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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’il s’en sert

Pour se nourrir, Les extraits des plantes étaient, déjaconnus et utilisés par les égyptiens, les
romains et les grecs, pour leurs propriétés odorantes et médicinales. Les propriétés
medicinales des plantes ont été recherchées par de nombreuses études a travers le monde,
grace a leur faible toxicité et leur caractere économique (Auddy et al.2003), parmices
derniers ; la recherche qui traite le probléme qui touche la santé publique est I’émergence la
résistance aux antibiotiques.

Suite a 'utilisation massive et parfois abusive de ces derniers (De Billerbeck,

2007). Ceci a conduit a une forte demande du consommateur pour de nouveaux antibiotiques
contre les germes pathogenes (Fisher, 2008), et a incité les scientifiques a recourir a la
Phytothérapie, dans le but d’avoir des molécules aux propriétés antioxydants et
antimicrobiennes. Cette phytothérapie peut étre subdivisée en deux métabolites secondaires et
les huiles essentielles.

En effet, il est bien connu que les huiles essentielles présentent une activité antiseptique, non
négligeable (Kaloustian, 2008). Elles exhibent une activité antibactérienne (Bendjilali et al.
1986), antivirale, antimycotique, antioxydant, antiparasitaire, et aussi un effet insecticide
(Burt, 2004). Par conséquent, elles peuvent constituer un puissant outil de reduction de
développement et de dissémination de la résistance bactérienne (Stefanakis et al. 2013).
Beaucoup d’études ont rapporté leur efficacité contre les germes pathogénes et les
contaminants dans les aliments. (Gutierrez et al. 2008;Djenane et al. 2012).Ce qui concerne
les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans l'organisme
de la plante. Ils y jouent différents réles, dont celui de moyen de défense contre les agressions
externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante (KONE,
2009). La variéte des produits du métabolite secondaire plus de 200.000 structures définies
(Hartmann, 2007) marque de maniére originale, une espéce, une famille ou un genre de
plante. Les composés phénoliques, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides sont des
exemples de métabolites secondaires ; ils ont de nombreuses applications pharmaceutiques,
ces composés constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour des
propriétés anti-oxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Epifano
et al. 2007).

C’est dans ce contexte que se situe ’objectif de notre travail et qui porte sur 1’évaluation de

I’activité antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle et des extraits de la plante




médicinale eucalyptus et la recherche d’un effet synergique entraine une meilleure efficacité
antibactérienne afin de s’en servir dans divers domaines : médical, pharmaceutique et

industriel.

Le genre Eucalyptus est un arbre originaire d’Australie ou il compose plus de 90 % des foréts
naturelles. On le trouve également en Tasmanie (ile d’Océanie au sud-est du continent
australien) et dans les iles indonésiennes. Le genre est trés vaste puisqu’on en dénombre plus
de 600 espéces. Dans le monde entier, les eucalyptus présentent un intérét croissant pour la
production renouvelable de biomasse ligneuse. Les Eucalyptus ont été introduits dans de
nombreux pays, pour la production de bois ou pour assécher les sols. Les feuilles éloignent les
insectes, d’ou des plantations en Afrique pour diminuer la propagation de la malaria. Il a été
introduit en 1857 en Algérie pour drainer les terrains de régions touchées par la malaria
(Treiner, 2000).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de I’effet antimicrobien des substances
naturelles en évaluant les propriétés antifongique et antibactérienne des huiles essentielles et
des extraisvégétaux d’une plante médicinale largement distribuée en Algérie:Eucalyptus.

Dans la partie recherche bibliographique de ce manuscrit, nous avons commencé par une
Etude bibliographique des huiles essentielleset des extraits, leur extraction, leur composition,
ainsi que leur propriétés biologiques pharmacologiques. Ensuite, nous avons procedé a la
description de la plante et de ses propriétés biologiques tout en rappelant les travaux
antérieurs réalisés sur I’Eucalyptus. En dernier lieu, nous avons évoqué quelques genéralités
sur la phytothérapie et 1’intérét socio-économique.

La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres distincts :

Le premier illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour I’extraction, la
Détermination de la composition chimique et I’évaluation des activités biologiques
(Antifongique, antibactérienne) de I’huile essenticlle extraite et les extraits de Eucalyptus.
Dans cette partie, Nous avons jugé nécessaire d’estimer certains parametres tels que :

La concentration minimale inhibitrice (CMI), et la concentration minimale bactéricide (CMB)
et le rapport entre ces deux. L’estimation de ces parametres est justifiée par le fait que
I'utilisation des souches bactériennes et des souches fongique.

Le deuxieme chapitre expose les résultats obtenus suivis de leur interprétation. La
Signification statistique de ces derniers a été aussi examinée. Enfin, nous avons terminé par

Une conclusion générale avec quelques perspectives.







Chapitre 01
Meétabolites Secondaire
Chez La Plante



Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

1-Définition

Les métabolites sont les produits du métabolisme, le terme métabolite est généralement, par
définition limité & de petites molécules, les molécules ont diverses fonctions telles que : la
défense, la communication intercellulaire, 1’énergie, la structure, la signalisation et des effets

inhibiteurs sur les enzymes.
Chez les plantes, il existe deux grandes classes de métabolites :
1-1Métabolites primaires

La plante posséde un métabolite primaire qui permet a la plante d’élaborer des molécules
indispensables a la vie de la plante (croissance et reproduction) : acide organique, protéines,
acides aminés, les glucides et les lipides (Mohammedi, 2013)

1-2Métabolites secondaires

Le terme « métabolite secondaire » est utilisé pour décrire une vaste gamme des composes
chimiques souvent complexes chez les plantes, ces produits sont trés disperses et tres

différents selon les espéces. (yezza samiha, 2014)
2-Biosynthese

La production des métabolites secondaires est étroitement liee au métabolisme primaire,
résultent généralement de trois voies de biosynthese : la voie de shikimate, la voie de

mévalonate et du pyruvate.(Keddar and Belayachi, 2018)

La variété des précurseurs (issus de la glycolyse ou métabolisme des lipides) qui interviennent
dans la biosynthése des métabolites secondaires est la source de la diversité structurale

observée au niveau de ces derniers.

Les métabolites secondaires peuvent étre subdivisés en deux catégories : les phyto anticipines
qui sont en présence de facteurs de stress ou les constitutions c¢’est-a-dire synthétiser par la

plante de maniere permanente (méme en absence de facteurs de stress).




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

3-Classification

Les principaux groupes de métabolites secondaires rencontrés dans les plantes et qui
possedent généralement une activité antimicrobienne sont : les composés phénoliques, les

alcaloides, les terpénoides et stéroides.

On distingue classiqguement quatre grandes catégories de métabolites secondaires chez les

végeétaux:

v Les composés phénoliques(Sancho Garnier, Tamalet et al. 2013)

v' Les saponines
v Les alcaloides et composés azotes
v’ Les composés terpéniques.
3-1Polyphénols
3-1-1Définition

L’appellation « polyphénols »ou « composéesphénoliques »regroupe un vaste ensemble de
plus de 8000molucules, dérivées en une dizaine de classe chimique, qui présentent toutes un

point commun.(Mohammedi, 2013)

Les composes phénoliques sont caractérises par au moins un cycle aromatique avec un ou
plusieurs groupes hydroxyles attaches. Plus de 8000 structures phénoliques ont été rapportées
et ils sont largement disperses dans le regne vegétal. Les composes phénoliques vont du
simple, de faible poids moléculaire, a un seul cycle aromatique jusqu’aux tanins volumineux

et complexes et les dérives poly phénoliques.

Ils peuvent étre classes en fonction du nombre et de I'arrangement de leurs atomes de Carbone
et on les trouve couramment conjugues a des sucres et des acides organiques. Les polyphénols
composes peuvent étre classe en : les flavonoides, les stilbénes et les lignanes...(Djermane et
Gherraf, 2013)

3-1-2Classification

Les composeés phénoliques (ou polyphénols) représentent un groupe de métabolites




Synthese bibliographique

chapitre 01 : metabolites secondaire chez la plante

Secondaires complexe comportant plusieurs familles: dérivés des acides benzoique et

cinnamique, flavonols ,flavones ,isoflavanones ,flavanes, flavanones, chalcones ,aurones et

stilbéne.Certains sont des précurseurs de polymeres pariétaux, comme la lignine et la

Subérine. D’autres sont des polymeéres intracellulaires tels que les tanins condensés et les

Tanins hydrolysables.(Djermane et Gherraf, 2013)
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Figure 01:classification des composées phénoliques

.

3-1-2-1 polyphénols monomérique

a-Acide phénolique

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes

Peuvent étre distingués :
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1) Les acides hydrox benzoiques, dont les plus répandus sont I’acide salicylique et

I’acide gallique,

2) Les acides hydrox cinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique

et I’acide férulique.

Les acides hydrox cinnamiques peuvent exister sous deux formes
diastéréoisoméres (présence de la double liaison de la chaine latérale): cis (Z) et trans (E).
Les formes trans sont les plus abondantes, car thermodynamiquement plus stables.
Les acides hydrox cinnamiques sont naturellement présents associés avec diverses
Molécules provenant de voies métaboliques différentes. On les trouve sous forme :

e d’esters avec des acides-alcools, dont le plus commun est I’acide quinique. L’acide
5-caféoylquinique est I’acide chlorogénique, composé trés répandu dans le régne
Végétal et I’alimentation;

e d’esters glycosidiques (sucres liés a la fonction acide);

e d’hétérosides (sucres liés a la fonction phénolique).(NKhili, 2009)
b-Les flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols, ils Sont des pigments quasiment universels des
végetaux, ces composés sont responsables de la coloration des fleurs des fruits et parfois des
feuilles.(Mekkiou,s.d )

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme de

glycosides. Ce sont des composés en C6-C3-C6 comprenant en plus :
Les catéchols (catéchines).les proanthocyanidols. Les anthocyanes et les iso flavonoides.

Les flavonoides sont présent dans tous les organes aériens, ils ont une teneur maximale dans

les organes jeunes ils ont un réle de

Coloration et Co-pigmentation.(Koné, 2009)
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3-1-2-2 polyphénols sous forme polymere
a-Tanins

Les tanins sont des composees phénoliques présentes dans la nature sous forme polymérisée.
On les trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin,

datte, café, cacao...).
Les tanins peuvent se diviser en deux classes(Doat, 1978)

1) Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme
d'oligomeres)

2) Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucoses.
b- Lignages
Les lignanes résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. Quatre groupes

Peuvent étre considérés(Krief, 2003) : les lignanes (liaison entre deux carbonesdes chaines

latérales dedeux unités dérivées du phenylpropane), les néolignanes (un seul carbone est en
jeu), les "Oligomeres”, (condensation de 2 a 5 unités phénylpropaniques) et enfin les
norlignanes avec un squelette en C17. Les néolignanes sont surtout présents chez les especes
primitives (Magnoliales, Pipérales) alors que les lignanes se trouvent souvent dans le bois des

Gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification chez les Angiospermes.
¢ -Coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont des
2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7-

cinnamiques(Qunis, Boumaza et al. 2018). Ceux sont des hétérocycles oxygénés ayant

comme structure de base le benzo-2-pyrone isolées dans 800 espéces de plantes et de micro-
organismes .on les rencontres dans les Alpiaceae, les Asteraceae, fabaceae... du point de vue
structural, on les classes comme des coumarines simples avec des substituants sur le cycle de
benzéne.(Koné, 2009)
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d-Stilbenes

Les stilbenes font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols. Ils sont majoritairement

présents dans toutes les sources végétales.

Ils sont composés d’une structure qui est composé¢ de deux cycles aromatiques, les
stilbenes sont caractérisés par deux formes isomeres qui sont des propriétés chimiques et
biologiques différentes. Ces derniers jouent un réle de défense constitutifs et inductibles

(activités antimicrobiennes).

Les stilbenes possédent un large spectre d’effets pharmacologiques et thérapeutiques.(Aziza
et Hamida,2018)
3-1-3 Biosynthese des polyphénols

Les composés phénoliques des végetaux sont bio synthétisés par trois voies différentes : voie
Shikimique, voie Acétate-Malonate ou voie des polycétides et voie acétate Mevalonate
(Keddar et Belayachi, 2018)

v' La voie shikimique : est une voie métabolique aboutissant a la biosynthése de

certains acides aminés aromatiques. Elle est présente chez des bactéries, des mycetes,

des algues, des protistes et des plantes, mais est absente chez les animaux

Il stagit d'une série de réactions convertissant le phosphoénolpyruvate et I'érythrose-4-

phosphate en chorismate, précurseur commun  d'acides aminés aromatiques tels  que

la phénylalanine, le tryptophane et la tyrosine. Si les grandes lignes de cette voie métabolique

sont communes aux organismes qui l'utilisent, chacun d'entre eux la met en ceuvre d'une
maniére qui lui est propre, de sorte qu'il en existe de nombreuses variantes (BOUBEKRI,
2014).

v" Voie de ’acétate / malonate: cette voie utilise comme précurseur l'acide acétique
activé sous forme d'acétyl-S-coenzyme A. Le couplage des unités acétates conduit a la
formation des poly-3-cétoesters qui, apres cyclisation, donnent naissance aux
composés mono ou polycycliques. Les xanthones, et lesflavonoides ensont des
exemples (Rira, 2006)

v" Voie acétate Mevalonate : La voie du mévalonate produit des métabolites utilisés

dans des processus tels que la synthése des terpénoideset des stéroides,
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la prénylation des protéines, la maintenance des membranes cellulaires, la synthése

d'’hormones, I'ancrage des protéines a la membrane plasmique(Rohmer, 2000)

3-2 Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme afaible dose(djouji,
2012)

3-2-1 Fonctions des alcaloides

Les alcaloides jouent un role de défense contre les herbivores dans la plante, d’une autre part

ils peuvent avoir plusieurs applications pharmaceutiques chez ’homme :

e Antitumoraux
e Antalgiques : morphine, codeine
e Antiarythmiques : quinidine et ajmaline
Ils sont également des agents de traitement de la maladie d’Alzheimer :

galanthamine (Kong, 2009)

3-2-2 Biosynthese des alcaloides

La biosynthese des alcaloides se fait selon différents voies, ces composés se produit a partir
des acides aminés (lysine, ’ornithine, lyrosine et le tryptophane), ce processus se déroule au
niveau du réticulum endoplasmique ensuite ils se concentrent dans les vacuoles, le pH acide
de ces derniers ionisent les alcaloides et cela entraine une accumulation intra-vacuolaire des

alcaloides.

Les alcaloides se localisent dans les pieces florales, dans les fruits ou les graines (Afenai et
Major, 2017).
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3-2-3 Propriétés physico-chimiques et pharmacologiques

3-2-3-1 Propriétés physico-chimiques

Les alcaloides sont peu solubles dans 1’eau

Caractérisés par une forte solubilité dans 1’alcool

Peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs (réactifs de Mayer,
de Dragendorf, deWasicky, de Bouchardat)(Yahaioui et Silat, 2018)

Sont des composés de métabolisme secondaire de masse moléculaire faible et de
fonction basique.

Sont sensible a la chaleur, a la lumiére et a 'oxygene (Guenfis & Guermoudj, 2018)

3-2-3-2 Propriétés pharmacologiques

Les alcaloides exercent généralement leur activités pharmacologiques sur les
mammiféres comme I’Homme, ils sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes
anciennement utilisés comme medicaments, comme poisons, Les alcaloides présentent
en fréqguemment des propriétés pharmacologiques, notamment au niveau de systéeme
nerveux central, du systeme nerveux autonome et du  Systéeme

cardiovasculaire(Guenfis & Guermoudj, 2018)

3-3 Les terpenes

Les terpénes ou les terpenoides sont 1’'une des classes les plus diverses de métabolites. Il a été

répertorie plus de 10000 composés dans les trés grandes majorités est spécifiques de régne

végetal et qui englobe les aromes, les parfums, les hormones végétal et animal, les

antibiotiques et les lipides des membranes...

La plupart des terpénes ont des structures cyclique soit des chaines ouvertes : leur formule

brute est (C5HX) n dans le X est variable en fonction du degré d’instauration de la molécule

et n peut prendre des valeurs 1-8 sauf dans les poly terpénes qui peut atteindre plus de

100(caoutchouc). Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur

squelette d’une unité isoédrique a 5 atomes de carbone (CSHS). (Yahaioui et Silat, 2018)

12




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

3-3-1 Biosynthése des terpénes :

L’unité isoprénique est synthétisée a partir de la condensation de 3 molécules d’acide acétique

le précurseur universel de ce processus et 1’acide mévalonique.

L’acide acétique subit une phosphorylation suivi d’une décarboxylation abouti a laformation

des terpenoides (Haib, 2011)

3-3-2 Classifications des terpenes :

Les divers squelettes terpéniques sont classés par le nombre de chainons isoprénique qui les

composent :

e Les mono terpenes: Ce sont des produits généralement odorants obtenus par
entrainement a la vapeur d’eau des végétaux entiers ou d’organes de végétaux , lls
constituent la majeure partie des huiles essentielles, Ils comportent dix (10) atomes de
carbones et sont issus de la condensation de deuxunités isoprene (Alain, 2015).

e Les sesquiterpénes : Ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures comme le B-Cadinéne
Les sesquiterpenes forme une série de composes qui renferment 15 atomes de
carbones(Yahaioui et Silat, 2018).

e Les diterpenes : sont des substances de 20 atomes de carbone leur formule moléculaire
C20H32 ont 4 unités isoprénes ils renferment des activités biologiques significative
(activité  antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse et antifongique)
I’exemple le plus commun des diterpenes ¢’estles vitamines (Perveen, 2018)

e Triterpénoides et stéroides: Les triterpénes sont des molécules a 30 atomes de
carbone. lls ont comme précurseur le squalene, 1l y a plus de 1700 triterpenes dans la
nature dont la majorité est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme
acyclique étant tres rare.

La plupart des triterpénes sont a 1’état libre sous forme estérifiée ou hétérosidique, on
les trouve notamment dans les résines.

e Tetraterpenes : Les caroténoides sont des tetraterpénes, les plus typiques étant les

apocaroténoides, les diapocaroténoides, les mégastigmanes (Malecky, 2008)

13




Chapitre 02

a Presentation De La
Plante



Synthese bibliographique chapitre 02 : La présentation de la plante

1- Famille de Myrtacées :
1-1 Definition

La plante utilisée pour fabriquer les extraits et 1’huiles essentielles doit étre définie par son
genre, sonespéce et si possible la sous espécea laquelle appartient. Dans 1’exemple des
eucalyptus ; ils appartiennenta la famille des Myrtacées grande famille de 72genre et 300
espéeces les eucalyptus comportent environ 600 a 700 espéces et variétés (eucalyptus globulus,
eucalyptus radiata.) Les Myrtaceae est une famille de plantes dicotylédones, deux cotylédons

sur I'embryon, deux feuilles constitutives de la graine. (Oueld si said, 2014)
1-2 Description
On peut dire en generale que toutes les myrtacées ont :

Les feuilles : sont persistantes alternes le plus souvent ou opposees, simples et généralement a

marge entiéere.

Les fleurs: sont souvent a 5 pétales mais certaines espéces offrent des fleurs aux pétales

minuscules voire absent.
Les etamines : sont généralement remarquables nombreuses et de couleurs vive.
L’androcée : comprend un grand nombre d’étamines se développant de fagon centripéte.

La pollinisation : est caractérisé par un disque nectarifere qui recouvre I’ovaire (la fleur dite

entomophile)

Fruits : le fruit présent une baie : surmontée d’un calice dans la sous familles Myrtoideae ou
une capsule loculicidedans la sous famille des Leptospermoideae, ou parfois une drupe.
D’unefagongénérale ; il contient peu de graines voire uniquesdans chaque loge. Ces dernieres
sont exalbuminées c’est-a-dire aucour de leur maturation I’embryon consomme la totalité de

I’albumen. (Oueld si said, 2014)
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N

l Figure 02 : feuilles adultes, boutons floraux, fruits (capsules) (Melun, 2011) I

1.3 Répartition

L’aspect général des plantes de cette famille va du petit arbustea ’arbre de trés grande taille,
poussant principalement dans les régions équatoriales, subtropicales, tropicales voire
tempérées. Les principaux espéces des Myrtacées présentent une  vaste
communauténotamment le bassin méditerranéen, I’ Amérique du sud et 1’ Australie ou la partie

tempérée ou ce continent évalue une grande diversité d’espéces.(Chabert, 2013)

-
R/

Figure03 : la répartition de la famille des myrtacées
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1-4 Classification en sous-familles

Parmi les Myrtacées, on peut distinguer 2 sous familles :
e Les Myrtoideae

Cette sous famille comporte notamment les genres

Myrtus.
Eugenia.
Syzygium.

Psidium.

YV V. V V V

Calyptranthes.

Leur fruit est une baie, les étamines forment un androcée méristémone, les ovules sont

campylotropes et les feuilles sont opposées.
e Les Leptospermoideae
Cette sous famille comporte entre autres les genres

Eucalyptus,
Melaleuca,
Leptospermum,

Metrosideros,

YV V. V V V

Callistemon.

Leur fruit est une capsule ou une nucule, les étamines forment un androcée polyadelphe, les

ovules sont anatropes, les feuilles sont alternes ou opposées.(Chabert,2013).
1-5 Intérét biologique de la plante

Les espéces de cette famille sont caractérisées par des propriétés thérapeutiques diverses qui
sont appliqués en médecine traditionnelle. Ces derniers sont expliqués dans des exemples qui

ont été validés et confirmé suite a différents travaux.(Chaouche,s.d.)
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Les exemples :

Especes Activités biologiques

Cleistocalyxoperculatus anti-inflammatoire
antiseptique
anti-oxydante
antimicrobienne
cytotoxique

anti-tumorale
Antibactérienne

Cleistocalyxoperculatus

anti-oxydante
Eucalyptus rostrata

Psidiumguajava anti-oxydante
anti-hypertensive
anti-diarrhique
antinociceptive
antidiabétique
anti-allergique
anti-tumorale
anti-inflammatoire
cytotoxique

antispasmodique

antigenotoxique

Tableau 01 : Activités biologiques de certaines espéces de la famille des Myrtacées
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2- Eucalyptus

Figure 04 : plante d’eucalyptus

2-1 Position Systématique (Ghedira, Goetz et al. 2008)

e Regne : Plantae

e Sous-régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida

e Sous-classe : Rosidae

e Ordre : Myrtales

e Famille : Myrtaceae

e Genre : Eucalyptus

e Espece : Camaldulensis

2-2 Description Botanique
Le mot <<Eucalyptus>>: « Eu» est un préfixe d’origine grecque et signifiant « bien » et
« Kalyptos » veut dire « couvrir » donc le nom générique signifie bien couvert car les pétales
et sépales sont soudés.(Lemarchand, 2008). Ce sont des arbres et des arbustes, souvent
producteurs d’huiles aromatiques. Les eucalyptus sont de grands espéces qui peuvent
atteindre jusqu’a 100m de hauteur. Mais leur vraie moyenne varie entre 40 et 50 m. Le tronc

comprend a la base une ecorce foncée et rigoureuse laissant s’exfolier son épiderme.
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L’eucalyptus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais différentes en fonction de
I’age des rameaux : les rameaux les plus &gés (adultes) portent des feuilles aromatiques, sont
simples et lancéolées verte et verte foncé, mesurent de 12 a 30 cm.Et les feuilles juvéniles
sont ovales a légérement lancéolées, vertes, opposées. Les fleurs naissent a I’aisselle des
nouvelles feuilles sont de couleur blanche —créme. Le fruit ligneux est une grosse capsule
glauque prenant une teinte marron lors de sa maturité. Les eucalyptus sont connus pour leurs
capacités a une grande casserole papetiére et de repousser sans manque de dormance a cause
de leurs graines qu’elles sont d’une couleur noire.(Ghedira, Goetz et al. 2008). La croissance
de cette espece est continue du fait qu’ils n’ont pas d’endodormance contrairement aux
d’autresespeces ligneuses .IlIs sont opportunistes, leur croissance dépend uniquement de la
température moyenne. Elle est maximale en condition favorable et ralentie ou nulle en
fonction du froid ou de la sécheresse (Stress abiotiques) par exemple , les eucalyptus sont trés
réactifs apres le stress et cette réactivite explique la compétitivité des eucalyptus pour
I’occupation de I’espaces.(Marque, 2008)
2-3L’origine Et La Réparation Geographique
v’ Porigine d’eucalyptus :
- Australie ou il compose 95% des foréts naturelles
- Tasmanie
- Malaisie
- lles Indonésiennes(Mekelleche, s.d)
v le nom vernaculaire :
En Algérie : calitous ,calibtus, kaffour
Frangais: eucalyptus, arbre de la fievre, gommier bleu.
Anglais: bluegumtree;
Allemand: Eukalyptusblatter;
Arabe: Kalitus, Kalatus(Ghedira, Goetz et al. 2008)

v T’eucalyptus est originaire de 1’ Australie en 1863 son introduction en Algérie est faite
et leur facilité d’adaptation permet une plantation massive, parmi les espéces les plus
répondus dans la région méditerranéenne E. globulus, E. camaldulensis, E.
gomphocephala,le transfert génétique entre certaine espéces se fait rapidement et

cela complique encore plus leur identification. (Ghenaiet et Aouidet, 2016).
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La répartition de la plante compose plus de 90% de foréts naturelles. On le trouve également
en Tasmanie (ile d’Océanie au sud-est du continent australien) et dans les iles indonésiennes.
Le genre est trés vaste puisqu’on en dénombre plus de 600 espéces.(Melun, Sud-ouest et al.
2011). Et cette répartition dans différents pays et régions transporte des caractérisations

importantes sur son biotope et sa composition chimique.(Koziol, 2015)

2-4 Intéréts Socioéconomiques

L’effet socio-économique des plantations d’eucalyptus ont des conséquences et des intéréts
plus larges sur le plan social et économiques. En zone sahélienne, les eucalyptus sont en
plantation pures ou mixtes avec d’autres especes exotique et/ou indigénes. Le bois
d’eucalyptus présente de bonnes qualités mécaniques, il est communément utilisé au sahel
comme bois de chauffe et des matériaux de construction de maison, de hangars et dans
plusieurs besoins. Une plantation d’eucalyptus contribue a la fertilité du sol, donc elle va
enrichi le milieu par différents especes végétale et animale et elle fournit une association
symbiotique entre la plante et les champignons ectomycorhiziens comestible qui constituent
des nutriments et de revenus pour les populations locales (Abdoulaye Soumare, 2017).

A part la chauffe I’eucalyptus offre d’autres avantages en phytothérapie. Dans certains pays
d’Afrique est utilis¢é aux maux d’estomac, les feuilles sont utilisées pour le rhumatisme, les
feuilles séchées puis brulées sont utilisées pour calmer la toux, I’angine, la bronchite et
I’asthme. Les feuilles brulées sont aussi utilisées pour chasser les moustiques .Et méme pour

le choléra, la peste, le paludisme.(Soumare, Diedhiou et al. 2017)
Parmi les avantages de la plantation d’eucalyptus sur le plan socio-économique sont :

1. création des emploie

2. connaissances de nouvelles techniques de carbonisation.

3. augmentation des rendements culturaux graces a la pratique de I’agroforesterie.

4. sélection et diffusion de la meilleure combinaison des essences forestieres et culture
vivriére

5. fixation de la population. (onemba,s.d.)
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1- Définition des huiles essentielles

La définition des huiles essentielles précise leurs origines et leurs modalités d’obtention.
Ainsi une huile essentielle est une « substance odorante, généralement de composition
complexe, obtenue a partir d’une matiére premiere botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit pas un procédé mécanique
approprié sans chauffage. Elle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé

physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.(Bourrain, 2013)
2- Localisation chez la plante :

Les huiles essentielles sont présentes en tres petite quantité : 1 a 2 % dela matiere séche
au maximum, peuvent étre stockés dans différents organes veégétaux(feuilles, racines,
écorces...).(Couderc, 2001)

Organe Exemples

Eucalyptus
Feuilles d’ Angiospermes, tiges

Romarin, sauge, menthe
Feuilles d’angiospermes,

Jasmin, rose
Fleurs

Citron
Fruits

Tableau 2 : organes de certaines plantes riches en huiles essentielles.(Echchaoui, 2018).

Elles peuvent étre aussi a la fois dans différents organes la composition de I’huile peut varier
d’un organe a l’autre. Elles peuvent étre localisées dans : des cellules sécrétrices, des poils

sécréteurs, des poches sécrétrice, des canaux secréteurs(Couderc, 2001).
3- La composition chimique des huiles essentielles

Quelques études ont été réalisé sur le genre eucalyptus ont montré que son I'HE
renferme une teneur de celle-ci comprise entre 0,5% a 3,5%cette I’huile est considérée comme

medicinale parce que le 1-8 cineol ou I’eucalyptol présente le composant majoritaire [70%-
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80%] (Ghenaiet et Aouidet, 2016)le 1-8cineol est le principale constituant pour qu’une HE
soit médicinale (Samate, 2002). Eucalyptus globulus c’est une espéce connue de la famille
myrtaceae, I’analyse des feuilles et des fruits d’eucalyptus globulus révele que cet espece
renferme environ 30 composés majoritairement son : 1-8 cineol, comphene, alpha pinene,
globule, beta pinene,..... (Ould si said, 2014).Grace a cette richesse au niveau de la
composition chimique, I'HE d’eucalyptus peut se classer comme une essence qui contient a la

fois des propriétés antibactériennes, antifongique et antivirales (Ghenaiet et Aouidet, 2016)
4- L'aromathérapie

Se définit comme une thérapie naturelle utilise les huiles essentielles végétales par voie
interne ou externe pour soigner ou prévenir les maladies(Deschepper, 2017),donc on peut
définir cette thérapie comme le traitement des pathologie par les aromes, I’origine de cette

photothérapie repose sur les proprietés pharmacologiques qui renferme I'HE.
5- Les propriétés pharmacologiques

En plus des propriétés pharmacologiques des huiles essentielles la plante posséde sa
propre activité, donc il est important de ne pas confondre entre ces deux notions.d'une autre
part il est trés frequent qu'on accorde aux HEs des propriétés qui ne sont pas prouvées
scientifiquement soit sont spécifiques pour certaines plantes tel que I’activité lipolytique ou
I’action antihistaminique ; nous allons donc nous centrer sur les propriétés fondamentales
(Nicolas, 2017)

5-1 Activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne des HEs a une relation étroite avec sa composition chimique
(Chemloul, 2014)par exemple grace a la présence de 1-8 cineol, 'HE d’eucalyptus va étre

douée de propriété antibactérienne et cicatrisante.
5-2 Activité antifongique :

Le pouvoir antiseptique de certaines ’HE est active également sur les champignons
responsables de mycoses et les levures (candida albican) (Benzeggouta, 2005), cette activité
est due a la présence de certaines fonctions chimique principalement les phénols qui sont plus

antifongique que les aldéhydes(Chemloul, 2014)
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5-3 Activité antivirale :

Les infections virales font parties des pathologies les plus dangereux et les plus variées qui
peuvent étre mortelles dans plusieurs cas, les huiles essentielles présentent une thérapie
naturelle qui limitent leur propagations puisque les virus sont sensibles aux molécules
aromatiques, donc les HEs constituent une opportunité pour traiter ces fléaux infectieux
(Bessedik majdeddine larbi, 2015)

5-4 Activité antiparasitaire :

Les groupements phénoliques sont les composes antiparasitaire les plus puissant suivi par les
alcools monoterpiniques certains oxydes et cétones ont ainsi une activité antiparasitaire
(Raymond, 2005).

6- Mode d’action des HEs sur les microorganismes pathogenes :

Les huiles essentielles ou certains de leur composeés ont un effet efficace contre une
grande variété d’organismes (bactéries, champignons, virus et parasites) (Randrianarivelo,
2010), du fait de la variabilité¢ des quantités des composants des huiles essentielles leur

activité antimicrobienne est due a plusieurs mécanismes d’action au niveau cellulaire

o Perturbation de la membrane cytoplasmique et la perturbation de la force motrice de
proton (Toure, 2015) provoque un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire et
perturbe le transport membranaire des substances nutritives (Boukerrouche, 2018).

. D’autres mécanismes sont liés a la coagulation des constituants cellulaire (Toure,

2015).
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Figure5 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne
(Guinoiseau, 2010)

o Les HEs agissent ainsi sur une grande variéte de moisissures et de levures par different
action en inhibant la croissance des levures, la germination des spores, I’¢longation du
mycélium, la sporulation ou la production des toxines chez les moisissures, ce pouvoir
antifongique est attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans la composition
des HEs (Boukerrouche, 2018).

o Au niveau génétique des études ont montrés que les huiles essentielles ou leur
composés principaux n’ont pas induit une mutation nucléaire vis-a-vis les bactéries ou les

levures (Randrianarivelo, 2010).
7- Méthodes d’extraction

De nombreux procédés sont utilisés pour ’extraction des substances aromatiques cet
opération a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles sans altérer la
qualité, le choix de la technique dépend de la localisation histologique de I’huile dans le

végetal et de son utilisation (Nejia, 2013).

o L’hydro distillation : c’est la méthode d’extraction la plus simple son principe consiste
a immerger la matiere végétale dans un bain d’eau, ensuite I’ensemble est porté a ébullition,
elle est généralement conduite a pression atmosphérique, le chauffage permet 1’éclatement et
la libération des molécules volatiles contenues dans la matiére végétale, les huiles essentielles
se séparent de 1’eau par différence de densité. Le systeme utilise pour I’extraction des HEs au

laboratoire c’est le Dean starck(Haib, 2011)
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Figure 6 : extraction par hydro distillation

Entrainement a la vapeur :cette technique ne met pas en contact direct de 1’eau et la maticre

végétale a traiter, de la vapeur d’eau fournie par une chaudicre traverse la maticre végétale

située au-dessus d’une grille entraine I’¢clatement des cellules et libération de 1’huile

essentielle.(Herzi, 2013)

Figure 7 : entrainement a la vapeur d’eau (Herzi 2013)

Expression a froid : I’expression a froid est une extraction sans chauffage réservé aux

agrumes, le principe de ce procédé mécanique consiste a éclater les minuscules vésicules et

les poches a essence, I’essence ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau (Attou, 2017).
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8- Effets indésirables des huiles essentielles

En plus des bienfaits des HEs leur mauvais usage par certaines voies contre indiquées
tel que la voie oculaire, intraveineuse, intramusculaire (Poirot, 2016)ainsi que I’utilisation
avec des doses extrémes peut provoquer des effets secondaires ou indésirables chez la

personne.

Photosensibilité : furanocoumarine est parmi les composés principaux des HEs, I'utilisation
d’'une HE contenant se composé par voie cutanée peut provoquer des réactions
érythémateuses voire favoriser la carcinogénése, donc il est recommandé de ne pas s’exposer
au soleil pendant 6h suivant ’'HE par voie cutané ou orale (MEYER, 2016). Reactions
allergique : avant utilisation il est conseillé de tester la sensibilité de la personne envers ’'HE
d’intérét en appliquant 1 a 2 gouttes au pli du coude, si aucune réaction allergique n’est

observée aprés 10 mn I’HE pourra étre utilisé largement (Meyer, 2016)

Femme enceinte et allaitante : par précaution I’utilisation d’HE pendant la grossesse est
fortement déconseiller pendant le 1° trimestre puisque a ce moment ce déroule
I’organogenése de I’embryon (Poirot, 2016), et pendant le trimestre suivant et 1’allaitement
est a limiter car certains constituants des HEs comme la cétone a des propriétés neurotoxiques
a haute dose (Meyer, 2016).
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9- Conservation des huiles essentielles
La conservation des HEs peut durer plusieurs années sous certaines conditions :

o Il faut fermer les flacons puisque les HEs sont volatiles

J Garder a I’abri de la lumiére a une température ambiante jusqu’a 20°c. (Mayer, 2012)
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e Obijectifs de travalil

Le but de cette étude comparative est de démontrer «In vitro» 1’effet antimicrobien de
huit extraits et de I’huile essentielles d’eucalyptussur différents souche bactriennes et

fongique.

La premiére partie est destinée a la préparation de I’extrait par macération avec des

solvants et ’extraction de I’huile essentielle par la méthode de I’hydro distillation.

La deuxiéme partie consiste a ’étude de I’effet antimicrobien des extraits et de I’huile

prépares sur des souches microbiennes et une souche fongique.

Ce travail a eté réalise au niveau du laboratoire peédagogique du Département de Science
de la Nature et de la Vie - Centre Universitaire Belhadj Bouchaibe - Ain Témouchent.

1. Préparation des extrais a partir de la partie aerienne de la plante.

2. Préparation d’huile essentielle a partie de la partie aérienne de la plante.

3. Etude in vitro de I’effet antimicrobien des extraits et I’huile préparé sur des souches

microbienne

Chapitre 01 : préparation des extraits et d’huile essentielle
1-Matériel :

1-1 Materiel végétal :

Le matériel végétalEucalyptuscamaldulensis qui a fait ’objet de ce travail est constitué dans

la région d’Ain Témouchent dans I’ouest d’Algérie. Les échantillons ont été récoltés dans la

région de Sidi Safi le 08 février 2019.

Les échantillons ont été bien séchés a une température ambiante et a I’abri de la lumiére
solaire pendant une période de 10 jours afin de préserver au maximum [!’intégrité des

molécules apres séchage, les échantillons sont récupérés dans un sac en plastique.
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FigureQ9 : partie aériennes d’eucalyptus
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Figure 10 : région de récolte
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1.2. Produits chimiques

Ether de pétrole.
Ethanol.
Dichlorométhane.
Eau distillé.
Méthanol.

AN N N NN

Hexane.
.1.3. Appareillage

Agitateur.
Rota-vapeur.
Plaque chauffante.
Etuve.
Autoclave.
Réfrigérateur.
Hotte chimique.
Dean Stark.

2- Méthode

AN NNV VU N N N

2-1 Préparation des extraits

L’extraction des extraits a ¢été obtenue par macération (24h) les échantillons séchés
d’Eucalyptuscamaldulensis sont broyés a I’aide d’un moulin électrique des céréales jusqu’a

leur réduction en poudre.

Aprés le broyage nous avons préparés les extraits organiques (éther de pétrole, éthanol,

Dichlorométhane), extrait aqueux, I’huile totale et I’huile essentielle.

33




Partie Il : Matériels et méthodes

Figure 11 : broyage de la plante eucalyptus seche

2-1-1 Extraction par les solvants organiques a polarité croissante :

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Diallo, Sanogo et al. 2004)une prise d’essai de
40g de poudre de la matiére végétale a été mélangée avec 200ml de chaque solvant (EP,

ETOH, DCM) sous agitation magnétique durant 24h a une température ambiante.

Une filtration sur papiers whatman nl du macérat est ensuite réalisé, le filtrat est alors

évaporé a sec a I’aide d’un rotavapor est séché a poids constant. (Khedidja, 2015)

Figure 12 : Macération sous agitation
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Figure 14 : Evaporation

2-1-2 Extraction aqueuse

50g de poudre est extraite a reflux dans 500ml d’eau distillée et mis a macérés a une
température ambiante sous agitation pendant 24h puis filtres, le filtrat a ensuite éte séchés a
50 ¢® a I’étuve jusqu’a I’obtention du poids constant (Diallo, Sanogo et al. 2004; LA,
LOUKOU et al. 2008)

Figurel5 : Extraction aqueuse
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2-1-3 Extraction d’huile totale

D’abord nous avons préparé I’extrait métabolique puis il a été filtré aprés une macération
(24h) sous agitation. Le filtrat est mélangé dans une ampoule & décompter avec 50ml
d’hexane et nous avons agité et laissé quelque minute nous avons obtenus de deux phases :
une phase aqueuse plus dense qui apparait au-dessous et une phase organique contenant des
lipides. La phase supérieur (organique) a été récupéré et répéte trois fois avec renouvellement
du solvant, nous avons séparé 1’hexane du I’extrait par le rotavapor donc I’hexane est évaporé,
I’extrait récupéré et considéré comme huile totale d ' Eucalyptuscamaldulensis. Finalement
nous avons obtenir une série d’extraction : un extrait aqueux (AQ), trois extraits organique :
EP, ETOH, EDCM et huile totale et huile totale. Les extraits secs sont conservés a I’obscurité

jusqu’a I'utilisation.

Figure 16 : Extraction d’huile totale

2-1-4 Extrait des tanins

L’extraction des tanins des feuilles et tiges d’eucalyptus, est réalisé selon la méthode de
Zhang et coll., 2008. Les broyats de la matiére végétale (2.5 g) ont été extraites par 50ml du
mélange acétone/ED (35/15 : v/v) durant trois jours a une température ambiante. La solution
obtenue est filtrée et évaporée a 40c® par un rotavapor type bouché R-200 pour éliminer
’acétone, puis la phase aqueuse est lavée par le dichlorométhane afin d’éliminer les pigments
et les lipides aprés élimination de la phase organique, la phase aqueuse a été traitée trois fois

avec I’acétate d’éthyle (v/v). Les 3 phases organiques obtenues sont réunies et évaporées a sec
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a 40 c° par rotavapor. La phase aqueuse restante est traitée trois fois par le N-butanol les

phases n-butanol sont évaporées sec, afin de récupérer I’extrait sous forme de poudre.

Extraits Constituants probables Références
des saponines, des tanins, des
EEP flavonoides, des stéroides, des (Chuku et al., 2016)
glucides et des glycosides
cardiaques, et non
anthraquinones
des saponines, des tanins, des
EET flavonoides, des stéroides, des (Chuku et al., 2016)
glucides et des glycosides
cardiaques, et non
anthraquinones
Terpenoides,polyphenols
EDCM aglycones (flavonoides, Ciulei, (1981).
coumarines,tanins) chlorophylle
EAQ Flavonoides, Ciulei, (1981)
aminoacides,tanins,terpenes,cires
ETNB Héterosides,polyglucosyleés, Ribereau et Gayon, (1968)
flavonols
HEX Alcaloides, flavonoides, sterol, Touré, (2011)

polyphenols

[

Tableau 03 : les principaux composants des extraits

2-2 Rendement d’extraction

Rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :

[ R% = 100Mext/ Mech ]

Ou : R est le rendement en %

Mext est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg

Mech est la masse seche de I’échantillon végétal en mg(Mahmoudi, Khali et al. 2013)
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Figurel? : les six extraits d’eucalyptus.

2-3 Extraction de I’huile essentielle

Le procédé d’extraction est réalis€ sans aucun prétraitement sur la plante, mais le matériel

vegeétal a subi un semi broyage.
2-3-1 Extraction par hydro distillation

v' La méthode d’extraction utilisée pour récupérer I’huile essentielle
d’eucalyptuscamaldulensis c’est I’hydro distillation qui consiste a utiliser un montage
de type Dean Starkcomposé par un ballon, de taille variable, contient de I’eau que 1’on
fait bouillir et la plante a extraire. La vapeur monte dans le montage jusqu’a un
condensateur et le condensat retombe dans une burette. L huile flotte sur I’eau, qui est
pour sa part progressivement renvoyée dans le ballon chauffé par le conduit en
diagonale. Aprés 2 h d’extraction, on peut mesurer directement dans la burette le

volume d’huile recueilli.
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Figure 18 : Le montage utilisé pour ’extraction d’huile essentielle
(d’eucalyptuscamaldulensis)

2-3-1-1 Protocole opératoire d'hydrodistillation

v" Une masse des feuilles de la plante de 100g et une quantité de I’eau de 500ml sont
immergées dans un ballon. Ce dernier est installe au dispositif deDean Stark pendant
2h, les vapeurs chargées d’huile essentielle traversant un réfrigérant se condensent et
chutent dans une ampoule a décanter, le mélange (huile essentielle + eau) se sépare par
différence de densité. L’huile récupérée, est placée dans un petit flacon opaque et

conservée au réfrigérateur.
2-3-1-2 Conservation de I’huile essentielle obtenue

L’huile essentielle étant volatil et peut étre cohésive dans certains cas donc sa conservation
nécessite certains conditions pour cela. L'huile essentielle ainsi obtenue est conservée a 4 °C
dans des flacons en verre brun jusgu'a son analyse. (Mzabri, Aamar et al.)
2-3-2 Détermination de rendement en huile essentielle
Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle
et la masse du matériel végétal utilisé pour cent grammes de matiere végétale Seche. Apres

récupération d’huiles essentielles, le rendement est calculé par la méthode suivante :

[ RHE%:MHE/Ms.lOO ]

Rue : Rendement en huile essentielle en (g) pour 100 g de la matiére séche

Mue : Masse d’huiles essentielles récupérées (g)

Ms : Prise d’essai du matériel végétal (g). (Saadi, Adjir et al. 2018)
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Chapitre II : Etude de I’activité antimicrobienne
1- Matériel
1-1 Matériel biologique
1-1-1 Souches microbiennes pathogénes

L’activité antimicrobienne de I’HE ainsi que des extraits ont été évalué sur 5 souches de
références de collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le laboratoire de

microbiologie du Centre Universitaire d’ Ain Témouchent.
Les germes qui ont été testés sont les suivants :

Pseudomonas aeruginosaATCC 27853.
Escherichia coli ATCC 25922.
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Staphylococcus aureus ATCC 43300.
Candida albicansATCC 10231

AN N NN

1-1-2 Les extraits

Les extraits testés sont les suivants : EEP, EEtOH, EDCM, EAQ, EHT, ETDCM, ETNB,
ETAE

1-1-3 L’huile essentielle

L’huile essenticlle testée est celle obtenue par hydrodistillation de la matierevégétale

d’eucalyptuscamaldulensis
1-2 Milieu de culture

» Milieu de culture liquide
v Bouillon Muller-Hinton (BMH)
v" Bouillon PDA

» Milieu de culture solide

v' Gélose Mueller Hinton (MH)
v' Gélose PDA.
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1-3 Antibiotique

Antibiotiques : (Gentamycine « GEN », Erythromycine « E », vancomycine « VANC ».
2-Méthodes

2-1 Conservation des souches étudiées

La conservation des souches a été faite dans des tubes stériles contenant 10ml de milieu de
culture incliné de MH pour les bactéries et PDA pour la souche fongique (candida

albicans) dans un réfrigérateur a 4°c.

2-2 Ensemencement des souches conservées
L’ensemencement est réalisé dans un endroit stérile a partir des souches conservees
v' Les souche bactériennes sont ensemencées dans un milieu gélosé MH et incubés a
37°c pendant 24h
v' Concernant la souche fongique est ensemencé dans milieu gélose PDA et incubé

48h jusqu’a 5 jours a 25°c
2-3 Revivification des suspensions microbiennes
2-3-1 Revivification des suspensions bactériennes

Des colonies pures sont repiquées dans un milieu BMH et incubées a 37°c pendant 18h pour

favorisé leur croissance, ces cultures vont servir a la préparation de I’inoculum.
2-3-2 Revivification des suspensions fongiques

La souche fongique a été revivifieée dans un bouillon PDA et incubée a 30°c pendant 48h dont

le but de favoriser sa croissance.
2-3-3 Ajustements de la charge microbienne

Les colonies qui ont été bien isolées a partir des cultures jeunes sur BMHpour les bactéries et
bouillon PDA pour les levures.Elles sont transférées dans des tubes contenant de I’eau
physiologique stérile.Afin de préparer des suspensions ayant une turbidité équivalente au
standard McFarland 0.5 ce qui correspond a 1,2 x 108 UFC/ml pour les bactéries (D.O = 0.08
a 0.1 /A= 625nm)(Kherraf 2018) et 1,5 x 10° UFC/ml pour la levure C. albicans (D.O= 0.12

41




Partie Il : Matériels et méthodes

a 0.15 /1= 530 nm)(Kherraf 2018) L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture si la

DO est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile si elle est trop forte

v’ La densité optique est ajustée a I’aide d’un spectrophotométre.

Figure 19 : ajustement de la densité optique des suspensions microbiennes

2-4 Préparation des disques

On a coupé le papier buvard en disque de 6mm (0.28cm? de surface) par I'emporte-piéce, ces
disques doivent posséder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que I'on peut
mesurer facilement. Les disques sont ensuite stérilisés dans un autoclave pendant 20min

al120°C, et stockés a une température ambiante (le tube a essai est hermetiquement fermé

2-5 Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a 1’'usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles de 90 mm de diamétre. L’épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du

laboratoire avant leur emploi.
2-6 Méthodes d’étude de I’activité antimicrobienne des extraits végétaux

Pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne in vitro de I'HE et des extraits
d’eucalyptus, nous avons utilis¢ la méthode de diffusion sur disques (aromatogramme) c’est

un criblage qui vise a mettre ’activité antimicrobienne sans pour autant la quantifier(El Kolli
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2018), et ensuite par la méthode de micro-dilution(Sarra and Djihad 2018) pour déterminer
les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) suivi par un étalement sur milieu

solide pour déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB).
2-6-1 Souches microbiennes

Nous avons utilisé quatre souches bactériennes Staphylococcus aureus ATCC43300,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC25922,
aeruginosa ATTC27853, et un seul type de levure : Candida albicans ATCC10231. Les

et Pseudomonas

caracteéristiques des souches microbiennes utilisées sont représentées dans le tableau suivant :

Espece microbienne Code génétique | Caractéristiques Maladie provoquée
Pseudomonas ATCC27853 Bacilles, Gram-, Lesinfections
aeruginosa mobile, pathogéne | (nosocomiale,pulm
onaires, urinaire)
Staphylococcus aureus | ATCC 43300 coques,immobile, Infection cutanees,
Gram+. toxiinfection
alimentaire.
ATCC25923 infection
nosocomiales
Escherichia coli ATCC 25922 Bacille, mobile, Diarrhée, infection
Gram-, pathogéne. | urinaire,
meningite.
Candida albicans ATCC10231 Champignon Candidose
(levure
unicellulaire,hétéro
trophe

Tableau 04 :Les caractéristiques des souches microbiennes utilisées.(Sarra and Djihad

2018)
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2-6-2 Préparation des concentrations des extraits et de I’huile

Les extraits et ’huile se sont utilisés pour tester ’effet antimicrobien qu’apres préparation
d’une série de concentration (SM, 1/2,1/4) dans des tubes stériles en utilisant le DMSO
comme diluant puisque il n’a pas d’effet sur I’inoculum, les tableaux suivants résume le

protocole de préparation de different des extrait ainsi que I’huile :

Concentration Solution mére | 1/2 1/4
(S0)
DMSO 1000l 500ul 750pl
Extraits 12.5mg 500pul (S0) 250pl (S0)
Tableau05 :préparation des dilutions des extraits

Figure 20 : préparation des dilutions des extraits

Concentration Cl C2 C3 C4
DMSO 800pl 900l 950l 975ul
L’huile 200mg 100mg 50mg 25mg

Tableau06 : préparation des concentrations de 1’huile essentielle
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2-6-3 Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

La méthode de diffusion ou aromatogramme consiste a déposer un disque de 6 mm de
diamétre stérile découpé a partir du papier Wattman n° 40, et imbibé d’un volume donné du
produit a tester, a la surface d’une gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri., un
volume de 20 ml de milieu gélosé Muller Hinton est coulé dans des boites de Pétri. Apres
solidification, la gélose est inondée avec I’inoculum bactérien a tester d’une densité de 107-

108ufc/ml (Khribch et Nassik al. 2018)

> Protocole expérimental

v Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton dans des boites
de Pétri pour les bactéries et gélose PDA pour Candida.

v’ Préparer I’huile essentielle et les extraits d eucalyptus camaldulensis.

v' Des disques stériles en papier (6 mm de diamétre) sont imprégnés avec 20 ul
d’HE ainsi que des extraits de différentes concentrations en mettant seulement en
contact le bout du disque

v Les boites de Pétri étaient maintenues pendant 15 min a température ambiante
puis incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C durant 48 h pour la

levure.

Figure 21 : méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

> Lecture des résultats
L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et des extraits est déterminée en
mesurant le diametre de la zone d’inhibition formée autour de chaque disque. Les

diameétres des zones d’inhibition sont ensuite mesurés au millimétre
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Selon (Moreira, Ponce et al. 2005), la sensibilité des bactéries a 1’huile essenticlle et
aux extraits a été classée selon le diameétre des halos d’inhibition, comme le résume le

Tableau suivant

Diamétresde la  zone Transcription Sensibilité du germe

d’inhibition (mm)

<8 - Résistant

9-14 + Sensible

15-19 ++ Tres sensible

>20 +++ Extrémement sensible

Tableau07 : Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés

(Moreira, Ponce et al. 2005)

2-6-4 Essais de sensibilité a la dilution

L’efficacit¢ de I’huile essentielle et les extraits testés est évaluée par la mesure de 2
concentrations : la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB). Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature de I’activité

antimicrobienne de 1’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide.

2-6-4-1 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) « Les

microdilutions»

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance microbienne a 90%. Sa détermination a été réalisée par la méthode de
micro-dilution en milieu liquide.(Bendjelloul 2018), Cette technique Consiste a ensemencer,
par un inoculum standardisé, une gamme de concentration décroissante en huile essentielle.
Apres incubation, ’observation de la gamme permet d’accéder a la concentration minimale

inhibitrice (CMI) (EI Kolli 2018)
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» Protocole

La CMI de chacun des extraits végétaux et de I’huile a été déterminée a I’aide d’une
microplaque de 96 puits. Les tests ont été effectués de facon stérile Les colonnes de la
microplaque ont été divisées en trois zones distinctes ; colonne N°11 étant le témoin stérile
(TS), la colonne N°12le témoin de croissance (TC) et les colonnes suivantes utilisées pour la
détermination de la CMI des extraits végétaux ou de 1’huile.

Chacun des puits a recu 100 pl de milieu BMH pour les bactéries et bouillon PDA pour la
levure auquel un volume de 100 pl de I'huile ou des extraits végétaux a I’étude ont été
ajoutées (colonnes 1-10). Les puits des colonnes N°11 et N°12 n’ont re¢u aucune addition de
I’huile ou d’extraits végétaux. La suspension bactérienne (5 x 106 UFC/ml, 20ul) (Tremblay
2019) a par la suite été déposée dans les puits des colonnes 1-12 sauf colonne N°11 . La
microplaque a été fermée hermétiquement avec du parafilm et incubée 24 heures a 37°C pour
les bactéries et 48h a 25°c pour la levure

> Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait a 1’ceil nue par observation du changement de turbidité
dans les puits apres incubation et par comparaison avec le témoin (Nouadri, Remache et al.
2018)

2-6-4-2 Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB et
CMF)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus concentration de HE ou
des extraits capable de tuer 99.9% de I'inoculum bactérien initial, elle définit D’effet

bactéricide de I’HE ou des extraits végétaux (Brahimi, Merzouk et al. 2018)
> Protocole

Le contenu des puits de microplaque dans lesquels aucun trouble n’a été observé, a servi a
ensemencer le milieu gélos¢ M.H et ce, par des stries de 5 cm de long a ’aide d’une anse en
commengcant par le le puit correspondant a la CMI. La boite de Pétri est ensuite incubée a
37°C pendant 24H pour les bactéries et a 25°c pendant 48h pour la levure (Okou, Yapo et al.
2018)
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» Lecture des résultats
La CMB est déduite a partir de premier puit dépourvu de croissance microbienne.

2-6-4-3 L’antibiogramme

L’étude de sensibilité aux antibiotiques est réalisée par la méthode d’antibiogramme standard
par diffusion sur gélose Mueller Hinton. Son principe consiste de placer des souches
bactérienne en présence du ou plusieurs antibiotiques dans le but de voir la résistance ou la

sensibilité de ces derniers sur les bactéries.(Salah and Yessaed 2018)

» Protocol
e Milieu d’ensemencement

Le milieu utilisé pour la réalisation de ’antibiogramme est le milieu Muller-Hinton

e Technique utilisé d’ensemencement

L’ensemencement du milieu Muller-Hinton a été fait par inondation, ’exceés de I’inoculum
est éliminé. Les boites de pétri sont mises en position inclinée pendant 3 a 4 minutes afin
d’éliminer tous les résidus

e Incubation
L’incubation des antibiogrammes se fait a 37°C pendant 18-24 heures
> Lecture des résultats :

La lecture de [I’antibiogramme et son interprétation se fait conformément aux
recommandations des experts du comité d’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CA-SFM). Aprés incubation a 37c® pendant 18h a 24h on a obtenue soit un
pousse de souche soit une zone d’inhibition les diamétres de ces zones nous permet
déterminer le comportement de chaque germes vis-a-vis ces antibiotiques et dire si elle est
sensible, intermédiaire ou résistante en se référant aux valeurs données par le comité de

I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie. (Solbi 2013).
2-6-4-4 L’interaction synergique de I’huile et avec quelque antibiotiques

L’objectif de ce tes test de développer des molécules alternatives efficaces contre ces
microorganismes ont la méme fonction que les antibiotiques mais qui ce sont des molécules

bioactifs naturels extraites de plantes médicinales.

48




Partie Il : Matériels et méthodes

Le test synergétique d’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis est évalué par la méthode

de diffusion sur disque sur les quatre souches bactériennes et une souche fongique.

20 boites pétries ont été coulis par la gélose MH. Aprés I'ensemencent de ces boites par
I’inoculum standardisé de chaque souche un disque d’antibiotique et un mélange entre les
huiles et les antibiotiquesont été déposés sur la surface de gélose de chaque boite comme

suite:

E.coli ATCC 25922, Genta, Genta HE, EUCALYPTUS Vanca HE, EUCALYPTUS, Er, HE,
EUCALYPTUS,

P.aeruginosa ATCC 27853, Genta, Genta, HE, EUCALYPTUS, Vanca, HE, EUCALYPTUS,
Er, HE, EUCALYPTUS.

S. aureus ATCC 25923, Genta,Genta, HE, EUCALYPTUS Vanca, HE, EUCALYPTUS , Er
HE, EUCALYPTUSE.

S.aureus ATCC 43300. Genta, Genta HE, EUCALYPTUS, Vanca,HE d’eucalyptus ,

Er,HEeucalyptusont été déposés sur la surface de gélose de chaque boite comme suite :

Puis des disques de 20ul d’huile essentielle ont été déposés sur 1'un de chaque antibiotique

tant que le disque d’antibiotique dépourvu d’huile essentielle.
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Chapitrel : préparation des extraits et extraction d’huile essentielle

1- Rendement des extraits

Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure suivante
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Figure 22 : Rendement des extrais d’E.camaldelensis.

D’aprés les résultats présentés dans la figure la plante E.camaldulensis donne des rendements
légerement different en fonction de solvant utilisé. L’extrait AQ est le plus élevé avec 18,84%
suivi de PETNB qui a un rendement de 11,1%, puis ’EEtOH qui a donné un rendement de
10,95%, ensuite, 4,1% pour I’EEP. Enfin les extraits EDCM, EHT ont donné le plus faible
rendement 3,3%, 2,3%, respectivement.

On conclue que les extraits « EAQ, ETNB, EEtOH » ont des proportions plus élevée par
rapport les autres extraits « EEP, EDCM, EHT », Ce rendement pourrait étre amélioré car
certains auteurs ont rapporté que le rendement en extrait serait influencé par les conditions
environnementales, la période de récolte, I’age du matériel végétal et/ou le type de solvant

utilisé. (ouattara, 2018)
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Extraits Constituants probables Références

des saponines, des tanins, des

flavonoides, des stéroides, des

EP (Chuku et al., 2016)
glucides et des glycosides
cardiaques, et non
anthraquinones
des saponines, des tanins, des
ET flavonoides, des stéroides, des (Chukuretal., 2016)
glucides et des glycosides
cardiaques, et non
anthraquinones
Terpenoides,polyphenols
DCM Ciulei, (1981).

aglycones (flavonoides,
coumarines,tanins) chlorophylle

AQ Flavonoides, Ciulei, (1981)

aminoacides,tanins,terpenes,cires

TNB Héterosides,polyglucosylés, Ribereau et  Gayon,
(1968)
flavonols
HEX Alcaloides, flavonoides, sterol, Touré, (2011)
polyphenols

2- Rendement d’extraction de ’huile essentiel

Une extraction de 50g de notre plante seéche dans 500ml d’eau distillé a donner 0,3g d’huile

essentiel au mois de février. Apres le calcule de rendement a 1’aide de la formule précédente
R% = 0,6%

PHOTO
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Nous avons trouvé que le rendement en I’huile essentielle d’eucalyptus est équivalent a
(0,6%), la comparaison de nos résultats avec d’autres travaux sur la méme espéce, nous a
amené a dire que notre résultat est similaire a celui de Moudachirou et al. (1999) qui ont
trouvé( 0,6%-1,4%) par rapport a différents endroits de bénin, tandis que une étude réalisée
par Ashraf et al., 2010 ; Farah et al., 2002 sur des feuilles d’eucalyptus originaire de
Pakistan et du Maroc ont révélé une teneur en HE légerement élevé et comprise entre (0,90%-
0,98%), notre résultat est supérieur a celui rapporté par CHALCHAT et al., 2000 estimé a (
0,5%), un rendement en I’huile significativement plus élevé a été signaler pour I’eucalyptus
de Taiwan (2,3%-3% )par rapport a différentes saison ( Shieh, 1996 ), par contre il est
inferieur de celle de ’espéce de Bejaia obtenu par (Said, 2016) équivalent a( 3,1% ).

Ces divergences entre les différents résultats sont dues aux différents facteurs : les espéces, les
saisons, les régions géographiques, les produits et les réactifs utilisés dans 1’extraction, les
organes, le génotype des plantes, la période de récolte, le degré les conditions le temps et la
température de séchage et la présence des mauvaises herbes (Ghasemian, 2019)

2-1-Les principaux composants d’huile essentielle

= 1-8 cineol = a-pinene = p-cymene = y-terpinene

Figure 23 : cercle relatif présente le pourcentage des principaux
composants d’huile essentielle d’eucalyptus

53




Partie 111 ;: Résultats et Discussion

Selon cette figure on peut conclure que le 1-8 cineol est le composé majoritaire de I’HE
d’eucalyptus 42,3% suivi par a-pinene avec un pourcentage de 28,3%, enfin p-cymene et y-

terpinene sont detecté dans I’HE avec une teneur de 6,5%, 7,3% respectivement.

Des études réalisées par (Abdellah., 2013) afin de déterminer la relation entre la composition
chimique de I’HE est son efficacité antimicrobienne ont montré que celle-ci est due a la nature
et a la teneur de ces différents constituants qui peuvent agir en synergie donc le phénomene de
sensibilité ne dépend pas uniquement du constituant majoritaire (I ,8-cineole), mais aussi des

autres constituants.
Chapitre 2 : étude de I’activité antimicrobienne
1-1- Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)
1-1-1- Les extraits

L’effet antimicrobien des extraits se traduit par une zone d’inhibition autour du disque,
I’extrait est considéré comme bactériostatique selon le diamétre de la zone d’inhibition les

résultats obtenus sont représentés dans la figure ci-dessus

Figure24 : résultats d’aromatogramme
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Les résultats obtenus indiquent que les souches microbiennes examinés ont des sensibilités

différentes vis-a-vis les extraits étudiés selon le diamétre de la zone d’inhibition

1- Extrait d’éthanol
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Figure 25 : Effet d’extrait de 1’éthanol(EEtOH) sur les souches étudiée

La figure ci-dessous montre que les souches S. aureus, P. aeruginosa et C. albicans sont les
plus sensibles au EEtoh et dans différentes concentrations, la grande zone d’inhibition est
marquée par la souche P.aeroginosa ATCC27853 (31mm) cette souche est extrémement
sensible a ’EEtoh, suivie par C.albicans ATCC 10231(26mm), puis S.aureus ATCC43300
(24mm) et enfin S.aureus ATCC 25923 avec un diametre de (18mm) et aucun effet n’a été

décelé contre E.coli ATCC 25922 puisque celle-ci a marqué un diametre de (7mm)

Les résultats de (Bouharb et al. J. Appl. Biosci. 2014) sont approximatifs a ceux que nous
avons trouvés pour P. aeruginosa ATCC27853. D’autre part I’effet bactéricide de la plante est
inhérent a sa richesse en composés chimiques (Eman sayed et al. 2012). (Premkumar ,
2010).

Des études de 1’effet antifongique de 1’extrait éthanolique de la plante E. camaldulensis
réalisé par (Siramon et al... 2013 ; Nasir et al. 2015) ont montré une sensibilité considérable

pour Condida .Sp.
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2- Extrait éther de pétrole
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Figure 26 : Effet d’extrait d’éther de pétrole (EEP) sur les souches étudiées

\

La figure montre que ’efficacité antimicrobienne de ’EEP s’avérée la plus cohérente avec
S.aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 avec une zone d’inhibition de (23mm),
(22mm) respectivement, suivi par des zones d’inhibition de 21mm pour S.aureus ATCC
43300 et (16mm) pour la souche fongique, par contre la souche E.coli ATCC 25922 est la plus
résistante a différent concentration de 1’extrait par rapport aux autres souches dont la zone
d’inhibition (11mm) . Les présents résultats permettent de dire que le pouvoir inhibiteur a une
relation proportionnelle avec I’augmentation des concentrations des extraits, or la souche
S.aureus ATCC 25923 a marqué les plus grande zones d’inhibition et les plus faibles sont
enregistrées par E.coli ATCC25922.

Nos résultats vont dans le méme sens a ceux trouvé par (Hassine, 2013) qui ont montré que
I’EEP d’euclyptus gilli a la plus forte activité contre S.aureus et P.auruginosa tandi que E.coli

était la plus résistante a I’'EEP.

Par contre nos résultats sont différents a ceux rapporté par (ABIRAMI, 2017) qui ont testé
I’activité antimicrobienne d’EEP d’eucalyptus globulus sur une vaste gamme de bactéries

gram+ et gram- et ils ont remarqué que la souche E.coli s’est révélée la plus sensible avec un
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diametre de zone d’inhibition de 20mm et la zone minimale d’inhibition et marqué par

S.aureus 13mm

L’extraction d euclyptus globulus a éther de pétrole semble étre un remédiant potentiel pour le
traitement de nombreuses maladies infectieuses et également étre utilis€é comme conservateur

alimentaire naturel selon (Bello; et al 2013) et (Lupo; et al 2001)

3- Extrait dichlorométhane
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Figure 27 : Effet d’extrait de dichlorométhane (DCM) sur les souches étudiées

L’activité antimicrobienne de ’EDCM obtenu par macération d’eucalyptus évaluée par la
méthode de diffusion sur gélose, a permis de révéler Iactivité sur la croissance de toutes les
souches microbiennes testées, La souche Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 se révele la
plus sensible vis-a-vis de cet extrait dont laquelle la plus grande zone d’inhibition est (30mm)
suivi de S.aureus ATCC 43300 (23mm) et enfin S. aureu ATCC 25923 (21mm). D’aprés les
résultats obtenus ; les zones d’inhibition les plus faible varie entre (14-8mm) ont été
enregistré pour la souche E.coli ATCC 25922 et la souche fongique respectivement, donc

cette dernicre est la plus résistante a ’EDCM quel que soit la concentration.
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Les diametres des halos d’inhibition montrent que le pouvoir antimicrobien est proportionnel

a la dilution.

Du point de vue de I’effet antimicrobien d’eucalyptus présent un pouvoir inhibiteur
satisfaisant envers toutes les souches microbiennes la comparaison de nos résultats avec
d’autres travaux sur 1’espéce eucalyptus camaldulensis nous a amené a dire que nos résultats
sont éloigné aux résultats obtenus par (ayepola, 2008) ou ils ont trouvé des zones d’inhibition
de (13-14mm) pour les souches S.aureus et P.aeruginosa respectivement, également une
études réalisée par (Pathmanathan, 2010) indique que I'EDCM est inactive sur E.coli

contrairement a nos résultats.

4- Extrait des tanins N-butanol
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[ Figure 28: Effet d’extrait des tanins N-butanol (ETNB) sur les souches étudiées

Cette figure présente I’activité antimicrobienne d’ETNB d’eucalyptus, ces résultats montrent
que la meilleure activité bactérienne est obtenue avec P.auruginosa ATCC 27853 avec
(45mm), puis C.albicans ATCC 10231(30mm) et S.aureus ATCC 43300 (27mm), ensuite
S.aureus ATCC25923 (23mm). Cependant PETNB n’a aucune activité sur E.coli ATCC
25922 qui présente un diametre (8mm), nous pouvons tout de méme noter que P.aeruginosa
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ATCC 27853 est la plus sensible dont laquelle la plus grande zone d’inhibition est enregistré,
par contre le plus faible halo d’inhibition est marqué pour E.coli ATCC25922 donc cette

derniere est la plus résistante.

Nos résultats concordent avec ceux enregistré par (Ghareeb, 2018) qui ont étudié I’activité
antimicrobienne d’ETNB d’eucalyptus camaldulensis qui a révélé que les souches

P.aeruginosa, S.aureus, C.albicans ont une sensibilité vis-a-vis ’ETNB.

Des études antérieures ont indiqué que les composés poly phénoliques sont responsables de
I'activité antimicrobienne des extraits de plantes (Funatogawa et al. 2004 ; Buzzini et al.
2008 ; Min et al. 2008).

5- Extrait aqueux

45
— 40
E 35
c 30
o
‘S 25
= m 50
E 20
:O 15 m 01-févr
] 01-avr
c 10
O
kb -

0

E. coli ATCC P.aeruginosa  S.aureus ATCC  S.aureus ATCC C. albicans ATCC
25922 ATCC 27853 25923 43300 10231
Souches
[ Figure 29 : effet de ’extrait aqueux (EAQ) sur les souches étudiées. ]

D’apres les résultats obtenus la souche fongique est la plus sensible a I’EAQ d’eucalyptus que
les bactéries. Elle a enregistré la plus grande zone d’inhibition (40mm) suivi de P.aeruginosa
ATCC 27853 avec un halo d’inhibition de (20mm) et puis S.aureusATCC25923 qui a marqué
un faible diametre (14mm).

Les souches S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 43300 et E.coli ATCC 25922 sont
révélées les plus résistants vis-a-vis ’EAQ d’eucalyptus camaldulensis.
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Nos résultats sont concorde a ceux trouveé par (Hassine, 2013) qui ont remarqué que les E.coli
et S.aureus sont résistant a ’EAQ d’eucalyptus gilli, en revanchent, ils ont marqué également
une résistance de C.albicans et P.aeruginosa contrairement a nos resultats.

6- Extrait huile totale
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Figure 30 : effet de ’extrait I’huile totale (EHT) sur les souches étudiées

L’extrait hexanique d’eucalyptus a enregistré des résultats spectaculaires dans le cas de la
souche P.aeruginosa ATCC 27853 avec un diametre de (40mm) qui se révéle la plus sensible,
suivi de S.aureus ATCC 25923 qui est trés sensible a ’EHT puisque elle a marqué une zone
de (23mm), par contre I’EHT n’avait aucun pouvoir inhibiteur sur C.albicans ATCC 10231 et
S.aureus ATCC 43300 (8mm) pour chacune. La souche E.coli ATCC 25922 est faiblement

sensible a cet extrait (12mm).

Ces résultats sont confirmés par 1’étude de (Hassine, 2013) ont trouvé que I’extrait hexanique
d’eucalyptus gilli n’avait pas d’effet bactériostatique sur la plus part des souches étudiées sauf

P.aeruginosa.

Les résultats émanant dans les histogrammes des tests de I’activité antibactérienne et
antifongique des différents extraits obtenus par des solvants de différentes polarités ont été

testés contre des souches bactériennes P.aeruginosa, S.aureus, E.coli et la souche fongique
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C.albicans par la méthode des diffusions des disques ont montré que les extraits organiques
(EEtOH, EEP, ETNB) possedent une activité inhibitrices contre P.aeruginosa, C.albicans et
les souches de S.aureus sauf que les extrait (EDCM, EHT) qui présentent une activité
modérée qui varie entre (6-40mm) contre les souches testées. En revanche, que I’extrait
aqueux a décelé une activité antimicrobienne moyenne, cette activité dépend de la nature du
solvant utilisé pour I’extraction. Selon (Merghache, 2012) les extraits obtenus par des
solvants de faible et moyenne polarité sont les plus actifs, I’EEP est le plus actif de tous les
extraits suivi de 'TEDCM, ETNB, cette efficacité serai liée au pouvoir du solvant a solubilisé
plusieurs composés contenus dans le broyat de la plante , a I’exception de ’'EHT qui a marqué
une faible activité malgré que cet extrait est le plus hydrophobe, il apparait donc 'EHT
diffuse mal dans les géloses, c’est forcément la seule raison, d’autre part ’EEtoH obtenu par
un solvant fortement polaire est doué d’une bonne activité inhibitrice sur les souches testées
ce phénomeéne peut étre expliqué par le fait qu’il y a des composés qui sont actifs, mais qui

sont solubilisés apres un certain temps de contact avec le solvant.

Le pouvoir antimicrobien est non seulement en fonction de la nature chimique et la
composition de I’extrait (Singh, 1997), mais aussi des méthodes utilisées pour I’extraction et
pour I’évaluation de I’activité antifongique et antibactérienne (Guillot, 1999) et (Tudela,
2003)
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2-Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Les résultats sur le tableau indiquent les valeurs des CMI de nos extraits lors de 1’étude en

milieu liquide
Concentration minimale inhibitrice (mg/ml)
EEP EDCM EETOH EHT EAQ ETNB
P.aeruginosa 6.25 3.12 3.12 3.12 6.25 6.25
ATCC27853
E.coli ATCC25922
0.78 1,56 1.56 0.78 0.78 1.56
S.aureus ATCC
25923
1.56 1.56 1.56 0.78 0.78 0.78
S.aureus ATCC 3.12 3.12 1.56 1.56 1.56 0.78
43300
C.albicans ATCC 3.12 0.19 0.09 1.56 3.12 1.56
10231

Tableau 08 : les résultats des CMI des extraits d 'Eucalyptus Camaldulensis

Les résultats montrent que les extraits végétaux d’eucalyptus Camaldulensis ont une activité

antibactérienne et antifongique acceptable contre les souches testées dans une gamme de CMI

varie entre (6.25 -0.09 mg/ml)
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Figure 31: Resultat de la concentration minimal inhibitrice des
extraits d’eucalyptus Camaldulensis

Nous remarquons que les souches étudiées n’ont montré aucune croissance en présence de la
concentration mere donc cette derniére est une concentration inhibitrice pour tous les germes

fongiques et bactériens.

Nous observons d’aprés nos résultats que PEDCM a un effet inhibiteur sur Paeruginosa
ATCC 27853 et S.aureus ATCC 430300 dont la (CMI = 3.12mg/ml) et une moyenne activité
contre E.coli ATCC 25922 et S.aureus ATCC 25923 qui semblait étre les plus sensibles dont
la( CMI=1.56mg/ml) ensuite tanin N butanol qui a marqué une bonne activité contre S.aureus
ATCC 430300, S.aureus ATCC 25923 et E.coli ATCC 25922 dont la (CMI=0.78mg/ml) et un
faible effet inhibiteur contre P.aeruginosa ATCC 27853 CMI egal (6.25mg/ml), tandis que
une activité moyenne d’EETOH contre toutes les souches testés dont la cmi varie entre
(1.56,3.12 mg/ ml), les résultats montrent aussi un niveau de sensibilité élevé des extraits
EP,AQ et HT contre E.coli ATCC 25922 et S.aureus ATCC 25923 dont la (CMI=0.78mg/ml)
et une sensibilité modéré qui varie entre( 1.56 , 3.12 mg/ml) pour les S.aureus ATCC 430300
et P.aeruginosa ATCC 27853 sauf que I’EEP a un pouvoir faible contre P.aeruginosa ATCC
27853 qui a enregistré une (CMI = 6.25mg/ml .) on conclut alors que la plupart des souches
présentent une sensibilité vis-a-vis les différents extraits.

ET pour la souche fongique C.albicans ATCC 10231 a montré une meilleure sensibilité pour
les extraits testés pour que la plus faible sensibilit¢ est marqué pour I’EEP et 'EAQ
(CMI=3.12mg/ml) suivi par une moyenne sensibilitt pour I'EHT et PIETNB
(CMI=1.56mg/ml) et une tres forte sensibilité pour extrait éthanolique et Dichlorométhane

avec une concentration inhibitrice varie entre (0.19 ,0.03mg/ml).
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Nous avons déduit apreés ces résultats que la souche C.albicans ATCC 10231c’est la souche la
plus sensible par rapport les autres souches étudié dont une gamme de CMI comprise entre
(3.12, 0.09 mg/ml) et celle qui a marqué une trés bonne sensibilité pour les extraits dans les
plus faibles concentrations donc ces extraits végétaux sont des bons antifongiques.

Selon les résultats obtenus, I’activité antimicrobienne maximale enregistrée par ’essai de
I’EEP, ’ETNB, I’EAQ, ’EHT contre toutes les souches suggeére que la substance active
réside dans ces extraits avec un effet a large spectre.

L’efficacit¢ d’EEP s’explique par la présence des huiles essentielles, des coumarines et des
Triterpénes (Bouzid, 2011).Tandis que I’EDCM renferme différents constituants, notamment
les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les terpénes et les pectines. (Bouzid, 2011).
Une étude menée par (yekhlef, 2010) montre que I’E.coli et S.typhimirium sont insensible a
I’action de I’extrait EP de L.nobilis, et peu sensible a I’action de celui de Thymus vulgaris
(CMI=2500ug/ml), par contre nos études montrent que EEP d’Eucalyptus Camaldulensis a
un effet inhibiteur fort contre E.coli ATCC 25922.

L’effet antimicrobien des extraits aqueux et hexanique sont pratiquement négligeable malgré
sa richesse en composés actifs, cela peut s’expliquer par le simple fait que 1’cau est un solvant
connu pour extraite une large gamme des molécules, tels que les polyphénols, ainsi I’extrait
hexanique avec une proportion ¢levé de ces derniers. Ceci confirme que I’efficacité d’un
extrait dépend plus de la qualité des principes actifs, qu’il renferme que leur quantité elle-
méme (Essawi, 2000). Concernant 1’extrait éthanolique posséde un pouvoir inhibiteur modéré
cela peut s’expliquer par la présence de son caractére trés polaire, des travaux sur I’extrait
aqueux et éthanolique d’E. Camaldulensis montrent que cette derniere présente un fort effet
antibactérien contre P.aurogenosa malgré son pouvoir pathogene et par rapport a plusieurs
types de plante médicinal (discussion extrait aqueux) et ils ont enregistré une CMI égal
0.05mg/ml. Les résultats que nous avons obtenus avec ’ETOH des feuilles d’Eucalyptus ont
montré que cette derniere est averé moyennement efficace dont la CMI varie entre (1.56, 3.12
mg/ml).en effet des études montrent d’autres extraits d’E.globulus ont un trés bon effet
inhibiteur contre les bactéries et les champignons tel que I’extrait d’acétone qui porte une
meilleure activité antimicrobienne par rapport a I'éthanol et extraction a I'éther de pétrole
(ABIRAMI, 2017).

D’autre part une forte activité est marquée aussi par I’extrait des tanins d’E. Camaldulensis

contre les souches testée.
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Des études sur E. camaldulensis décelent que ce pouvoir inhibiteur pourrait étre expliquer par
la présence des tanins et qui se base sur leur capacité a précipitent également les protéines
microbiennes, rendant ainsi les protéines nutritionnelles indisponibles pour la croissance
microbienne (ayepola, 2008) .

En ce qui concerne I’activité des extraits (EEP, ETOH, EHT, EAQ, EDCM, ETNB) contre
C.albicans ATCC 10231 était la plus forte dont la CMI varie entre (3.12, 0.09mg/ml), nous
avons remarqué dans des autres travaux sur E.gilii que ’effet inhibiteur pour les levures et les
champignons dont la CMI varie entre (3.12 ,3.90mg/ml) est moyennement fort a ce que nous
avons décelés dans notre analyse (Hassine, 2013)

Il faut souligner que ces divergences dans les résultats de I’activité antibactérienne et
antifongique d’une substance végétale dépendent de plusieurs facteurs qui peuvent influer la
composition chimique d’une plante telle que la nature de 1’espéce, 1’origine géographique, le
solvant et le mode d’extraction et méme le degré de sensibilité des bactéries et de levure
testées vis-a-vis d’'un méme extrait végétal est supposé vari selon le Gram (Ait-ouazzou,
2011 ; Burt, 2004 et Tehami, 2017).

A la lumiere de ces aboutissements on peut déduire que ces extraits végétaux sont connus
pour inhiber une large gamme des microorganismes et les CMI les plus importantes sont
observé avec EEP, EDCM, EAQ, EHT, TNB variant entre 0.09mg/ml et 0.78mg/ml.

3- Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB) et (CMF)

La détermination de (CMB) en milieu solide ¢’est le paramétre qui nous permet de déterminer
I’effet bactéricide de nos extraits. Les résultats des concentrations minimales bactéricides et

fongicides des extraits vis-a-vis les souches bactériennes et fongique sont présentées dans la
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Figure 32: Résultats de la concentration minimale bactéricide et fongicide

Concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB) et (CMF)
EEP EEtOH | EDCM EHT EAQ ETNB
P.aeruginosa 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
ATCC 27853
S.aureus ATCC 3,12 6,25 3,12 6,25 12.5 6,25
25923
S.aureus 125 6,25 12.5 12.5 12.5 12.5
ATCC43300
E.coli ATCC 1,56 6,25 1,56 6,25 3,12 12.5
25922
C.albicans 125 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
ATCC 10231
-
Tableau 09 : Concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) des
extraits d’eucalyptus sur la croissance des souches bactériennes et fongiques.

J
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Selon le tableau la concentration minimale bactéricide (CMB) est identique & la concentration
minimale inhibitrice (CMI) pour 'EEP, ETNB, EAQ contre la souche P.aeruginosa ATCC
27853 (CMB=CMI=6,25mg/ml) ainsi que ’EDCM a marqué un effet bactéricide a la
concentration (1,56mg/ml) équivalente a la CMI de cet extrait, tandis que les autres extraits
présentent des CMB supérieurs a la CMI varie de (1,56-6,25mg/ml). D’autre part la souche
S.aureus ATCC 43300 était résistante aux différents extraits méme a la plus grande
concentration test¢ (CMB=12,5 mg/ml), sauf I’extrait éthanolique a provoqué sa lyse a une
concentration (CMB=6,25mg/ml), les mémes résultats sont obtenus pour ’ETNB contre
E.coli ATCC 25922 et ’EAQ contre S.aureus ATCC 25923 ou la CMB est supérieur a
(6,25mg/ml).

La concentration minimale fongicide (CMF) de tous les extraits végétaux d’E. camaldulensis

est supérieure a (6,25mg/ml) selon les résultats représentés dans le tableau.

Nos résultats sont différents a ceux indiqués par (EI-Mahmood, 2009) qui ont trouvé que la
concentration minimale bactéricide (CMB) de ’'EAQ d’E. camaldulensis égale a (100mg/ml)
pour E.coli et (50mg/ml) S.aureus, dans le cas de I’extrait ethanolique la CMB enregistre était
de (50mg/ml) pour E.coli ainsi que pour S.aureus. Ces resultats nous permettons de dire que
I’extrait aqueux et ethanolique de notre plante sont plus efficaces aux extraits testés durant
cette étude puisque nos extraits ont provoqués un effet bactéricide a des concentrations

inferieur a celle des extraits d’E. camaldulensis.

L'un des problémes habituellement rencontrés dans l'utilisation des plantes medicinales est la
quantité d'extrait nécessaire pour améliorer la guérison efficace. Dans la plupart des cas
d'utilisation traditionnelle des plantes indigénes, la quantité d'extrait prise est inconnue.
Cependant, cela ne pose pas de probleme sérieux puisque les produits a base de plantes sont
relativement plus sirs que soit les médicaments a base microbienne ou synthétiques. Les
valeurs de CMB obtenues pour les bactéries d'essai entiers ont été élevés allant de (1,56-
6,25mg/ ml), par rapport aux valeurs de CMB de (0.01-10 mg / ml) fréqguemment enregistré
pour les antibiotiques classiques. George et al. (2002) expliquent que les différences
observées peuvent étre di au fait que les antibiotiques de synthése sont sous une forme pure,
les extraits bruts de plantes contiennent des substances impures qui peuvent étre inerte et ne

pas avoir des activités antibactériennes.

Hugo et Russell (1984) ont rapporté que les valeurs de CMB peuvent soit étre identiques ou

supérieures aux valeurs de CMI. Dans cette étude, les valeurs de CMB étaient identiques ou
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légérement supérieurs aux valeurs CMI, semblables aux résultats de Karou et al. (2006). Les

valeurs de CMI et CMB sont prédictifs de I'efficacité des agents in-vivo.

4-Qualification de I’action antibactérienne et antifongique des extraits étudiés

La détermination du rapport CMB, CMF/CMI des extraits d’E. camaldulensis a été effectuée

sur les germes ayant présenté une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats

obtenus sont résumés dans le Tableau si dessous :

C 10231

EEP EETOH | EDCM | EHT | EAQ | ETNB

P.aeruginosaA 1 2 2 2 2 1 Bactéricide
TCC27853

Bactéricide/
E.coliATCC259 2 4 1 8 4 8 Bactériostati
22 que

Bactéricide/
S.aureus 4 4 4 8 8 16 Bactériostati
ATCC430300 que

Bactéricide/
S.aureus 2 4 2 8 16 8 Bactériostati
ATCC25923 que

Fongicide/

C.albicansATC 4 138 65 8 4 8 Fongistatiqu

e/résistants

7~

e

Tableau 10 : Valeurs des parametres antimicrobiens des extraits exprimées en mg/ml

N

y

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activitt CMB/CMI ou CMF/CMI d’une substance

antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniere est qualifiée de substance bactéricide

ou fongicide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique ou

fongistatique et enfin si CMB, CMF/CMI >32 I’effet est résistant (Baradan 1996, Sicklinger

,2003)
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Nous avons calculé par la suite le rapport CMB, CMF/CMI afin de déterminer le caractere
bactéricide, fongicide et/ou résistant de nos extraits donc les extraits végétaux d’eucalyptus
sont des bactéricide envers la souche P.aeruginosaATCC27853 cela traduit par la détérioration
de la paroi et la membrane cytoplasmique de la cellule bactérienne ce qui permet le passage
des extraits végétaux et fragilisé la structure cellulaire (Bendjelloul, 2018) ,Pour les autres
souches bactériennes S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 430300 et E.coli ATCC 25922
les extraits ont agi difféeremment et méme sur la méme espece ou le rapport CMB/CMI varie
entre (1 et 16), pour que sur E.coli ATCC 25922. EEP, EDCM, EETOH, EAQ sont considéré
comme des bactéricides, tandis que EHT, ETNB ont un effet bactériostatique. Suivie par
S.aureus ATCC 430300 qui a enregistré seulement une inhibition envers les extrais héxanique
et tanin N-butanol et une lyse cellulaire envers EEP, EDCM, EETOH, EAQ .En effet les
extrais éthanolique, éther de petrole et dichlorométhane ont un effet bactéericide contre
S.aureus ATCC 25923 et bacteriostatique pour extrait hexanique, extrait tanin n-butanol et

I’extrait aqueux.

A T’exception est noté pour C.albicans ATCC 10231ou le rapport CMF/CMI comprise entre (4
et 138) a travers ces résultats les extraits ont considéré comme des fongicides, des

fongistatique et des résistants, elles sont placé comme suite :

v’ Effet fongicide pour EEP, EAQ
v’ Effet fongistatique pour EHT, ETNB
v’ Effet résistants pour EETOH, EDCM

Nous résultats affirment que la souche la plus sensible vis-a-vis les extraits étudie est celle des
grammes négatif P.aeruginosa ATCC 27853 par contre les autres souches bactériennes ou
bien fongiques chacune est marqué un degré de sensibilité selon chaque extraits. D’autre
travaux nous confirment que seul les extraits d’eucalyptus gomphocephala qui ont montré un
effet remarquable sur toutes les souches de P.aeruginosa et revét une grande importance car
les souches de Pseudomonas aeruginosa présentent de grandes résistances aux antibiotiques
utilisés en pratique courante et cela indique la forte sensibilité de cette souche vers la plante

eucalyptus gomphocephala (Bouharb et EI Badaoui, 2014)

De cette étude, nous pouvons confirmer d’aprés les tests biologiques, la validité des especes
de la famille myrtacées; ce sont des espéces a activité biologique intéressante

antimicrobienne.
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En fin notre pays enferme une grande richesse floristique (biodiversité végétale), qu’on peut

préserver ces ressources naturelles et les mesures destinés a améliorer I’accés a I’utilisation

Traditionnelle des plantes et aux connaissances scientifiques, leur interprétation et leur

application dans le domaine de traitement.
Alors comment en protege cette richesse et amélioré la qualité de ces plantes Par :

« La définition des meilleurs moyens de déterminer les effets des plantes sur la santé.
» L’¢laboration de stratégies de prévention des problémes de santé entrainés par les
plantes.

« L’élaboration des méthodes d’extraction pour I’évaluation des risques de toxicité.

2-1-2 P’huile essentielle
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0

E. coli ATCC  P.aeruginosa S.aureus ATCC S.aureus ATCC C. albicans ATCC
25922 ATCC 27853 25923 43300 10231
Souches

Figure 33: effet de I’huile essentielle (HE) d’eucalyptus sur les souches étudiées

A la lumiére des résultats obtenus, la sensibilité des différents micro-organismes d’HE d'E.
camaldulensis est marquée dans la concentration (200mg/ml) avec des zones d’inhibitions
(30mm) pour S.areus ATCC 43300 (25m) pour S. Aureus ATCC25923 et pour E.coli ATCC

25922 (16mm) donc nous avons remarqué que les diamétres des zones d’inhibition augmente
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avec ’augmentation des concentrations d’HE pour la majorité des espéces. D’autre part les
zones les plus faibles sont marquées chez E.coli ATCC 25922 quelle que soit la concentration
.L’effet d’huile essentielle étudié sur P.aeruginosa ATCC 27853 et C.albicans ATCC 10231 a
montré des résultats hétérogénes pour que P.aeruginosa ATCC 278553 a enregistré un
diametre de (38mm) dans la concentration la plus faible (25mg/ml) par contre une zone
d’inhibition de (40mm) a été marqué par C.albicans ATCC10231 dans la concentration

(50mg/ml), on déduit que les plus grandes zones sont observées chez la souche fongique.

D’apres les résultats représentés dans la figure précédente, nous ne constatons que I’'HE
d’E.camaldulensis a une trés bonne activité antibactérienne donc nous observons que les deux
souches P.aeruginosa ATCC 27853 et S.areus ATCC 43300 sont extrémement sensibles
suivie par S.aerus ATCC 25923 qui est tres sensibles puis une sensibilité modéré pour E.coli
ATCC 25922. La comparaison de notre résultat avec d’autres travaux, nous a amené a dire que
ces derniers concordent a I’étude de (CHIBAH, 2018) sur I’espéce Eucalyptus globulus qui
possede un effet inhibiteur sur toutes les souches étudiés. Le pouvoir inhibiteur le plus élevé a
été enregistre chez la souche fongique C.albicans ATCC 10231.

Ces résultats sont confirmés par I’étude (Abdellah., 2013) qu’ils ont constaté que les
champignons sont plus sensibles que les bactéries vis-a-vis ’'HE de E.camaldulensis,
contrairement aux nos résultats les souches C.albicans ATCC 10231 s’est montré trés
résistante pour différents types d’huiles essentielles selon (M. Benabderrahmane, 2009) .

A travers I’évaluation in vitro et sur milieu Muller Hinton du pouvoir antimicrobien d’HE
face aux diffeérents souches testées, il parait évident qu’il y a une énorme hétérogénéité¢ dans
les résultats obtenus de P.aeruginosa ATCC 27853 et C.albicans ATCC 10231 Les souches
ont réagi plus ou moins bien selon la concentration des huiles essentielles isolées. Les
meilleures zones d’inhibition sont enregistrées avec la solution (HE 25mg/ml) pour
P.aeruginosa ATCC 27853 et une concentration de (HE 50mg/ml) pour C.albican ATCC
10231. De I’ensemble des résultats obtenus par (Benkherara, 2011) prouver le méme
aboutissement que notre travail dont lequel ils ont marqué les meilleurs zones d’inhibitions
avec la solution ¥.qui ont cité le cas de la souche P.aeruginosa ATCC 27853 qu’elle s’est
révélé trés sensible avec plus de 30mm de diameétre. Cet effet est traduit par des
phénoménes de synergies entre les constituants minoritaires et peuvent étre 1’origine d’une
activité beaucoup plus prononcés que celle prévisible pour les composées majoritaire

((Franchomme, 1981 ; Gueldner et a/. 1985). Et on peut dire alors que la sensibilité des
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micro-organismes dépend de la composition chimique et la concentration en huiles
essentielles utilisées et le type des microorganismes testés (Abdellah., 2013)

L’effet bactériostatique de substances naturelles s’explique par la lyse des membranes
bactériennes; les HE pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane
et par voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette membrane. Cette

permeéabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort (BENKHERARA S., 2013)
Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Nous avons déterminité les concentrations minimales inhibitrices de ['huile essentielle
d’E.camaldulensis par la technique de micro-dilution. Les résultats des (CMI) d’HE vis-a-vis

les souches bactériennes et souches fongiques sont présentées dans le tableau ci-dessus :

Les concentrations (mg/ml)

Les souches 100 50 25 125 6.25 3.12 1.56 T(N)  T(P)
S.auerus25923 - + + + + + + - +
S.aureus43300 - - - + + + + - +
P.aeruginosa27853 - + + + + + + - +
E.coli25922 - - - - + + + - +
C.albicans10231 - + + + + + + - +
T:Témoin -: inhibition

N : Négatif + : croissance

P : Positif

De fagon générale, nos résultats montrent que ’huile d’E camaldulensis présente un pouvoir
Antibactérien et antifongique remarquable. En effet les cing souches étudiées, la gamme des
CMI Comprises (12,5-100 mg/ml).
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Figure 34: Résultat de la concentration
minimal inhibitrice

Dans cette étude, nous avons évalué 1’activité antibactérienne d’huile essentielle de la plante
d’E. camaldulensis sur la croissance in-vitro des cing souches, quatre bactériennes
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 43300, E.coli ATCC 2592
et une souche fongique C.albican ATCC 10231.

L’analyse des données expérimentales montre que comparativement aux témoins de controle
de croissance, il y a une diminution du nombre de colonies de ces germes dans les puis des
microplaques expérimentaux au fur et a mesure que la concentration de 1’extrait augmente.
Ainsi, nos résultats montrent que I’HE est actif a divers degrés et manifeste une activité
antimicrobienne en inhibant la croissance in-vitro des germes bactériens et fongique selon une

relation dose-réponse.

Les plus faibles valeurs des paramétres antibactériens ont été obtenues avec la souche
d’Escherichia coli (CMI=12.5mg/ml), la moyenne valeur avec S.aureusATCC43300
(CMI=25mg/ml) suivi par la forte valeur par P.aeruginosa ATCC 27853 (CMI=100mg/ml) et
S.aureus ATCC 25923 (CMI=100mg/ml). Nous avons remarqué aussi une inhibition contre la
souche fongique C.albicans ATCC 10231 dont la CMI=100mg/ml.

D'autres chercheurs ont constaté que l'activité antimicrobienne E. globulus huile essentielle (a
partir Monténégro) était CMI= 0, 9 mg/ml contre E.coli et S.aureus, CMI=0.36mg/ml contre

C.albicans et 3.13mg/ml contre P.aeruginosa..

En comparant nos résultats a ces résultats, nous pouvons déduire que L'huile essentielle de

notre plante a montré une bonne activité antimicrobienne et antifongique. (Hassine, 2013)
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Bien que l’activité antibactérienne des huiles essentielles de différente herbe étudiée par
différents chercheur. Leurs mécanismes antimicrobiens n'ont pas été signalés dans de grands
détails (Rios et Recio, 2005). D’autre étude ont prouvé les mémes résultats que nous dont
I'huile essentielle de Eucalyptus globulus Labill., Myrtaceae (Tasmanian Blue Gum)
développée au Monténégro possede plutét une activité importante contre différents micro-
organismes : les bactéries et les champignons C.albicans (Delaquis et al. 2002)

Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide
(CMB/CMF) en milieu solide

La détermination de (CMB) en milieu solide ¢’est le paramétre qui nous permet de déterminer
I’effet bactéricide de notre huile essentielle. Les résultats des concentrations minimales
bactéricides d’HE vis-a-vis les souches bactériennes et la souche fongique sont présentées

dans la (figure)

Figure 35 : Résultats de la concentration
minimale bactéricide et fongicide
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Souches Concentration minimale bactéricide
et fongicide d’HE (CMB, CMF)
P. aeruginosa ATCC 27853 100mg/mi
S. aureus ATCC 25923 100mg/mi
S. aureus ATCC 43300 >100mg/ml
E.coli ATCC 25922 >100mg/ml
C.albicans 10231 100mg/ml

Tableau 11 :Concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) de
I’huile essentielle d’eucalyptus sur la croissance des souches bactériennes et

fongiques.

La concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide (CMB) signifie a la concentration
minimale inhibitrice (CMI) 100mg/ml pour I’huile essenticlle contre la souche P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 et C.albicans ATCC 10231. Tandis que les autres
souches bactériennes (S. aureus ATCC 43300, E.coli ATCC 25922 ) présentent une
concentration minimale bactéricide (CMB) plus élevé que la concentration minimale
inhibitrice (CMI) = 200mg/ml, donc on peut déduire que notre HE possede une activité
bactéricide et fongicide contre les germes testées. Notre HE a généralement intégré une lyse
cellulaire contre deux souches bactérienne une gramme positive et I’autre gramme négative et
méme les levures donc c’est une huile qui agit sur défirent micro-organisme. Alors ces

derniers sont les plus sensibles vis-a-vis I’HE.

En comparent nos résultats avec d’autres analyse, on outre qu’ils sont différent car les
chercheurs ont montré I’activité la plus élevé (3.13mg/ml) est observé contre S. aureus, E.
coli, et S. pyogenes et la plus basses (0.09mg/ml) contre les bactéries infectieuse (Barel et al.
1991). ) Par contre notre analyse montre que la concentration mois basse (100mg/ml) et

marqué contre P.aeruginosa ATCC27853, S.aureus ATCC 25923 et méme pour C.albicans

75




Partie 111 ;: Résultats et Discussion

ATCC 10231 et la plus élevé doit étre égale a (200mg/ml) pour obtenir une CMB contre les
germes S.aureus ATCC 43300 et E.coli.

D’aprés cette comparaison on peut conclure que notre huile essentielle posséde un effet

bactéricide important avec des valeurs de CMB dissemblable a celle de ces travaux.

Qualification de P’activité antibactérienne de ’HE

I nous semble nécessaire dans une deuxiéme étape de notre travail de déterminer le rapport
CMB/CMI ou CMF/CMI qui permet de définir le caractere bactériostatique ou bactéricide de
I’huile essentielle d’E. camaldulensis. Les résultats de rapport CMB/CMI sont présentés dans
le tableau

CMB/CMI, CMF/CMI

Les souches microbiennes

S.aureus 25923  S. aureus 43300 P.aeruginosa27853 E.coli 25922 C.albicans 10231

1 2 1 2 1

CMB : concentration minimale bactéricide
CMF : concentration minimale fongicide

CMI : concentration minimale inhibitrice

Tableau 12 : Le rapport CMB, CMF/CMI relative aux cing souches microbiennes.

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activit¢ CMB/CMI ou CMF/CMI d’une substance
antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniere est qualifiée de substance bactéricide
ou fongicide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique ou
fongistatique. On se référant aux résultats obtenus dans les tableaux, nous constatons que

I’huile d’E. camaldulensis est bactéricide et/ou fongicide.

Nos résultats concordent a ceux trouvé par (Pankey et Sabath, 2004) qui ont testé I’activité

antimicrobienne d’E.camaldulensis sur une vaste gamme de bactéries a gram+ et gram-, et ils
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ont remarqué que le rapport CMB, CMF/CMI de cette huile est inferieur a 4 et cela indique

que 'HE d’E.camaldulensis peut étre utilisée comme agent bactéricide.
Effet de ’association « huile essentielle/antibiotique » vis-a-vis les souches étudiées

L’association des HEs aux différents antibiotiques présentent des effets qui sont
statistiquement différents, les diamétres des zones d’inhibition de I’HE, des antibiotiques et de

leurs associations sont rapportés dans le tableau

Les souches bactériennes

S. aureus 25923 S. aureus 43300 P.aeruginosa27853 E.coli 25922 C .albicans 10231

Diametres des zones d’inhibition en (mm)

A A A A A
GEN, E, VANC GEN, E, VANC GEN, E, VANC GEN, E, VANC  GEN, E, VANC
21 11 8 29 8 8 24 29 12 20 8 8 13 8 8
B B B B B
HE HE HE HE HE
22 24 32 14 35
C C C C C

GEN+HE, E+HE, VANC+HE GEN+HE, E+HE, VANC+HE GEN+HE, E+HE, VANC+HE GEN+HE, E+HE, VANC+HE GEN+HE, E+HE,VANC+HE

20 16 8 28 20 12 26 12 10 21 10 8 15 12 10

A : diameétre d’inhibition de I'antibiotique

B : diameétre d’inhibition de I'HE

C : diameétre d’inhibition de I'association de I’'HE et I'antibiotique

[ Tableau 13 : résultats de I’interaction synergétique d’huile eucalyptus avec les antibiotiques ]
testés
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L’analyse des résultats montrent que I’association de I'HE d’E. camaldulensis avec la
GEN ,E, VANC a donné des interactions antagonistes vis-a-vis P. aeruginosa ATCC
27853,S.aureus ATCC 25923, E.coli 25922 et la souche fongique C.albicans ATCC 10231 par
rapport a celle de ’huile seule, tandis que un effet synergique est obtenu avec un diametre de
zone d’inhibition 28mm pour GEN+HE et de 24mm pour I’huile seule vis-a-vis la souche
S.aureus ATCC 43300 par contre I’association de E avec I’HE a induit un effet presque
indifférent traduit par une diminution de diamétre de la zone d’inhibition de 24mm pour
I’huile seule a 20mm pour E+HE, une interaction antagoniste s’est révélé lors de
I’association de VANC avec I’'HE qui a induit une résistance de la souche S.aureus ATCC

43300 qui eté extrémement sensible.

L’effet de 1’association des antibiotiques avec ’HE a ¢été comparé également par rapport
I’effet inhibiteur de I’antibiotique seul, cette comparaison nous a permet de dire que cette
association présente des effets qui sont statiquement differents selon la souche testée ainsi que
I’antibiotique ajouté, en outre les résultats obtenus montrent que 1’association de VANC, n’as
aucun effet vis-a-vis toutes les souches testées ainsi que 1’association de GEN a induit un
effet indifférent pour S.aureus ATCC 25923 et S.aureus ATCC 43300 et E.coli ATCC 25922 ,
une interaction antagoniste est observée lors de 1’association E + HE avec un zone
d’inhibition de 29mm pour I’antibiotique seul et un diamétre de 12mm pour E+HE vis-a-vis la
souche P.aeruginosa ATCC 27853,cependant I’interaction synergique est obtenue avec la
GEN sur P.aeruginosaATCC27853 et C.albicans ATCC 10231 (24mm-26mm) (13mm-
15mm) respectivement, ¢galement avec 1’association de E sur toutes les souches microbiennes

sauf P.aeruginosa ATCC 27853.

L’effet synergique des combinaisons HES/ATBs contre les bactéries Gram+ a été rapporté par
Betoni et al. (2006) qui ont observé des interactions synergiques entre les extraits de quelques
plantes médicinales brésiliennes et huit antibiotiques sur S. aureus. De méme Darwish et al.
(2002) ont demontré que l'efficacité de la gentamycine et du chloramphénicol contre les
staphylocoques dorés a été considérablement améliorée en association avec les huiles

essentielles.

Gallucci et al. (2006) ont montré également dans leur étude que l'utilisation des

terpenes combinés avec la pénicilline a augmenté I’activité de cette dernieéres contre les
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staphylocoques résistants a la méticilline, I’interaction entre le carvone et la pénicilline a
donné une interaction synergétique tres intéressante.

L’association des huiles essentielles aux antibiotiques peut étre employée pour
augmenter le spectre antimicrobien (Fadli et al., 2012), empécher lI'apparition des mutants
résistants, réduire au minimum la toxicité et minimiser les effets secondaires de I'antibiotique
(Lv et al., 2011), ce qui pourrait étre une alternative a la monothérapie pour des patients
présentant des infections envahissantes difficile a traiter, comme ceux dues aux espéeces multi
résistantes (Aiyegoro et Okoh, 2009).
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Conclusion

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en thérapeutique. En
effet les plantes constituent de véritables produits naturels dont il faut tirer le maximum de

profit pour le bienétre des populations.

Au terme de notre étude et a la lumiére des résultats de I’expérimentation obtenue il apparait
nettement que les espéces microbiennes étudiées a s’avoir P.aeruginosa ATCC 27853,
S.aureus ATCC 25923, C.albicans ATCC 10231 sont trés sensibles au différents extraits et
I’huile essentielle d’eucalyptus qui semblent présenter un effet de type bactéricide et
fongicide de I’huile essentielle sur la croissance des germes microbiennes étudiées, les six
extraits testés ont marqués un effet bactéricide contre P.aeruginosa, par contre 'EEP, EEtOH,
EDCM ont marqués un effet bactéricide contre E.coli ATCC25922, S.aureus ATCC 43300,
S.aureus ATCC 25923, et un effet fongicide contre C.albicans ATCC 10231, cette derniere a
manifesté une résistance contre ’EDCM, EEtOH, on effet ’TETNB, EHT représentent un effet
a la fois bactéricide et fongicide contre les souches étudiées , a I’exception ’EAQ qui posséde
un pouvoir bactericide contre E.coli ATCC 25922, un pouvoir bactériostatique contre les deux
souches S.aureus, ainsi influence la croissance des levures en inhibant la germination des
spores et 1’¢longation du mycélium. Le degré d’inhibition s’avére étre influencer par la
concentration des extraits est importante plus le degré d’inhibition des souches microbiennes

est intéressant.

L’¢tude a montré que les extraits préparés ( EEtOH, EEP, EDCM, EAQ, EHT, ETNB)
d’cucalyptus présentent une activité antimicrobienne contre les souches étudiées avec des
diametres des zones d’inhibition variantes de (5-45mm), et I’huile essentielle présente une
activité antimicrobienne contre les souches étudiées avec des diameétres des zones d’inhibition

variante de (7-40mm).

L’huile essentielle présente une activité antimicrobienne forte contre les souches et parfois
moyenne et diminution ou augmentation de zone d’inhibition de la croissance microbienne

pour I’association de I’HE et les antibiotiques (GEN, E, VANC).

L’ensemble des résultats obtenus in vitro ne présentent qu’une premicre ébauche dans la
recherche sur les effets inhibiteurs des principales substances naturelles biologiquement
actives d’eucalyptus sur les germes hospitaliéres les deux souches de Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans. Il est tres intéressant donc
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d’essayé d’approfondir nos connaissances sur le mécanisme d’action bactéricide et/ou
bactériostatique des principaux composants constituants I’espéce végétal eucalyptus vis-a-vis

des nombreux autres germes responsables des maladies infectieuses.

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre tout fois
plusieurs avantages qui possédent des propriétés biologiques trés intéressantes qui trouve
leurs application dans divers domaines savoir en médecine, cosmétique, agriculture et en

pharmacie.
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Annexe

Tableau 01 : Liste des produits chimiques utilisés

Ether de pétrole

CH3-(CH2) n-CH3

Ethanol C2H60
Dichlorométhane CH2CI2
Meéthanol CH30H
Hexane C6H14
Diméthylsulfoxyde (DMSO) C2H60S

Tableau 02 : Appareillages et leurs références

Agitateur magnétique

Agitateur magnétique AG500
chauffant

Rotary évaporateur RE300 | RE300
Hotte

Etuve ES13304

IHRE

|




Autoclave

AR3055

Spectrophotométrie

Décompteur de colonies

Dean stark

Tableau 03 : température d’ébullition des solvants (INRS) |

Ether de pétrole 30-50°C
Ethanol 78-78,5°C
Dichlorométhane 39,8°C
Méthanol 64,5°C
Hexane

68,7°c




Tableau 04 : Composition de bouillon Muller-Hinton (BMH)

ingrédients Les mesures
Peptone de caséine 17.5g
Extrait de viande 2049
Amidon 159
Eau distillée 1L

Tableau 05 : Composition de gélose Muller-Hinton (MH)

ingrédients Les mesures
Milieu déshydraté 38,09
Eau distillée 1L

Tableau06 : composition de gelose de pomme de terre

Ingrédients Les mesures
Pomme de terre 200 g
Dextrose/Glucose 1509

Agar - agar 20.0 ¢
Eau distillée 1L
pH 5.6




