distillée.
Puis On a procédé a une série des dilutions successives de la méme maniere est effectuée pour
a raison : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 pour obtenir une gamme des
concentrations finales comprises entre 125 et 0,24 mg/ml.

b. Les dilutions de la Gentamicine

Pour la préparation de la concentration mére, on a mélangé 80mg/2ml (1 ampoule) de
gentamycine a 250 ul d'eau distillée dans un eppendorf stérile. A partir de cette concentration
meére, nous avons pris 500 ul et on les a ajouté a 500 ul d’eau distillée, on a procédé a une
série des dilutions a raison de 1/2, 1/4 ,1/8, 1/16, 1/32. Pour obtenir une gamme des
concentrations finales comprises entre 300 et 9,37 ul/ml.

C. Les dilutions d’Augmentin

Pour la préparation de la concentration mere, on a mis dans un eppendorf stérile  3mg
d’ATB et 1ml d'eau distillée. a partir de cette concentration mére, nous avons pris 500 pl sur
laquelle on a ajouté 500 pl d’eau distillée. Puis On a procedé une série des dilutions
successives pour obtenir une gamme de concentrations finales comprise entre 3 et 0,09 mg/ml.
9.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’Huile essentielle et des
antibiotiques

La classification d’une souche bactérienne en sensible, intermédiaire, ou résistante a une
huile essentiel et a un antibiotique est basée sur les valeurs critiques déterminées par les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) (Figure 25), qui correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne. La détermination
de la CMI a été réalisée selon la méthode rapportée par Chebaibi et al ., (2015). La technique
consiste a ensemencer, par un inoculum standardise, une gamme de concentration décroissante
en huile essentielle ou antibiotique. Apres incubation, 1’observation des différentes dilutions
permet de déduire la concentration minimale inhibitrice (CMI). Dans une microplaque de 96
puits d’un volume finale de 200 pl, des aliquotes de 50 pl de chaque dilution d’HE ou d’ATB
préparé ont été ajoutées dans chaque puits de microplaque, Puis 50 pl de bouillon Mueller
Hinton (BMH) inoculé avec 50 pl d’une suspension bactérienne a 10° UFC. ml-1; sont ajoutés a

chaque puits.

| 41



Chapitre [ Matériel et Méthodes

Chaque ligne est réservée pour une souche déterminée, ce travail a été effectué sur sept souches
donc sur sept lignes.et dans une autre ligne un témoin a également été réalisé. Aprés 18 a 24
heures d’incubation a 37°C, la CMI est déduite a partir du premier puits de lagamme dépourvu
de croissance microbienne.

La lecture s’effectue en utilisant un indicateur coloré le chlorure 2, 3,5-
diphenyltetrazolium (TTC) diluée dans de I’eau distillée stérile, et ceci par 1’ajout de 50 pl de
TTC suivit d’une incubation pendant 2 heures a 37°C, le TTC révéle la présence de bactéries

vivantes par ’apparition d’une coloration rouge.

Les souches bactériennes

Les concentrations décroissantes

D11 M og+gs M 05 + (g.1v/ 3H) Mos+ HING 110G

Figure 25: la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
BMH : Bouillon Muller Hinton, HE : Huile essentielle, ATB : Antibiotique,
SB :suspension bactérienne.
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9.3. La determination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

L’activité bactéricide d’HE et d’ATB est réalisée selon laméthode décrite par Bertella et
al., (2018). La détermination de la CMB a été effectuée a partir de puits ou la croissance
bactérienne n’a pas été observee. Une aliquote de 10 ul a été prélevée de Chaque puits et
ensemenceée a I’aide d’une anse de platine stérile dans de 1’agar MH, sont incubées pendant 18-
24h a 37°C.

Le CMB a été défini comme étant la plus faible concentration d’HE / d’ATB qui inhibe
totalement la croissance bactérienne, représentée par I’absence visible de colonies sur les boites
pétri.

10. Etude de I’association «d’HE Eucalyptus globulus /Antibiotiques » par la méthode des

disques

L’association entre les huiles essentielles et les antibiotiques (Figure 26) peut sembler
étre une bonne stratégie pour résoudre le probléeme de la résistance bactérienne; par I’obtention
d’un spectre antibactérien plus large et ainsi par I’augmentation de la vitesse d’action
bactéricide via une action de synergie (Dense et Hidri, 2009).

La méthode utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’association HE/ATBs est

celle de diffusion sur milieu solide préconisée par Halawani, (2009).

- Sur la gélose MH préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne par la
méthode d’écouvillonnage, (une souche par boite) (Figure 27). Des disques de papier Wattman
de 6 mm de diameétre ont été préparés, stérilisés puis déposés a la surface des boites
ensemencées, (03 disques par boite).

- Ensuite les disques sont chargés a I’aide d’une micropipette avec 6 pl de concentration
meére de chaque ATB (AMP, AUG, GEN), additionnée ensuite de 6 ul d’HE.

- Les boites sont laissées une heure a température ambiante pour permettre la diffusion
d’HE et d’ATB, puis elles sont incubées & 37°C pendant 18-24h.

- Aprés  incubation le  diamétre  d’inhibition est ~mesuré en  mm.
Les données ont été analysées selon 1’échelle décrite par Laouar & Sifer., (2013):
e Indifférence: les deux zones d’inhibition de I’HE seule et de ’association HE/ATBs restent

inchangées.

e Antagonisme: la zone d’inhibition de I’association HE/ATBs est moins importante que celle

de I’HE toute seule.
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e Synergie : la zone d’inhibition de 1’association HE/ATBs est plus importante que celle de

I’HE toute seule.

L’ensemencement de la
suspension bactérienne

Les disques chargés
d’HE +ATB

Les boites préparées

Figure 26: principe de la méthode des disques (1’association d’HE et ATB).
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1. Résultats et interprétations
1.1. Rendement

L’huile essentielle a été obtenue a partir de la plante d’Eucalyptus globulus par
I’Hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger, elle a été séchée par 1’ajout du
sulfate de sodium (Na2SO4). L’HE obtenue est de couleur orange et d’une forte odeur.

Le rendement d’Eucalyptus globulus a été calculé selon le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue et la masse du materiel végétal, Les valeursde rendement de

notre huile essentielle sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 6:Rendement de huile essentielle Eucalyptus globulus.

Rendement (%) 187 179 181 188 185

Moyenne, écart type 1,84 + 0,034

1.2. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

L’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites a été évaluée vis-a-vis sept
souches bactériennes E. coli (EC Al, EC A2, EC A3, EC A4, EC A5), S. aureus (SA Al) et
Klebsiella pneumoniae (KP1), cette activité a été réalisée par la méthode d’aromatogramme et
antibiogrammes (diffusion sur disques en milieu gélosé), pour Vérifier qualitativement si le
produit testé présentait un effet sur la croissance bactérienne et suivie par un deuxieme test plus
spécifique permettant d’évaluer quantitativement 1’effet inhibitrice et bactéricide par la
méthode des dilutions.

Le pouvoir antibactérien d’HE Eucalyptus globulus, est déterminé selon le diamétre de
zone d’inhibition, les résultats sont présentés dans le tableau, I’histogramme et les figures ci-

dessous :
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Tableau 7: Diamétres des zones d’inhibition par méthodes d’aromatogramme.

souche Diametre de la zone Observations
d’inhibition (mm)
EC A1l 22 Extrémement sensible
EC A2 17 Tres sensible
EC A3 12 Sensible
EC A4 17 Treés sensible
EC A5 22 Extrémement sensible
SA Al 4225 Extrémement sensible
KP 1 11,5 Sensible
45

0 E i i;
ECA1 ECA2 ECA3 ECA4 EC A5 SA Al KP1
les souches testées

Figure 27: Diameétres des zones d’inhibition de la croissance Bactérienne de chaque
souche testée.
La sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis des huiles essentielles est trés variable,

selon (Franchomme, 2001; Durrafourd, 2002) cette sensibilité permet de classer les bactéries
en fonction du diameétre de la zone d’inhibition, alors on note que les souches la plus sensibles
(Extrémement sensible) Staphylococcus aureus (SAA1) et E. coli (ECAL et ECAS) qui inhibée
la croissance avec un diametres de 42,25, 22, 22 mm respectivement, et les souches E. coli
(ECA2 et ECA4) trés sensible avec le diamétre de zone d’inhibition de 17 mm, et E. coli
(ECA3) et Klebsiella pneumoniae (KP1) sont modérément sensibles en tenta compte des
diameétres de la zone d’inhibition de 11,5 et 12 mm respectivement, cette échelle a été utilisée
pour décrire la sensibilité des souches bactérienne vis a-vis nos huile essentielle étudiées.
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Tableau 8: le degré de sensibilité bactérienne en fonction de diamétre des zones
d’inhibitions (Labiod, 2016).

d< 8§ mm Non sensible (résistance)

d entre 9 mm et 14 mm Sensible (+)

d entre 15 mm et 19 mm Tres sensible (+++)
d>20 mm Extrémement sensible (++++)

Klebseila pnemoniae (KP 1)
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Figure 28: Résultats de 1’aromatogramme par la méthode de diffusion sur disques.

Ont noté une absence de résistance de bactéries dans les souches (EC A1, EC A2, EC A3,
EC A4, EC A5, SA Alet KP 1) a cette huile essentielle.

Finalement les résultats ont révélé que les bactéries Gram+ Staphylococcus aureus
(SAAL) étaient plus sensibles de bactéries les Gram- E. coli (ECAL, ECA2, ECA3, ECA4, ECAS

et Klebsiella pneumoniae (KP1).
1.3. Résultats de I’antibiogramme

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disque. Et a été réalisé par I’utilisation de trois antibiotiques sur sept souches bactériennes E.
coli (EC AL, EC A2, EC A3, EC A4, EC A5), S. aureus (SA Al) et Klebsiella pneumoniae
(KP1). Le pouvoir antibactérien de ces antibiotiques est déterminé selon le diamétre de zone
d’inhibition, les résultats sont présentés dans le tableau, 1’histogramme et les figures ci-

dessous :

Tableau 9: Diamétres des zones d’inhibition par méthodes d’antibiogramme

Souche
ATB Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
ECA1 17 30 17
EC A2 37 27 23
EC A3 38 30 25
EC A4 14 28 0
EC A5 11 22 7
SA Al 40 40 40
KP 1 7 26 0
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Figure 29: Diamétres des zones d’inhibition de trois d’antibiotiques de chaque souche
testé.

Escherichia coli (ECAbS) Escherichia coli (EC A4)
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Escherichia coli (EC A3)

Figure 30: les Zones d’inhibition par méthode de diffusion sur disques.

Ces résultats montrent une forte activité inhibitrice de la majorité des antibiotiques
utilisés vis-a-vis des bactéries testées.

Les souches d’E. Coli (EC AL, EC A2, EC A3, EC A4, EC A5) et, S. aureus (SA Al) sont
sensibles a I’AMP avec une zone d’inhibition de 11 a 14 mm. Trés sensible dont le diamétre de
la zone d’inhibition est de 17 mm. Extrémement sensible dont le diamétre de la zone
d’inhibition de 37 a 40 mm. Par contre la souche Klebsiella pneumoniae (KP1) est résistante a
I’ AMP par une zone d’inhibition de 7 mm.

Toutes les souches testées, E. coli (EC Al, EC A2, EC A3, EC A4, EC A5), S. aureus
(SAAL) et Klebsiella pneumoniae (KP1) sont Extrémement sensible a la GEN par une zone
d’inhibition allant de 22 a 40 mm.

Quant a lasouche E. coli (EC Al) sont trés sensible a 1’ AUG par une zone d’inhibition de
17 mm, S. aureus (SAAL) et E. coli (EC A2, EC A3) extrémement sensible la zone d’inhibition
égale 40, 23, 25 mm respectivement. Par contre, les souches E. coli (EC A4, EC A5) et
Klebsiella pneumoniae (KP1) résistants a I’AUG avec le diamétre de la zone d’inhibition égale
0a7mm

Les résultats ont révélé que les bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus (SAA1) sont plus
sensibles que les Gram- E. coli (ECA1, ECA2, ECA3, ECA4, ECAD) et Klebsiella pneumoniae
(KP1).
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1.4.  Méthode de micro-atmosphére

La technique de la micro-atmosphere a été appliquée pour démontrer l'activité
antibactérienne de la fraction volatile des huiles essentielles. Les souches testées dans cette
méthode sont des souches présentant une sensibilité importante dans la technique de diffusion
sur disque. Nos résultats regroupés dans le tableau, I'histogramme et les figures suivants :

Tableau 10: Diametres des zones d’inhibition par méthodes de micro atmosphére.

Diametre de la zone

d’inhibition (mm)

EC Al 10
EC A2 0
EC A3 0
EC A4 0
EC A5 55
SA Al 40
KP 1 32
60
50
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les souches testées

Figure 31: histogramme des diamétres des zones d’inhibition de la
croissance.
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S .aureus

Absence de zone

Figure 32: les Zones d'inhibition par la méthode de micro-atmosphere.

L'huile d’Eucalyptus globulus a montré son efficacite sur la plupart de souches telles que

E. coli (EC A5), Klebsiella pneumoniae (KP 1), E. coli (EC Al), avec un diametre de 55, 32, 10
mm respectivement.et a Staphylococcus aureus (SA Al) avec un diameétre de 40 mm.

Par contre les autres souches de I'espéce E. coli (EC A2, EC A3, EC A4) ont présenté une

résistance a I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus par 1’absence de la zone d’inhibition.

1.5. Détermination de CMI et CMB
1.5.1. Détermination de CMI

La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice), est définie comme étant la plus faible
concentration permettant d’inhiber aucune croissance visible a I’ceil nu par rapport au puits de

témoin. Les résultats sont regroupés dans le tableau, I’histogramme et la figure suivants :
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Figure 33: Lecture de la CMI de I’'HE d’Eucalyptus globulus sur les souches
bactériennes testées.

Tableau 11: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) d’HE.

Eucalyptus globulus
Souche

CMI
(pl/mi) (nl/ml)

EC Al 1,71 2,43
EC A2 46,87 9,75
EC A3 187,5 93,75

EC A4 11,71 > 1875
EC A5 11,71 >187,5
SA Al 23,43 23,43
KP 1 46,87 46,87
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Figure 34: la CMI de ’'HE d’Eucalyptus globulus sur les souches bactériennes testées.

A la lumiere des résultats obtenus, nous constatons une grande variabilité de I’activité
inhibitrice contre toutes les souches testées. On note principalement que I’HE d’Eucalyptus
globulus est tres actif sur les souches. EC Al, EC A4, EC A5 avec une faible CMI de 11,71
ul/ml, alors qu’elle a inhibé la croissance des souches EC A3, EC A2, KP 1, SA Al avec des

concentrations minimales inhibitrices de 187,5, 46,87, 46,87, 23,43 ul/ml respectivement.

1.5.2. Détermination de la CMB
La gélose MH a été ensemencée a partir des puits qui n’ont montré aucune croissance
bactérienne (absence de coloration) afin de déterminer les concentrations minimales

bactéricides. Les résultats sont résumés dans la figure et I’histogramme suivant:
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Figure 35:le lecteur de CMB d’ Eucalyptus globulus sur les souches
bactériennes testées.
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Figure 36: Histogramme de la CMB d’Eucalyptus globulus sur les souches
bactériennes testées.
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Détermination de CMI et CMB des ATBs

Les résultats de CMI et CMB des ATBs sont regroupés dans le tableau suivant :

1.6.

Les résultats obtenus révelent une meilleure activité bactéricide d’"HE Eucalyptus globulus sur
EC Al, SA Al avec une concentration de 23,43 pl/ml. Et une activité moyenne sur KP1 avec de
concentration 46,87 de ul/ml et une faible activité sur EC A3, EC A2 avec de concentration
93,75 pl/ml.

Tableau 12: Tableau récapitulatif des résultats de CMI et CMB d’ATBs.

AUG GEN AMP
souche CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(mg/ml) (mg/ml) (ul/ml) (nl/ml) (mg/ml) (mg/ml)

EC Al >3 >3 > 300 > 300 7,81 7,81
EC A2 >3 >3 > 300 > 300 1,95 1,95
EC A3 >3 >3 > 300 > 300 0,24 0,97
EC A4 0,375 0,375 37,5 37,5 31,25 >125
EC A5 >3 >3 > 300 > 300 15,62 15,62
SA Al >3 >3 > 300 > 300 31,25 31,25
KP 1 0,375 3 > 300 > 300 62,5 >125

Les résultats obtenus ont présenté des activités inhibitrices et bactéricides d’ATBS trés

variables sur les souches étudiées.

Concernant I’AMP La concentration minimale inhibitrice (CMI) la plus élevée de 62,5

mg/ml est observée pour Klebsiella pneumoniae (KP 1), et des concentrations moyennes de
31,25, 31,25, 15,56 mg/ml observées pour EC A4, SA Al, EC A5, respectivement, alors que
la plus faible concentration de 0,24 mg/ml est notée pour EC A3.

L’ AUG n’a montré que son activite inhibitrice et bactéricide sur la souche EC A4 par une
faible concentration inhibitrice et bactéricide de 0,375 mg/ml, ainsi qu’une faible CMI de 0,375
mg/ml pour KP 1.

La GEN aussi n’a présenté qu’une activité inhibitrice et bactéricide sur lasouche EC A4

par une concentration bactéricide élavée de 37,5 ul/ml.
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1.7.  Etude de I’association <HE/ATBs » par la méthode des disques

L’étude d'évaluation de l'activité antibactérienne del’association (HE+ATB), a
éte faite selon la méthode décrite par (Halawani, 2009).dans le but de tester la sensibilité des
07 souches bactériennes parla mesure des diamétres des zones d’inhibition en mm. Les
diamétres des zones d’inhibition ainsi que la sensibilité ou des souches bactériennes vis-a-vis

de D’association utilisée sont résumés dans les figures, le tableau et I’histogramme suivant :

Figure 37: Effet d’association d’HE Eucalyptus globulus aux ATBs sur la croissance de
bactéries testées.

Tableau 13: Diamétres des zones d’inhibition des bactéries testées vis-a-vis d’effet
d’association d’HE aux ATBs.

HE+ AMP HE+ GEN HE+ AUG
Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

HE+ATB
EC A1l 31 37 21
EC A2 40 35 26
EC A3 37 33 26
EC A4 18 39 17
EC A5 15 28 26
SA Al 35 20 32

KP1 37 34 25




Chapitre 2 Résultats et discussion

45

40

35

w
o
I

N
w
|

H HE+AMP

N
o
I

M HE+GEN

[uny
(%}
I

M HE+AUG

[uny
o
I

Diametre (mm)

w
|

o
L

ECA1 ECA2 ECA3 ECA4 ECAS SA Al KP 1
Les souches testées

Figure 38: Histogramme de diamétres des zones d’inhibitions d’association d’HE
Eucalyptus globulus aux ATBs sur la croissance de bactéries testées.

Les résultats obtenus révéelent une efficacité trés remarquable, puisque la plupart de
souches testées dans cette étude présentent une sensibilité trés élevée aux associations
(HE+ATB) utilisées. On observe que les diamétres de la zone d’inhibition les plus importants
ont été remarqués sur les souches d’Escherichia coli (EC A2, EC A4, EC Al, EC A3), par
’action antibactérienne de I’association de (HE +AMP), (HE +GEN), (HE +GEN), (HE+GEN)),
avec des valeurs de 40, 39, 37, 37 mm, et sur la souche de Klebsiella pneumoniae (KP 1), sous
’action d’association (HE +AMP), avec D=37mm. Puis sur Staphylococcus aureus (SA Al)
sous I’action d’association d’HE +AMP, avec D =35mm. Par contre la faible valeur de diameétre
de 15 mm a été remarquée sur Escherichia coli (EC A5), sous ’action antibactérienne
d’association de (HE +AMP).
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2. Discussion
= Rendement

Dans notre travail, le rendement en huile essentielle d’Eucalyptus globulus est de 1,84 %,
cette valeur est étroitement proche de celle trouvée par Damjanovi¢-Vratnical, (2011) qui est
de 1,8 %, alors qu’elle est faible par rapport de celle trouvée par Benarab, (2021), qui est de
1,95 % Et aussi celle trouvée par Mokaddem, (2012 ), qui est de 2,5%.

Notre rendement est beaucoup plus important par rapport a celui trouvé par Maalem et
Rafaa,. (2019) qui est de (0,24 %), Fechtal, (2002) qui est es de 0,98 %, Raho, (2012) qui est
de 1,2 % et Dijelloul et Mokrani, (2017) qui est de 0,132 %

Cette différence de rendement en HE peut étre due a la période de récolte, car il y a des
plantes cueillies au stade de la floraison, ou le rendement a été supérieur a celui des plantes
récoltées avant la floraison Merghache et al., (2009). D’autres facteurs aussi influencer le
rendement comme 1’origine botanique, la position géographique, le mode de la culture, le mode
d'extraction de I’HE, la spécificité biochimique et les conditions environnementales (climat et

sol) (Tolba, 2017).

= Meéthode de diffusion sur disque

Les essences végétales issues d’Eucalyptus globulus sont utilisées comme des agents
naturels dans la conservation des aliments et aussi connues pour leur usage thérapeutique en
médecine traditionnelle grace a leur effet antibactérien sur les microorganismes tels que S.
aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae (Koziol, 2015).

Les résultats observés pour notre huile essentielle d’E. globulus sur les souches d’E. coli
(ECA1,ECA2,ECA3,ECA4,ECAS)a22, 17,12, 17, 22 mm respectivement, sur la souche
Staphylococcus aureus a 42,25 mm et sur Klebsiella pneumoniae a 11,5 mm, sont semblable a
ceux montrés par Cermelli et al., (2008), pour I’huile essentielle d’E. globulus sur la souche a
gram positif (Staphylococcus aureus) de diamétre a 42 mm, et sur les souches a gram négatif
(E. coli) pour des diamétres de 19, 14, 15, 22 mm respectivement et sur la souche Klebsiella
pneumoniae de diametre a 11 mm. Elle atteste d'une activité antibactérienne importante surtout
contre la bactérie Staphylococcus aureus.

Les résultats de notre étude ont mis en évidence une forte activité antibactérienne de
I’huile essentielle testée, contre des souches de S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae.

Les diamétres d’inhibition enregistrés pour notre huile essentielle d'E, globulus a 1’état
pur dépassent également ceux trouvés par Boukhebti et al., (2011 ) pour un diamétre de (9-10

mm) et de Silva et al., (2013) (15,33-24,33 mm) sur la souche Staphylococcus aureus.
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Les résultats d’aromatogramme obtenus montrent que les souches bactériennes a Gram
négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), sont trés sensible a I’HE Eucalyptus globulus
par rapport aux résultats obtenus par Mahboubi et al., (2008) qui ont trouvé que les souches a
Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella. pneumoniae), sont résistantes a I’'HE Eucalyptus
globulus.

Cette différence de résultat peut étre principalement liée aux composés majoritaires
présents dans I’HE (Nezhad et al., 2009). Ainsi que par la différence de protocoles employés
dans chaque étude (densité optique de I’inoculum, quantité d’huile utilisée, diffusion en puits ou
en disques en papier ...etc.).

D’apres nos résultats, il apparait que les trois ATBs inhibent la croissance de S. aureus
(SAAL) avec des degrés de sensibilité trés élevés (40 mm de diamétre), par rapport aux
souches de E. coli (ECAL, ECA2, ECA3, ECA4, ECAD5) et Klebsiella pneumoniae (KP1), pour
des valeurs allant de (0 a 38 mm), ceux qui ne concordent avec ceux trouvé par Bouzouita et al
., (2008) ; Hammer et al., (2002); Souza et al., (2006); Derwich et al., (2010) et Bari et
al.,(2010) ; qui ont confirmé la grande résistante des bactéries a Gram négatif (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae) par rapport aux a gram positif (Staphylococcus aureus).

=  Méthode de micro-atmosphere

Nos résultats de I'activité antibactérienne par la methode de micro-atmosphére de I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus sur la souche de Staphylococcus aureus avec un diameétre
d'inhibition de (40 mm ), qu’ils sont moins important par rapport aux résultats de Boukhatem et
al., (2014 ) le diamétre égal (66 mm) avec I’HE Eucalyptus globulus, et sont similaires a une
étude antérieure réalisé par Bertella, (2019) mais avec une autre HE (Artemisia Herba alba) ,
avec un diametre d'inhibition de (40 mm ) ,et également les résultats alors qu’ils sont moins
important que ceux rapporté par Mouhi, (2017) la ou le diamétre d'inhibition de
Staphylococcus aureus est de (35 mm ) pour I’HE de Thymus fontanesii.

D'autre part les souches d’E. coli (EC A2, EC A3, EC A4 ) étaient résistantes dans notre
travail, alors que dans I'étude de Mouhi, (2017) elles se sont montrées sensibles par un diametre
de (22 mm). notre résultat de la souche EC A5 (55 mm ) était peu proche a les résultats trouvé
dans I’étude réalisée par Boukhatem et al., (2014 ) par un diameétre de (42 mm) avec I’HE
Eucalyptus globulus pour I'espece Klebsiella pneumoniae ont observé que le diametre
d'inhibition etait (32 mm ) proche aux resultats de Bertella, (2019 ) avec un diameétre de (32

mm) mais avec I’HE d’Artemisia Herba-alba.
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= Détermination de la CMI et CMB de I’huile essentielle et des antibiotiques

Nos résultats de la détermination de la CMI et de la CMB, a montré que I’HE Eucalyptus
globulus a un effet bactériostatique sur les souches d’E. Coli (EC Al, EC A2, EC A3, EC A4,
ECA5)al1l1,71,46,87,187,5, 11,71, 11,71 mg/ml respectivement, sur la souche Staphylococcus
aureus a 23,43 mg/ml et sur Klebsiella pneumoniae a 64.87 mg/ml.et a un effet bactéricide sur
les souches d’E. Coli (EC Al, EC A2, EC A3) 223,43, 93,75, 93,75 mg/ml respectivement et
sur la souche Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae a 23,43, 46,87 mg/ml
respectivement.

Nos résultats de CMI d’HE Eucalyptus globulus, sur les souches d’E. Coli (EC Al, EC
A4, EC A5) qui ont été inhibée a 11,71 mg/ml étaient similaires a ceux trouvés par Ait-
Ouazzouetal., (2011) sur E. coli qui a été inhibée a 10 mg/ml, par contre par rapport a ce qui a
été trouvé nos résultats sur les autres souches testées (EC A2, EC A3, SA Al et KP 1) étaient
trop élevés.

Et concernent les résultats de CMB sur les souches EC Al et Staphylococcus aureus (SA
Al), qui ont été inhibée a 23,43 mg/ml était presque similaire pour les résultats trouvés par Ait-
Ouazzouetal., (2011) sur les souches d’E. Coli et Staphylococcus aureus et qui ont été inhibée
a 30 mg/ml, par contre Nos résultats de CMB sur les souches (EC A2, EC A3, et KP 1) qui ont
été inhibée a 93,75, 93,75, 46,87 mg/ml respectivement sont plus importants par rapport a ce
qui a été trouve par ce dernier.

Les résultats de CMI obtenus sur les souches d’E. Coli (EC Al, EC A4, EC A5) était
faible par rapport aux résultats obtenus par Mekonnen et al.,( 2016) pour la souche d’ E. coli
qui a été inhibée a 23,25 mg/ml. Mais nos résultats sur Staphylococcus aureus (SA Al) étaient
trop élevés par rapport a ce qui a été trouve sur Staphylococcus aureus qui ont inhibée a 15,75
mg/ml.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’HE Eucalyptus globulus sont plus
élevés que celle obtenues par Mulyaningsih et al., (2010) pour E. coli et Staphylococcus aureus
qui ont été inhibée a 8 et 0,25 mg/ml respectivement, et elles sont plus élevées aussi que celle
obtenus par Pharma,(2015) pour Staphylococcus aureus(3160) et Klebsiella pneumoniae(4030)
qui ont eté inhibées a 0,74 , 2,75 mg/ml respectivement. Alors que les résultats de CMI et
CMB d’HE Eucalyptus globulus obtenu par Cermelli et al., (2008) sont plus élevées que nos
valeurs pour Staphylococcus aureus qui ont été inhibée a 50 mg/ml.
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En comparant nos résultats de CMI et CMB des ATBs a ceux trouvés par Jehl et Cattoen
(2020), 1a CMId’ AUG qui ont été inhibée a 4 mg/ml, sont plus élevées que nos valeurs pour E.
Coli (EC A4) et Klebsiella pneumoniae qui ont été inhibée a 0,375 mg/ml. Et la CMI de GEN
qui est de 0,5 mg/ml était moins importants a la CMI de notre souche EC A4 qui a été inhibée a
37,5 mg/ml.

Les résultats obtenus par Duval et al.,(1973) sont similaires a nos résultats de CMI et
CMB d’AUG et de GEN qui n’ont aucune activité inhibitrice et bactéricide sur les souches E.
coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae. A noter aussi que les mémes resultats

trouvés par Barreto et al., (2014), chez la GEN qui n’a aucune activité inhibitrice sur E. coli.
= La combinaison d’HE/ATBS

Les résultats montrés dans les figures et les tableaux précédents, montrent que 1’effet
antibactérien varie selon la combinaison, la concentration et la souche bactérienne cible.

Les 04 types d’interactions d’association entre deux agents indiqués par Chabenat, (2017)
nous ont permis de faire une comparaison entre 1’activité antibactérienne d’HE et D’ATB seule
et de I’effet antibactérien de chaque association (HE /ATBs).

Les résultats obtenus ont montré que la plupart des associations HE /ATBs a un effet
d’Antagonisme parce que: ’effet d’HE et ’ATB seule est plus important que celui de la
combinaison d’HE/ATB (Effet [HE+ATB] < Effet [HE] + Effet [ATB]), et donc on note une
diminution considérable de I’effet antibactérien dd a cette combinaison.

En comparant nos résultats a ceux trouvés par Halawani, (2009), qui ont montré aussi
que I’utilisation de Thymoquinone et de Thymohydroquinone de Nigella sativa, associées a la
cephalexine donne des interactions synergiques contre la souche E. coli (Gram-), ces mémes
composés ont montré des effets antagonistes ou indifférents en association avec d’autres
antibiotiques. La combinaison de I’HE de Rosmarinus officinalis provenant de la Turquie avec
la cephaloxitine et le ceftriaxone étudiée par Toroglu, (2011), a montré également des effets

antagonistes sur E. coli.

Dans notre travail, sauf sur la souche Klebsiella pneumoniae (KP1), 1’association
HE /AMP et HE/AUG a un effet Synergique parce que : (Effet [HE+AUG] > Effet [HE] +
Effet [AUG]). Une augmentation considérable de I’effet antibactérien di a cette combinaison.
D’aprés Wagner et Ulrich-Merzenich, (2009), L’effet synergique est une interaction positive
créée quand 1’association des deux agents, provoquent un effet supérieur a la somme de leurs
effets individuels, est produit quand les constituants du mélange agissent sur des cibles

différentes.
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Chapitre 2 Résultats et discussion

L’effet synergétique résultant de la combinaison des antibiotiques avec les HEs est
souvent étudié par plusieurs auteurs. Nos résultats étaient similaires a ceux trouvés par EIl Atki
etal., (2019), qui ont démontré que I’huile essentielle de cannelle (Cinnamomum cassia), aussi,
exerce des effets synergiques avec I’ampicilline ou le chloramphénicol, contre une souche multi
résistante de S. aureus. lls sont aussi similaires a ceux trouves par Kwiatkowski et al., (2018),
qui ont trouvé que la combinaison de I’HE de menthe et de carvi a la gentamicine montre un
effet synergique sur Klebsiella pneumoniae. Ils sont aussi similaires a ceux trouvés par Betoni
etal., (2006), qui ont observe des interactions synergiques entre les extraits de quelques plantes
médicinales brésiliennes et huit antibiotiques sur la souche de S. aureus. De méme Darwish et
al.,(2002) , ont démontré que I'efficacité de la gentamycine et du chloramphénicol contre les
Staphylocoques dorés a été considérablement améliorée en association avec des extraits de
Plantes. On a noté chez Escherichia coli (EC A4), que I’association HE/AUG a un effet
Additive parce que: Effet [HE+AUG]= Effet [HE] + Effet [AUG], ces résultats sont
semblables a ceux de Rosato et al., (2007), qui ont montré un effet additive entre 1’huile
essentielle de C. hirtus et les deux antibiotiques gentamicine et la ceftazidime sur la souche de
S. aureus ATCC 25923 et une action indépendante entre I’HE de C. hirtus et les deux
antibiotiques gentamicine et la ceftazidime sur la souche de E. coli ATCC 25922. Aussi nos
résultats de 1’association d’HE avec AUG sur la souche EC A4 ont montré un effet indifférent
par ce que I’effet d’association et le méme que 1’effet de HE d’Eucalyptus globulus employée
seul, ces résultats semblables a ceux de Chalal et Salmi, (2018). Qui trouvé que I’effet donné
par la combinaison d’ampicilline (AML 30) avec I’huile essentielle de Mentha x piperita L. Est

presque le méme que I’effet de I’antibiotique employ¢ seul.

L’absence de I’effet synergique lors de ’association , peut s’expliquer par l'interaction entre les
differents composes qui peut conduire a des changements de conformation structurelle au
niveau de la paroi cellulaire des bactéries, conduisant ainsi a la réduction de I'activité inhibitrice
(Arrigo et al., 2010).
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques et surtout la demande accrue des consommateurs
traitements plus naturels, la ou I’aromathérapie trouve trés bien sa place dans ce domaine et
réduirait ainsi I’émergence de la résistance bactérienne.

Les tests biologiques effectués ont montré que I'effet antibactérien de I’HE
d’Eucalyptus globulus, sur différentes souches bactériennes est tres important, et les
résultats de 1’activité antibactérienne sont traduits par des zones d’inhibitions qui varient de
12 a 22 mm pour les souches E. coli 42,5 mm, pour la souche Staphylococcus aureus et 11,5
mm pour la souche Klebsiella pneumoniae. Ces résultats ont montrés un potentiel
thérapeutique important d’Eucalyptus globulus.

La comparaison des valeurs des CMI et CMB révélé que notre huile posséde un effet
bactériostatique vis-a-vis certaines souches d’une part, elle exerce une action bactéricide
contre d’autres souches d’une autre part. .

L’association des huiles essentielles avec aux antibiotiques a montré un effet
synergique important et une sensibilité trés élevée de quelques souches. Ces résultats nous
permettent de conclure qu’on peut adopter cette stratégie qui permettrait aux antibiotiques
d’étre réappliqués sur les bactéries résistantes et de diminuer leur tauxd’émergence, en
réduisant la dose efficace requise dans les traitements. Cependant, il reste encore a mener
d’autres expérimentations pour bien comprendre certains parametres, notamment la stabilité
des combinaisons, leurs modes d’action, la sélectivité, la dose optimale et leurs effets
indésirables ou secondaires en tant que traitement.

Ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche des
substances de source naturelle active biologiquement d’une plante locale qui a des
propriétés médicinales et aromatiques, |‘importance de 1’activité inhibitrice de 1’huile
essentielle étudiée sur la croissance bactérienne laisse entrevoir des perspectives
d’application dans plusieurs domaines industriels: pharmaceutique, cosmétique, agro-
alimentaire, etc.

Nous recommandons également une étude de la conception d’une formule
médicamenteuse qui combine entre les antibiotiques et les huile essentielle présentant des
effets synergiques en association et ce dans le but de lutter contre les bactéries manifestant

une résistance aux agents antibactériens.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture.

Gélose nutritive ""Nutrient agar"

Gélatine Peptone 5049

Extrait de beeuf 3,00

Geélose bactériologique 15,0 g

L'eau distillee 1L

Bouillon Mueller Hinton " Mueller Hinton Broth *

Peptone de caséine acide (H) 1759

Infusion de boeuf 209

Fécule de mais 159

L'eau distillée 1L

Gélule Mueller Hinton ""Mueller Hinton Agar "

Peptone de caséine acide (H) 1759
Beeuf Infusion 2:09g
Amidon 159
Gélose bactériologique 17,09
L'eau distillée 1L

Bouillon nutritif '* Nutrient broth™

Gélatine Peptone 1759
Gélatine Peptone 2:.09g
Extrait de beeuf 159
L'eau distillée 1709
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Annexe 2: La Préparation des milieux de culture

La culture des bactéries nécessite 1’utilisation des milieux suivants : la gélose
Mueller Hinton (MH), les bouillons nutritifs (BN) et la gélose nutritifs (GN)

- Gélose Mueller-Hinton : C’est un milieu solide standardisé recommandé pour
I’étude de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiennes (Ponce et al., 2003).
Nous avons mélangé 57g de la poudre de milieu déshydraté avec 1,5L de 1’eau distillée dans
un bécher et nous avons bien agité avec un chauffage pour dissoudre 1’agar. Puis nous
avons verse la solution obtenue dans des flacons, que nous avons stérilisés a 120°C pendant
20 min par autoclavage.

- Gélose Nutritive et bouillon nutritif : Ce sont des milieux largement utilisés pour
la culture des micro-organismes peu exigeants (Ponce et al., 2003).

- Gélose nutritive : Nous avons mélangé 28g de la poudre de gélose déshydraté avec
IL de I’eau distillée dans un bécher et nous avons bien agité avec un chauffage pour
dissoudre ’agar. Verser la solution obtenue dans des flacons, Puis nous avons versé la
solution obtenue dans des flacons, que nous avons stérilises & 120°C pendant 20 min par
autoclavage.

- Bouillon nutritif : Nous avons mélangé 6,5g du milieu bouillon nutritif en poudre
avec 500 ml de I’eau distillée dans un bécher et nous avons bien agité avec un chauffage.
Puis nous avons versé La solution obtenue dans des tubes, que nous avons stérilisés a

120°C pendant 20 min par autoclavage.
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Figure 1: la préparation des milieux de culture.




