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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et aromatiques de I’Est algérien,
nous avons entrepris ce travail qui consiste a évaluer I’activité antibactérienne des huiles
essentielles obtenus a partir des feuilles d’Eucalyptus globulus et d’écorces de Citrus limon

vis-a-Vvis de souches multi résistantes aux antibiotiques.

Les plantes étudiées ont été récoltés dans la région de Skikda, le rendement d’extraction
obtenu de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est égal a 0,158% et celui de I’huile
essentielle de Citrus limon égal a 0,169%.

Les résultats de I’antibiogramme sur milieu solide ont montré que sur quatre antibiotiques
utilisés (Ampicilline, Tétracycline, Chloramphenicol, Gentamicin), les quatre souches
bactériennes testées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, et
Staphylococcus aureus), étaient sensibles a trois antibiotiques (Tétracycline,

Chloramphenicol, Gentamicin) est sont résistantes a I’ Ampicilline.

L’¢évaluation de ’activité antibactérienne des deux plantes a été réalisée par deux méthodes,
I’aromatogramme de diffusion en disques, et ’aromatogramme de diffusion en puits. Les
résultats indiquent que les deux huiles essentielles ont un pouvoir inhibiteur important vis-a-

vis les souches testées ; la méthode de diffusion en puits montrant plus d’efficacité.

Les rapports CMB/CMI obtenus par la méthode de dilution en milieu liquide ont montré que
I’huile essenticlle d’Eucalyptus globulus est dotée d’une action bactéricide et que I’huile

essentielle de Citrus limon présente une action bactériostatique.

A T’issu de ce travail, nous pouvons conclure que les huiles essentielles d’Eucalyptus
globulus et de Citrus limon de I’Est algérien pourraient étre exploitées comme des
phytomédicaments pour soulever le probleme des infections causées par des bactéries multi

résistantes aux antibiotiques.

Mots clés : Activité antibactérienne, Antibiotiques, Citrus limon, Eucalyptus globulus, Huile

essentielle.



Abstract

Within the framework of the valorization and aromatic plants of the Algerian east, we
have taken this work which consists in evaluating the antibacterial activity of the essential oils
obtained from the leaves of Eucalyptus globulus and peel of Citrus limon with to the multi-

resistant strains to antibiotics.

The plants studied were harvested in the region of Skikda, the extraction yield obtained
from the Eucalyptus globulus equal to 0,158% and the Citrus limon equal to 0,169%.

The results of antibiogram on solid medium showed that on four tested antibiotics
(Ampicillin, Tetracycline, Chloramphenicol, Gentamicin) and the four tested bacterial strains:
Escherichia coli, pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, staphylococcus aureus,
are sensitive to the three ATB (tetracycline, chloramphenicol, gentamicin) and are resistant to

the Ampicillin,

The evaluation of the antibacterial activity of the two plants was carried out by two
methods: disc diffusion and the well diffusion. The results showed that both essential oils
revealed a significant inhibitory power towards the tested strains with the most efficiency of

the well diffusion method.

The CMB/CMI ration obtained by the liquid dilution method showed that the essential
oils of Eucalyptus globulus had a bactericidal action and the essential oil of Citrus limon had

a bacteriostatic action.

At the end of this work we can conclude that the essential oils of Eucalyptus globulus and
Citrus limon the Algerian east could be exploited as phytomedicines to raise the problem of

infection caused by bacteria multi-resistant to antibiotics.

Key words: Antibacterial activity, Antibiotics, Citrus limon, Eucalyptus globulus, Essential

oil.
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Introduction

Les antibiotiques sont des substances chimiques utilisés pour traiter les infections
bactériennes. Leur action peut étre bactéricide ou bactériostatique. Ces substances chimiques
ont permis de réduire le taux de mortalités et de morbidité mondiales depuis longtemps
(Bouyahya et al., 2017).

Or, l'usage fréquent et excessif des antibiotiques contre les maladies infectieuses d'origine
bactérienne est I'un des principaux facteurs accélérant le phénoméne d'antibiorésistance, ainsi
que I'émergence de bactéries multi résistantes, faisant perdre leurs efficacités a de nombreux
antibiotiques. La résistance aux antibiotiques constitue donc aujourd'hui un probléme majeur

de santé publique a I'échelle mondiale.

Actuellement, face a ce probleme, les chercheurs motivés par la découverte de substances
alternatives efficaces contre ces microorganismes, se sont tournés vers le monde végétal et
plus exactement vers l'aromathérapie. L'aromathérapie repose fortement sur l'utilisation de
molécules actives présentes au niveau des plantes aromatiques afin de soigner, calmer ou

prévenir les maladies.

Ces molécules actives sont les huiles essentielles, qui sont des mélanges complexes odorant et

volatils possedent des activités biologiques.

Des études récentes ont montré que les huiles essentielles et leurs constituants représentent
une ressource importante en tant qu’agents antimicrobiens. Elles possédent une activité
antibactérienne, antivirale, antimycotique, antioxydante, antiparasitaire, et aussi un effet
insecticide (Bey Ould, 2014).

L'Algérie est un pays trés riche en plantes médicinales qui poussent généralement a I'état
spontané (Baba Aissa, 1991).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressées a deux especes végétales répandues en
Algérie et reconnues pour leurs proprietés thérapeutiques, "Eucalyptus globulus™ et "Citrus
limon". L'objectif étant d’évaluer l'activité antibactérienne de I’huile essentielle de ces

plantes vis-a-vis des bactéries multi résistantes.

Pour cela notre travail est structuré en trois chapitres :




Introduction

Le premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique comprenant des généralités
sur les huiles essentielles, une bréve description des deux plantes étudiées et enfin des

généralités sur les souches bactériennes testées et sur les antibiotiques.

Un deuxieme chapitre correspond a la partie expérimentale de notre travail, il traite du
matériel et des méthodes utilisées, il est axé sur :

-L’extraction des huiles essentielles.
-Les tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme).

-L’évaluation in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles vis-a-vis des souches
sélectionnées, en utilisant deux méthodes de ’aromatogramme : la méthode de diffusion en

disques, et la méthode de diffusion en puits.

-Ainsi qu’une mise en évidence in vitro des concentrations minimales inhibitrices et

bactéricides des huiles essentielles étudiées.
Le dernier chapitre regroupe I’ensemble des résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Et enfin, nous terminerons par une conclusion et des perspectives permettent d’améliorer ou

de poursuivre notre travail.
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1. Les huiles essentielles
1.1. Définition

Le terme huile essentielle désigne la matiere active d'un remeéde naturel (Burt, 2004). Les
huiles essentielles (HE) sont des mélanges complexes de composés liquides, lipophiles,
volatils et aromatiques ; synthétisés par les organes spécialisés des plantes aromatiques
(Teuscher et al., 2005). Une HE est défini par I'Organisation Internationale de Normalisation
comme le produit obtenu a partir de matiére végeétale aprés séparation physique de la phase
éventuellement aqueuse par distillation a I'eau, a la vapeur ou a sec, ou par traitement

mécanique de I'exocarpe des agrumes (Feyaerts et al.,2020).
1.2. Réparation et localisation

Les huiles essentielles s’accumulent dans les cellules granulaires aprés leurs production dans

le cytoplasme, elles sont stockés dans des poches sécrétrices (Bruneton ,1999 ;
Hazzit, 2002 ; Boz et al., 2009).

Les HE sont stockes presque dans tous les organes de la plante, comme indiqué dans le

tableau 01 (voir annexe ).
1.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont composées principalement par des hydrocarbures terpéniques
(monoterpénes, sesquiterpenes et di terpenes) et des substances oxygénés (les esters, les
aldéhydes, les cétones, les alcools, les phénols, les oxydes, les acides lactones, et des

composes soufrés et azotés généralement en trace) (Lawless, 2002).
1.4. Réle physiologique des huiles essentielles dans la plante

Les composants volatils, depuis longtemps considérés comme des métabolites secondaires,

ont des réles encore mal définis au sein des plantes (Obame, 2009).

La volatilité et le parfum des huiles essentielles aident les plantes a communiquer entre elles.
En effet, ces substances jouent un réle important en polinisant et en dispersant les spores, elles
sont souvent défensives contre les agents pathogénes (microbes, insectes, champignons,

herbivores) (Ariba et al., 2020). Elles sont impliquées dans des processus allélopathiques (une
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série d'interactions biochimiques) et des interactions tri trophiques. L'essence peut étre une
source d'énergie lorsque l'activité photosynthétique n'est pas suffisante (Deschepper, 2017).

1.5. Propriéetés physicochimiques des huiles essentielles
On peut citer parmi les principales propriétés :

v Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante, volatiles, aromatiques, et

généralement incolore ou jaune pale.
v’ Ladensité des huiles essentielles est souvent élevée avec le pouvoir de rotatoire.
v Sont peu solubles dans I’alcool et les solvants organiques.

v On conserve les huiles essentielles dans des flacons en verre coloré bien bouchées
(Bruneton, 1999 ; Durafour et Lapraz, 2012).

v Les HE s’oxydent a la lumiere, elles absorbent I’oxygéne et se transforment en résine

en méme temps.

v’ Le caractere lipophile des huiles essentielles leur permet de traverser trés efficacement les

membranes physiologiques notamment la peau (Touhami, 2017).
1.6. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Il existe de nombreuses méthodes pour extraire les huiles essentielles, et le choix d’utilisation
de I'une de ces méthodes varie selon le type de plante, les caractéristiques physiques et

chimiques de I’huile extraite, et aussi de 1’usage prévu pour cette huile.

» Voici les principales méthodes d’extractions :
1.6.1. Hydrodistillation :

Elle consiste a immerger le matériel végeétal entier dans un réacteur en le mettant directement
en contact avec I’eau dans un distillateur puis @ porte a ébullition. Le mélange« eau +HE » se
condense sur la surface froide et huile essentielle est séparée par différence de densité. Cette
technique est utilisée en laboratoire a 1’aide d’un appareil du type Clevenger (Goore, 2017)

(figure01) (voir annexe I1).
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1.6.2. Distillation a la vapeur d’eau :

Celle-ci consiste a faire passer de la vapeur d’eau a travers la matiere végétale placée dans
I’alambic. L’huile essentielle est libérée des tissus végétaux sous I’influence de la vapeur
d’eau introduite ou formée dans I’extracteur, I’HE est entrainée par la vapeur ; le mélange de
« vapeur-HE » se condense sur une surface froide et aprés sont séparés par décantation
(Bruneton, 1993) (figure02) (voir annexe I1I).

1.6.3. Expression a froide :

C’est une technique physique spécifique aux agrumes qui €crase I’écorce pour en extraire
I’essence. Les composées volatiles ne subissent pas de modification chimique (Obame, 2009)

(figure 03) (voir annexe 1V).
1.6.4. Extraction par solvant :

Les plantes sont immergées dans un solvant, qui fonctionne pour extraire I’huile essentielle de
la plante. On utilise cette méthode pour extraire les huiles essentielles des fleurs délicates a la

distillation par la vapeur (Gregory, 2013) (figure04) (voir annexe V).
1.7. Activites biologiques des huiles essentielles
1.7.1. Activité antibactérienne

La majorité des plantes aromatiques et leurs huiles essentielles ont des propriétés
antimicrobiennes qui peuvent arréter/ inhiber la croissance des micro-organismes nuisibles et
pathogenes, et ainsi améliorer considérablement la sécurité alimentaire (Sacchetti et al.,
2005 ; Souza et al., 2006).

L activité biologique des huiles essentielles est liée principalement a la leurs compositions
chimiques. De facon générale, les composés oxygénés ont une plus forte action que les

composés hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles est une combinaison de plusieurs modes

d’actions, sur différents sites cellulaires (Ouis, 2015).
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Ces actions consistent a des modifications morphologiques bactériennes telles que la
précipitation des protéines et des acides nucléiques, ou encore I’inhibition de la formation des

ADN, ARN, protéine et peptidoglycanes (Cusson, 2018).
1.7.2. Activité antioxydante

L'activité Antioxydante est déterminée par des groupes fonctionnels spécifiques, c’est le cas
des alcools, éthers, cétones, mono terpéniques et aldéhydes tels que : linalol, 1,8-cinéol,
géraniale, citronellal et certains monoterpénes, dont le y-terpinéne et l'a-terpinoléne (Edris,
2007).

Lorsqu’on parle d'activité antioxydante, on distinguer deux types selon le degré d’action
(Chemloul, 2014) :

» Activité primaire :
Les composes sont interrompus dans la chaine d'oxydation anticatalytique.
» Activité prophylactique :

Les composes sont capables de retardés I'oxydation par des meécanismes indirects.
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2. Présentation des plantes étudiées
2.1. Eucalyptus globulus
2.1.1. Origine et classification

Le terme Eucalyptus dérive du mot grec «eu » : vrai et « Kalyptus » : couvercle ou opercule
(Slimani, 2009).

Eucalyptus globulus, a été découvert en 1792 par le botaniste francais la Billardier. C’est un
arbre originaire de Tasmanie (Australie) (Koziol, 2015). Mais on le retrouve également en
Amérique du Sud, en Afrique et en Europe ou il a appris a s’acclimater (Abdounai et
Merghadi ,2021).

La classification d ’Eucalyptus globulus est montrée dans le tableau 02 (voir annexe VI).
2.1.2. Description botanique

Eucalyptus globulus, de la famille des myrtes, est également connu sous les noms de

"gommier bleu”, "arbre a koala" et "arbre a fievre". Il peut atteindre 30 & 40 metres de
hauteur. (Djendli et, Bouali 2022).

-Le tronc comprend une écorce a la base foncée et rugueuse et, en hauteur, lisse et gris cendre.

-Les feuilles sont persistantes, coriaces, glabres mais différentes en fonction de 1’age des

rameaux .

e Les jeunes rameaux : possedent des feuilles larges, courtes, opposees, sessiles, ovales,
bleu-blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervure.

e Les rameaux plus agés : posseédent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de
12 a 30 cm, étroites, pointues, épaisses, vert foncé, courtement pétiolées, alternes et

pendantes verticalement
-Les fleurs naissent a ’aisselle des feuilles de couleur blanc créme.

-Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturité, dure,

anguleuse et verruqueuse.
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-Les Eucalyptus sont connus pour leur capacité a coloniser des terrains nus ou dévastés a

cause de leurs graines trés nombreuses (Bey Ould, 2014).

-Le bois : Brun-jaune clair, texture lache, fibre fréqguemment entrecroisées (Reghaissia,
2020).La figure 05 montre un dessin d’arbre Eucalyptus globulus (voir annexe VII).

2.1.3. Composition chimique
e Les principaux constituants dans la feuille sont:

Les flavonoides, les flavines, les acides phénols, les tanins galliques, les aldéhydes
phloroglucidiques, les substances lipidiques anti oxydantes et les huiles essentielles (Sarda,
2012).

Les principaux constituants de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sont présentés dans le
tableau 03 (voir annexe VIII).

2.1.4. Usages et propriétés thérapeutiques

L'Eucalyptus est traditionnellement utilisé pour traiter les infections respiratoires aigués et

chroniques, car c'est un anti-infectieux et un antiseptique des voies respiratoires (Ariba et al.,
2020).

Il possede des propriétés antibactériennes et cicatrisantes en raison de la présence de 1,8-
cinéole, il est utilisé pour desinfecter les blessures, les brilures et méme les plaies (Sugumar
et al., 2014). Cet arbre est efficace pour traiter les bronchites, grippes et affections

pulmonaires et pour soigner les maux de passage (Ariba et al., 2020).
2.2. Citrus limon
2.2.1. Origine de Citrus limon

L’espéce Citrus limon plus connu sous le nom de citron, appartient a la famille des Rutacées
et au genre Citrus. Le Citron est d’origine asiatique plus exactement d’Asie du Sud Est et de
I’Inde (Boukabache et Boudjefdjouf, 2016).

La classification de Citrus limon est montrée dans le tableau04 (voir annexe 1X).
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2.2.2. Description Botanique

C’est une tonnelle méditerranéenne robuste avec des branches qui atteignent 2 a 4 metres de
hauteurs. Les feuilles du citronnier sont vivaces, alternes entre le vert foncé et luisantes, et
sont pales sur les bords, une forme fusiformes odoriférants longues de 6 a 11 cm qui a des
pétioles sporadiquement ailés. Les feuilles sont trés parfumées en raison des nombreuses
poches riches en huile essentielle. Les fruits ont des formes ovales et sont juteux, acides,

intensément parfumés (Brahmane et Djebrit ,2022).

Une écorce jeune assez épaisse remplie de glandes sébacées, sous laquelle on trouve une
pulpe blanche spongieuse de la pectine, riche en antioxydants tels que la vitamine C et les
flavonoides (Berkani, 2022). Le jus est généralement riche en acides citriques et juteux, avec

quelques pépins, ce qu’il donne sa saveur acide (Brahmane et Djebrit ,2022).
2.2.3. Composition chimique
e Les principaux consistants chimiques du ciron sont :

-Le citron est un fruit tres juteux avec une teneur en eau de 90% et une acidité élevee (pH

inférieur ou égal a 3).

-L’acidité est principalement due a I’acide citrique avec des quantités d’acide malique,

caféique, et ferulique.

-Une large gamme de vitamine B avec une teneur élevée en vitamine C et des grandes

quantités de flavonoides.

-Une teneur de glucides faible mais les fibres représentent 2.1% du poids total (cellulose,

pectine, hémicellulose), avec une teneur de protéine ne dépassant pas 1g /100g.

-Le Citron contient divers minéraux comme le potassium qu’est le minéral le plus abondant
(Bouacherine et Boudraa, 2018).

e La composition chimique de I'huile essentielle de Citrus limon :

Celle-ci varie en fonction de la saison, de la maturité du fruit et de son origine géographique.
La composition chimique de I'huile essentielle de Citrus limon est présentée dans le tableau

05 (voir annexe X).
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2.2.4. Usages et propriétés thérapeutiques

De nombreuses études ont montré que les citrons sont riches en substances actives tels que les
composés phénoliques et les flavonoides, qui sont utilisées dans les domaines thérapeutiques,
cosmétiques ou alimentaires (Hama et Asloune, 2017).

Le citron est utilisé en médecine comme antiseptique naturel mais il est aussi pour d’autres

Propriétés : antirhumatismale, anti-scorbique, antifatigue, diététique, digestive, expectorante,
contre les effets causés par les allergies (Bousbia, 2011).

Le citron a été utilisé contre I’insomnie, 1’asthme et pour dissoudre des cristaux rénaux (Okwu
et Emenik, 2006).11 utilise aussi en parfumerie, il entre dans la composition de nombreux
parfum (Bousbia, 2011).

11
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3. Les Souches Bactériennes étudiés et les antibiotiques
3.1. Les Souches Bactériennes
3.1.1. Escherichia coli

En 1885, elle a été décrite par le pédiatre allemand Theodore ESCHERICH (1857-1911) dans
les excréments d'un enfant souffrant de diarrhée et il I’a homma Bacterium coli commune
(Mainil, 2013).Escherichia coli est un bacille de forme batonnet ou coco bacillaire, de 2 a
3um de longueur et 0,6pum de largeur, & Gram négatif, mobile grace a une ciliature péritriche,
non sporulé, encapsulé. Les colonies développées par cette bactérie ont un aspect bombé,
lisse, homogeéne, ronde a bord régulier et de 2 a 3 mm de diametre (Ousaad et Rabet, 2017).
Elle joue le role d’une bactérie commensale mais peut devenir pathogene suite a I’acquisition
des facteurs de virulence (Ayad, 2017). Sa virulence confere a Escherichia coli la capacité
d'échapper aux défenses de I'hote et de développer une résistance aux antibiotiques courants.
Escherichia coli peut causer des infections des voies urinaires (IVU), une pneumonie, une

bactériémie et une péritonite, entre autres (Mueller et Tainter ,2023).
3.1.2. Pseudomonas aeruginosa

C’est le pharmacien frangais Carle Gessard qui a décrit pour la premiére fois Pseudomonas
aeruginosa dans son étude « Sur la coloration bleue et verte des bandages » en 1882 (Diggle
et Whiteley, 2020).

C’est une bactérie Bacille a gram négatif, trés mobile (posséde des flagelles polaires), aérobie,
non sporulé et elle a la capacité de résisté a de nombreux antibiotiques et aux antiseptiques
(Hellal, 2011). Elle est pathogene opportuniste contaminant particulierement tous les milieux
aquatiques. On la retrouve sur les mains des soignants, mais surtout dans les conduites d’eau,
les réservoirs, les siphons, et surtout les aérosols produits lors de la chasse d’eau des
sanitaires. Elle représente 11% des infections nosocomiales, incluant les infections des voies

urinaires, du sang, des plaies et des voies respiratoires (Pibiri, 2006).
3.1.3. Klebsiella pneumoniae

Le nom Klebsiella a été nommé par le bactériologiste Klebs on 1877. (Boughachiche et
Sebais, 2016). C'est une bactérie qui appartient a la famille des Entrobacteriaceae, bacilles a

Gram négatif, anaérobies facultatifs, immobiles et non flagellés. Klebsiella pneumoniae est un
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pathogene opportuniste qu’on retrouve couramment dans la nature, les végétaux, le tube
digestif de ’Homme et des animaux, et dans les voies respiratoires (Merabet et Sekhsoukh,
2020). Il est opportuniste et peut causer de nombreuses infections comme la pneumonie, des
infections des voies urinaires, bactériémie, principalement chez les personnes hospitalisées ou

immunodéprimées (Bengoechea et al., 2019).

Les souches de Klebsiella pneumoniae sont devenues de plus en plus résistantes aux
antibiotiques, ce qui rend I'antibiothérapie plus difficile. (Wyres et al., 2018).

3.1.4. Staphylocoques aureus

Staphylocoque aussi appelé staphylocoque doré, nommé ainsi par Rodenbach en 1884. En
effet, la production de caroténoides confere aux bactéries une pigmentation superficielle
caractéristique (Badaoui, Cherouat et Defif, 2020). Les genres staphylocoques appartiennent a
la famille des Micrococcaceae, présent dans 1’eau, le lait, 1’air ...etc. (Hellal, 2011). Cette
bactérie sont de forme Cocci a Gram positif et majoritairement sont aérobie-anaérobie
facultatives, non sporulés, non mobiles et non capsulé. Ils sont appelés aussi Staphylocoques a
coagulas positive ou négative et a catalase positive (Kaim et Kouache, 2020). Staphylocoques
aureus est une bactérie responsable a des infections bactériennes les plus courantes chez
I'Homme, y compris la bactériémie, I'endocardite infectieuse, les infections de la peau et des
tissus mous, osteomyélite, arthrite septique, infections de protheses, infections pulmonaires,
gastro-entérite, meningite, syndrome de choc toxique et infections des voies urinaires (Tong
et al., 2015).

> Cependant, la mauvaise application des antibiotiques, leur utilisation excessive, la
flexibilité et la plasticité mutable des microorganismes notamment les bactéries, ont conduit
au développement d’un programme spécifique de résistance et ont permis a certaines

especes de se défendre contre ’action des antibiotiques (Bouyahya et al., 2017).
3.2. Les antibiotiques
3.2.1. Définition d’antibiotiques

Le terme antibiotique dérive du grec anti (« contre ») et bios (« vie »), les antibiotiques sont
des substances naturelles, hémi-synthétiques ou synthétiques qui sont capables d’inhiber la

croissance bactérienne ou de tuer les bactéries (Veyssiere et al., 2019).Les antibiotiques sont
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des agents chimio thérapeutiques qui peuvent étre synthétisés par des micro-organismes ou

par méthodes chimiques indépendantes de I’activité microbienne (Chebbah et al., 2010).

3.2.2. Modes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent en général de facon tres spécifique sur certaines structures de la

cellule bactérienne. 1l existe 5 modes d’action :

AN NN NN

Perturbation de la synthése du peptidoglycane

Altération de la paroi

Perturbation de la synthése des protéines

Perturbation de la synthése des acides nucléiques

Antibiotiques agissant par inhibition compétitive (Mokrani et Hamdani 2017).

3.2.3. Classification des antibiotiques selon leurs sites d’action (Prescott et al., 2010).

Les antibiotiques sont regroupés selon leurs sites d’action comme suivant :

Les lactamines, et les glycopeptides, inhibaient la synthese de la paroi cellulaire.

Les poly myxines, modifiaient la perméabilité de la membrane cytoplasmique.

Les aminosides, les macrolides, les tétracyclines et les chloramphénicols, inhibaient la
synthese protéique.

Les rifampicines, les quinolones, inhibaient la synthése des acides nucléiques.

Les sulfamides et les triméthoprime, inhibaient des voies métaboliques de I’acide

folique.

Les modes d’action des antibiotiques sont montrés dans la (figure 06) (annexe XI).

3.2.4. Définition de I’antibiorésistance

L antibiorésistance ou résistance bactérienne est définie comme la capacité des bactéries a

résister aux effets des antibiotiques ou des biocides supposés contréler leur croissance ou les
tuer (Sophie, 2014).

> |l existe deux origines de résistances aux antibiotiques :

a) Naturelle ou intrinseque : est un caractere présent chez toutes les bactéries de la méme

espece ou de méme genre bactérien. Elle délimite le spectre d’action de 1’antibiotique.

(Azmoun, 2016).
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b) Acquise : ne concerne que quelques souches d’une méme espéce mais peut s’étendre

(El Brahmi, 2013). Elle peut se faire soit par mutation genétique ou par acquisition des

génes transférables d’un autre microorganisme (Aboya, 2013).

Les deux grands types d’antibiorésistance, la résistance naturelle ou intrinséque et la

résistance acquise sont indiquée dans la (figure 07) (voir annexe XII).
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Chapitre 11 Etude expérimentale

Notre travail a été effectué au sein de deux laboratoires : ’extraction des huiles essentielles
d’Eucalyptus globulus et de Citrus limon a été réalisée dans laboratoire COOPERATIVE
AGRICULTITRRE RUTAL WOMAN (EI Harouche, Skikda). Alors que la détermination de
I’activité antibactérienne pour les deux huiles essentielles a été réalisée au niveau du
laboratoire de la Santé de la Wilaya (Merdj Eddib, Skikda).

1. Matériels et méthodes
1.1. Matériels
1.1.1. Matériel végeétal

Deux plantes ont été utilisées dans cette étude (Eucalyptus globulus, Citrus limon) (figures 08
et 09). Les feuilles d’Eucalyptus globulus ont été récoltées dans la région de la Cité Aissa
Boukerma (Skikda), et les fruits de Citrus limon ont été récoltes dans la région d’El Hadaiek
(Skikda), durant la période du Mois Mars 2023.

Figure 08 : Arbre d’Eucalyptus globulus Figure 09 : Arbre de Citrus limon

(Photo original). (Photo original).
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1.1.2. Matériel du laboratoire

L’ensemble des matériels, appareils et produits utilisées dans notre travail seront cités au fur
et a mesure de leur utilisation.

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction des huiles essentielles
» Principe d’extraction utilisée

L’extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et Citrus limon, a été réalisée par la
méthode d’hydrodistillation a P’aide d’un montage similaire a une diapositif de type

clevenger.

Ce montage est constitué¢ d’une cocotte en aluminium de 70 L de capacite, place sur un
chauffage a gaz naturel, et surmonté d’un tube en cuivre qui le relie au condenseur. Ce dernier
est formé d’un serpentin de cuivre prolongé dans un réfrigeérent ou circule de I’eau fraiche en
permanence. Puis le mélange « I’huile essentielle et I’eau » est récupéré dans un essencier et

séparé apres par une ampoule a décanter (figure 10).

Alambic Tube en
cuivre
Condenseur
Gaz naturelle
Essencier

Figure 10 : Appareil d’Hydrodistillation (Photo original).

» Mode opératoire d’extraction

e Pour I'HE d’Eucalyptus globulus, nous avons mis dans la cocotte 7kg de feuilles
d’Eucalyptus avec 17 litre de I’eau distillée.
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e Pour I’'HE de Citrus limon, on a mis 5kg d’écorces de Citron avec 15 litre d’eau
distillée.
e Aprés 3heurs de distillation, I’extraction permet a d’obtenir deux phases huile

essentielle et hydrolat.
Le rendement

Le rendement de I’extraction de nos huiles correspond au rapport entre le poids de I’huile

essentielle extraite et le poids de la matiere végétale.

Le rendement, exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
M huile

R (o) = X 100

M plante

R : Rendement en huile essentielle (%0).

M huile : Masse de I’huile essentielle en g.

M plante : Masse de la plante en g.

Conservation de I’huile essentielle

Une fois I’HE récupérée, clle est conservée a 4°C dans des flacons opaques en verre a I’abri

de la lumiére et I’humidité pour une utilisation ultérieure.
1.2.2. Evaluation de ’activité antibactérienne
1.2.2.1. Origine et choix des souches

Les souches utilisées ont été fournies par le laboratoire d’analyses médicales « Al Amal »,
(Skikda). Nous avons sélectionnés ces bactéries en fonction de leur pouvoir pathogene pour
I’Homme. Elles sont entre tenues par repiquage sur gélose sélective favorable a leur

croissance pendant 24h a 37°C. Ont été testées 3 bactéries a Gram- et une bactérie a Gram+ :
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= Les bactéries a Gram négatif

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
= Bactérie Gram positif

Staphylococcus aureus

1.2.2.2. Choix des milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans I’essai et solen les souches, nous avons utilisés les milieux

suivants :

e La gélose Hektoen et Chapman pour [Iisolement et I’entretien des souches
bactériennes.
e La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilisation des bactéries aux

antibiotiques et les huiles essentielles.
1.2.2.3. Identification des souches
» Examen microscopique
Coloration de Gram

Apreés fixation des bactéries sur une lame a I’aide d’un bec benzéne, on dépose quelgue goutte
de violet de gentiane, on laisse agir 4 a 6 secondes et on égoutte sans rance. Par suit, on
dépose quelques gouttes de lugol, puis nous avons lavées la lame avec I’alcool. Enfin, nous
ajoutons une goutte de la fuchsine. Apres séchage, on passe a 1’observation microscopique
(Romdhane, 2011).

1.2.2.4. Teste de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme par méthode de diffusion

en disque
> Principe

Cette méthode consiste a ensemencer a la surface d’une gélose une quantité calibrée de la
souche a tester puis d’y déposer un disque d’antibiotique. La croissance bactérienne va se
faire autour du disque d’antibiotique en créant un halo d’inhibition de la croissance

bactérienne (Leysour, 2020).
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» Mode opératoire
Préparation de I’inoculum

-A partir d’une culture pure de 24h sur milieu gélose sélectif, racler a 1’aide d’une anse

de platine 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques.

-Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%, bien homogénéiser la
suspension bactérienne, et passer dans un spectrométre pour confirmer que 1’opacité est
équivalente a 0,5 McFarland c'est a dire d’une DO de 0,08 & 0,10 lue a 625nm. Attende 15

minutes puis faire I’ensemencement.
Ensemencement

-On chauffe au bain-marie le milieu Mueller Hinton, ensuite couler dans les boites pétries a

une épaisseur de 4mm.

-Apres solidification de la gélose, tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum, en le

tournant sur la paroi interne de tube afin de décharger au maximum.

-Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface de la gélose en stries serrées, répéter
I’opération 3 fois en retournant la boite de 60° a chaque fois, et finir par passer 1’écouvillon

sur la périphérie de la gélose.
Application des disques d’antibiotiques
-Les disques d’antibiotiques ont été placés a 1’aide d’une pince stérile dans la boite pétrie.

-Le nombre de disques par gélose, leurs positions et la distance entre ces derniers sont des

parametres sur lesquels une attention particuliere doit étre portée (Leysour, 2020).
-Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h.
La lecture

-La lecture du diamétre d’inhibition de croissance se fait a I’ceil nu. Les diamétres doivent étre

mesurés en millimetre a I’aide d’un pied a coulisse métalliques ou bien une régle.

-Selon le diamétre de disques en classe les bactéries dans I'un des catégories : sensibles,

intermédiaire, résistantes (Andrews, 2001).
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La figure 11 représente la technique de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en

disques.

Etude expérimentale

1
1

Apres incubation

24h a 37C°

Anse de platine Ecouvillon
Op©° > —_—
o O
O
1. Préparation
4. Lecture

3. Application des
disaues d’antibiotiaues

Figure 11 : Technique de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disque.

Le tableau 06 est présente la liste des antibiotiques testés avec leurs spectres d’activités.

Tableau 06 : Liste des antibiotiques testés avec spectre d’activités pour les souches utilisées

Famille Antibiotique Gram+ Gram-
B-lactamines Ampicilline (AM) | + +
Tétracyclines Tétracycline (TE) |+ +
Phénicolés Chloramphenicol | + +
©
Aminosides Gentamicine (CN) | + +
(=)
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1.2.2.5. Etude de Pactivité antibactérienne des huiles essentielles

Dans notre travail I’étude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus et I’huile essentielle de Citrus limon sur un vitro vis-a-vis des souches bactériennes :
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, a

été réalisé par les techniques suivantes :
1.2.2.5.1. Aromatogramme par diffusion en milieu solide
> Principe

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles.
Différent types d’aromatogrammes en milieu solide ou liquide sont exploitables. Cependant
en pratique quotidienne, c’est le milieu solide qui est le plus simple et le plus facilement
reproductible (EI Amri et al., 2014). Cette méthode équivaut a un antibiogramme ou les

antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles.
1.2.2.5.1.1. Méthode de diffusion en disques

» Mode opératoire

Préparation des disques

-A partir de papier Whatman, nous avons coupés des disques de 6 mm, ces disques sont mis
dans une boite en verre recouvert de papier aluminium, puis en stérilisés a ’autoclave a 180°c

pendant 30 minute.

La figure 12 montre un tube stérile contenant les disques de papier Whatman. (Voir annexe
X11).

Préparation d’inoculum
A partir d’une culture pure de 24h sur milieu gélose sélectif :

-On mélange 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques avec une quantité de 5 a 10
ml d’eau physiologique stérile a 0,9%, son opacité doit étre équivalente a 0,5 McFarland
c’est-a-dire d’une DO de 0,08 & 0,10 lue a 625nm.
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Ensemencement

-Apreés solidification de la gelose Mueller Hinton, ensemencer la surface de la gélose par la

méthode d’écouvillonnage avec I’inoculum.

-Un disque de papier Whatman stérile imprégné de 1’huile essentielle est placé a la surface de
la boite de pétrie, et accompagné d’un disque témoin imprégné de bouillon MH avec tween
80.

-Incuber les boites a 37°C pendant 24h.

La figure 13 montre la méthode de 1’aromatogramme par diffusion de disque.

Disque de papier . .
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle

-@ Gem—
Incubation a 37°C
pendant 24 heures

Trnnocudiemn

bactérien

Boite de Peétri Diameétre
avec gelose d'inhibition
nutritive

Figure 13 : Méthode de ’aromatogramme par diffusion de disque (Zaibet, 2016).

1.2.2.5.1.2. Méthode de diffusion en puits
» Mode opératoire

-C’est le méme mode opératoire que la méthode des disques, sauf qu’au lieu de placer des
disques de papier Whatman, on coupe des puits d’un diametre de 6mm sur la gélose de
Mueller Hinton (figl4a), a I’aide d’un emporte-piéce au bien d’une pipette stérile. Puis a
I’aide d’une micropipette, on remplit les puits par une quantité de 50 ul de I’huile essentielle

(figl4b). Un puit témoin a été rempli avec de bouillon MH avec tween 80.

-Incubation 37°C pendant 24h (figl4c).
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Figure 14 : Méthode de ’laromatogramme de diffusion en puits.

-Lecture de ’aromatogramme

La sensibilité aux différentes huiles essentielles est appréciée solen le diamétre des zones

d’inhibition comme suit :

-Non sensible : pour le diamétre < 8mm

-Sensible (+) : pour un diamétre entre 9-14 mm

-Tres sensible (++) : pour un diameétre entre 15-19 mm

-Extrémement sensible (+++) pour le diameétre plus que 20 mm (Ponce et al., 2003).

1.2.2.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
» Principe

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de concentration
décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I’observation de la gamme permet
d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI) qui correspond a la plus faible

concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne (Guinoiseau,
2010).

» Mode opératoire

Nous avons utilisées la technique de macrodilution en milieu liquide selon le protocole de
(Bouchaale et al., 2015):
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400 ul de I’huile essentielle a tester sont placés dans un tube stérile contenant 4,6 ml de milieu
MHB, supplémenté en tween 80 (0,001%, v/v). Une dilution en cascade est effectuée dans un
milieu MHB-tween 80 (0,01%, v/v), de maniere a obtenir une gamme de concentration
comprise entre 80 mg.ml-1 et 0,3 mg.ml-1 (figl5a).

13 ul d’un inoculum bactérien, de densité équivalente au standard 0,5 de McFarland (108
ufc.ml-1), sont déposés dans chacun des tubes de la gamme, ceux-ci sont ensuite placés a
37°C sous agitation, pendant 24h.Un témoin de la croissance bactérienne est réalisé, il
contient 13 ul de I’inoculum standardisé dans du milieu MHB-tween 80 (0,001%, v/v), est
réalisée (figl5b).

Apreés incubation, les tubes sont centrifugés a 5000g, pendant 5 minutes a 210°C. La CMI (%,
v/v) de I’huile essentielle testée est déduite a partir du premier tube de la gamme dépourvu de
croissance bactérienne (figl5c).

A

400 pl. d'tusile t“l:ﬂ'tlt]t

Thiminer le
,_}' dernier vohmme
Elmgml-1 i mg.mL-1 0 3mzml-1
4.6 ml MHB-Tween 30 l‘:ulhﬂ-]B Tween 80
(0001 %0, v (0.01%, v )

13 pl d' inoculune

Al I un

omgml-l 40mpel-l Wagel-l WWmgol-l Smpel-l 25egsl-1 125mgmld O0fmeml-d 03 mpml-1
24 heures Jd'incubation a 37%C

FFFFFLITN

B0mgml-! 40mgesl-l 20mgml-1 10 mgml-1 '...n.,]_lzcm;,..,]_j 125 mgal-] Ofmgml-l 03menll  Témain

l_uhl
' bactien]

Figure 15: Protocole de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
(Bouchaale et al., 2015).
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1.2.2.5.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
» Principe

La concentration minimale bactéricide CMB correspond a la plus faible concentration en
huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de inoculum bactérien initial (soit moins de
0,01%de survivant).Elle définit ’effet bactéricide d’une huile essentielle (Guinoiseau, 2010).

» Mode opératoire
Selon le protocole de (Bouchaale et al., 2015) :

La méme gamme des concentrations réalisées par la technique de macrodilution en milieu

liquide, est utilisée pour déterminer la CMI et la CMB de I’huile essenticelle testée (figl6).

Les prélevements sont effectués dans le tube témoin et dans chacun des tubes dépourvus de
culot bactérien, puis déeposeés en stries sur la gélose MHA ; les boites ensemencées sont

ensuite incubés 24h a 37°C.

PHERET

mpml.1 d0mgml.] mgml-1 10 mgml.1 1 35 mg.ml-1 1 mgal-t 0fmgml-] 03mpml-1 Tm

'

| Ensemencement sur gélose NHA et incubation a4 37°C, 24 heures |

4 T\‘\ SN, /.TK\ T
() / (17,
NANDAED i

Figure 16 : Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) (Bouchaale et al.,
2015).
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Rendement d’extraction

L’extraction par hydrodistillation qui été réalisée sur les feuilles d’Eucalyptus globulus et sur
I’écorce de Citrus limon, a permis 1’obtention d’une huile liquide de couleur jaune pale,

limpide et ayant une odeur caractéristique et épicée.
Le rendement obtenu pour nos huiles est indiqué dans le tableau 07.

Tableau 07: Résultats du rendement d’extraction d’Eucalyptus globulus et de Citrus limon

Plantes Rendement d’extraction(%)
Eucalyptus globulus 0,158
Citrus limon 0,169

Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentage de la masse d’huile essenticlle par

rapport a la masse de la plante (Eucalyptus globulus, Citrus limon).

Nous avons observé que le rendement de I’extraction de I’huile essenticlle d’Eucalyptus
globulus est égal a 0,15 %. Ce résultat est inférieur a celui trouvé par Karmiche et Chaougui
(2013), qui est égal a 0,48%. Pour la méme espéce, le rendement obtenu par Bey Ould
(2014), d’une valeur égal a 0, 1%, est plus proche de notre résultat. Cette différence pourrait
étre expliquée par la méthode d’extraction utilisée, ou méme par le taux d’humidité des
organes. En effet, Bey Ould (2014), a justifié son résultat par ’effet de la saison de la récolte
ou des modifications de conformation des canaux sécréteurs des huiles essentielles

d’Eucalyptus globulus a travers la saison comme le montre la figure ci-dessous (figurel7).

Printemps

Eté
Autmone M

Hiver

Figure 17 : Coupe transversale des feuilles d’Eucalyptus globulus (Bey Ould, 2014).
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Pour le rendement de ’extraction de ’huile essentielle de Citrus limon, on a obtenu 0,16%.Ce
résultat est inférieur & ceux obtenus par Hamdani et Allem (2017), et par Bourgou et al.
(2012), qui ont enregistrés comme rendement respectifs 1,02 % et 1,30%. Cependant, les
rendements enregistrés sont proches de celui obtenu par Tinado et al. (1995), qui est égal a
0,19%.

Cette différence pourrait s’expliquer par I’effet de la période de récolte, les conditions

d’environnement, la variété de méme espéce et mode d’extraction (Bourgou et al., 2011).
1. Identification des bactéries testées
1.1 Observation macroscopique des colonies

L’observation macroscopique des bactéries testées est présentée dans la figurel8, et I’étude

macroscopique est indiquée dans le tableau 08.

Figure 18 : Observation macroscopique des souches testées sur leurs milieux sélectifs :

A : Escherichia coli, B: Pseudomonas aeruginosa, C: Klebsiella pneumoniae, D :

Staphylococcus aureus.
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Tableau 08 : Etude macroscopique des bactéries testées.

Isolats Milieu de culture | Température et Aspect de colonies
duré d’incubation | macroscopique
Escherichia Couleur jaune saumon
coli avec précipités biliaires
autour de colonies
Pseudomonas Colonies plates
aeruginosa surélevées, opaques et
A o . —_—
Klebsiella Couleur jaune saumon
pneumoniae avec précipites biliaires
autour de colonies
Staphylococcus | Gélose Chapman Colonies jaunes avec
aureus zones jaunes, arrondies
smoths, bombées

1.2 Observation microscopique des colonies

Apreés la realisation de coloration de Gram pour les souches isolées, nous avons obtenu les

résultats indiqués dans le tableau 09.

Tableau 09 : Observation microscopique des souches étudiées (avec grossissementX100).

Les souches

Gram

Forme

Escherichia coli

Gram négatif

Coco bacille

——
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Gram neégatif Bacille

Gram négatif Bacille

Gram positif Cocci
Staphylococcus aureus

» D’aprés ces résultats, nous remarquons qu’il y a des cellules colorées en rose, ce qui
confirme qu’il s’agit de bactérie Gram négatif, alors qu’une coloration violette

confirme qu’il s’agit de bactérie a Gram positif.
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2. Evaluation de I’activité antibactérienne
2.1. Teste de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

L’antibiogramme vise a déterminer la sensibilité des souches : Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, aux les quatre antibiotiques
suivants : Ampicilline AM, Tétracycline TE, Chloramphénicol C, Gentamicin CN.

Les résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disques sur les quatre

souches testées sont présentés dans la figure 19 et le tableau 10.

Selon le diamétre des zones d’inhibition, on classer les bactéries dans les catégories

suivantes :

e <8: Non sensible (-)
e 9-14: sensible (+)
e 15-19: plus sensible (++)

e >20: Extrémement sensible (+++)

Figure 19 : Résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disques

A : Escherichia coli, B: Pseudomonas aeruginosa, C: Klebsiella pneumoniae, D :
Staphylococcus aureus. Ampicilline AM, Tétracycline TE, Chloramphénicol C, Gentamicin
CN.
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Tableau 10: Diamétres des zones d’inhibition en (mm) des antibiotiques testés.

Antibiotiques | Souches bactériennes Diameétres Sensibilités
d’inhibition en bactériennes
(mm)
Escherichia coli 0 -R
Ampicilline | Pseudomonas aeruginosa | 0 -R
(AM) Klebsiella pneumoniae 0 -R
Staphylococcus aureus 0 -R
Escherichia coli 20 +++S
Tétracycline | Pseudomonas aeruginosa | 15 ++S
(TE) Klebsiella pneumoniae 09 +S
Staphylococcus aureus 25 +++S
Escherichia coli 27 +++S
Chlorampheéni | Pseudomonas aeruginosa | 08 -R
col
(c) Klebsiella pneumoniae 10 +S
Staphylococcus aureus 23 +++S
Escherichia coli 15 ++S
Gentamicine | Pseudomonas aeruginosa | 17 ++S
(CN) Klebsiella pneumoniae 18 +++S
Staphylococcus aureus 20 +++S

Selon les résultats de 1’antibiogramme la figure 19 et le tableau 10, nous pouvons remarquer

que :
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-Escherichia coli sur quatre antibiotiques (AM, TE, C, CN), la bactérie a été sensible a 3 (TE,
C, CN). Le plus grand diametre d’inhibition a été observé pour le Chloramphenicol (diametre
de 27mm), suivi de la Tétracycline (diamétre de 20mm), et enfin par la Gentamicin avec un

diamétre d’inhibition de 15mm.
Escherichia coli est résistance a I’ Ampicilline.

-Pseudomonas aeruginosa sur quatre antibiotiques (AM, TE, C, CN), elle a été sensible a 3
(TE, C, CN). Le plus grand diamétre d’inhibition a été enregistré pour le Gentamicin
(diametre de 17mm), suivi de la Tétracycline avec un diametre de 15mm, et enfin par le

Chloramphenicol diamétre d’inhibition 08mm.
Pseudomonas aeruginosa est résistance a 1’ Ampicilline.

-Klebsiella pneumoniae sur quatre antibiotiques (AM, TE, C, CN), elle a été sensible a 3 (TE,
C, CN). Le plus grand diamétre d’inhibition a été observé pour le Gentamicin (diametre de
18mm), suivi de le Chloramphenicol avec un diamétre de 10mm, et enfin par la Tétracycline

avec un diamétre d’inhibition de 09mm.
Klebsiella pneumoniae est résistance a I’ Ampicilline.

-Staphylococcus aureus sur quatre antibiotiques (AM, TE, C, CN), elle a éte sensible a 3 (TE,
C, CN). Le plus grand diamétre d’inhibition a été enregistré pour la Tétracycline (diametre de
25mm), suivi par le Chloramphenicol avec un diametre de 23mm, et enfin par la Gentamicin

avec un diameétre d’inhibition de 20mm.
Staphylococcus aureus est résistance a I’ Ampicilline.
Ces résultats sont proches de ceux obtenus par Bouchaale et al. (2015).

Donc, d’aprés les résultats obtenus, nous constatons les quatre souches testées sont sensibles
aux trois antibiotiques (Tétracycline, Chloramphenicol, Gentamicin) avec des zones

d’inhibition variables.

Ces résultats montrent aussi que les quatre souches sont résistantes a 1’Ampicilline,
antibiotique de la famille des béta lactamines. Selon Elhani (2012), concernant les
phénotypes de résistance aux bétas lactamines, le mécanisme essentiel est de nature

enzymatiques par la production de béta lactamases, ce qui confirmé par Bouras (2019) et
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Hadjaj et al. (2022), qui montrent respectivement qu’Escherichia coli devient résistant aux
béta lactamines surtout a I’ampicilline par la production de béta lactamases, et que 80% a 95%
des souches bactériennes de Staphylococcus aureus montrent une résistance a 1’ampicilline
par la production de peénicillinases. De plus, les bactéries peuvent utiliser leurs
lipopolysacharides chargés négativement (LPS) pour fournir une barriére de répulsion a la
diffusion des bétas lactamines hydrophiles dans la cellule (Pages et Winterhalter, 2008).

3.2. Evaluation de Dactivité antibactérienne des huiles essentielles
3.2.1. Méthode de diffusion en disques

Nous avons étudiées in vitro I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Eucalyptus
globulus et de Citrus limon par deux méthodes : méthode de diffusion en disques et méthode

de diffusion en puits sur un milieu solide.

» Les résultats de I’aromatogramme de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus par la
méthode de diffusion en disques sur les quatre souches testées sont représentés dans la
figure 20 et le tableau 11.

Figure 20 : Résultats de I’aromatogramme par la méthode de diffusion en disques de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C :

Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.
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Tableau 11 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus par la méthode de diffusion en disques.

Souches bactériennes Diameétres en (mm) | Sensibilité bactériennes | Témoin
Escherichia coli 12 +S -
Pseudomonas aeruginosa | 0 -R -
Klebsiella pneumoniae 0 -R -
Staphylococcus aureus 12 +S -

> Les résultats de I’aromatogramme de 1’huile essentielle de Citrus limon par la méthode
de diffusion en disques sur les quatre souches testées sont représentés dans la figure 21
et le tableaul2.

Témoin Témoin “
D

Figure 21 : Résultats de I’aromatogramme par la méthode de diffusion en disques de I’huile
essentielle de Citrus limon. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C : Klebsiella

pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.
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Tableau 12: Diamétres des zones d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle de Citrus limon

par la méthode de diffusion en disques.

Souches bactériennes
Diameétres en | Sensibilité bactériennes Témoin
(mm)
Escherichia coli 0 -R -
Pseudomonas aeruginosa | 0 -R -
Klebsiella pneumoniae 06 -R -
Staphylococcus aureus 15 ++S -

e On constate, d’apreés les résultats de ’aromatogramme de 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus (figure 20 et tableau 11), que deux souches ont été sensibles Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, avec un diameétre d’inhibition égal a 12mm. Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae ont été résistantes.

e Pour les résultats d’aromatogramme de 1’huile essentielle de Citrus limon (figure 21 et
tableau 12), on remarque que trois souches ont été résistantes Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae. Staphylococcus aureus est sensible

avec un diametre d’inhibition 15mm.
3.2.2. Méthode de diffusion en puits

> Les résultats de I’aromatogramme de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus par la
méthode de diffusion en puits sur les quatre souches testées sont représentés dans la
figure 22 et le tableau 13.
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Figure 22 : Résultats de I’aromatogramme par la méthode de diffusion en puits de I’huile

essentielle d’Eucalyptus globulus. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C :

Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.

Tableau 13 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle d’Eucalyptus

globulus par la méthode de diffusion en puits.

Souches bactériennes Diameétres en (mm) | Sensibilité bactériennes | Témoin
Escherichia coli 27 +++ S -
Pseudomonas aeruginosa | 0 -R -
Klebsiella pneumoniae 10 +S -
Staphylococcus aureus 14 +S -

> Les résultats de I’aromatogramme de 1’huile essentielle de Citrus limon par la méthode

de diffusion en puits pour les quatre souches testées sont présentés dans la figure 23 et le

tableau 14.
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Figure 23 : Résultats de I’aromatogramme par la méthode de diffusion en puits de I’huile
essentielle de Citrus limon. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C : Klebsiella
pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.

Tableau 14: Diameétres des zones d’inhibition en (mm) de I’huile essentielle de Citrus limon

par la méthode de diffusion en puits

Souches bactériennes Diamétres en (mm) | Sensibilité bactériennes | Témoin
Escherichia coli 10 +S -
Pseudomonas aeruginosa | 06 -R -
Klebsiella pneumoniae 09 +S -
Staphylococcus aureus 15 +4S -

e On constate, d’aprés les résultats de 1’aromatogramme de diffusion en puits de I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus (figure 22 et tableau 13), que trois souches ont été
sensibles Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus, avec un
diamétre d’inhibition respectivement de 27mm, 10mm, 14mm.

Pseudomonas aeruginosa est résistante.
e Pour les résultats de I’7aromatogramme de diffusion en puits de I’huile essentielle de Citrus

limon (figure 23 et tableau 14), on remarque que trois souches ont été sensibles
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Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus, avec des diamétres
d’inhibition respectifs de 10mm, 09mm et 15mm.

Pseudomonas aeruginosa est résistante.

D’aprés les résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles
d’Eucalyptus globulus et de Citrus limon, par les deux méthodes (diffusion en disques,
diffusion en puits),

Nous constatons que les bactéries Gram- testées Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa sont généralement résistantes alors que la bactérie Gram+
Staphylococcus aureus est toujours sensible. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
Ariba et al. (2020), qui ont observés que les huiles essentielles avaient différents degrés
d’efficacité selon les souches testées et que les bactéries Gram+, notamment Staphylococcus

aureus, étaient les plus sensibles.

De plus Haddouchi et al. (2009), montrent que la plupart des huiles essentielles sont tres
actives contre Staphylococcus aureus. Nos, résultats sont également proches de ceux
enregistrés par Bey Ould (2014), qui ont remarqué une bonne activité antimicrobienne vis-a-
vis de Staphylococcus aureus et Escherichia coli et une résistance marquée par Pseudomonas
aeruginosa. Boukabache et Boudjefdjouf, (2016), expliquent ces résultats par le fait que les
bactéries Gram+ sont dépourvues de paroi, ce qui facilite I’entrée des composants des huiles
essentielles a ’intérieur de la cellule, ce qui aura pour conséquence I’inhibition de la

croissance bactérienne.

Par contre, les bactéries Gram- sont pourvues d’une couche lipopolysacharides (paroi) qui
pourrait fonctionner comme barriere efficace contre I’entrée des huiles essentielles. Monieina
et al. (2005), ont également montré que les bactéries Gram- peuvent étre sensibles a ’effet
des huiles essentielles, ce qui concorde avec nos résultats concernant la sensibilité

d’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (méthode de puits).

D’aprés Balentine et al. (2006), Staphylococcus aureus dépourvu de membrane externe,
semble étre sensible aux changements environnementaux externe, tel que la température, pH,
et les extrais naturels. La résistance élevée de Pseudomonas aeruginosa, selon Tasson et
Nychas, (1995) ; Chao et al. (2000) ; Mann et al. (2000) ; Innouye et al. (2001) ; ainsi que
Ferhat et al. (2010), serait due a sa membrane externe et sa capacité de métaboliser un

éventail composés organiques. Les bactéries du genre Pseudomonas utilisent les terpénes
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comme source de carbone et d’énergie, clles transforment le limoneéne (comme molécule
modele des terpenes) en alcool perillyl, en acide, en terpinéol, ou limonéne-6,8 diuol
(Malekey, 2007).

De plus, la sensibilité des microorganismes aux huiles essentielles dépend des propriétés de
I’huile essentielle et du microorganisme lui-méme. Il est bien connu que les bactéries Gram+
sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries Gram-. Plusieurs études testant
Pactivité inhibitrice des huiles essentielles confirment ce phénoméne (Guesnu, 2016). En
comparaison avec d’autres études, Nous pouvons déduire que I’activité biologique d’un huile
essentielle est liée a sa composition chimique est ses composés majoritaires donc, plus I’huile
essentielle est riche en composés chimiques plus elle contient des substances actives et donc

plus ’activité devient importante (Saadoune et Meguenni, 2016).

3.2.3. Etude comparative des résultats entre la méthode de diffusion en disques et la
methode de diffusion en puits

Les résultats obtenus par I’aromatogramme des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et de
Citrus limon par les deux méthodes (méthode des disques et méthode des puits), confirme que
les deux huiles possédent une bonne activité antibactérienne, Bien que les résultats obtenus

par les deux méthodes soient différents.

En effet, nous avons marqué une activité antibactérienne élevée pour I’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Escherichia coli avec un diamétre d’inhibition de 27mm,

alors que pour la méthode des disques, il n’a pas dépassé 12mm.

On remarque aussi qu’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ont été résistantes a I’effet de
L’huile essentielle de Citrus limon par la méthode des disques, alors qu’elles sont sensibles
par la méthode des puits. Staphylococcus aureus est sensible avec les deux méthodes et aux

deux huiles.

D’aprés cette comparaison, il semble résulter que la méthode des puits est plus efficace que la
méthode des disques. Fontenay et al. (2015), ont démontré que la méthode des disques a
certains inconvénients qui peuvent rendre cette méthode moins efficace. Tout d’abord, il est
primordial de connaitre la quantit¢ de 1’huile essentielle ajoutée, les disques ayant une
capacité d’absorption limitée, il ne faut donc pas dépasser cette capacité ; ensuite, la diffusion

de T’huile essentielle sur la gélose est difficile a cause de complexité des constituants qui
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peuvent migrer difféeremment. De plus, la méthode de diffusion en disque est limitée, puisque
la nature hydrophobe des huiles essentielles, empéche leur diffusion uniforme a travers le

milieu gélosé (Alexander, 2020).

D’autre part, dans la méthode des puits, les paramétres ; tels que le volume de I’huile
essentielle placé dans les puits, I’épaisseur de la couche de gélose, la présence éventuelle d’un
dissolvent ; varient considérablement entre les études, ce qui confirme que cette méthode est
utile pour le choix des huiles essentielles actives et pour la mise en évidence de leur activité
antibactérienne (Chemloul, 2014).

3.2.4. Etude comparative des résultats de ’antibiogramme et de I’aromatogramme
Selon les résultats de 1’antibiogramme et de I’aromatogramme, nous pouvons remarquer que :

-Escherichia coli a une forte sensibilité vis-a-vis de trois antibiotiques (TE, C, CN), I’effet de
I’huile essentielle de 1’Eucalyptus globulus est équivalent a celui du Chloramphenicol et

I’effet de I’huile essentielle de Citrus limon est proche de celui de la Gentamicin.

-Pseudomonas aeruginosa est sensible a trois antibiotiques (TE, C, CN), elle est cependant

résistante aux effets des huiles essenticlles d’Eucalyptus globulus et de Citrus limon.

-Klebsiella pneumoniae est sensible a trois antibiotiques (TE, C, CN), I’effet de I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulus équivaut a celui du Chloramphenicol et I’effet de I’huile

essentielle de Citrus limon est semblable a celui de la Tétracycline.

-Staphylococcus aureus a une forte sensibilité pour trois antibiotiques (TE, C, CN), I’effet de
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est proche de celui la Gentamicin et I’effet de ’huile

essentielle de Citrus limon est proche a celui de la Gentamicin.

En résumé, pour les trois souches bactériennes ; Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Staphylococcus aureus, I’activité antibactérienne des huiles essentielles Eucalyptus globulus
et Citrus limon semblent étre équivalentes, proches, voire méme supérieure a celle des
antibiotiques testés. Par contre Pseudomonas aeruginosa a été résistante a I’effet des huiles

essentielles testées.

Selon Rather et al. (2012), la variation de I’activité antimicrobienne des agents antibactériens

pourrait s’expliquer par la différence structurale entre les bactéries.

43

——
| —



Chapitre 111 Reésultats et discussion

3.2.5. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)

> Les résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus pour les quatre souches testées sont représentés
dans la figure24 et le tableaulb.
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Figure 24 : Résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa,

C : Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.

Tableau 15: Reésultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de

I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

Souches bactériennes Concentration en (mg/mi-1)
Escherichia coli 40
Pseudomonas aeruginosa 40
Klebsiella pneumoniae 40
Staphylococcus aureus 10
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> Les résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
I’huile de Citrus limon pour les quatre souches testées sont représentés dans la figure25 et
le tableaul6.
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Figure 25 : Résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
I’huile essentielle de Citrus limon. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C :

Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.

Tableau 16: Reésultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de

I’huile essentielle de Citrus limon

Souches bactériennes Concentration en (mg/mi-1)
Escherichia coli 80
Pseudomonas aeruginosa 80
Klebsiella pneumoniae 80
Staphylococcus aureus 20
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» Les résultats de la CMI montrent que :

-Pour I’HE d’Eucalyptus globulus, la plus faible concentration inhibitrice (10 mg/ml-1) est
enregistrée pour Staphylococcus aureus ; ce qui signifie que qu’elle est la plus sensible a
I’effet de I’huile essentielle par rapport aux autres bactéries Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa qui présentent des concentrations plus élevées (40

mg/ml-1) et qui semblent donc plus résistantes.

-Pour I'huile essentielle de Citrus limon, la plus faible concentration inhibitrice (20 mg/ml-1)
est enregistrée pour Staphylococcus aureus ; ce qui signifie que qu’elle est la plus sensible a
I’effet de I’huile essentielle par rapport aux autres bactéries Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa qui présentent des concentrations plus élevées

(80mg/ml-1) et qui semblent donc plus résistantes.
3.2.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide(CMB)

> Les résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) I’huile
d’Eucalyptus globulus pour les quatre souches testées sont représentés dans la figure26 et

le tableau 17.
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Figure 26 : Résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides
(CMB) (mg/ml-1) de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus. A : Escherichia coli, B :

Pseudomonas aeruginosa, C : Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.
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Tableau 17 : Résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

Souches bactériennes Concentration en (mg/mil-1)
Escherichia coli 80
Pseudomonas aeruginosa 20
Klebsiella pneumoniae 40
Staphylococcus aureus 20

> Les résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) de

I’huile essentielle Citrus limon pour les quatre souches testées, sont représentés dans la

figure27 et le tableau 18.

Figure 27: Résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

(mg/ml-1) de I’huile essentielle de Citrus limon. A : Escherichia coli, B : Pseudomonas

aeruginosa, C : Klebsiella pneumoniae, D : Staphylococcus aureus.
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Tableau 18: Résultats de la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

de ’huile essentielle de Citrus limon

Souches bactériennes Concentration en (mg/ml-1)

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Aucune concentration notable capable

Klebsiella pneumoniae de tuer les quatre bactéries testées

Staphylococcus aureus

> Les resultats de la CMB montrent que :

-Pour I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus, les plus faibles concentrations bactéricides
(20 mg/ml-1) ont enregistrée pour Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ; ce
qui signifie que qu’elle est la plus sensible a I’effet de 1’huile essentielle par rapport aux
autres bacteries Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae qui présentent des concentrations

plus élevées respectivement (80mg/ml-1) (40mg/ml-1) et qui semblent donc plus résistantes.

-Pour I’huile essentielle de Citrus limon, aucune activité bactéricide n’est remarquée pour les

quatre souches.

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus petite
concentration d’une huile essentielle pour laquelle aucune colonie bactérienne n’est visible a
I’ceil nu; alors que la CMB ou concentration minimal bactéricide est la plus faible
concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 de I’inoculum bactérienne

initial.

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide d’une
huile essentielle. Lorsque ce rapport est inférieur a 4, I’huile est considérée comme

bactéricide.

Les rapports des CMB/CMI pour I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus des quatre souches
testées Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus
aureus sont égaux respectivement a (02), (0,5), (01), (02), donc I’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus exerce un bon effet bactéricide. Ce résultat est cohérent avec les
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résultats de Bouras (2019), ce qui confére & I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus un effet
d’antibiotique naturel. Pour Pseudomonas aeruginosa, le résultat de I’aromatogramme est
différente entre la CMI et la CMB, ce qui pourrait s’expliqué par la dilution C’est-a-dire que

I’huile essentielle doit étre dilué pour exerce son effet bactéricide.

Le rapport des CMB/CMI de I’huile essentielle de Citrus limon des quatre souches testées
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus
montre que I’huile essentielle de Citrus limon exerce un effet bactériostatique, ce qui est
déférents des résultats de I’aromatogramme qui montre que I’huile essentielle de Citrus limon
possede un pouvoir inhibiteur. C’est ce qui nous permet de déduire que I’huile essentielle de
Citrus limon a un effet bactéricide uniquement lorsqu’elle pur mais lors qu’elle dilué a des
concentrations différentes elle perd son efficacité ; ce qui concorde avec les résultats de
Messousd et al. (2019), qui montrent, que les germes testés sont plus sensibles a I’huile

essentielle pure qu’aux différentes dilutions.
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Conclusion et perspective

Conclusion

Géographiquement, 1’ Algérie possede une grande richesse végétale, de nombreuses plantes
médicinales et aromatiques poussent a 1’état spontané. Les plantes médicinales restent une
source importante de principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques, d’ailleurs les
huiles essentielles occupent une grande place dans les recherches récentes du fait de leurs

activités biologiques diverses et importantes.

Dans le présent travail nous avons essayé d’évaluer ’activité antibactérienne des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques et médicinales de la flore Algérienne, récoltées dans

la région de Skikda, I’Eucalyptus globulus et Citrus limon.
Cette étude a porte sur :

-L’extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a partir des feuilles, et I’extraction
de T’huile essentielle de Citrus limon a partir de I1’écorce, par la techniques de
I’hydrodistillation. Cette méthode a donné un rendement acceptable de 0,158% pour

I’Eucalyptus globulus et 0,169% pour Citrus limon.

-Le test de sensibilité aux antibiotiques de quatre souches bactériennes : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus. Celui-ci montre
une résistance bactérienne considérablement élevé de les quatre bactéries testées vis-a-vis des

betas lactamine, la famille de 1I’ampicilline.

-L’évaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et
Citrus limon, qui montre que les deux plantes ont exercée un bon pouvoir inhibiteurs sur les

souches bactériennes testées.

-1l est important de noter que les huiles essentielles semblent présenter une activité
antibactérienne similaire, proche voire meilleure que celle des antibiotiques. En effet, cette
sensibilité importante des bactéries testées a ces huiles, suggére leur possible exploitation en
thérapie comme alternative aux antibiotiques ; le développement de nouveaux traitements
thérapeutiques s’appuyant fortement sur la découverte de ressources naturelles présentes dans

le monde végétal.

51

——
| —



Conclusion et perspective

Perspectives :
De nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

-Les résultats d’activité antibactérienne obtenus permettent une réflexion future sur

I’application des huiles essentielles dans 1’industrie pharmaceutique.
-On pourrait tester I’effet de la combinaison des huiles essentielles avec les antibiotiques.

-Evaluer I’utilisation des huiles essentielles dans les produits agroalimentaires pour allonger la

durée de conservations des produits alimentaires.

-A lumiere des résultats de notre étude, nous conseillons la création d’une réglementation
algérienne relative aux huiles essentielles ainsi qu’une enquéte approfondie sur les huiles

essentielles des plantes algériennes.

-1l serait intéressent de mener des campagnes de sensibilisation du public pour éduquer les

populations sur les meilleures fagons d’utiliser les plantes et leurs huiles essentielles.
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Annexe | : Tableau 01 Les différents organes des plantes qui contient les huiles essentielles

(Bruneton, 1999).

Les organes Exemples des plantes

Seve Encens et Myrte

Feuilles Citronnelles et Eucalyptus
Bois Bois de rose et Bois de santal
Rhizomes Acore et Gingembre
Racines Vétiver

Fleurs Origan

Grain Carvi

Fruits Anis étoilé

Ecorce Cannelle

Bourgeons Pin

5

Essencier

®

Réfrigérant a eau

Systéme Clevenger
assurant la cohobation

E et |

Annexe 11 : Figure 01 Schéma du montage d’hydrodistillation (clevenger) (Lucchesi, 2006).
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1.Feu

2.Eau

3. Vapeur d'eau

4. Plantes aromatiques

5. Vapeur d'eau chargée d'H.E.

6. Eau froide

7. Eau chaude

8. Eau + HE

9. Huile essentielle
10. Hydrolat

Annexe 111 : Figure 02 schéma explicative de la méthode distillation a la vapeur (Djendli et

Bouali, 2022)

Presse

Pump

Annexe IV : Figure 03 montage d’extraction par 1’expression a froide (Bencheikh, 2017).

\.-
é l‘l

1
Sédiments de filtration

Solution initiale
+ solvant extracteur

AnNnneau

Ampoule a décanter

1T

ocouvert

I

fermeée

Annexe V : Figure 04 extraction par solvant (Nasry et Mouici, 2022).
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Annexe VI : Tableau 02 taxonomie de 1’espéce Eucalyptus globulus selon la nomenclature
classique (Goetz et Ghedira, 2012).

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Sous-régne Tracheobionta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espece Eucalyptus globulus(Labill)

Annexe VII : Figure 05 dessin représentant les fleurs et les fruits d’Eucalyptus globulus
(Koziol, 2015).
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Annexe VII1I : Tableau 03 composition chimique de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

(Annelise, 2018).

Composé d’huile essentielle | Pourcentage%o

a-pinene 0,05 a 10 %.
B-pinéne 0,05a1,5 %.
Sabinéne au maximum 0,3 %.
a-phellandréne 0,05a1,5%.
Limoneéne 0,05a1,5%.
Camphre au maximum 0,1 %
1,8-cinéole au minimum 70 %

Annexe IX : Tableau 04 classification du Citron limon (Padrini et Lucheroni, 1996).

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Classe Eu dicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Rutacées
Genre Citrus
Espéce Citrus limon
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Annexe X : Tableau 05 la composition chimique de I'huile essentielle de Citrus limon

(Djenane, 2015).

N° Composition %
1 51,40 Limonéne
2 17,04 B-Pinen
3 13,46 y-Terpinen
4 03,07 a-Pinéne
5 02,43 Géraniale
6 02,37 B-Mycénes
7 01,50 Nerol
8 01,23 Isocaryophyllene
9 01,05 Neryl acétate
Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése :ie la paroi symhé'se des ARN des pr.?téines
¥ ~
— Transcription / Traduction ’é/_> e
Inhlbm?n d: la. , Wi = ARNm Ribosome Protéine
I‘Am:sc‘:ér‘i’en el "\W"’"“‘"m ) .
QADN :.éactlon enzym&qu
S+E~ES~ E+P

-

:
Inhibition de réactions
du métabolisme

.

:
Désorganisation de la
structure membranaire

Annexes XI : Figure

06 modes d’action des antibiotiques (Mokrani et Hamdani, 2017).
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Annexe XI1 : Figure 08 types de I’antibiorésistance (Ourvalin, 2008).

' Résistance
bactérienne
T d |
I ]
Chromosomique ' Mutations Extra- .
Fixe l chromosomique

Une espéce bactérienne

Chromosomique Elements génétique

Un antibotique ou une mobiles (plasmide,

1 Rare o
famille —~— transposon, intégron)
. . able
Transmission vertiale contagieux
Spontanée

Non spécifique: plusieurs
antibiotiques =
multirésistance

Spéifique: un antibiotique
ou une famille

Transmission verticale Transmission horizontale /

Annexe XI11 : Figure 12 disques de papier Whatman (Photo original).
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