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Résumé

L’ Eucalyptus camaldulensis est une plante médicinale largement réputée pour ses vertus
thérapeutiques, abondamment présente et se reproduisant perpétuellement en Algérie. Ce
travail vise a étudier le potentiel d’ utiliser I’huile essentielle extraite des feuille de cette
ressource naturelle comme agent antibactérien.

L’activité antimicrobienne de cette huile essentielle, avec un rendement de 0.32 %, a été
évaluée sur des souches bactériennes pathogénes a Gram positif : Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, et a Gram négatif : Escherichia coli, Serratia marcescens, et
Klebsiella pneumoniae ; a travers une étude in vitro de ses différentes parametres. Pour cela,
la méthode de diffusion des disques en milieu solide, ainsi que la micro-dilution en milieu
liquide ont été effectuées. Les résultats ont montré une activité remarquable contre les
bactéries a Gram négatif avec une CMI : 1.25 mg/ml et une CMB : 2.5 mg/ml, au contraire de
celles a Gram positif avec une CMI : 5 mg/ml et une CMB : 10 mg/ml.

Ces résultats prouvent que 'huile essentielle des feuilles d'Eucalyptus camaldulensis
possede une activité antibactérienne prometteuse contre un large spectre de bactéries, a Gram
négatif et a Gram positif. Cela ouvre la possibilité de son utilisation potentielle comme
alternative aux antibiotiques dans la lute contre les infections bactériennes.

Mots clés : Eucalyptus camaldulensis, huile essentielle, concentration minimale inhibitrice,
concentration minimale bactéricide, activité antibactérienne.



Abstract

Eucalyptus camaldulensis 1s a widely recognized medicinal plant known for its therapeutic
properties, abundantly present and perpetually reproducing in Algeria. This study aims to
explore the potential use of essential oil extracted from the leaves of this natural resource as
an antibacterial agent.

The antimicrobial activity of this essential oil, with a yield of 0.32%, was evaluated against
pathogenic Gram-positive bacteria, including Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis, as well as Gram-negative bacteria, including Escherichia coli, Serratia
marcescens, and Klebsiella pneumoniae, through an in vitro study of its various parameters.
For this purpose, the disk diffusion method in solid medium, as well as microdilution, were
conducted. The results demonstrated remarkable activity against Gram-negative bacteria with
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 1.25 mg/ml and a minimum bactericidal
concentration (MBC) of 2.5 mg/ml, contrasting with Gram-positive bacteria showing higher
MIC and MBC values of 5 mg/ml and 10 mg/ml, respectively.

These findings establish that the essential oil derived from Eucalyptus camaldulensis leaves
possesses promising antibacterial activity against a broad spectrum of Gram-negative and
Gram-positive bacteria. This paves the way for its potential utilization as an alternative to
antibiotics in the battle against bacterial infections.

Key words: Eucalyptus camaldulensis, essential oil, minimum inhibitory concentration,
minimum bactericidal concentration, antibacterial activity.
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Introduction générale

Les bienfaits antiseptiques des plantes aromatiques et médicinales et de leurs extraits sont
reconnus depuis 1’antiquité alors que les tentatives de caractérisation de ces propriétés en

laboratoire remontent au début des années 1900 (Ez-Zriouli et al. 2023).

L'Algérie, riche en ressources naturelles, abrite une variété d'espéces végétales aux
propriétés bénéfiques encore largement inexploitées. L'un de ces trésors naturels est
1'"Eucalyptus camaldulensis, un arbre abondamment répandu a travers le pays. Cette espéce
offre un potentiel prometteur en termes de production d'huile essentielle, ce qui souléve des
questions sur son exploitation et son utilisation dans le domaine de la lutte contre les

infections bactériennes.

Malgré le fait que les sites naturels ont des conditions qui favorisent la qualité et le
rendement des huiles essentielles provenant des plantes qu’ils abritent, 1’exploitation de ces
derniers risquent de la diminution et détérioration des foréts, et vue que |'Eucalyptus
camaldulensis fait partie du programme national de reboisement (Mehani, 2015), sa récolte de
ces sites est strictement limitée par les réglementations et la loi (JORA, 1984 ; JORA, 2003).
Tandis que dans la ville, I’¢lagage des arbres de cette espece est fait de fagon périodique, vue

le taux de croissance tres élevé, la matiere végétale récupérée est totalement gaspillée.

Donc, les sites périurbains offrent une opportunité de récolte plus accessible tout en
s’¢loignant des activités humaines de la ville, minimisant ainsi leurs impacts sur les propriétés

de I’huile essentielle.
Dans cette perspective, plusieurs interrogations se profilent :

A quel point ’huile essentielle extraite des feuilles provenant des ces arbres est efficace
contre les bactéries ? Est ce qu’elle est active le plus sur les bactéries a Gram positif que
celles a Gram négatifs ou bien le contraire ? Et est-ce qu’on peut remplacer ['utilisation des

antibiotiques par cette huile essentielle pour traiter les infections causées par ces bactéries ?

Pour répondre a ces questions, nous avons choisi de faire une étude sur cette plante et
évaluer in vitro son activité antibactérienne. Ce mémoire comprend deux grandes parties, la
premiére est une ¢étude bibliographique composée de deux chapitres ; dans le premier une
présentation botanique de I’espece Eucalyptus camaldulensis, son origine et répartition dans

le monde et en Algérie. Le deuxiéme chapitre abordera de maniere générale 1’huile essentielle
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des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis, sa composition chimique, ses principales utilisations,

et ses propriétés thérapeutiques.

La deuxiéme partie est une étude expérimentale, correspond a une évaluation in vitro de
I’activité antibactérienne de I’HE d’E. camaldulensis structurée a son tour en deux chapitres,
Le premier sera consacré a la description du matériel et des méthodes utilisés dans cette étude,

notamment :
e Le processus d'extraction de 1'huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis.

e L'évaluation de l'effet antibactérien de cette huile par la méthode d'aromatogramme,
ainsi que la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la

concentration minimale bactéricide (CMB).

Le deuxiéme chapitre présentera les résultats obtenus et leur analyse approfondie. Les
discussions seront centrées sur l'interprétation des résultats et la comparaison avec les études

précédentes.

Enfin, une conclusion générale résumera l'ensemble des résultats obtenus dans cette étude et

mettra en évidence les perspectives de recherche futures.
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Chapitre 1 Présentation de la plante étudiée : Eucalyptus camaldulensis

Chapitre 1 : Présentation de la plante étudiée : Eucalyptus camaldulensis

1.1 Définition d’Eucalyptus camaldulensis

Le gommier rouge « Eucalyptus camaldulensis » est un arbre appartenant au genre
Eucalyptus de la famille des Myrtacées. Cette famille comprend 140 genres et environ 3800
especes réparties dans les régions tropicales et subtropicales du monde, c’est une plante

vivace a feuilles persistantes et elle pourrait atteindre des ages de 500 a 1000 ans. (Sabo &

Knezevic, 2019).

Le genre Eucalyptus a été décrit et nommé en 1788 par le botaniste francais Charles-Louis
L'Héritier de Brutelle. Le nom est issu des mots grecs «eu» qui signifie bien et «kalyptos» qui
veut dire couvert, il fait référence a 1'opercule qui recouvre et protége complétement les fleurs

de diverses espéces d'Eucalyptus dans les bourgeons (Vuong et al. 2015).

L’espece Eucalyptus camaldulensis (auparavant Eucalyptus rostrata Schlecht.) tire son nom
du jardin botanique privé de Camaldoli en Italie (L'Hortus Camaldulensis di Napoli), d’ou le
premier spécimen était cultivé. Le matériel de cet arbre a été utilisé par Frederick Dehnhardt,
jardinier en chef des jardins botaniques de Naples, pour décrire cette espéce en 1832

(EUCLID, 2020).

1.2 Noms vernaculaires

L’Eucalyptus camaldulensis est communément connu en francais sous le nom du :

Gommier rouge

e En arabe algérien (derdja): Kalitous
e Nom commun en Australie : gum trees ou stringybark trees (Britannica, 2022).

e En langues des aborigénes d’ Australie :

Aper est le nom d’Eucalyptus camaldulensis en Alyawarr, Anmatyerr et Arrernte de 1’est

(WWEF Australia, 2023).
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1.3 Origine et répartition géographique d’Eucalyptus camaldulensis dans

le monde
Les Eucalyptus sont des arbres originaires d'Australie et de certaines iles avoisinantes du
Pacifique, mais nombreuses espéces du genre prosperent en dehors de leur environnement
naturel en raison de leur croissance rapide et de leur tolérance a la sécheresse. En
conséquence, les especes d'Eucalyptus sont expédiées dans le monde entier comme arbres
d'ombrage, d'ornement et brise-vent. L'Eucalyptus est également devenu l'une des principales
composantes de 1'activité de plantation forestiere dans les hémispheres nord et sud (Aylward

etal. 2019).

Eucalyptus camaldulensis est 1'une des especes d'arbres les plus largement utilisées pour la
plantation dans les terres arides et semi-arides. De vastes plantations commerciales ont
¢galement été établies dans des régions tropicales a précipitations un peu plus ¢levées (Arnold
& Luo, 2018). Cet arbre est originaire du bassin Murray-Darling qui s'étend sur la Nouvelle-
Galles du Sud, Queensland et Victoria (NSW National Parks and Wildlife Service, 2023).
C’est l'espece dominante dans les plantations autour du bassin méditerranéen, appréciée pour
sa capacité a prospérer et a produire des rendements acceptables sur des sols relativement

pauvres avec une saison séche prolongée (Cerasoli et al. 2016).
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Figure 1: Répartition géographique d'Eucalyptus camaldulensis dans le monde (POWO, 2023)
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1.4 Répartition géographique d’ Eucalyptus camaldulensis en Algérie

Les Eucalyptus ont été introduits en Algérie fut par les francais en 1860. L’espece pionnicre
était I’ Eucalyptus camaldulensis, mais d’autres especes furent introduites dans des placettes
d’essais notamment a Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone
d’introduction a été tellement favorable que des croissements naturels ont donnés des
hybrides dont I’Eucalyptus «algériensis». Dans les années 40 et 50 les Eucalyptus furent
introduits dans 18 arboretums couvrant les régions bioclimatiques humides et semi-arides.
Dans ce cadre plus de 130 espéces ont été plantés sur le territoire national. Au cours des
années 1960 et 1970, notamment dans 1'Est (EI-Kala, Annaba, Skikda), le Centre (Tizi-Ouzou,
Bainem) et 1'Ouest (Mostaganem), c’était le reboisement en eucalyptus pour répondre a la

demande du pays en produits ligneux et papeterie (Mehani, 2015).

Selon le rapport de la FAO en 2021, I'Algérie avait pres de 1,57 million de métres cubes des
arbres d'Eucalyptus (FAO, 2021).

1.5 Classification d’Eucalyptus camaldulensis

La classification suivante est selon I’APG IV (Angiosperm phylogenetic group 2016).

Tableau 1: Classification d’ Eucalyptus camaldulensis (Cole & Hilger, 2016).

Reégne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicotes
Sous-classe Rosidae

Ordre Mpyrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espece camaldulensis
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Présentation de la plante étudiée : Eucalyptus camaldulensis
1.6 Aspect botanique d’Eucalyptus camaldulensis

L'hauteur de I’arbre dans son milieu naturel peut atteindre généralement jusqu'a 20 métres,
bien qu'il dépasse rarement les 50 metres (Ghasemian et al. 2019). C'est un arbre de taille

moyenne, a feuilles persistantes qui se ramifie généralement pas loin au-dessus du sol
(Australian Native Plants Society, 2023).

Figure 2: Eucalyptus Camaldulensis (Missouri Botanical Garden, 2023)

A : branche fleurie, B : boutons, C : fruits

1.6.1 Feuilles

Feuilles de jeunesse: d'abord opposées, puis alternes ; larges lancéolés, texture lisse, de
couleur vert terne a bleu vert (National Parks (Singapore), 2023).
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Feuilles adultes: lancéolées a étroitement lancéolées, acuminé (se termine par une pointe),
limbe de 8-30 cm de long, 0,74,2 cm de large, vert ou gris-vert; pétioles cylindriques ou

canalisés, 1,2 a 1,5 cm de long (Arnold & Luo, 2018).

1.6.2 Ecorce et bois
Ecorce: lisse, en plaques : tachetée de gris, blanc, créme et rose (EUCLID, 2020).

Bois: rouge, dur, avec une texture fine et un grain souvent ondulé. Sa croissance est lente,
dense (densité de base d'environ 700 kg/m?), durable et résistant aux termites (Arnold & Luo,

2018).

1.6.3 Fruits, fleurs et boutons

Etamines : les filaments peuvent étre complétement infléchis.
Boutons : les boutons sont fortement crochus.
Forme d'opercule : Rostré.

Fruits : Les fruits sont des tres petites capsules a I'extrémité des tiges minces de 5-8 mm, a 4

valves, et contenant des graines minuscules (Sabo & Knezevic, 2019).

Graine : cuboide, jaune-brun (typique, a double enrobage) (Arnold & Luo, 2018).
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Chapitre 2 : Huile essentielle des feuilles d’ Eucalyptus camaldulensis

2.1 Définition des huiles essentielles

La Pharmacopée Européenne VI édition, définit une huile essentielle comme « un produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiére premiere
végétale botaniquement définie, soit par extraction a la vapeur, soit par distillation séche, soit
par un procédé mécanique approprié¢ sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition » (Socasau, 2017).

2.2 Localisation des huiles essentielles dans la plante

La biosynthese, I'accumulation et le stockage des HE sont souvent associés a la présence
de structures histologiques spécialisées, telles que les trichomes, les laticiféres, les poches et

les canaux sécrétoires.
On peut distinguer deux types des glandes sécrétoires:

» Les glandes exogenes situées a la surface de la plante

» Les glandes endogenes situées a l'intérieur de la plante (Labri et al. 2022).
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2.3 Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles d’ Eucalyptus

camaldulensis

Tableau 2: Composants chimiques Principaux des huiles essentielles de différentes parties

d'E. camaldulensis en utilisant la CPG (Mubarak et al. 2015).

Composants chimiques

Pourcentage relatif (%)

Feuilles Tiges Fleurs immatures

a-Pinéne 0.7 0.4 0.7
a-Phellandrene 0.2 0.0 0.6
a-Terpinéne 0.4 0.1 1.0
o-Cymene 14.6 26.3 15.7
Limonéne 0.8 0.5 0.9
1,8-Cinéol 0.9 0.5 2.0

y-Terpinene 72.5 61.0 57.4
Terpinolene 1.0 0.5 2.0
Linalool 0.3 0.1 0.4

Terpinen-4-ol 6.7 6.6 16.2
a-Terpinéol 0.2 0.1 0.5
Piperitone 0.2 0.1 0.5
Globulol 0.1 1.3 1.1
v-Eudesmol 0.1 0.0 0.5
d-Cadinol 0.1 0.1 0.0

Total des hydrocarbures 90.2 88.8 78.3

monoterpéniques
Total des monoterpénes 8.3 7.4 19.6
oxygénés
Total des sesquiterpénes 0.3 1.4 1.6

oxygénés
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Chez I'E. camaldulensis, les principaux producteurs d'hydrocarbures monoterpéniques sont

les feuilles (ex. y-terpinéne, 72,5%) (Mubarak et al. 2015).

2.3.1 Série terpénique

Les terpénes sont les principaux constituants des inclusions huileuses rencontrées dans les
tissus sécréteurs des plantes. Souvent volatiles, ils se vaporisent donnant les essences
auxquelles beaucoup de plantes doivent leur parfum. On leur donne souvent le nom d’huiles
essentielles. Les terpénes sont classés suivant leur degré de polymérisation (Morot-Gaudry et

al. 2017).
Ils constituent un groupe de lipides présentant une grande diversité structurale au niveau :

e De leur taille
e De la nature de leurs atomes (hydrocarbures ou composés azotés ou oxygénés)

e De leur structure (cyclique ou linéaire)

Plus de 22 000 terpenes différents sont répertoriés, mais tous dérivent d’'une méme molécule
simple a 5 atomes de carbone : I’isopréne ou 2-méthylbuta-1,3-diéne (CsHs) ; on parle alors

d’unités isopréniques (Chelain et al. 2015).

\

Isopréne Unité isoprénique
Figure 3: Structure d’isopréne et d’unité isoprénique (Chelain et al. 2015)

Dans ce qui suit on va traiter les classes terpéniques présentes dans 1’huile essentielle des

feuilles d’Eucalyptus camaldulensis.
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2.3.1.1 Monoterpénes

Les monoterpénes en C10 sont dérivés du géranyl diphosphate (GPP). On trouve le
géraniol de la citronnelle, le menthol de la menthe, le limonene des agrumes, les a et f pinéne
du pin, le cinéol (eucalyptol) de I’essence d’eucalyptus, le camphre du camphrier (Morot-
Gaudry et al. 2017); Ils peuvent étre des hydrocarbures simples insaturés, ou avoir des

groupes fonctionnels et étre des alcools, des aldéhydes ou des cétones (Chelain et al. 2015).

Le 1,8-cinéol est un excellent antiseptique des voies respiratoires. Il stimule les glandes des
muqueuses respiratoires, ce qui permet de fluidifier les sécrétions et de favoriser leur

expulsion. Il a aussi une action antivirale (Couic-Marinier & Laurain-Mattar, 2021).

0 X
—
1,8-Cinéol (eucalyptol) a-Pineéne B-Pinéne
(Saetal. 2021) (Chelain et al. 2015) (Liu et al. 2021)

Figure 4: Structure chimique de I’eucalyptol (1,8-Cinéol), a-Pinéne et § pinéne

2.3.1.2 Sesquiterpénes
Les sesquiterpénes en C15 qui sont des dérivés du farnésyl diphosphate (FPP) (Morot-
Gaudry et al. 2017). Ils se regroupent en fonction de leur squelette carboné et sont acycliques,

monocycliques ou bicycliques (Chelain et al. 2015).

Ils donnent & ’HE une action anti-inflammatoire et anesthésiante. Ils possédent également
des propriétés anti-infectieuses, antifongiques et anti bactériennes, mises a profit surtout dans

les affections buccales (Couic-Marinier & Laurain-Mattar, 2021).
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Figure 5: Structure chimique de y-Eudesmol (sesquiterpene oxygéné) (NCBI, 2023).

2.3.1.3 Diterpénes

Selon le dictionnaire de I’académie nationale de pharmacie frangaise (Acadpharm, 2016) :
« les diterpénes sont des substances naturelles terpéniques en Cyo rarement linéaires, tres
majoritairement cycliques, provenant d’un précurseur en Ca, le géranyl-géranyldiphosphate.
Souvent douées de propriétés biologiques marquées, on y compte des substances actives
importantes en thérapeutique : ginkgolides, paclitaxel, vitamine A ». Certains diterpénes sont

responsables de la toxicité des plantes qui les renferment.

Figure 6: Structure chimique de a-Phellandrene (NCBI, 2023).

2.4 Principales utilisations de 1'huile essentielle d'Eucalyptus

L'intérét scientifique de I'huile essentielle d'Eucalyptus a augmenté en raison de ses aspects
bénéfiques dans les domaines médicaux et commerciaux. Parmi les propriétés médicales, on
peut citer les bioactivités antibactériennes, antimicrobiennes, antifongiques, mais aussi

antivirales.

» lls sont également utilisés comme pesticides naturels en raison de leur effet biologique

sur les organismes vivants.
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» Ces especes sont connues pour leur capacité d'effectuer une inhibition chimique de la

croissance des plantes, appelée allélopathie (Belhachemi et al. 2022).

2.5 Propriétés thérapeutiques de I’huile essentielle d’Eucalyptus

camaldulensis
Indéniablement réputé pour étre 1’antiseptique de la nature, les Premiers Peuples d’Australie
utilisaient également plusieurs espéces d'eucalyptus comme remeéde pour d'innombrables
maux dont les problemes gastro-intestinaux. La gomme serait mélangée avec de 1'eau puis

prise pour traiter des symptomes comme la diarrhée (WWF Australia, 2023).

Les feuilles d'eucalyptus peuvent étre utilisées en les brillant pour soulages les symptomes

du rhume et des inflammations des voies respiratoires.

Les feuilles contiennent également plusieurs glandes productrices d'huile dans les zones
non veinées (Foroughbakhch et al. 2017). Cette huile est utilisée a des fins thérapeutiques
principalement pour leurs propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques

(Vecchio et al. 2016).

2.5.1 Activité anti-inflammatoire

Sur la base des données précliniques, des études contrdlées randomisées antérieures du
Juergens et al. (2020) avec une thérapie d'appoint de 1,8-cinéole (3 x 200 mg/jour) pendant 6
mois ont montré une amélioration de l'asthme non contr6lé grice a une amélioration
significative de la fonction pulmonaire, de 1'asthme nocturne et des scores de qualité de vie, et
chez les patients atteints de BPCO une diminution des aggravations (- 38,5 %) (pendant
I'hiver). En inhibant NF-kB, le 1,8-cinéole, a des concentrations plasmatiques pertinentes (1,5
ug/ml), a fortement et significativement inhibé les cytokines stimulées par les
lipopolysaccharides (LPS) des monocytes humains normaux, qui sont pertinentes pour les
exacerbations (facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa), interleukine (IL-1B) et

l'inflammation systémique (IL-6, IL-8) (Juergens et al. 2020).

2.5.2 Activité antioxydante
Dans la recherche d’Ez-Zriouli ef al. (2023), Les échantillons d'Eucalyptus ont montré les
meilleurs résultats en termes de réduction du radical DPPH, avec des valeurs de 99,252 mg

BHTE/g HE, 24,167 mg AAE/g HE et 40,406 mg TE/g HE. Cela peut s'expliquer par la
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richesse de cette huile en métabolites secondaires, en particulier en composés hydroxylés tels

que le L-linalol (11,51%), I'a-terpinéol (2,67%), le 1,8 cinéol (1,44%) et le linalol (0,96%).

D’autres chercheurs ont prouvé l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Eucalyptus,
et il a été rapporté que ces huiles pouvaient étre utilisées pour réduire les maladies associées

au stress oxydatif, ainsi que comme conservateurs alimentaires (Ez-Zriouli ef al. 2023).

2.5.3 Activités antiseptiques et antibactériennes

L'Eucalyptus a une longue histoire d'utilisation traditionnelle en tant qu'antiseptique et pour
le traitement des infections des voies respiratoires. Elle s'avére particuliérement utile pour
soulager les symptomes du rhume, de la grippe, des maux de gorge ainsi que des infections
pulmonaires telles que la bronchite et la pneumonie. Plusieurs chercheurs ont montré une
activité¢ significative de I'HE de différentes especes d'Eucalyptus contre divers micro-

organismes (Vecchio et al. 2016).

Quand un agent antimicrobien est ajouté a une culture bactérienne en phase exponentielle de
croissance, on peut observer trois effets distincts : bactériostatique, bactéricide et

bactériolytique.

2.5.3.1 Agents bactériostatiques
Les agents bactériostatiques sont fréquemment des inhibiteurs de la synthése des protéines
et agissent en se liant aux ribosomes. Si la concentration de 1’agent est réduite, il est libéré du

ribosome et la croissance reprend.

2.5.3.2 Agents bactéricides
Les agents bactéricides se lient étroitement a leurs cibles cellulaires et ne sont pas enlevés
par dilution, mais la lyse, la perte d’intégrité des cellules et le dégagement du contenu ne se

produisent pas.

2.5.3.3 Agents bactériolytiques
Les agents bactériolytiques induisent la mort par la lyse des cellules, qui peut étre observée
par la diminution du nombre de cellules cultivables ou de la turbidité apres que 1’agent a été

ajouté. Les agents bactériolytiques regroupent les antibiotiques qui empéchent la synthése de
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la paroi cellulaire (bactériostase) comme la pénicilline, ou les produits chimiques de type

détergents qui rompent la membrane cytoplasmique (Madigan & Martinko, 2007).

2.5.4 Effet anti cancéreux

La concentration maximum cytotoxique de I'HE des feuilles d’E.camaldulensis contre la
lignée cellulaire leucémique est égale a 16,1 pg/ml. Les résultats de la recherche de Mubarak
et al. (2015) ont montré que cette huile inhibe la croissance des cellules tumorales, alors qu'il
présentait un faible effet cytotoxique sur les cellules non cancéreuses et les macrophages

(Mubarak et al. 2015).
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Chapitre 1 : Matériel et méthode

1.1 Objectifs du travail
Cette étude expérimentale a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie appliquée de
I’université d’Echahid Cheikh Larbi Tébessi a Tébessa, durant 3 mois : a partir du mi-mars au

mi-mai de I’année 2023.

Cette partie consiste a étudier in vitro les différents aspects de 1’activité antibactérienne de
I’huile essentielle extraite des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis sur des souches
bactériennes a Gram positifs : Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, et a Gram
négatif : Escerichia coli, Seratia marcescens, et Klebsiella pneumoniae, ainsi a comparer les

résultats trouvés avec des recherches précédentes sur cette huile essentielle.

Les souches bactériennes testées sont isolées des cas cliniques d’infections urinaires
provenant des laboratoires d’analyses médicales au niveau du laboratoire des analyses

médicales Hannibal a Tébessa et EPH Bouguerra Boulaaras a Bekkaria.

1.2 Préparation de I’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus

camaldulensis

1.2.1 Matériel

1.2.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal : les feuilles d’Eucalyptus camaldulensis; a été récolté le 02 mars 2023,
d’un spécimen sain et mature dans la commune de Tébessa en Algérie. Les caractéristiques
¢cologiques de cette région sont citées dans le tableau 03. Le site de récolte est ¢loigné du
centre ville de Tébessa d’une distance de 3.60 km. L’age approximatif de 1’arbre est 11 ans

(Annexe 01).
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Figure 7: Partie aérienne d'Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle, 2023)

Tableau 3: Les caractéres écologiques de la station d’échantillonnage (la commune de
Tébessa) (Hamad, 2018).

Station Altitude | Coordonnées T P A Bioclimat
(m) Lambert (°C) | (mm/an)
la commune 813 X:991.9 km 16.17 350.31 13.37 Semi aride
de Tébessa Y :247.2 km
Z : 810 km

T : températures moyennes annuelles en degrés °C ; P : pluviométrie en mm/an ; A : indice
d’aridité annuel.

19




Chapitre 1 Matériel et méthode

1.2.1.2 Appareillage et produits
L’appareillage et les produits utilisés dans la partie expérimentale sont mentionnés dans

I’annexe 03.

1.2.2 Méthode
1.2.2.1 Préparation des feuilles

a. Séchage
Les feuilles récoltées sont séchées pendant 09 jours dans un endroit frais et bien ventilé, a
'abri de la lumiére directe du soleil. Elles ont été¢ disposées en une couche mince sur une

surface propre.

Le séchage a pour but de réduire leur teneur en eau, favoriser I’inhibition de toute activité
enzymatique, éviter la dégradation de certains constituants ainsi que la prolifération

bactérienne, et enfin augmenter le rendement en huile essentielle (Alili e al. 2022).

Figure 8: Séchage des feuilles d 'Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle, 2023).

b. Découpage
Une fois les feuilles séchées, elles sont découpées en petits morceaux pour augmenter la

surface de contact lors de l'extraction de l'huile essentielle.
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Figure 9: Découpage des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle, 2023).

1.2.2.2 Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée dans le laboratoire des étres vivants de
I’universit¢ d’Echahid Cheikh Larbi Tébessi (Tébessa), dont quatre extractions ont été
réalisées par la méthode d’hydrodistillation a 1’aide d’un Clevenger, avec une durée de 03
heures pour chaque distillation. On a choisi cette méthode d'extraction par ce qu’elle est la

plus basique et directe.

a. Principe:
Le principe de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogéne. Le procédé

consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau ;

» L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique.
» La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues
dans les cellules végétales.

» Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur un mélange azéotropique.

Y

Le mélange est ensuite refroidi et condensé dans un essencier.
» Une fois condensées, eau et molécules aromatiques du fait de leurs différences de

densité, se séparent en une phase aqueuse et une huile (Benouaa, 2021).
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b. Protocole

Huile essentielle

Phase aqueuse
Huile essentielle des feuilles

d’Eucalyptus camaldulensis
obtenue

Appareil d’hydrodistillation de
type Clevenger

Figure 10: Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation (photos personnelles, 2023)

c. Conservation de I’huile essentielle :
L’huile obtenue est conservée dans un flacon en verre a 1’abri de la lumiére a une

température de 4°C jusqu’a I’utilisation.

1.2.2.3 Détermination de rendement en huile essentielle

Le rendement de l'huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére végétale utilisée selon la
pharmacopée européenne (Alili et al. 2022).

Mie 100

Rue =
MVS

Ruk : Le rendement en huile essentielle (%) ; Muk : 1a masse de I’huile essentielle (g) ;

Mmvs : la masse de la matiére végétale seche (g).
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1.3 Etude de ’activité antibactérienne de ’HE des feuilles d’ Eucalyptus

camaldulensis

1.3.1 Matériel

1.3.1.1 Matériel biologique
Les souches bactériennes utilisées sont d’origine clinique isolées de différents cas
d’infection urinaire, ces derniéres ont été récupérées du Laboratoire d’analyses médicales

Hannibal — Tébessa, et du EPH Bouguerra Boulaaras Bekkaria - Tébessa.

Tableau 4: Souches bactériennes testées

Gram Souche Famille Nature de Provenance
bactérienne prélevement
Gram + | Staphylococcus | Staphylococcaceae Urinaire EPH Bouguerra
aureus Boulaaras Bekkaria
Tébessa
Staphylococcus | Staphylococcaceae Urinaire EPH Bouguerra
epidermidis Boulaaras Bekkaria
Tébessa
Gram - | Escherichia coli | Enterobacteriaceae Urinaire Laboratoire d’analyses

médicales Hannibal

Tébessa
Serratia Enterobacteriaceae Urinaire Laboratoire d’analyses
marcescens médicales Hannibal
Tébessa
Klebsiella Enterobacteriaceae Urinaire EPH Bouguerra
pneumoniae Boulaaras Bekkaria
Tébessa
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1.3.2 Meéthode

1.3.2.1 Vérification de la pureté des souches bactériennes testées
La vérification de la pureté des souches bactériennes compris 1’examen microscopique et

macroscopique et une réalisation d’une culture sur milieux sélectif.

a. Examen macroscopique
Est basé sur I’observation de 1’aspect général des colonies, leur taille, forme et couleur pour

I’ensemble des souches bactériennes.

b. Examen microscopique
Basé sur la coloration de Gram qui permet observer la forme des bactéries (bacille, cocci,
coccobacille), leur mode de regroupement et définir le type de coloration positif ou bien

négatif (annexe 05).

c¢. Culture sur milieu sélectif
Afin d’isoler les souches bactériennes et d’obtenir des colonies bactériennes distinctes,

purification par des stries d’épuisement a été effectuée.

Technique

1- Prélever une colonie représentative de la souche a I’aide d’une anse de platine.
2- Ensemencer la colonie dans la boite de Pétri coulée préalablement par le milieu de
culture sélectif convenable.

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

On a utilisé la gélose nutritive pour E. coli, S. marcescens, K. pneumoniae, et milieu

Chapman pour Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis.
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1.3.2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’évaluation de I’activité antimicrobienne d’Eucalyptus camaldulensis se fait par deux
méthodes différentes, la méthode de diffusion des disques en milieu solide a été choisis en
raison de vérifier Defficacité d’inhibition de la croissance bactérienne d’ Eucalyptus
camaldulensis, par contre la méthode de dilution en milieu liquide est pour déterminer la

nature bactériostatique de 1‘Eucalyptus camaldulensis.

a. Méthode de diffusion sur gélose : Aromatogramme
L’aromatogramme est une technique de détermination de I’activité antimicrobienne in vitro
a ¢té réaliser par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide, Elle a 1’avantage
d’avoir une grande souplesse dans le choix des produits a tester et de s’appliquer a un grand

nombre des espéces microbiennes.

Cet examen est donc 1'équivalent d'un antibiogramme ou les antibiotiques peuvent étre

remplacés par des huiles essentielles.

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur un milieu solide
(Gélose Muller- Hinton) des disques absorbants stériles, imprégnés d’une quantité de 1’huile
et disposé sur une gélose ensemencée avec les souches bactériennes. Les boites sont ensuite
incubées pendant une période de temps appropriée, et puis on observe les zones d’inhibition;
leur présence ou absence, et leurs tailles. Ces derniéres sont mesurée ensuite et enregistrée en

mm (Ouaar, 2018)

e Préparation de ’inoculum et ajustement de la charge bactérienne

A partir d’une culture pure et jeune de 24 heures, prélever quelques colonies identiques et
bien isolées et les décharger dans 10 ml d’eau physiologique stériles. Bien homogénéiser la
suspension bactérienne par un agitateur de type vortex. Sa turbidité doit étre équivalente a

celle du standard McFarland 0.5.
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Chapitre 1

Figure 11: Préparation de I’inoculum (photos personnelles, 2023)

e Préparation des disques

Nous avons utilisé le papier Whatman n°1 de 6mm coupé en contour régulier pour donner
une zone d’inhibition facile & mesurer. Les disques une fois préparés, sont introduits dans un
flacon en verre et sont placés dans I’autoclave pendant 20 minutes a 120 °C pour éviter tous

risques de contamination aux germes exogenes au cours de I’expérimentation.

. Ensemencement et dépot des disques

1- Tromper un écouvillon stérile et sec dans la suspension bactérienne et 1’essorer en le
pressant bien contre la paroi interne du tube.

2- Ensemencer a 1’aide de I’écouvillon la totalité¢ de la surface de la gélose MH coulée
préalablement en stries serrée. Répéter I’opération trois fois en tournant la boite a 60°
a chaque fois.

3- Imprégner des disques de papier de Whatman de 6mm par ’HE des feuilles

d’Eucalyptus camaldulensis pure et avec une série de concentrations différentes.

Tableau S: Dilutions de I'HE des feuilles d'Eucalyptus camaldulensis

Dilution 2.5mg/ml 1.25mg/ml | 0.625mg/ml | 0.321mg/ml | 0.156mg/ml
HE 10ul 5ul 2,5uL 1,25ul 0,625ul
DMSO 10ul 15ul 17,5ul 18,75ul 19,37ul
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4- Déposer les disques qui sont imbibés avec I’HE a 1’aide d’une pince stérile sur la face
de la gélose MH et incuber pendant 24 heures a 37°C.
5- Témoin négatif : On met un disque imbibé a DMSO dans chaque boite de pétri pour

s’assurer que le solvant utilisé pour la dilution n’a aucun effet antibactérien.

Figure 12: Etapes de I’aromatogrmme (photos personnelles, 2023)

A: Préparation du matériel, B: Ecoulement du milieu, C : Ensemencement de la suspension

bactérienne, D et E : Imprégnation des disques avec I’HE, F: dépot des disques
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La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
en mm par le pied a coulisse. Les résultats sont symbolisés par des signes d’apres la

sensibilité¢ des souches vis-a-vis de ’HE (tableau 07).

Tableau 6: Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition

(Mouas et al. 2017).

Sensibilité Symbole Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante () Diameétre < 8§ mm
Sensible (+) Diameétre compris entre 9 a
14 mm
Tres sensible (++) Diameétre compris entre 15 a
19 mm
Extrémement sensible (+++) Diamétre > 20 mm

1.3.2.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu liquide
La CMI est la concentration minimale en HE inhibant la croissance macroscopique visible
d'une souche donnée dans le standard de mesure. Il existe un standard de référence de

détermination en milieu solide et la méthode en milieu liquide (Perrin, 2016).

Le principe de cette méthode est de réaliser un gradient de concentrations en huile
essentielle dans une série de puits d’une microplaque a microtitration ensemencée par une
série des suspensions bactériennes standardisées (0,5 McFarland). La série des suspensions
bactériennes est introduite la méme densit¢ de cellules a étudier. Aprés incubation a
température et période fixées les échantillons révelent ’action de I’HE selon le pouvoir de
formation des biofilmes. La CMI est définie comme la plus faible concentration

antibactérienne dans le dernier puits qui ne présente pas un trouble (Randrianarivo, 2021)

a. Technique
Aprées la répartition du bouillon MH additionné du Tween 80 dans tous les puits avec
différentes quantités, une contraction de I’HE a été ajoutée dans les premiers puits, ensuite,

des dilutions successives ont été réalisées.
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L’inoculum standardisé de chaque souche testée a été ensemencé par ordre des souches de
la microplaque, les premiers lignes sont utilises comme un témoin positif et | autre comme

témoin négatif, L’incubation de la microplaque a été réalisée pendant 24 H a 37 C°.

La CMI est indiquée par la cupule qui contient la plus faible concentration de 1 huile

essentielle ou aucune colonie bactérienne n est observées, les résultats sont lus a I’ceil nu.

1.3.2.4 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en

huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de I’inoculum bactérien initial.

Une quantité de la solution a été retiré¢ de tous les puits en partant de la CMI et étalée sur

gélose Mueller-Hinton et incubés pendant 24 h / 35 ° C pour déterminer la CMB.

A T’observation, la plus faible concentration de I’huile essentielle qui ne laisse survivre la
bactérie (absence de croissance) correspond a la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

(Ben-Moussa et al. 2020).

La détermination du pouvoir antibactérien (bactéricide, bactériostasie) de 1’huile essentielle
consiste a calculer le rapport CMB/CMLI, lorsque ce rapport est inférieur ou égale a 4 : ’huile
est dite bactéricide, alors que s’il est supérieur a 4 : I’huile est dite bactériostatique (Bonou et

al. 2016).
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Chapitre 2 : Résultats et discussion

2.1 Extraction de ’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis

2.1.1 Rendement de I’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis
L'hydrodistillation des feuilles d’E. camaldulensis a été réalisée avec un appareil Clevenger.
Le rendement moyen en huile essentielle des quatre extractions était d'environ 0,32 %

(Annexe 02).

Tableau 7: Variation du rendement en huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus
camaldulensis dans diverses régions d’Algérie

Région La Tnoukla | Tahir La forét Ain Constantine
commune | (Tébessa) | (Jijel) de Témouchent
de Tébessa Mahouna
(Guelma)
Rendement
en huile
essentielle 0.32 0.96 0.62 0,78 0.60 1,47
(%)

Echantillon | Bourahla | Benbelli | Bouderbala | Salemkour Sahraoui et

Références de la et al. & etal. 2020 | & Rahaoui | al.2022
présente 2020 Ghemit, 2019
étude 2022

La comparaison des résultats du rendement en huile essentielle des feuilles d'Eucalyptus
camaldulensis entre la commune de Tébessa et d’autres régions en Algérie met en évidence

des différences significatives ; on observe des valeurs comprises entre 0.32% et 1.47 %.

La teneur en huile essentielle de la présente étude (0.32%) peut étre considérée relativement
faible par rapport aux autres régions mentionnées. Celui d’Ain Témouchent : 0.60%, et Tahir
(Jijel) : 0.62% étaient presque similaires. En revanche, Constantine présente le rendement le
plus élevé de tous, avec 1.47%. Cela indique que cette région particuliére bénéficie de

conditions propices a la production de l'huile essentielle d'Eucalyptus camaldulensis.
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Cette variation de rendement peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tel que : la nature du
sol, la période du récolte de la matieére végétale, I’age de I’arbre, les conditions climatiques,

ainsi que le temps d’extraction (Fajar et al. 2019 ; Achmad et al. 2018).

On peut remarquer également une différence significative entre le rendement de
I’échantillon de la commune de Tébessa (0.32%) et celui de Tnoukla qui est aussi dans la
wilaya de Tébessa (0.96%). La différence est en faveur de cette dernicre, ce qui peut étre

attribué a plusieurs facteurs :

e Environnement périurbain vs site naturel :

Le site de récolte a Tébessa est une région périurbaine, ce qui signifie qu'elle est plus
influencée par les activités humaines et les conditions environnementales urbaines. En
revanche, Tnoukla est un site naturel, ou les conditions peuvent étre plus proches de
I'habitat naturel de ['Eucalyptus camaldulensis. Cette différence environnementale

peut jouer un role dans la performance des arbres et le rendement en huile essentielle.

o Age des arbres :
L'age de l'arbre d'Eucalyptus camaldulensis a Tébessa est de 11 ans, tandis qu'a
Tnoukla, il se situe entre 20 et 25 ans. En général, les arbres plus 4gés ont tendance a
avoir un rendement en huile essentielle plus élevé, car ils ont eu plus de temps pour se

développer et accumuler des composés aromatiques (Fajar ez al. 2019).
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2.1.2 Caractéristiques organoleptiques

Résultats et discussion

Les caractéristiques organoleptiques de l'huile essentielle des feuilles d'Eucalyptus

camaldulensis obtenue sont conformes aux paramétres définis dans les normes de 'AFNOR

qui sont utilisés pour évaluer la qualité et I'authenticité des huiles essentielles (tableau 8)

Tableau 8: Caractéristiques organoleptiques de I’HE des feuilles d’E. camaldulensis obtenue

Caractéristiques Texture Couleur Odeur

organoleptiques

Normes AFNOR Liquide mobile, Presque incolore a Caractéristique

) limpide jaune pale fraiche, plus ou
(Mehani, 2015)

moins eucalyptolée
selon I’origine
L’HE obtenue Liquide et limpide jaune pale Fraiche, moins

eucalyptolée

2.2 Résultat de la vérification de pureté des souches

La vérification de la pureté des souches bactériennes nous a permis d obtenir les résultats

présentes dans le tableau 9.
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Tableau 9: Aspect macroscopique et microscopique des souches bactériennes testées
(photos personnelles, 2023)

Espéces Gram et | Observation microscopique L’aspect des souches
forme
E. coli Bacille
négatif
S. marcescens Bacille
négatif

SOl S a

.

1

K. pneumoniae | Bacille

négatif

S. aureus Cocci

positif
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S. epidermidis Cocci

positif

2.3 Etude de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle des feuilles
d’Eucalyptus camaldulensis

2.3.1 Détermination de la CMI sur milieu gélosé
L’action inhibitrice se traduit par ’apparition d’un halo clair autour du disque de papier
imprégné de I’huile étudiée, la figure 13 montre ces zones d’inhibition de 1’huile essentielle

sur les souches testées.

On constate apres incubation des boites, que I’'HE d’Eucalyptus camaldulensis marque un
effet antibactérienne sur les souches testées car 1’émergences des zones d inhibitions de la
croissance , la sensibilit¢ des souches testées varie selon les dilutions, et D’activité
antibactérienne la plus élevée de ’'HE est marquée par Staphylococcus aureus suivie par

Serratia marcescens , E. coli , klebsiella pneumoniae , Staphylococcus epidermidis.

On remarque que la concentration de I’HE affecte la sensibilité ou la résistance des souches
testées : les derniers dilutions n’appliquent aucune activité sur tous les souches testées, Ceci
peut étre expliqué par ’augmentation du pourcentage des molécules bioactive responsable de

son effet antibactérien (Kheyar et al. 2014).

Aucune inhibition n'a été détectée pour I'ensemble des souches soumises au test en utilisant

du DMSO.
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Figure 13: Zones d’inhibition de croissance des souches bactériennes avec I’HE des feuilles
d’E. camaldulensis et ses dilutions (photos personnelles, 2023)

A. Escherichia coli, B. Serratia marcescens, C. Klebsiella pneumoniae, D. S.aureus,

E. S. epidermidis.
35



Chapitre 2

discussion

Tableau 10: Effet antibactérien de I’HE extraite des feuilles d 'Eucalyptus camaldulensis a diftérentes dilutions sur les souches bactériennes

testées.

Résultats et

Les souches bactériennes

Dilutions de ’HE extraite des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis

HE pure 2.5 mg/ml 1.25 mg/ml 0.625 mg/ml 0.321 mg/ml 0.156 mg/ml

5 mg S D(mm) S D(mm) S D(mm) S D(mm) S D(mm) S

G+ S. aureus 24.7+¢0.58 | +++ | 21.02+1.08 | +++ | 14.78+0.49 | + | 11.76£0.12 | + | 07.91£0.29 | - | 07.69+0.14 | -

S. epidermidis | 15.16+0.34 | ++ | 14.10£0.66 | + | 08.73£0.47 | + | 08.34+0.81 | + | 06.86+0.06 | - | 06.75+0.22 | -

E. coli 17.60+0.14 | ++ | 16.14+£0.62 | ++ | 13.50+0.21 | + | 12.24+0.20 | + | 07.06+£0.17 | - | 06.95+0.24 | -

G- Serratia 19.44+1.16 | ++ | 17.95£0.54 | ++ | 13.82+1.01 | + | 08.84+0.49 | + | 07.31+0.22 | - | 07.14£0.24 | -
marcescens

Klebsiella 18.29+1.22 | ++ | 15.09£1.47 | ++ | 10.49+0.29 | + | 09.11+0.19 | + | 07.95+0.04 | - | 07.35+0.10 | -
pneumoniae

+++ : Extrémement sensible

++ : Tres sensible

+ : Sensible

- : Non sensible ou résistante
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D’apres le tableau précédent On a observé une fluctuation dans les valeurs des diametres
des zones d’inhibition de croissance des souches bactériennes testées vis a vis aux différentes

concentrations de I’HE des feuilles d 'Eucalyptus camaldulensis.

Toutes les souches bactériennes testées ont marquées une résistance a 1’activité de I’HE
dans les dilutions 0,321 mg/ml et 0,156 mg/ml avec un intervalle des diametres de 6,75 mm a
7,95 mm, par contre dans le cas des dilutions 0,625mg/ml et 1,25mg/ml elles ont montrées
une sensibilité a ’activité d’Eucalyptus camaldulensis avec un intervalle des diamétres de

8,34 mm a 14,78 mm.

Staphylococcus aureus c’est la seule souche qui a marqué une hypersensibilité¢ a 1’activité
de I’HE pure 5mg et sa premiere dilution 2,5mg/ml avec un intervalle de diameétre de 21,02
mm a 24,7 mm par contre, Des études similaires ont été rapporté par (Abdellah et al, 2013)

montre que S. aureus est la plus sensible vis-a-vis a I’HE d’Eucalyptus camaldulensis.

Serratia marcescens a été classé la deuxiéme avec une forte sensibilité a I’activité de I’'HE a
un intervalle de diameétre de 17,95 mm a 19,44 mm, en revanche E. coli et Klebsiella
pneumoniae manifestent presque le méme degré de sensibilités avec un diameétre qui varie

entre 15,09 mm et 18,29 mm.

Les valeurs des diamétres des zones d’inhibition révélent que I'HE de [’Eucalyptus
camaldulensis montre une forte activité antibactériennes sur toutes les souches bactériennes

testées, nos résultats étaient identiques a ceux obtenues par Fenghour et al. (2021).

Nos résultats presque concordent avec ceux rapportés par Djebbari et al. (2021), ils
montrent que L’Eucalyptus camaldulensis a un effet antibactérien sur les souches
bactériennes a Gram positives, avec des zones d’inhibitions de 17,67mm (cas de S. aureus) et
10,67mm dans le cas d’Enterococcus feacalis tandis que les souches bactériennes a Gram
négatif notamment, E. coli et K. pneumoniae ’huile a marqué un effet antibactérien moyen

avec de faibles diamétres d’inhibitions de 8,17mm.

L Eucalyptus camaldulensis a une activité¢ inhibitrice sur E. coli, E. feacalis et K.
pneumoniae d’aprés Mehani (2015). Des résultats similaires ont été rapportés par Bourahla et
al. (2020) qui ont réalisés leur étude dans le laboratoire de microbiologie de départements de
biologie appliquée de ['université d’Echahid Laarbi Tébessi et ils ont montré que ’HE
d’Eucalyptus camaldulensis de la région de Tébessa (Tnoukla) posséde un large spectre

d’activité antibactérienne notamment sur S. aureus.
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Enfin, Chaves et al. (2018) ont examiné I'effet antibactérien de I'huile essentielle
d'Eucalyptus camaldulensis sur les deux souches bactériennes Staphylococcus aureus (SARM)
et Escherichia coli. Cette huile a présenté une activité significative contre Staphylococcus

aureus (CMI = 1000 pg . ml '), alors qu'elle était inactive contre Escherichia coli

(CMI > 1000 pg . ml 7).

2.3.2 Détermination de la CMI sur milieu liquide

La méthode de microplaque nous a permis d’obtenir les valeurs de concentrations

minimales inhibitrices.
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Figure 14: Observation de la microplaque utilisée dans la détermination de la CMI

A: témoin positive, B: t¢émoin négative, C : E coli, D: S marcescens, E : K. pneumoniae,
F: vide, G : S epidermidis, H : S aureus

Aprés incubation de la microplaque on a remarqué une absence de la croissance bactérienne
dans les premiers quatre puits d’E. coli, la méme chose pour Serratia marcescens, et
klebsiella pneumoniae, par contre Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis ont

marqué une croissance (la formation d’un biofilm) a partir du troisiéme puits.
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Les valeurs de la CMI varient de 1,25mg/ml a S5mg/ml. Pour chacune des souches ayant
montrées un certain degré de sensibilit¢ vis a vis de I’huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis ; La meilleure CMI a été obtenue avec Escherichia coli, Serratia marcescens et

klebsiella pneumoniae, qui étaient les especes ayant la valeur la plus faible : 1,25mg/ml.
On a obtenu la méme CMI pour S .aureus et S. epidermidis avec une valeur de Smg/ml.

Enfin, On a remarqué que I’activité¢ antimicrobienne de I’HE d’Eucalyptus camaldulensis
est plus forte sur les bactéries a Gram négatif que celles a Gram positif. Car la composition de
I’enveloppe cellulaire a un impact sur la sensibilit¢ des souches bactériennes vis-a-vis de
I’activité des huiles essentielles. En effet, cette sensibilité dépend aussi des propriétés de I’HE,
par ce que leurs actions inhibitrice et bactéricide sont dues a leur richesse en molécules

actives (Farah et al. 2001).

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice de I’huile essentielle étudiée sur les

souches testées sont rapportés sur les tableaux et les figures suivants.
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Tableau 11: Lecture de la microplaque pour la détermination de la CMI

Résultats et discussion

Souches
bactériennes | Pure | Smg/ml | 2,5mg/ml | 1,25mg/ml | 0,625mg/ml | 0,312mg/ml | 0,156mg/ml | 0,078mg/ml | 0,039mg/ml | 0,019mg/ml
testées
- - - - + + + + + +
E. coli
- - - - + + + + + +
S. marcescens
K. - - - - + + + + + +
pneumoniae
- - + + + + + + + +
S. epidermidis
S. aureus - - + + + + + + + +

+ : présence d’un trouble / - : absence d’un trouble
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Tableau 12: Comparaison de la sensibilité¢ a I’'HE des feuilles d’E. camaldulensis de trois des
souches testées dans différentes régions d’ Algérie

Souches bactériennes
Région
K. pneumoniae E. coli S.aureus
Tébessa ++ ++ +++
(La présente étude)
Tébessa + + ++
(Djebbari & Barki, 2021)
Constantine ++ +++ ++
(Sahraoui et al, 2022)
QOuargla + + NT
(Mehani, 2015)
Ain Témouchent NT - +++
(Salemkour & Rahaoui,
2019)
Sidi Bel Abbés NT +++ +++
(Ghalem & Benali, 2014)

NT: non testée / +: sensible / ++: trés sensible / +++: extrémement sensible

Staphylococcus aureus a marqué une sensibilité extréme a 1’activit¢ de I’HE dans la
présente étude (Tébeesa), ce résultat est similaire a celui de Sidi Bel Abbes (Ghalem & Benali,
2014) et Ain Témouchent (Salemkour & Rahaoui, 2019), et elle a été tres sensible a Tébessa
(Djebbari & Barki, 2021) et Constantine (Sahraoui ef al, 2022).

Klebsiella pneumoniae a montré une sensibilité a 1’espéce E. camaldulensis de Constantine
(Sahraoui et al, 2022), par contre elle a été moins sensible a I’espéce de Tébessa (Djebbari &
Barki, 2021) et Ouargla (Mehani, 2015), et tres résistantes dans le cas des résultats qu’on a

trouvé (Tébessa).

E. coli a été extrémement sensible a ’activité¢ de ’HE de I’espéce de Constantine (Sahraoui
et al, 2022) et Sidi Bel Abbés (Ghalem & Benali, 2014), trés sensible a celle de notre étude
(Tébessa), et moins de sensibilité aux espeéces de Tébessa (Djebbari & Barki, 2021) et
Ouargla (Mehani, 2015) contrairement elle a été résistante a I’espéce d’Ain Témouchent

(Salemkour & Rahaoui, 2019).
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2.3.3 Les résultats de la CMB (concentration minimale bactéricide)
La détermination de la CMB a été réalisée a partir des puits qui n’ont pas présenté une

croissance bactérienne, apres incubation de 24h nous avons obtenu les valeurs de la CMB.

Les figures et les tableaux suivants montrent les résultats de la détermination de CMB de

I’EH des feuilles d’ Eucalyptus camaldulensis.

1.25 mg/ml

05 mg/ml A

Figure 15: Détermination de la CMB apres culture sur MH

A. S.aureus, B. S. epidermidis, C. Escherichia coli, D. Serratia marcescens,

E. Klebsiella pneumoniae.
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Les valeurs de la concentration minimale bactéricide que nous avons obtenu présentent une
certaine variabilité de souche a 1’autre, les souches a Gram négatif possédent la méme valeur

de CMB, ainsi que les Gram positives partagent la méme CMB.

On constate que ’'HE d’Eucalyptus camaldulensis a la capacité de tuer 99% de souches
bactériennes testées a Gram positif : Staphylococcus aureus, et Staphylococcus epidermidis,
et a Gram négatif : E. coli, Serratia marcescens et klebsiella pneumoniae avec respectivement

des concentrations d’HE de 10 mg/ml et 2,5mg/ml.

Tableau 13: Détermination du pouvoir bactéricide ou bactériostatique de I’HE des feuilles
d’Eucalyptus camaldulensis

Souches bactériennes CMI CMB Rapport CMB/CMI
E. coli 1.25 mg/ml 2.5 mg/ml 2
S. marcescens 1.25 mg/ml 2.5 mg/ml 2
K. pneumoniae 1.25 mg/ml 2.5 mg/ml 2
S. aureus 0S5 mg/ml 10 mg/ml 2
S. epidermidis 0S5 mg/ml 10 mg/ml 2

Les résultats du rapport CMB/CMI montrent que I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis est de nature bactéricide sur toutes les

souches bactériennes testées.
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Conclusion et perspectives

L’extraction de I’huile essentielle des feuilles d 'Eucalyptus camaldulensis a été réalisée par
la méthode d’hydrodistillation, 1’huile extraite est caractérisée par une couleur jaune pale et

de texture liquide limpide et d’odeur fraiche et moins eucalyptolée.

Le rendement moyen en huile essentielle des quatre extractions était d’environ 0,32%, il
est qualifié comme un faible rendement par rapport a d’autres régions d’Algérie notamment
Tnoukla qui a le méme climat semi aride et située dans la méme wilaya (T¢ébessa), vu certains
facteurs : la nature du sol, la période du récolte de la matiére végétale, 1’age de I’arbre, les
conditions climatiques, ainsi que le temps d’extraction (Fajar et al. 2019 ; Achmad et al.

2018).

L’étude de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle par la méthode de diffusion des

disques a montré une variation des résultats.

L’effet inhibiteur de I’HE sur Staphylococcus aureus est plus important par rapport aux
autres souches testées, Une forte sensibilité a été marquées par les souches suivantes :
Escherichia coli, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis

vis a vis a Pactivité de I’HE.

Les valeurs de la concentration minimales inhibitrice sur milieu liquide manifestent
I’efficacité de I’activité antibactérienne de ’'HE des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis sur

les bactéries a Gram négatif que celles a Gram positif.

< La CMI de I’HE pour Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus était la
plus ¢élevée par rapport aux autres souches testées par une valeur de 7,5 mg/ml

< Les valeurs de la CMI pour les bactéries a Gram négatif: Escherichia coli, Serratia
marcescens, et Klebsiella pneumoniae, était proche par une valeur comprise entre

1,875mg/ml et 3,75mg/ml.

Les résultats de la CMI et la CMB montres que I’'HE des feuilles d’Eucalyptus

camaldulensis est qualifiée comme bactéricide sur toutes les souches testées.

La CMI des bactéries a Gram négatif est de 2.5 mg/ml pour Escherichia coli, Serratia
marcescens et Klebsiella pneumoniae, alors que pour les bactéries a Gram positif :

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, est de 05 mg/ml.

En perspectives, il serait intéressant d’¢largir le champ d’application de I’huile essentielle

aussi bien, sur d’autres souches bactériennes qu’autres souches fongiques, provenant d’antres
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types d’infections. Egalement, il est important de déterminer les métabolites secondaires de la

plante par un screening phytochimique pour évaluer les composants actifs de la plante.

Enfin, des investigations supplémentaires seront nécessaires pour confirmer I'efficacité
réelle in vivo de cette huile essentielle testée en tant qu'agent antimicrobien alternatif dans le

traitement des infections bactériennes.
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Annexes




Annexe 01 : L’age de I’arbre d’ Eucalyptus camaldulensis

Pour déterminer 1’dge d’un arbre sans le découper, on doit d’abord mesurer sa circonférence
a hauteur de poitrine (CHP) : 1.5 m, puis on calcule le diametre du tronc.

En utilisant le diametre, nous pouvons déterminer 1'age approximatif de 1'arbre en le
multipliant par le facteur de croissance (The Nature Foundation of Will County, 2022).

On calcule le diamétre du tronc de I’arbre selon la regle générale :

La circonférence mesurée est CHP = 69.2 cm

692

=22.03

FC : facteur de croissance

Les augmentations du diameétre a hauteur de poitrine (DHP) des arbres pour 1’espéce
Eucalyptus camaldulensis est approximativement 1.89 ecm/an (Foroughbakhch et al. 2017).

22.03

1.89




Figure : L arbre échantillon d 'Eucalyptus camaldulensis (site périurbain de la ville de
Tébessa) (Photo personnelle, 2023).



Annexe 02 : Le rendement de I’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus
camaldulensis

Tableau : Le rendement de I’huile essentielle des feuilles d’ Eucalyptus camaldulensis

Essai Poids sec (g) Volume d’eau | Poids d’HE (g) Ruk (%)
(ml)
01 50 500 0.08 0.16
02 50 500 0.11 0.22
03 100 1000 0.39 0.39
04 100 1000 0.52 0.52
Moyenne 75 750 0.28 0.32




Annexe 03 : Matériel utilisé

Le tableau ci-dessous présente le matériel non biologique utilisé dans la partie expérimentale de ce travail.

Tableau : Matériel non biologique utilisé¢ dans la partie expérimentale

Les milieux de culture

Réactifs et produits

Appareillage

Verrerie

Petit matériel

Gélose de Mueller-Hinton
(MH)

Bouillon Mueller-Hinton
(MHB)

Bouillon nutritif
Gélose nutritive ordinaire

G¢élose de Chapman
(MSA)

DMSO : diméthyl
sulfoxide

Les colorants de Gram
Ethanol
Huile & immersion
Tween 80

Eau distillée

Appareil d’extraction des
huiles essentielles par
hydrodistillation de type
Clevenger.

Agitateur vortex
Etuve de 37°C
Réfrigérateur
Microscope optique X100
Balance de précision

Réfrigérateur pour la
conservation.

Eprouvette de 1000 ml
Flacons en verre.
Pipette Pasteur
Pipettes graduées
Tubes a essais
Béchers

Lames de microscope

Micropipettes
Tubes Eppendorf

Disque de papier Whatman
de 06 mm de diamétre

Boites de pétri de 90 mm
de diametre

Pince
Ecouvillons
Anse de platine

Plaque de microtitration a
96 puits

Pied a coulisse




Annexe 04 : Composition et préparation des milieux de culture :

e Les milieux solides :

Milieu de culture

Composition

Préparation

Gélose Muller Hinton | Infusion de viande de beeuf : 300 g/l Préte a I’emploi
(MH) :
Hydrolysat de caséine : 17,5 g/l
Amidon : 1,5 g/l
Agar: 17 g/l
pH7,4 + 0,2
G¢élose de Chapman Peptone : 10 g/l Homogénéiser la poudre
) ) contenue dans le flacon.
(MSA) Extrait de viande de beeuf : 1 g/l
Chlorure de sodium : 75 g/l Mettre 111 grammes de
Mannitol : 10 g/l milieu déshydraté dans un
litre d’eau distillée stérile.
Rouge de phénol : 0,025 g/
Meélanger jusqu’a obtention
Agar : 15¢g ) . \
d’une suspension homogene.
PH=T7.5 Chauffer lentement en
agitant fréquemment, puis
porter a ébullition jusqu’a
dissolution compléte.
Stériliser a I’autoclave a
121°C pendant 15 minutes.
G¢élose nutritive (GN) Extrait de viande de beeuf : 1 g/l Mettre en suspension 20 g de

Extrait de levure : 2 g/l
Peptone : 5 g/l
Chlorure de sodium : 5 g/l
Agar : 15 g/l

pH7,4 + 0,2

milieu déshydraté (BK144)
dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

Porter lentement le milieu a
¢bullition sous agitation
constante.

Répartir en tubes ou en
flacons.

Stériliser a I’autoclave a
121°C pendant 15 minutes.




e Les milieux liquides :

Milieu de culture

Composition

Préparation

Bouillon Muller Hinton

Infusion de viande : 2,0 g/l

Me¢langer 25 grammes de

(MHB) ] milieu déshydraté dans 1 litre
Hydrolysat de caséine : 17,5 g/l d’eau distillée stérile jusqu’a
Amidon de mais : 1,5 g/l obtention d’une suspension
homogéne.
pH final 7,3 £ 0,1
Stériliser a I’autoclave a
Ca*": 20-25mg/L 121°C pendant 15 minutes.
Mg>: 10-12,5 mg/L Répartir en tubes ou flacons
stériles (BioRad).
Bouillon nutritif (BN) Extrait de viande de beeuf : 1 g/l | Mettre en solution 20,0 g de

Extrait de levure : 2 g/l
Peptone : 5 g/l
Chlorure de sodium : 5 g/l

PH74 + 0,2

milieu déshydraté dans 1 litre
d'eau distillée ou
déminéralisée.

Agiter lentement jusqu'a

dissolution compléte.

Répartir en tubes ou en
flacons.

Stériliser a I'autoclave a
121 °C pendant 15 minutes.

Refroidir le bouillon a
température ambiante.
(BIOKAR)




Annexe 05 : Examen microscopique par coloration de Gram
1- Prélévement
- Déposer une goute d’eau physiologique sur une lame de verre.

- A l'aide d'une anse de platine stérile, prélevez une petite quantité de la culture bactérienne et
étalez-la sur la lame de verre pour obtenir un frottis mince et uniforme.

- Laissez sécher a 'air.

Figure : Préparation du frottis (photos personnelles, 2023)

2- Fixation

- Faites passer la lame a travers une flamme pour fixer les bactéries sur la surface de la lame.
Assurez-vous de ne pas surchauffer la lame, ce qui pourrait endommager les cellules.

3- Réalisation de la coloration
-Disposer les lames de frottis horizontalement sur un support de lame

Coloration par le cristal violet oxalate (violet de gentiane) :

1-Recouvrir la lame avec la solution de cristal violet
2-Laisser agir 1 min
3-Rincer a I’eau pour enlever toute trace de colorant en exces

Coloration au liquide de lugol stabilisé :

1-Rincer avec un jet de solution de lugol pour enlever toute trace d’eau
2-Recouvrir la lame avec la solution de lugol

3-Laisser agir 1 min



4-Rincez rapidement a I’eau

|

\.,,

Figure : Application du lugol (photo personnelle, 2023)

Décoloration a I’alcool

-Recouvrir la lame d’alcool 100°
-Attendre 15 secondes

Recoloration a la fuchsine :

1-Recouvrir la lame avec la solution de fuchsine
2-Laisser agir 1 min
3-Rincer a I’eau de robinet pour enlever toute trace de colorant en exces

4-Sécher les lames.

Figure : Séchage des lames (photo personnelle, 2023)



4- Observation microscopique

-Observer a I’objectif x100 avec une goutte d’huile a immersion.

il

Figure : Mise en place de la lame au microscope optique x100 (photos personnelles, 2023)

Aprés I’observation : Les bactéries a Gram(-) apparaissent rose et
bactéries a Gram (+) violettes



Annexe 06: Caractéristiques des souches bactériennes testées :

1- Souches bactériennes a Gram positif

e Staphylococcus aureus

‘cc.VQSpot Magn Det WD‘»L_&I: Tum £

SJOKVE1.0 20000x¢SE ‘.(8,3 |

Figure : Staphylococcus aureus

observées par microscope ¢électronique a balayage

Gram : positif (+)

Aspect macroscopique : (sur la gélose au
sang) colonies pigmentées (créme /gris /
gris-blanc avec une teinte jaunatre allant du
jaune a l'orange), lisse, entiére, 1égérement
surélevée et hémolytique varient entre 1 a 3
mm de diametre en 24 h (Midireh, 2022).

Aspect microscopique : coccis en grappes
de raisin

Lieu de récupération : EPH Bouguerra
Boulaaras Bekkaria - Tébessa

(CDC Public Health Image Library (PHIL), 2021).

e Staphylococcus epidermidis

10um

Figure : Staphylococcus epidermidis

formant un biofilm observée par microscope

¢lectronique a balayage (Donlan, 2001).

Gram : positif (+)

Aspect macroscopique : Les colonies
apparaissent lisses, rondes, bombées, non
pigmentées en 18 heures, non hémolytiques
sur gélose au sang de mouton. Sur milieu de
Chapman, les colonies sont mannitol négatif
(Clave, 2019).

Aspect microscopique : coccis en amas,
immobiles.

Lieu de récupération : EPH Bouguerra
Boulaaras Bekkaria - Tébessa



2- Souches bactériennes a Gram négatif

e Klebsiella pneumoniae

Figure : klebsiella pneumoniae

observées par microscope ¢électronique a balayage

(Brain, 2023).

o FEscherichia coli

waw.microbiologyinpictufes,com

Figure : Escherichia coli observée par

microscope ¢lectronique a balayage

Gram : négatif (-)

Aspect macroscopique : L'aspect général
des colonies sur gélose nutritive: colonies
larges, bombées, trés muqueuses, lisses et
brillantes (Denis et al.2011).

Aspect microscopique : bacilles
immobiles.

Lieu de récupération : EPH Bouguerra
Boulaaras Bekkaria - Tébessa

Gram : négatif (-)
Aspect macroscopique :

Colonies rondes, lisses, a bords
réguliers, de 2 a 3 mm de diametre, non
pigmentées sur les milieux géloses,
elles peuvent étre hémolytiques sur
gélose au sang.

Aspect microscopique : bacilles le
plus souvent mobiles.

Lieu de récupération : Laboratoire
d’analyses médicales Hannibal -
Tébessa

(National institute of allergy and infectious diseases, 2015).



e Serratia marcescens

Figure : Serratia marcescens observée par
microscope ¢électronique a balayage

(Hardjito et al. 2002).

Gram : négatif (-)

Aspect macroscopique : colonies
rondes, bombées, lisses, pigmentées
en rose.

Aspect microscopique : bacilles
généralement mobiles

Lieu de récupération : Laboratoire
d’analyses médicales Hannibal -
Tébessa



Annexe 07 : Lecture des concentrations minimales bactéricides d’HE
d’Eucalyptus camaldulensis sur les souches testées

Tableau : Lecture des concentrations minimales bactéricides d’HE d’Eucalyptus
camaldulensis sur les souches testées

Souches bactériennes
Dilutions
E. coli | S. marcescens | K. pneumoniae | S.aureus | S. epidermidis
10 mg/ml - - - - -
0S mg/ml - - - - -
2.5 mg/ml - - - + +
1.25 mg/ml - - - + +




Annexe 08 : Standard McFarland

Pour standardiser la turbidité des suspensions bactériennes, on a préparé un standard de
McFarland 0,5.

Composition du standard :

Le standard de McFarland 0,5 est préparé en utilisant une solution de sulfate de baryum
(BaSOs) a une concentration de 2.40 10~ mol/l, préparée a partir d’Acide sulfurique H>SO4 et
du chlorure de baryum Ba Cl..

Acide sulfurique Chlorure de baryum Sulfate de
HZSO4 Ba Cl2 baryum
1% + 1,175 g/L - BaSO4
99,95 ml 0,05 ml 2.40 105 mol/l.

Préparation :

1. Préparation de la solution de chlorure de baryum : Dissoudre 1.175 g de chlorure de
baryum dans 1L de 1'eau distillée pour obtenir la concentration désirée : 1,175 g/L.

2. Préparation de la solution d'acide sulfurique : Diluer de I'acide sulfurique concentré
dans de I'eau distillée pour obtenir une solution d'acide sulfurique diluée a 1%.




Préparation de I’acide sulfurique H2SO4 sous la haute

3. Combinaison des solutions : Mélanger la solution de chlorure de baryum avec la
solution d'acide sulfurique : 0,05 ml de la solution de chlorure de baryum avec 99,95
ml de la solution d'acide sulfurique.

4. Homogénéisation du mélange : bien mélanger les solutions d'acide sulfurique et de
chlorure de baryum pour obtenir une homogénéité dans la concentration et la turbidité.

5. Vérification de la turbidité : Utiliser un spectrophotométre pour mesurer la densité
optique du mélange. L'objectif est d'obtenir une densité optique correspondant au
standard de McFarland 0,5, qui se situe généralement entre 0,08 et 0,1. Si la densité
optique est inférieure au standard, ajustez le mélange en ajoutant plus de solution de
chlorure de baryum ou en augmentant la concentration d'acide sulfurique.

Mesure de I’absorbance a une longueur d’onde de 625 nm

Interprétation :
Selon la fiche technique du standard de McFarland du biomérieux :

Le standard de McFarland 0.5 est 1’équivalent d’une suspension bactérienne a une
concentration de 150 x 104 UFC/ml.



