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Etude comparative de I’activité antibactérienne de deux huiles
essentielles cupressus sempervirens.L et pistacia lentiscus ainsi que la
propolis vis-a-vis de staphylococcus aureus.

Résume :

Les huiles essentielles et leurs constituants ont une longue histoire en tant qu'agents
antibactériens. Par conséquent Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur la
sélection de I'huile essentielle de cypres et de lentisque sur l'activité de la bactérie
Staphylococcus aureus. Nous avons également évalué I'activité antibactérienne de la Propolis,
qui est un agent efficace (antibiotique naturel) et la comparée avec 1’activité des huiles. Les
résultats obtenus ont montré que les diamétres d'inhibition différent d'une huile essentielle a
l'autre, comme [I'huile de cyprés était de 14 mm, lentisque était de 16 mm, tandis que la
propolis était de 17 mm sur Staphylococcus aureus.

Les mots clés : huile essentiel de cypres et lentisque, la propolis, staphylococcus aureus.



Comparative study of the antibacterial activity of two essential oils

cypress and lentisque and propolis against staphylococcus aureus.
Abstract:

Essential oils and their constituents have a long history as antibacterial agents. In our study,
we focused on the selection of essential oil of cypress and lentisk on the activity of
Staphylococcus aureus bacteria. We also evaluated the antibacterial activity of Propolis,
which is an effective agent (antibiotic natural) and compared it with the avtivity of oils. The
results obtained showed that the diameters of inhibition differ from one essential oil to
another, such as cypress oil was 14 mm, lentiscus was 16 mm, while propolis was 17 mm on
Staphylococcus aureus.

Key words: essential oil for cypress and for lentisque , propolis, Staphylococcus

aureus bacteria.
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Liste d’abréviations

ATP : Adénosine triphosphatases

BN : Bouillon nutritive.

CMI : Concentration Minimal Inhibitrice.
DMSO : Diméthylsulfoxyde.

EEP : Extrait éthanolique de la propolis.
HE : Huile essentiel.

MH : Milieu hinton.

ML : Millilitre.

Mm : Millimetre.

S.aureus: Staphylococcus aureus.

ZI : Zone inhibitrice.
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Introduction

Les micro-organismes forment un ensemble d’organismes vivants microscopiques. Ils
différent et varient par leur morphologie, leur physiologie, leur mode de reproduction et leur
écologie.

IIs sont représentés par les bactéries, les virus, les protozoaires, les champignons
microscopiques et les algues. Dans notre étude, nous avons choisi un des types de bactéries
pathogenes et dangereuses pour la santé humaine staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus est un membre de notre écosystéme cutanéo-muqueuse, fait
partie d’un groupe d’agents pathogénes a Gram positif opportunistes et envahissants (Alioua,
M. 2015). son pouvoir pathogéne, son caractére ubiquiste et I’absence d’exigences
nutritionnelles font de cette bactérie un exemple d’adaptation et de dissémination surtout lors
des ruptures de la barriére cutanée, ou I’immaturité du systéme immunitaire ( Rebiahi, SA.
2012).

Ce micro-organisme est responsable d’infections trés polymorphes : superficielles ou
profondes, bénignes ou létales, communautaires (1 a 5%) ou hospitaliers (30%). Il est I'une
des premieres causes de bactériémie, d’infections des o0s, d’endocardites, de pneumonies
d’intoxication alimentaire et du syndrome du choc toxique. La séverité de ces infections
humaines a été corrélée avec la production, par ces souches, d’un ensemble de facteurs
important de virulence. (Pascale, P 2013).

Les plantes sont toujours utilisées par I’homme a des fins curatives selon I’OMS, 80°/

de la population des pays en développement ont recours presque exclusivement a la médecine
traditionnelle pour les besoins de la santé primaire (Michelline 2009).
Actuellement, des efforts importants sont dirigés vers I'exploration des extraits de plantes
comme sources alternatives ou complémentaires pouvant étre utilisées pour renforcer le
systeme immunitaire en cas d'infection fongique, bactérienne ou virale. Les extraits de plantes
sont peu toxiques et facilement biodégradables et donc sains pour lI'environnement (Okigbo et
Nmeka, 2005 ;Helle, 2006 ;Okigbo et Omdamiro, 2006).

En effet, les plantes possédent des milliers de substances actives a I’intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racine ...) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
hydrodistilation ...) étre mis a profit dans différentes industries et permettre I’isolation du
principe actif pour 1’utilisé en pharmacie comme les huilles essentiels (Durafford et all
1997).

Parmi les huiles essentielles qu’on a choisi dans notre étude est Cupressus

sempervirens L.ou le cypres vert est un conifére de la famille des Cupressacées originaires des



Introduction

régions tempérées chaudes de I'némisphére nord. Le nombre d'especes incluses dans ce genre
varie selon les auteurs de 16 a 30, voire plus. De nombreuses especes sont cultivées comme
arbres d'ornement. Le cypres commun est un arbre représentatif de la flore méditerranéenne
Al est utilisé dans la médecine traditionnelle pour le soulagement des douleurs de I'estomac,
des inflammations, des maux de dents ainsi que pour traiter le diabéte (Raynaud J 2005).

On a choisi aussi I’huile de Pistacia lentiscus qui est largement utilisée par la
population locale dans la médecine traditionnelle. Plusieurs études ont également signalé que
I’huile essentielle (HE) des parties aériennes de Pistacia lentiscus possede des propriétés
antifongiques et antibactériennes appréciables (Gardeli C., et al. 2008). (Bammou M., et al.
2015) .

Au cours des cinquante dernieres années, les antibiotiques ont joué un réle crucial dans
la lutte contre de nombreuses maladies et infections et leur développement a révolutionné le
traitement de ses maladies. Cependant, avec I'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces
molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues
résistantes aux antibiotiques. Cette situation apparait particulierement préoccupante en milieu
hospitalier et le nombre de bactéries résistantes est sans cesse d’augmentation et nous
assistons de plus en plus a I’émergence de nouvelles résistances (Boukhatem, 2013).

De nos jours, devant 1’essor des médecines naturelles et face a certaines pathologies
résistantes aux traitements conventionnels. La propolis peut étre des a tout grace a ses
activités thérapeutiques et surtout antibactériennes. (Codex Alimentarius, 2001).

Dans cette optique notre travail fixe pour principal objectif 1’é¢tude In vitro de D’effet
antibactérien de deux huiles essentielles différentes ainsi que la propolis. De ce fait nous
avons procédé a I’évaluation du pouvoir antibactérien en effectuant un antibiogramme et
aromatogramme ainsi que la concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis de

Staphylococcus aureus.
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I. 1. Caractéristique :

Staphylococcus aureus est une espece ubiquitaire du genre Staphylococcus est plus
communément appelée staphylocoque doreé ; du grec Staphylo, grappe de raisin, apparait en amas a
I'examen microscopique), et « aureus » doré vient de la coloration particuliere des colonies qui sont
dorées lorsqu’elles croissent sur milieu solide [(Howard et Kloos, 1987) ;(Zimmermann-Meisse,
2016)].

Les staphylocoques se présentent sous forme de coques en petits amas, en diplocoques ou en trés
courtes chainettes de trois a cing éléments positivement colorés au Gram (violet), mesurant de 0,5 a
1,5n de diamétre [(Fasquelle, 1974), (Couture, 1990)]. Le staphylocoque doré est asporulé,
immobile et ne possédant pas de capsule visible au microscope optique sauf pour de tres rares
souches, d'autres forment des colonies mucoides et sont entourées d’un pseudo capsule (Le Minor
et Veron, 1990)
Staphylococcus aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces bactéries
possedent une activité catalase, coagulas, phosphatase, ainsi que des nucléases thermostables mais
pas d’oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la capacité de liquéfier la gélatine et de fermenter de
nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose et le mannitol. Le diagnostic
permettant de distinguer S. aureus des autres especes est basé sur des tests réalisés sur colonies tels
que l’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des hémolysines et de la
désoxyribonucléase thermostable ou thermo nucléase (Accarias, 2014)

I. 2 Classification taxonomique :
Selon la deuxiéme édition de bergey’s manuelle of systematic bacteriology, la classification
phylogénétique du genre staphylococcus aureus est présenté dans le tableau suivant
(DELARRAS ,2007) :
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Tableau 01 : Classification phylogénétique de genre staphylococcus aureus.

Domaine Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus

I. 3. Habitat et mode de transmission
L’espéce Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire (Jean-Louis, et all 2002) son réservoir
naturel est I’homme et les animaux a sang chaud (Touatia, R. (2016). On le trouve a 1’état normal
dans I’oropharynx, les fosses nasales, dans les selles, au niveau du périnée, ou des aisselles, ¢’est un
commensal de la peau et des muqueuses ( Eyque,et all. (1998) (un tiers des individus sains est
porteur de S. aureus au niveau des fosses nasal)
Il possede la capacité d’adaptation et de résistance au stress importants, on le trouve de facon tres
répandue dans la nature, fréquemment dans 1’eau, I’air, les poussiéres (Saprophyte) ( Jean-Claud,
B ,1973) , cette bactérie peut étre aussi isolée de fagcon sporadique dans le sol, I’eau douce, le sable
de la plage, I’eau de mer et la surface des plantes (Dworkin, M. et al ,2006). La transmission inter
humaine s’opére généralement par contact direct (manuportage) (Nauciel, C., Vilde, JL, 2005) Ou
indirecte par l'intermédiaire des aliments (la multiplication d’une souche produisant de
I’enterotoxine peut étre responsable d’une toxi-infection alimentaire collective), ou du milieu
extérieur (Avril, JL et all (2003) S. aureus représente 1'une des especes de staphylocoques
pathogénes responsables d’infections nosocomiales.

I. 4. Pathogénicité et pouvoir pathogéne :

Les infections a S. aureus sont trés polymorphes allant des infections cutanées bénignes comme

les furoncles et les panaris a des infections mettant en jeu le pronostic vital comme les états de choc,
les endocardites, les pneumonies, les infections du systéme nerveux central. On peut classer les

infections a staphylocoques dorés en deux groupes
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> Les infections suppuratives qui dépendent de la prolifération du germe. Le staphylocoque est
présent dans le site infectieux et le patient guérit de I’infection apres élimination de la bactérie.

> Les infections dites toxiques ou une toxine sécrétée par le staphylocoque est responsable des
symptémes. (Philippe, C, 2004).

I. 4.1 Infections suppuratives a S. aureus :

Les infections suppuratives sont soit primitives, I’exemple type est le furoncle, soit secondaires ou
une porte d’entrée, généralement une effraction cutanée ou une intervention chirurgicale, précede
I’infection (Figure 1). Elles impliquent la prolifération bactérienne, I’invasion puis la destruction
des tissus de 1’héte, la réponse inflammatoire locale et systémique. S. aureus est donc présent au

niveau du site infectieux (Durand, G, 2009).

Folliculite
Porites

Figure 1 : Sites d’infections suppuratifs superficiels ou profonds. (1)

I. 4.1.a. Infections superficielles cutanéo-muqueuses :
I1 s’agit le plus souvent d’auto infestation a partir de la flore endogeéne; Parmi ces infections, on
distingue:
= La folliculite : (infection limitée au follicule pileux) ayant 1’aspect d’une pustule jaunatre
avec une étroite zone marginale rouge (Didier Lacombe,2019) Les principaux facteurs
favorisants sont le diabete, I’immunosuppression et 1’utilisation de corticothérapie locale
(Philippe, C, 2004). Figure 2.
= L’ostio-folliculite : est une folliculite superficielle. 11 s’agit de I’infection de la partie
superficielle du follicule pilosébacé (ostium folliculaire). Cliniquement, elle se manifeste par

une pustule, centrée par un poil, associée a un érythéme périfolliculaire.
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Follicule
pileux Follicule pileux

Figure 2 : Folliculite superficiel. figure3 : sycosis au niveau de la barbe

d’un patient.

= Les folliculites
Sont de nombre variable et siégent sur les régions pileuses des cuisses, périnee, bras, dos, paupiére.
Le sycosis ou pili incarnati apparait au niveau du visage et plus particuliérement de la barbe. Le
sycosis staphylococcique survient dans les suites d’inoculation par le rasoir mécanique et peut donc
ainsi se retrouver au niveau des jambes, des aisselles, du pubis et du cuir chevelu. Au départ,
I’aspect est celui d’une ostio-folliculite qui évolue rapidement vers de vastes nappes érythémateuses
excoriées (Robert, D, 2013).

= Lefuroncle:
Est une infection profonde du follicule pilosébacé due au staphylocoque doré qui évolue en 5 a 10
jours vers la nécrose et 1’élimination du follicule pileux. Il s’agit d’une masse profonde,
douloureuse, ferme ou fluctuante, renfermant une masse de pus (figure 4) (Bessis, D et all 2008).
La récidive et la diffusion des lésions sont fréquentes notamment chez les jeunes adultes masculins,
c’est la furonculose. La furonculose dure généralement moins de deux ans. Elle est souvent

observée avec les souches de S. aureus produisant la LPV. (Robert, D, 2013).

Figure 4 : Furoncle.
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" L’anthrax :

Est une lésion nécrotique accompagnée de malaise général (Durand, G, 2009). L’anthrax est le
stade ou plusieurs furoncles fusionnent pour donner une tuméfaction profonde, inflammatoire, et
cratériforme. Il peut s’accompagner de poussées purulentes et de signes généraux comme de la
fievre ou un syndrome inflammatoire (Durand, G. (2009).

" Le panaris :

Est un abces péri-unguéal douloureux avec inflammation périphérique siégeant sur la phalange
distale. S. aureus est également a I’origine d’infections des muqueuses : conjonctivite purulente,

otite, laryngite, phlegmon de I’amygdale, et sinusite.
I. 4.1. 2. Infections profondes

= [Infections des tissus mous :
Ces infections peuvent faire suite a une extension locorégionale d’une infection superficielle de la
peau a S. aureus. On reconnait parmi ces infections plusieurs entités dont :

= La staphylococcie maligne de la face : elle apparait généralement apres la manipulation
d’un furoncle ou d’une folliculite au niveau de la face. D’aspect trés rouge violacé, la personne a un
placard tuméfié douloureux, unilatéral et sans bourrelet périphérique (Figure 5). Une fievre a 40°C
peut apparaitre et 1’état général est trés altéré (Bessis, D et all .2008) Elle affecte plus souvent les
sujets jeunes. Cette infection gravissime s’accompagne souvent de bactériémie. Dans de rares cas,
elle peut évoluer vers une cellulite orbitraire (Rutar, T., et al. (2006). En I’absence de traitement,
son évolution est spontanément mortelle par thrombophlébite des sinus caverneux et une atteinte

méningée.

Figure5 : staphylococcus du visage aprés manipulation d’une Iésion infectieuse (folliculite ou furoncle) de

la joue.
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= La fasciite nécrosante est une infection profonde de I’hypoderme avec atteintede
I’aponévrose superficielle : (Fauchere, JL. and Avril, JL, 2002).
Elle touche plutdt les hommes et survient a tout age. Les membres inférieurs sont souvent les plus
atteints (60 a 80 % des cas). La plaie a un aspect trés rouge avec des lésions nécrotiques (bulles
hémorragiques) (Figure 6).
De plus, la plaie est tres douloureuse, un cedéme se forme rapidement et une odeur putride se
dégage. La fievre est trés fréquente, et peut étre associée a une hypotension, une paleur

tégumentaire et une confusion (Bessis, D.2008).

Figure 6 : Fasciste nécrosante de 1’avant-bras et du dos de la main.

= La pyomyosite : est une inflammation musculaire profonde d’origine septique évoluant vers

I’abcédation. Elle est surtout rencontrée dans les pays en voie de développement (Pannaraj, P.S, et

al ,2006).
X Autres infections profondes
Les autres infections profondes a S. aureus bien que parfois primitives surviennent principalement
par diffusion hématogéne de la bactérie. S. aureus peut étre alors responsable de bactériémies,
d’endocardites, d’ostéomyélites, d’arthrites, de pneumopathies, de méningites ou encore
d’infections urinaires. (Lowy, F D, 1998) ; (Pedersen, M., et al, 2006) ;( Hoen, B, 2002).)

= Staphylococcies osseuses : I’ostéomyélite aigué est une affection de I’enfant ou de
I’adolescent, elle touche classiquement les os longs et peut devenir chronique, les infections
osseuses post chirurgicales a staphylocoques sont trés préoccupantes.

= Staphylococcies pleuropulmonaires : les formes des nourrissons sont trés fréquentes, les
formes de 1’adulte sont plus rares et peuvent apparaitre aprés une virose elle la grippe.

= Staphylococcies urogénitales : les pyélonéphrites a staphylocoques sont assez fréquentes,

S. aureus peut aussi entrainer la formation d’abcés isolés du rein ou des phlegmons

périnéphrétiques .
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Staphylococcies neuroméningées : elles sont rares et dominées par les méningites,
observées surtout en milieu neurochirurgical (valves). Les méningites ne doivent pas étre
confondues avec 1’épidurite staphylococcique, le pus étant alors localisé dans 1’espace péridural.
Des abcés du cerveau peuvent étre rencontrés.

= Endocardites : elles sont observées chez les patients porteurs de valves cardiaques
artificielles et chez les toxicomanes (bactériémies souvent accompagnées d’une endocardite du
cceur droit). (Fauchere, JL. and Avril, JL, 2002)
I. 4. 2. Pneumonie nécrosante
Les pneumopathies nécrosantes a Staphylococcus aureus sont souvent liées a des souches
sécrétrices de PVL (Figure 7) (Dumitrescu, O, 2012).
Le tableau clinique associe une pneumopathie sévére avec détresse respiratoire, atteinte pleurale,
hémoptysie et leucopénie. Elle fait généralement suite a un syndrome grippal et touche
préférentiellement des sujets jeunes, enfants et adultes jeunes sans comorbidités, avec un age
médian de 14,8 ans. L’évolution clinique est rapidement défavorable dans plus de la moitié des cas,
avec apparition d’une défaillance multiviscérale et un déces rapide en moins de 5 jours apres le
début de I’hospitalisation. La mortalité est importante, environ 60 % malgré une antibiothérapie

adaptée (Centre National de Référence des Staphylocoques).
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Il. 1. Cypres
I1. 1.1. Définition :

Le nom Cupressus sempervirens L ou (Cypres), vient du romain « semper » qui veut dire
indissoluble et « virens » qui signifie astringent. Cupressus vient également du grec « kuparissos »
qui désigne le carburant (Riom, 2010). A c6té de ces différentes nominations, Cette plante est aussi
nommée (_»ss<al) ou (s_) par notre langue mére (1’arabe).

Figure 07 : Cupressus sempervirens L (skikda 2023)
Il. 1.2. Classification taxonomique :

D'apres Al-snafi (2016), la position systématique de la plante de cypres (cupressus sempervirens)
est Présentée dans le tableau suivant:

Tableau 02 : Classification taxonomique du cupressus sempervirens

Regne Plantea

Sous-Regne Viridiplantae
Embranchement Tracheophyta
Sous-Embranchement Spermatophytina

Classe Pinosida
Sous-Classe Pinidae

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae

Genre Cupressus

Espece Cupressus sempervirens

10
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Il. 1.3. Répartition géographique
+» Dans le monde :

La plupart des espéces de cypres se trouvent dans I'némisphére nord (Figure 06), selon
plusieurs études, la répartition de cette famille est influencée par plusieurs facteurs : climat, sol,
perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine), etc. douze espéces originaires
d’Ameérique du Nord, de la Méditerranée et I'Asie tropicale se produisent a haute altitude (Rawat et
al, 2011).
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Figure 08 : Aire de répartition du Cupressus sempervirens L (Rawat et al, 2011).

< En Algeérie :

En Algérie, la richesse du couvert forestier est influencée par de nombreux facteurs (altitude,
bioclimat, activités humaines, catastrophes naturelles, etc.) , les grappes forestiéres des deux atlas
varient d'un secteur a lI'autre, méme au sein d'un méme secteur, c'est-a-dire d'une région a l'autre.
Peu de données sont disponibles sur la répartition sectorielle et la population de la région du
Cypres. Les espéces de Cypres endémiques ou naturalisées sont : le Cypreés de Tassili (Cupressus
dupreziana A. Camus), le Cypres de I'Atlas (Cupressus atlantic Gaussen) et le Cypreés a feuilles
persistantes (Cupressus sempervirens L). Le Cypres d'Arizona (Cupressus arizonica Greene) est

une espéce introduite mais peu utilisée (Bouyahyaoui, 2017).

Il. 1.4. Composition biochimique :
Cupressus sempervirens est riche en constituants flavonoides comme la cupressuflavone,

I’aménoflavone, la rutine, laquercétineetlamyricitrine. Certains composés phénoliques

(anthocyanidine, catéchines flavones, flavonols et isoflavones), tanins (acide ellagique, acide

11
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gallique, phénylisopropanoides, acide caféique, acide coumarique et acide férulique)

lignanesetcatchol (Koreim, 2009).

Les branches du Cypreés contiennent des biflavonoides, des huiles essentielles (0.3- 0.8%) qui
sont riches en monoterpenes. Les cones contiennent 0.5% d'huiles essentielles ; ils sont riches
enapinene, acides diterpéniques, tanins et dérivés oligoméres proanthocyanidoliques (Selim et al,
2014 ; Sebban et Khaldi, 2019). Dans des études précedentes, les constituants principaux ont été
identifiés dans des espéces de Cupressus comme a-pinene et -3-carene. Les feuilles et les fruits de
cette plante sont tout a fait riches en tanins et en flavonoides mais ils sont pauvres en saponines et
exempts des alcaloides et (Tumen et al, 2011 ; Sebban et khaldi, 2019).

I1. 1.5. Huile essentielle de Cupressus sempervirens L :

L’HE du Cypreés est obtenu par distillation a la vapeur d’cau des aiguilles et des extrémités de
rameaux. Cette HE est constitué majoritairement de monoterpénes (82%) et les principaux
monoterpenes qu’on y rencontre sont : a-pinéne, B-myrcene, d3-caréne, limoneéne et terpinoléne,
ainsi que les sesquiterpenes dont les principaux sont : 3-cadinene, a-cubécéne, a-humulene et -
cariyophyllene (PIOVETTI et al., 1980 ; YANI et al., 1983 ; SHIRNER, 2004 ; TAPONDJOU
et al., 2005).

Cette HE possede un pouvoir antiseptique, spasmolytique, hémostatique, diurétique, elle est
également fortifiante, tranquillisante, neutralise les odeurs et nettoie les vaisseaux. De ce fait, ces
utilisations sont variées dont on peut citer : utilisée en cas d’asthme, de bronchite, de troubles

d’irrigation sanguine, de kystes ovariens, d’hémorroides, de varices, de douleurs veineuses...

(SHIRNER, 2004).

Selon TAPONDJOU (2005), I’HE du cypres vert possede un pouvoir insecticide et répulsif (contre

les insectes).

Il. 1.6. Propriétés médicinales du Cypres :
Parmi les domaines d'utilisation les plus importants de cette plante, est le domaine

thérapeutique par exemple : aromathérapie, phytothérapie, car le Cyprés contient de nombreux
ingrédients et produits biologiques aux propriétés pharmacologiques spécifiques. Cette plante est
considérée comme une plante médicinale, les deux parties les plus couramment utilisées sont les

rameaux et les cones (Riom, 2010).

12
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« Les Rameaux :
Le produit principal de cette plante est I'huile essentielle extraite des brindilles et des cones de la
plante ; cette derniere posséde des propriétés variées, et est utilisée pour traiter différentes maladies
(Riom, 2010). Parmi les différents usages des huiles essentielles de la plante on peut citer :
e Leur utilisation pour les congestions veineuses, principalement dans : hémorroides, varices, les
ccdémes des membres inférieurs, et dans I'énurésie infantile.
e Elles sont recommandées pour tous les types de toux, en particulier les toux séches, et les
crampes, cette activité antitussive est due a la présence de terpenes.
» Elles sont utilisées pour traiter les bouffées de chaleur au cours de la ménopause (chez les
femmes).
« Ces huiles sont des stimulants immunitaires et peuvent étre utilisées pour les maladies chroniques
et pour Réguler la nervosité.
La présence de divers principes actifs confere au Cypres diverses activités biologiques qui sont

Anti-oxidant

Dlunthue
-septique

Anti-tuberculose

Anti-inflamatoire

résumées dans la Figure 09.

Figure 09 : Divers autre activités biologiques de Cupressus sempervirens (Khan et al., 2017)

Il. 2. Lentisque pistachier
1. 2.1. Définition :

Le nom Pistacia lentiscus donné a cette plante lui vient de mot latin ” pistakia” constitue une
altération du mot "foustak”, nom arabe de ’espéce principale, et Lentiscus, vient du mot latin

"lentiscus” nom de 1’arbre au mastic, cet arbre et aussi nommeée « Darou » « sl » par notre langue

mére (I’arabe) (Garnier et al., 1961) Figure 10.

13
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Figure 10 : Pistacia lentiscus (skikda 2023).

I1. 2.2. Classification taxonomique :

Les espéces les plus importantes dans le monde du genre Pistacia sont : Pistacia atlantica,
Pistacia chinensis , Pistacia lentiscus L , Pistacia terebinthus L , Pistacia vera L , Pistacia
integerrima , Pistacia palestina et Pistacia khinjuk (Boukeloua, 2009).

D'apres Boukeloua, (2009), la position systématique du lentisque pistachier est présentée dans le
tableau suivant :

Tableau 03 : Classification taxonomique du lentisque pistachier

Régne Plantae, (végétal)
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphyte
Sous-embranchement Angiosperme
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscus

14
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Il. 2.3. Répartition géographique du Pistacia

+ Dans le monde :

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que I'on trouve couramment en sites subhumide
Semi-aride et arides sur le pourtour méditerranéen de 1I’Europe, d’Afrique et d’Asie, jusqu'aux
Canaries et au Portugal, on le trouve en Corse, et en Charente maritime
(Abdelliche et Benabdalehh, 2016).

s En Algerie :

Le Pistacia lentiscus occupe 1’étage thermo-mediterranéen. Sa limite méridionale se
Situe aux environs de Saida, sa présence au sud de 1’ Atlas saharien n’est pas signalée. On le
Retrouve sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-aride, plus précisément dans le
Bassin du Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege
(Abdelliche et Benabdalehh, 2016).

I1. 2.4. Aspects Pharmacologiques et effets thérapeutiques :

Pistacia lentiscus constitue une source importante de substances actives, en effet, plusieurs
parties de cette plante (les fruits, les écorces et les feuilles) sont utilisées en médecine traditionnelle
depuis la civilisation grecque Elle est utilisée, soit par voie interne, en transcutanée soit en diffusion
(Dogan et al., 2003; Ljubuncic et al., 2005; Delille 2007).

La médecine traditionnelle algérienne utilise les huiles essentielles du lentisque pour les effets
pharmacologiques en tant qu’antispasmodique, ou comme un reméde d’application local externe
sous forme d’onguent pour soigner les brilures et les douleurs dorsales (Arab et Bouchenak, 2014)

L’huile essentielle est aussi employée par voie orale contre les problémes respiratoires
d’origine allergique et les ulcéres de I’estomac. Ces usages sont surtout répandus a I’Est du pays
(région d’El-Milia, Skikda et Guelma) (Boukeloua, 2009)

1. 2.5. L’effet de I’huile sur Pactivité anti bactérienne :

Les molécules de I’huile de lentisque possédant le potentiel antibactérien le plus élevé
Appartiennent aux familles des phénols, des aldéhydes aromatiques et des monoterpénols.Le
mécanisme d’action n’est pas entierement €lucidé. Il y a plusieurs mécanismes et sites D’action au
niveau de la cellule : Altération des protéines membranaires et de la paroi Cellulaire ; Dégradation
de la membrane cytoplasmique ; Fuite du contenu cellulaire
Coagulation du cytoplasme ; Fuite de protons, entrainant la chute de la force protomotrice et, Donc,
de la synthese d’ATP Les huiles essentielles ont une structure hydrophobe, ce qui vaLeur permettre

d’altérer la structure et la fonctionnalité des couches lipidiques de la membrane Cellulaire des
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bactéries, la rendant perméable. Cela va permettre une fuite du contenu Cellulaire et la mort de la
bactérie (Laurent, 2017).

Les études montrent aussi que I’huile essentielle des feuilles de P lentiscus a une activité
Bactériostatique, dont les zones d’inhibition varient de moins de 7 mm dans le cas de Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Candida tropicalis et Torulopsis glabrata a 10 mm pour
Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et
Candida albicans. Selon la littérature, 1’activité antimicrobienne de cette Huile essentielle est due
probablement aux composés majoritaires tels 1’a-pinéne ; ceci a été Vérifié par certains auteurs. Elle
peut étre aussi attribuée aux phénols, constituants des huiles Essentielles (Benhammou et Atik
Bekkara, 2014).

I1. 3. Propolis
I1. 3.1 Definition :

C’est une substance visqueuse et collante, de couleur variant du jaune clair au noir en passant
par le vert et le brun, fabriquée par les abeilles a partir de résines naturelles. (Philippe, 1993).Le
mot «propolis» vient de la langue grecque ou «pro» signifie «devant» et «polis» signifie «ville»,
donc toute la phrase peut étre traduit par «substance défensive de la ruche» (Anjum et al., 2019).

Les abeilles récoltent une résine présente sur les bourgeons, jeunes rameaux, blessures de
certains arbres et arbustes prévue pour les protéger contre les attaques des microorganismes mais
aussi des insectes (un effet répulsif). En mélangeant cette résine a de la cire et a des enzymes
sécrétées par leur systeme glandulaire, elles obtiennent une sorte de glu que 1’on nomme : propolis.
(Bogdanov, 2012). Figure 11 et 12.

http://www.repertoirequebecnature.com

Figurell : Résine sur un bourgeon du peuplier baumier Figurel2 : Propolis brute.
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I1. 3.2. Production :
Les ouvriéres butineuses localisent la source de résine et triturent celle-ci avec leurs

mandibules, les mélangent a d’autre substance de leurs propres sécrétions afin de fabriquer de la
propolis. Une foi fabriquer la propolis transportée a la ruche dans les corbicules située dans les
pattes postérieures de I’abeille (Philippe, 1994).

La propolis est la substance composeée par les abeilles pour protéger la ruche, grace a certains
¢léments naturels comme les résines végétales sécrétées par les bourgeons et 1’écorce de certains
arbres, I’abeille va I'utiliser pour boucher les ouvertures, lisser les parois et surtout désinfecter la
ruche (Cherbuliez et Domerego, 2003 ; Donadieu, 1993 ; Zahiri et Baudoux, 2008). Elle est
utilisée pour une barriere de défense en arriere du trou d'envol pour éviter au maximum l'entrée
d'intrus.

Sa production et sa récolte varient en fonction de nombres de facteurs : les conditions
géobotaniques, les conditions climatiques, les saisons et les caractéristiques intrinséques de la
colonie (Laurent, 2014).

I1. 3.3. Compositions::

Il existe plusieurs types de propolis qui sont en fonction de la zone géographique de la ruche
des végétaux presents sur cette zone géographique, de la disponibilité des végétaux pendant la
saison et de I’espece de I’abeille. Tout cela explique que 1’on va trouver des propolis de couleur
jaune ambre jusqu’au brun foncé en passant par des variétés qualifiées de vertes ou de rouges.
L’abeille va aller chercher sa résine dans son €cosystéme et c’est bien de cet écosysteme que va
dépendre la composition de la propolis. (Bruno et al, 2007).

La propolis est en général composée, grossierement, de 50% de résines et de baumes, 30% de cire,
10% d’huiles essentielles et aromatiques, 5% de pollen et 5% d’autres substances, notamment du
bois et des morceaux d’insectes. (Figure04) (Oudjet.2012).

I1. 3.4. Effet de la propolis sur ’activité antibactérienne :

De nombreuses ¢tudes ont démontré I’effet d’inhibition de la propolis sur les souches Gram
positive, Gram négative et les bactéries anaérobies. D’aprés une étude japonaise, la propolis
inhiberait la croissance microbienne en bloquant la division cellulaire et en détruisant la paroi

bactérienne, et ceci principalement sur les bactéries a Gram positive (Mickaél, 2010).
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I. Preésentation du site d’accueil :
Cette etude a été réalisé depuis le 09 avril jusque a le 20 mai 2023 au niveau de :
» Laboratoire de microbiologie, faculté des sciences de I'université « 20 aout
1955 Skikda ».
» Laboratoire EL Faycal.
» Laboratoire de 1I’hopital des Fréres Saad Guermech- Skikda.
Il. Matériel :

Il. 1. Matériel végétal :
Notre étude porte sur deux huiles essentielles cypres et lentisque pistachier. (Figure 13
et 14).
= Lasource des huiles : Les deux huiles utilisées sont achetés de 1’usine commerciale

Al ASIL a Alger, elles sont 100% pures et d’origines naturelles.

Adresse de fournisseur : Local 01, cité Boukroucha, commune de Boumerdes.

Figure 13 : Huile de lentisque pistachier Figure 14 : Huile de cypres

I1. 2. Materiel biologique :
» Lasouche bactérienne :
La souche bactérienne (Figure 15) utilisée dans notre travail est Staphylococcus aureus, A
été fournies par le responsable de laboratoire privé AL FAICAL de Skikda.

Figure 15 : Souche bactérienne (stapyilococcus aureus)
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» Lapropolis : Nous avons acheté La propolis sous forme de poudre chez un
herboriste. (Figure 16).

Figure 16 : Propolis commerciale

Il. 3. Matériel de laboratoire :
Dans cette étude, nous avons utilisé plusieurs outils de laboratoire, qui

sont presentes dans le tableau 04 :

Tableau 04 : Matériel de laboratoire.

Matériel Photo Matériel Photo
Autoclave Boites de pétries
Bain marie
(MEMMERT. Papier wattman
Allemagne)
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Agitateur a
barreau
magnétique
chauffant

Tubes a essais

Balance

. | Bec benzéne

Etuve

Anse de platine

Microscope
Optique

Pince

Ecouvillon

Micropipette

Lame

Lamelle
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Agitateur

Bécher

» Produits chimiques et solvants :

Tableau 05: Produits chimiques et solvants utilisées dans le laboratoire.

Produits

Photos

Produits

Photos

Gélose Chapman

L’eau distillée

Milieu MH

L’eau oxygénée

Bouillon nutritif

Lugol

L’eau physiologique

Fushine

DMSO

Sérum humain
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Violet Gentiane Alcool

I11. Méthodes :
I11. 1.Test de confirmation de la souche :
I11. 1.1. Isolement et identification :
* Prélévement
Le prélevement a été effectué a partir d’un pus d un patient.
= Isolement et purification :
L’isolement a été réalisé par repiquage successif sur bouillon nutritif et sur le milieu

Chapman, incubés 18 a 24 h a 37°C, au niveau de laboratoire.

= |dentification :

o Examen macroscopique
Il permet d’observer la taille, la forme, la couleur et 1’aspect des colonies.

o Examen microscopique :
< Etat frais
Cette technique permet d’observer les bactéries a 1’état vivant pour examiner et

d apprécier leur morphologie et leur mode de groupement et leur mobilité.
Préparation de I'échantillon : Prélevez une petite quantité de culture bactérienne de
Staphylococcus aureus, par exemple en utilisant une boucle d'inoculation stérile. Il est
important de travailler dans des conditions aseptiques pour éviter toute contamination.
Montage sur une lame de microscope : Déposez une goutte d'eau stérile sur une lame de
microscope propre. Transférez ensuite une petite quantité de I'échantillon bactérien dans la
goutte d'eau. Mélangez doucement pour disperser les bactéries dans I'eau.
Pose de la lamelle : Placez délicatement une lamelle de microscope sur la goutte d'eau
contenant les bactéries. Assurez-vous de ne pas emprisonner de bulles d'air entre la lame et la
lamelle.
Observation au microscope : Placez la lame sur le plateau du microscope et utilisez

I'objectif de faible puissance (par exemple, 10x) pour localiser les bactéries. Ensuite, passez a
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I'objectif de puissance superieure (par exemple, 40x ou 100x) pour une observation plus
détaillée de la morphologie des bactéries.

Réglages du microscope : Ajustez les réglages du microscope tels que la mise au point,
I'éclairage et le contraste pour obtenir une observation claire des bactéries. Vous pouvez
également utiliser différentes techniques de contraste, comme la mise en phase ou le contraste
de phase, pour améliorer la visibilité des structures bactériennes. Ortora GJ, Funke BR,
Case CL (2019).

% Coloration de gram

R/

Cet examen permet d’observer la forme des bactéries (Cocci, bacille, coccobacille) ainsi que

le type de coloration de Gram positif ou négatif.

Protocol :
La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succédent et consistent a :
- Fixer le frottis & la flamme d’un bec bunsen.
- Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laissé agir une minute (violet de
gentiane).
- Rejeter le colorant puis laver a I’eau.
- Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute.
- Rejeter le lugol puis laver a I’eau.
- Décolorer a I’alcool 95°.
- Rincer a I’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir
quelques secondes.
- Rejeter la fuchsine, lavée abondamment, égoutté, sécher entre deux feuilles de papier

buvard propres. (Joffin et al. 2006)

A la fin, les bactéries 8 GRAM négatif tacheront le rose / rouge et les bactéries & Gram

positif tacheront le bleu / violet.

I11. 1.2. Test biochimiques :
Des tests biochimiques complémentaires ont été réalisés pour la confirmation de la
souche étudiée.
v’ Test de catalase :
Le test de catalase est utilisé pour déterminer la présence de I'enzyme catalase, qui convertit le

peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene. Staphylococcus aureus est catalase-positif, ce qui
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signifie que des bulles d'oxygene se forment lorsque la bactérie est mise en contact avec le
peroxyde d'hydrogéne. Cela peut étre observé en ajoutant quelques gouttes de peroxyde
d'’hydrogeéne (3%) sur une colonie bactérienne prélevée sur une plaque de culture.
Cheesbrough, M. (2006).

v Test de la coagulase :

Le test de coagulase est utilisé pour détecter la production de la coagulase par
Staphylococcus aureus. Il existe deux types de coagulase : la coagulase libre (exoenzyme) et
la coagulase liée (facteur de coagulation clumping). Le test de coagulase peut étre réalisé en
utilisant le plasma de lapin ou le plasma humain comme réactif. La formation d'un caillot
lorsqu'on ajoute le plasma coagulé a une culture bactérienne indique la présence de

Staphylococcus aureus producteur de coagulase. Kloos, W.E. and Bannerman, T.L. (1994).

I11. 2. Préparation de I’extrait de propolis :

Pour un antibiogramme, il faut que I’antibiotique soit sous forme liquide. Or la propolis est
solide a température ambiante. Elle est majoritairement composée de substances hydrophobes
telles des résines et des cires. Il est donc nécessaire d’utiliser un solvant puissant si I’on
souhaite la diluer. Le plus commun étant 1’éthanol, nous I’avons sélectionné afin de nous
rapprocher des conditions réelles.Nous avons choisi de pratiquer la dilution en ajoutons des
masses d’eau, d’éthanol et de propolis. En agitant réguliérement les solutions afin de faciliter
le processus. (konig. 1993).

Figure 17.

Figure 17 : Préparation de I’extrait
.de propolis.
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1g de poudre N
de propolis
7 ml d’cau . Agitation pendant 10 min
distillé + 3
ml d’éthanol
N

Figure 18 : Protocole de préparation de propolis

I11. 3. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles par la
meéthode de diffusion par disques :

Le test de I’activité antibactérienne de ’huile essentielle a été réalisé par la méthode
rediffusion sur milieu gélosé ou aromatogramme (NCCLS, 1997). L’aromatogramme est une
méthode inspirée de l'antibiogramme, elle permet de déterminer I'activité inhibitrice de I’huile
essentielle par mesure du diamétre d’inhibition, autour d'un disque imprégné de celle-ci, ou
d’un produit a base d’huile essentielle (Vincent, 1991).

Cette méthode est adaptée a I'étude de I'action d'une molécule ou d'un extrait donné sur la
croissance bactérienne. (Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al,
2008).
I11. 3. 1. Préparation du milieu des staphylocoques aureus :

» Milieu Chapman pour la revivification des bactéries.
Prendre 111 grammes de poudre (Figure 19) dans 1 litre d’eau distillée, Chauffer jusqu’a la
dissolution totale. Figure 20.
Autoclave a 121 C pendant 15 min.

Figure 19 : Boite de poudre de milieu Chapman Figure 20 : Préparation de la gélose Chapman
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I11. 3. 2. Revivification :
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies jeunes isolées (moins de 24 heures) qui vont

servir a la préparation de 1’inoculum (Dulger, 2004).(Figure 21).

Figure 21 : Etape de la revivification de staphylocoque dans le
milieu Chapman avant I’incubation.

I11. 3.3. Préparation de la suspension bactérienne :

Des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a
I'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis
portées a l'incubation pendant (18-24) heures a 37°C (Gonuz, 2004) ;(Figure 22)

Figure 22 : Suspension bactérienne avant I’incubation

I11. 3. 4. Préparation du milieu MH :
La gelose de Muller Hinton stérile préte a l'usage a été coulée dans des boites de pétris

stériles de 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément
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dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min & une température ambiante du
laboratoire avant leur emploi (Rota et al, 2008). (Figure 23)

Figure 23 : Préparation du milieu MH

I11. 3. 5. Ensemencement par écouvillonnage :

Aprés I’incubation des tubes.

Les boites de pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a I'aide d'un
écouvillon ; I'ensemencement s'effectue de cette fagon pour assurer une distribution
homogeéne des bactéries (Rota et al, 2008) ; Figure 24.

Figure 24 : Ensemencement par écouvillonnage

I11. 3. 6. Applications des disques :

A TI’aide d’une pince stérile, les disques de papier wattman contenant les solutions a
tester sont déposés a la surface de chaque boite gélosée de Mueller-Hinton précédemment
ensemencé. La boite gélosée ainsi préparée est maintenue a la température du laboratoire
pendant 30 min afin de permettre la pré-diffusion. (Rota et al, 2008).
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Figure 25 : Stérilisation de la pince.

Figure 26 : L application de disque des HE sur

milieu MH
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propolis sur milieu MH
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Disque de papier wattman
imbibé d’huile essentielle Tapis bactériens

Incubation a 37 °C

Pendant 24 heures

Inoculum < >
bactérienne Boite de pétri avec Zone d’inhibition
milieu MH

Figure 28: Principe de la méthode de diffusion par disque

Figure 29 : La méthode de diffusion par disques.
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I11. 3.7. Incubation et lecture :

Les boites de Pétris sont incubées pendant 24 h a37°C (Figure 30), la lecture s‘effectue
par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition, qui se traduit par un halo translucide autour
de chaque disque ; la présence ou l'absence d’un halo expliquerait la sensibilité ou la
résistance des germes vis-a-vis des extraits testés ; selon une échelle dénotation symbolique
allant de — a +++ et dont la lecture d’apres (Meena et Sethi, 1994 ; Jeovetzetal. 2000) se fait
comme suit :

» Non sensible (-) : ou résistante : diamétre <8 mm
» Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
» Trés sensible (++) : diamétre entre 15 a 19 mm

» Extrémement sensible : (+++) :> 20 mm.

Figure 30: Etape de I’incubation

I11. 4. Concentration minimale inhibitrice CMI :
La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible concentration
d'antimicrobiens qui inhibera la croissance visible des microorganismes apres une incubation

durant la 18-24 (Andrews, 2001). Cette valeur permet de classer une souche bactérienne dans

les catégories : "sensible" ; "résistante™ ; "intermédiaire » (Genné and Siegrist Hans, 2003).
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I11. 4.1. Méthodes de détermination de la CMI :

Les méthodes de dilution sont les plus appropriees pour la détermination des valeurs de
concentration minimales CMI d'un extrait, d'une huile essentielle ou d'une substance pure
(Rios et al., 1988) Car elles offrent la possibilité d'estimer la concentration de I'agent
antimicrobien testé dans la gélose (dilution d'agar) ou dans le bouillon (la micro dilution ou la
macro dilution). Ces méthodes peuvent étre utilisées pour mesurer quantitativement I'activité
antimicrobienne in vitro contre les bactéries et les champignons (Balouirietal. 2016).

¢ Le principe de la méthode consiste a diluer 1’huile essentielle dans un milieu de
culture solide ou liquide et a inoculer ce milieu avec les souches bactériennes a tester.
(Moulari B. 2005).
» Ladilution:

La technique standardisée de dilution en milieu liquide développée par le « comité
national pour les normes de laboratoire clinique » NCCLS ou plus récemment nommeé CLSI «
Institut de normes clinique et de laboratoire » reste la méthode de référence la plus utilisée
(Abbes et al. 2011). La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes a
essai contenant un volume supérieur a 1,0 ml (habituellement2 ml) (macro dilution) ou dans
de plus petits volumes a 1’aide de plaques de micro titration de 96 puits (micro dilution)

(Jorgensen and Turnidge, 2015).

v" La méthode de macro-dilution :

La méthode de macro-dilution était parmi les premiéeres a étre développée et sert
toujours de méthode de référence. Le principe de base de ce dosage est le méme que le dosage
de la micro-dilution au bouillon. Mais le test est effectué dans des tubes a essai contenant des
concentrations différentes de I'agent antimicrobien avec le méme volume. Les tubes sont
inoculés avec des microorganismes d'essai a des concentrations standard. Tous les tubes de
dosage doivent étre incubés pendant 18-24 h dans un incubateur d'air ambiant a
35-37°C.

Aprés l'incubation, les tubes sont examinés pour détecter les changements de turbidité
comme indicateur de croissance. La CMI de l'extrait de plante peut étre déterminée par la
concentration la plus faible de I'agent antimicrobien qui inhibera la croissance visible du
microorganisme testé (Schwalbeetal.2007 ; Das et al. 2010).

¢+ Le schéma suivant montre le protocole qui a été suivi pour la détermination de la CMI
par la methode de dilution en milieu liquide. (Figure 31).
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Figure 31: Protocole de CMI
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. Résultats
I. 1. Test de confirmation de la souche étudiée :

I. 1.1. Examen macroscopique :
Geénéralement Staphylococcus aureus développe des colonies de petites tailles jaunes
crémeuses bombées de 1 a 2 um de diameétre apparaissent souvent pigmentees. L image ci-
dessous (Figure 32) montre I"aspect des colonies sur le milieu Chapman, et virage de la

couleur du milieu vers le jaune.(Boukhalifa, 2017).

Figure 32 : Observation macroscopique apres 1’incubation de S.
aureus dans le milieu Chapman.

I. 1.2. Examen Microscopique :
» L’état frais : les trois M sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 06 : Les caractéristiques microscopiques de S. aureus.

Morphologie Mobilité Mode de
regroupement
Sphérique Non mobile Isolée
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Figure 33 : Examen microscopique a | état frais de S.aureus sous
microscope optique au (Gx40)

» Coloration de Gram : L examen microscopique apreés coloration des colonies par la
coloration de Gram révele la présence de bacilles ou diplo bacilles qui sont colorées en

Violet donc ce sont des bacilles a gram positif (Voir figure 34).

Figure 34 : Examen microscopique de S. aureus apres coloration de gram observé
au microscope optique (Gx100).
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I. 1.3. Tests biochimiques :

» Test de catalase :
On remarque la formation rapide des bulles juste aprés I'ajout du peroxyde d"hydrogene

ce qui signifie que la staphylococcus aureus est une catalase positive (\Voir Figure 35).

Figure 35 : Résultat du test catalase (positive)

» Test de coagulase :

D’aprés la Figure 36 I'apparition d’un caillot est observé en inclinant le tube a 180°.

Figure 36 : Résultat du test coagulase (positive)

I. 2. Détermination des zones d’inhibition des deux huiles et propolis

testées vis-a-vis de s. aureus :

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de deux huiles essentielles (lentisque
et cyprés) ainsi que la propolis. Sur la bactérie S. aureus par la méthode de diffusion des
disques.

» Le diametre de la zone d’inhibition de cyprés montre un bon résultat égal a 14mm.
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En ce qui concerne I’huile essentiel de lentisque, le diamétre est égal & 15mm.
Et pour la propolis la souche été tres sensible avec une zone d’inhibition de 17mm.

Les résultats sont présentés dans le tableau 08 et les figures 39-40-41.

Tableau 07 : Diameétres des zones dinhibition (mm) et leur sensibilité.

Les solvants La Sensibilité Zone d’inhibition (mm)
Cypres Sensible (+) 14
Lentisque Tres sensible (++) 15
Propolis Tres sensible (++) 17

Figure 37 : Résultat de lentisque Figure 38 : Résultat de cyprés Figure 39 : Résultat de propolis
pistachier
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I. 3. Valeurs de la CMI des huiles essentielles ““cypres et lentisque™ ™ sur le

S.aureus :
La concentration minimale inhibitrice du cypres égal a 1/32=0,031 mg/ml, et pour le
lentisque est égale a 1/8=0.125 mg/ml.
» Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau et les figures suivantes :
Tableau 08 : Valeurs de CMI.

L huile essentiel CMI (mg/ml)
Cypres 1/32 =0.031
Lentisque 1/8 =0.125

i
||

!
7 4 ! ; i
) !
d
." . |

Figure 40 : Résultat de CMI de lentisque Figure 41 : Résultat de CMI de cypreés
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I1. Discussion :

I1. 1. Confirmation de la souche :

Généralement Staphylococcus aureus développe des colonies de petites tailles jaunes
crémeuses bombées de 1 a 2 um de diameétre apparaissent souvent pigmentées (Boukhalifa,
2017) ce qui est conforme & nos résultats. En ce qui concerne les résultats des tests de
catalase, coagulase, la coloration de gram. et la croissance de bactérie dans leur milieu

spécifique « Chapman », confirment que la souche obtenue est bien staphylococcus aureus.

Il. 2. Aromatogramme, antibiogramme et CMI:

D’apres les résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne par les huiles essentielles
et la propolis on déduit que ces derniers sont efficaces vis-a-vis de S. aureus.

D’autre part les résultats obtenus on remarque que le diamétre de la zone d’inhibition différe

d’une huile a une autre ainsi que pour la propolis comme suite :

> Le diamétre de la zone d’inhibition de lentisque montre un bon résultat égal a 15 mm
avec une CMI égal a 1/8=0,125 mg/ml.

En ce qui concerne I’huile essentiel de cypres, le diametre est égal a 14 mm et la CMI 1/32=

0,031 mg/ml. Cest qui inferieur a lentisque.

Et pour la propolis la souche été tres sensible avec une zone d’inhibition de 17mm.

v Donc le lentisque est le moins efficace contre S. aureus que cypres.

v" En comparant les résultats de ’huile essentielle de lentisque. avec ceux obtenus pour
la propolis, on remarque que cette derniére présente des résultats meilleurs ou le
diamétre obtenu est plus important.

¢ Plusieurs études menées sur lentisque et son activité sur S. aureus, ont obtenues
différents résultats :
Benhammou N et al.,en 2009 confirment I’efficacité contre S. aureus avec des zones
d'inhibition de 12.7 mm, ce qui est inférieur a nos résultats.

Selon d’autres auteurs, ’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de P. lentiscus ,
présente un faible diameétre de zone d’inhibition vis-a-vis de S. aureus. (Djeridane A et al.,.
2006), Contrairement a nos résultats.

Une autre etude de Linda B et Zahira B en 2020 sur I’activité antibactérienne de lentisque
sur staphylococcus aureus, montre que la concentration minimale inhibitrice obtenue est égale

a 1/8 mg/ml ce qui est conforme a nos résultats.
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Partie 03 : résultats et discussion

% Par ailleurs d’autres études menées sur I’activité antibactérienne de cyprés sur S. aureu
ont obtenues différents résultats :

Aissaoui Akram et al en 2022 ainsi que Amara et Boughérara en 2017 ont étudié le
pouvoir antibactérien des extraits de la plante du cyprés ou ils n’ont obtenu aucun effet sur S.
aureus Contrairement a nos résultats.

Autre étude menée par Nacira. A et al en 2017 ou ils ont obtenu une zone d’inhibition

égale a 15 mm ce qui se rapproche a nos resultats.
Pour la concentration minimale inhibitrice de cypres sur staphylococcus aureus, Louiza A
et Amira A en 2017 ont obtenu une CMI de 1/8 mg/ml qui beaucoup plus importante que la
notre (1/32mg/ml), cette différence de CMI est probablement due a la lignée végétale et/ou a

la localisation géographique de zone de la croissance de I’arbre.
¢+ Concernant I’activité antibactérienne de ’extrait éthanoique de la propolis sur S. aureus,

le résultat obtenu dans notre étude est supérieur a celui de Abderrahim et al., en 2014 ou

ils ont défini les diamétres d’inhibition entre 8 a 14 mm.
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Conclusion et perspective

Staphylococcus aureus est une bactérie qui a une grande importance en médecine humaine
vue sa bonne illustration de I'évolution adaptative des bactéries dans I'ére des antibiotiques,
comme il a démontré une capacité unique a répondre rapidement a chaque nouvel antibiotique
avec le développement d'un mecanisme de résistance, & commencer par la pénicilline et a la

méthicilline, jusqu'au traitement de référence, la vancomycine et la teicoplanine.

Parmi les métabolites secondaires des végétaux, les huiles essentielles sont les plus étudiées et
ont suscité, ces derniéres années, un intérét croissant dans de nombreux domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique, notamment par leurs propriétés antioxydants

et antimicrobienne.

Notre étude préliminaire consiste a la comparaison de 1’activité antibactérienne de deux
huiles essentielles pures, commerciales de bonne qualit¢ avec la propolis comme un
antibiotique naturelle vis-a-vis une bactérie pathogéne et dangereuse pour la santé humaine

« staphylococcus aureus »

Ce travail et aussi fixé sur I’étude in vitro en effectuant un antibiogramme et

aromatogramme ainsi que la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les résultats de la majorité des études ont montré qu’une activité antibactérienne tres
intéressante obtenue avec 1’huile de lentisque pistachier et cupressus sempervirens ainsi que
la propolis dont les valeurs des zones d’inhibition varient entre 14 et 17 mm.et une CMI de
1/8 mg/ml pour lentisque alors que pour le cyprés est de 1/32 mg/ml. Ceci s’avére
prometteurs dans 1’agrandissement de I’arsenal thérapeutique des huiles essentielles et la

propolis par rapport les propriétés antibactériennes.

En fin, on peut dire que I’utilisation de cypres, lentisque et la propolis peuvent étre une

thérapeutique alternative pour traiter les infections causées par staphylococcus aureus.
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Conclusion et perspective

Toutefois ces résultats restent préliminaires et afin de les approfondir d’autres approches

et études sont souhaitables, il serait intéressent de :

v"Identifier au niveau moléculaire et biochimique la souche bactérienne étudiée.

v Faire la caractérisation des huiles essentielles étudiée.
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