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rResume

Le premier objectif de notre étude est de mieux connaitre I’Eucalyptus camaldulensis a

travers 1’étude de sa fraction aromatique (HE).

Nous avons montré les caracteres organoleptiques de I’huile essenticlle de cette essence
qui est de couleur jaune foncé, avec une odeur agréable et un gout caractéristique. Le
rendement en huile essentielle obtenu par I’hydrodistillation de type Clevenger de la plante
Eucalyptus camaldulensis est de 0,96%.

Le deuxieme objectif est I’étude qualitative et quantitative de I’activité antibactérienne
de I'huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis sur différentes souches bactériennes

provenant d’infection urinaire humaine (ECBU).

Les huiles essentielles pures et leurs dilutions (1/2, 1/4,1/6 ,1/8 et 1/16) ont été testées
sur les souches bactéeriennes étudiées (3 souches a gram+ et 4 souches a Gram-). Les
résultats des activités antibactériennes ont montré que 1’huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis présentent une bonne activité inhibitrice qui différe d’une souche a I’autre ;
Staphylococcus aureus (17 mm), Escherichia coli (15,66mm), Klebsiella pneumoniae (13

,66 mm), Staphylococcus saprophyticus (12mm) et Proteus mirabilis (8 mm).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles (0,06% a 0,16%)
(v/v) a été suffisante pour arréter la croissance de Klebsiella pneumoniae et Escherichia
coli ; Tandis que Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus et Proteus

mirabils ont résisté jusqu'a la concentration en huile essentielle de 1% (v/v) .

Par ailleures, Entrococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa n’ont montré aucune

sensibilité vis-a-vis d’huile essentielle d’ d’Eucalyptus camaldulensis.

Mots clés : Eucalyptus camaldulensis, Huile essentielle, Souches bactériennes, Activité

antibactérienne, CMI.
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The first objective of our study is to better understand Eucalyptus camaldulensis through
the study of its aromatic fraction (HE).

We have shown the organoleptic characteristics of the essential oil of this essence which
is dark yellow in color, with a pleasant odor and a characteristic taste. The yield of
essential oil obtained by the Clevenger type hydrodistillation of the Eucalyptus
camaldulensis plant is 0,96%.

The second objective is the qualitative and quantitative study of the antibacterial activity
of the essential oil of Eucalyptus camaldulensis on different bacterial strains originating
from human urinary tract infection (ECBU).

Pure essential oils and their dilutions (1/2,1/4, 1/ 6, 1/8 and 1/16) were tested on the
bacterial strains studied (3 strains at gram + and 4 strains at Gram-). The results of the
antibacterial activities have shown that the essential oil of Eucalyptus camaldulensis has a
good inhibitory activity different from one strain to another so that their average diameter
of inhibition is as follows:

Staphylococcus aureus (17 mm), Esherichia coli (15.66 mm), Klebsiella pneumoniae
(13.66 mm), Staphylococcus saprophyticus (12 mm), Proteus mirabilis (8 mm) and
Entrococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa (0 mm).

The minimum inhibitory concentration (MIC) of (0.06% to 0.16%) (V / v) was sufficient
to stop the growth of Klebsiella pneumonia and Escherichia coli. While Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus and Proteus mirabilis resisted up to an essential oil
concentration of 1% (v / v).

Elsewhere, Entrococcus faecalis and Pseudomonas aeruginosa showed no sensitivity to

with essential oils of Eucalyptus camaldulensis.

Keywords: Eucalyptus camaldulensis, essential oil, antibacterial activity, MIC.
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Introduction

Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies, ces plantes
représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité de structures chimiques et ils
possédent un trés large éventail d’activité biologique. Cependant, I’évaluation de ces
activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire 1’intérét de nombreuses études
(Mazari et al, 2010).

Les plantes médicinales constituent un groupe numériquement vaste de plantes
¢conomique importantes. Elles offrent une solution d’alternatif aux médicaments et
contiennent des composants actifs résultants de métabolite secondaire produits a partir de
métabolisme des nutriments qui sont utiliseés par I'homme dans son arsenal thérapeutique.
Ces composants actifs se distinguent par plusieurs catégories telles que les alcaloides, les
flavonoides, les tanins, les huiles essentielles et d'autres composées (Mehani ,2015).

Les huiles essentielles représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans la
pharmacologie car elles ont un effet spécifique sur d’autres organismes .En cosmétologie,
comme base de fabrication de parfum et de produits dermatologiques. En agroalimentaire
pour rehausser le gout, parfumer et colorer les aliments et leur conservation. Les huiles
essentielles ont un spectre d’activité trés large due principalement a leur grande affinité
gréce a leurs natures, pour cela, les activités antibactériennes de ces produits ont été

rapportées dans de tres nombreux travaux (Nedjai, 2017).

L’usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la
découverte de processus de synthese organique et la naissance de 1’industrie
pharmaceutigue .elles sont considérées comme un veéritable réservoir de molécules de base

qui sont irremplacgables (Ouraini, Agoumi et all., 2007).

Un intérét considérable a été suscité aux huiles essentielles extraites a partir de plantes
aromatiques et dotées d’activités antimicrobiennes vis-a-vis des microorganismes

pathogenes (Alzoreky et Nakahava, 2003).
L’ Algérie, par sa situation géographique offre une végétation riche et diverse. Un

grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément . L'intérét

porté a ces plantes n'a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres années. Leurs
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Introduction

propriétés, dues notamment a la fraction huile essentielle, peuvent étre mises a profit pour

traiter des différents types des infections (Mehani,2015).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on s'est
intéressé aux espéces de la famille des Myrtaceae. La plante sur laquelle a porté notre
choix est une espéce d'Eucalyptus (Eucalyptus Camaldulensis) provenant de la région de
Tnoukla (Tébessa); bien que relativement abondante et largement utilisée, cette espéce a
été peu étudiée. En effet, I'objectif de notre travail est de réalisé une étude qualitative et
quantitative de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle d'Eucalyptus Camaldulensis

sur des bactéries pathogénes, responsables d’infections urinaires humaines.
Notre étude comporte trois parties :

v' La premiere partie englobe une recherche bibliographique sur ’origine de la plante
et sa répartition mondiale ainsi qu’en Algérie, sa description, sa classification, son
extraction et ses propriétés thérapeutiques

v' Ladeuxiéme partie présente le matériel et méthodes utilisés pour la réalisation de
de I’extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus Camaldulensis et son activité

antibactérienne.
v' Latroisieme partie abordera les différents résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin, nous avons terminé par une conclusion générale avec quelques perspectives.
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01. La plante d’Eucalyptus camaldulensis :

1.1. Origine et répartition mondial d’Eucalyptus camaldulensis :

La répartition naturelle d'Eucalyptus camaldulensis couvre la plus grande partie du
continent australien, allant du territoire du Nord tropical a la région fraiche et tempérée du
Victoria. On le plante dans beaucoup de pays tropicaux et subtropicaux, c'est probablement
I'arbre le plus planté dans les zones arides et semi-arides du monde (Oyen et Lemmens,
2002).

C’est un Eucalyptus tres tolérant au stress salin et a la sécheresse, mais sa tolérance au
froid dépend des provenances. Les provenances du Sud de I’ Australie peuvent tolérer des
gels jusqu’a -8 °C et sont plus tolérantes que les provenances du Nord du pays. Les arbres
ont le plus souvent une taille moyenne, mais il existe des grands arbres chez cette espéce.
Les capsules florales sont insérées a ’aisselle des feuilles, au nombre de 7 a 11 ou plus

(Brooker et Kleinig, 1996).

E. pellita E. pellitaw Ezpetiita

5 =T

I équatorial [] aride [[T] méditerranéen [ continental & été chaud [l subarctique
Bl tropical humide [ subtropical sec B montagnard [ continental & été frais [ polaire
[ tropical sec I subtropical humide [ océanique [ continental & hiver sec [__] polaire diflandsis

Figure 01 : Repartition mondial d’Eucalyptus camaldulensis et autres
especes (Bouvet, 2013).

1.2. Répartition géographique d’Eucalyptus camaldulensis en Algérie :

Son introduction en Algérie fut par les frangais en 1860. L’espéce pionni¢re semble

étre I’Eucalyptus camaldulensis, mais d’autres espéces furent introduites dans des placettes
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d’essais notamment a Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone
d’introduction a été tellement favorable qu’on a assisté a des croissements naturels qui ont
donnés des hybrides dont I’Eucalyptus algériensis. Dans les années 40 et 50 les Eucalyptus
furent introduits dans 18 arboretums couvrant les étapes bioclimatiques humides et semi-
arides. Dans ce cadre pas moins de 130 espéces ont été plantés sur le territoire national.
Pendant les années 60 a 70, les reboisements a base d’Eucalyptus ont concernés
notamment I’Est (El-Kala, Annaba, Skikda, Tébessa), le centre (Tizi-Ouzou, Bainem) et
I’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins nationaux en produits ligneux

et papetiers (INRF, 1996).

1.3. La famille d’Eucalyptus :

Les Myrtaceae constituent une importante famille, avec 140 genres et plus de 3 100
especes, dispersées surtout dans les régions tropicaux, avec des centres de dispersion
particuliers comme I'Australie et I'Ameérique du Sud ou se trouvent beaucoup

d'endémiques.

Les principaux genres sont Eucalyptus, avec plus de 600 espéces originaires de
Malaisie , d'Australie et Eugenia (dedié a Eugene de Savoie,1663-1736 ; protecteur et
promoteur de la Botanique), avec 550 especes surtout d’Amérique tropicale , Syzygium,
avec plus de 300 especes d'Asie et d'Australie Mircia, avec 250 especes d’ Amérique
tropicale, Melaleuca, avec 220 espéces d'Indo-Malaisie et d'Australie, Cabperanhes, avec

130 especes d’Amérique tropicale, Psidium, avec 100 especes d'’Amérique tropicale.

La famille doit son nom au genre Myrtus, avec 2 especes des régions méditerranéennes
et d'Afrique du Nord (Mychel, 2010).

1.4. L’espéce d’Eucalyptus camaldulensis :

1.4.1. Définition :

Eucalyptus camaldulensis (gommier rouge - variétés diverses) :
L'Eucalyptus camaldulensis est I'arbre exotique le plus répandu en Algérie. Il convient a
tous les sols profonds de plaine, les lits d'oueds les terres non salées et sans calcaire. Il
craint les argiles compactes, les grands froids (moins de 9°) ; autrement il est tres plastique,
résistant & I'inondation et a la dessiccation du sol, au vent, a la chaleur. 1l donne un bois

rouge : perches, poteaux de mine, chauffage (Jacques, 1966).
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Eucalyptus est I’une des principaux genres forestiers plantés dans le monde Ils
comptent environ 600 a 700 espéces et variétés (Warot, 2006).

Ils ont été introduit dans nombreux pays, ils ont une croissance trés rapides,
I’Eucalyptus est st une espece trés cultivée prit rapidement une grande extension en
Algérie entre 1860 et 1870 (Daroui ,2012).

1.4.2. Noms vernaculaires :

Eucalyptus rouge, gommier rouge (Fr). River red gum, Murray red gum,red gum (En).
Eucalipto vermelho (Po). Mkaratusi(Sw). La dénomination "gommier rouge" est parfois
utilisée pour Eucalyptus camaldulensis, mais elle se rapporte également a d'autres espéces

de Myrtaceae ( Oyen et Lemmens,2002).

1.4.3. Description :

Le genre Eucalyptus est originaire de Tasmanie en Australie. Il fait partie de la
famille des Myrtacées, son nom a pour origine les mots grecs: eu «bien» et kaluptos
«Couvert». 1l fut décrit et baptisé en 1788 par le botaniste francais L'HERITIER
(Bigendako, 2004).

1.5. Aspect botaniques d’Eucalyptus camaldulensis :

1.5.1. Feuille :

L’Eucalyptus est un trés bel arbre de 30 a 35 m, jusqu’a 100 m dans son milieu naturel
(Traor, 1991), les Eucalyptus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais

différentes en fonction de ’age des rameaux.

Les jeunes rameaux : possedent des feuilles larges, courtes, opposées, sessiles, ovales,

bleu-blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervuré.

Rameaux plus agés : possedent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de 12 a
30cm, étroites, pointues, épaisses, vert fonce, courtement pétiolées, alternes et pendantes
Verticalement (Goetz et Ghedira, 2012).
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Figure 02: les feuilles d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle, 2020)

1.5.2. L’écorce :

L’¢écorce est de couleur et de texture variable selon les especes. Souvent elle présente
plusieurs couleurs, et se détache en lambeaux qui tombent au sol, mais 1’écorce peut étre

aussi dure, fibreuse, floconneuse, lisse (Mekelech, 2015).

Figure 03 : Une écorce d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle
,2020).

1.5.3. Fruit :
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Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturite, dure,
anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant légérement par trois, quatre ou cinq fentes (qui
dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et
minuscules (Goetz et Ghedira, 2012) .

Figure 04 : Fruit d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle ,2020).

Figure05 : Arbre d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle ,2020)

1.6. Classification d’Eucalyptus camaldulensis :
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La classification d’Eucalyptus camaldulensis est représentée dans le tableau d’aprés la

classification scientifique APG (Angiosperm phylogenetic group).

Tableau 01 : Classification d’Eucalyptus camaldulensis (Guignard, 2001).

Régne

Végétal

Embranchement

Spermatophyte

Sous embranchement

Angiosperme

Classe Eudicote
Sous-classe rosides

Ordre myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéece camaldulensis

Noms communs

Gommier, Gommier bleu, Arbre
au Koala, Arbre a la fievre

Nom vernaculaire

Arabe : ossllS | 5 e sl
Francais : Eucalyptus

1.7. Propriété thérapeutique:

Il est utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise pour une variété de maladies,

Ses principales utilisations sont la production des huiles essentielles, qui sont utilisées a

des fins médicinales et pharmaceutiques (Belyagoubi, 2012).

Les propriétés médicinales de I'Eucalyptus sont surtout attribuables a l'eucalyptol

(Aussi appelé 1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient

I’Eucalyptus s’est révélé étre efficace pour réduire la dose de corticostéroides utilisée par

des sujets souffrant d’asthme et pour combattre le rhume (Tesche ,Kehrl et al, 2008).
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Les Aborigenes (Australiens autochtones) utilisent traditionnellement les feuilles
d'Eucalyptus pour guérir les plaies et les infections fongiques. Les extraits des feuilles

d'Eucalyptus ont été approuvés en tant qu'additifs alimentaires et sont également utilisés
dans les formulations cosmétiques (Takahashi, 2004).
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Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’elles
s’en servent pour se nourrir et se soigner etc. (Menef et Mehrez, 2006), en particulier les
plantes dites aromatiques qui contiennent comme des huiles essentielles en grande quantité

dans les différentes parties de leur structure (Perillaud, 2018).

2.1. Définition :

Une huile essentielle se définit, selon la pharmacopée, comme un produit de composition

complexe renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux.

Une huile essentielle contient en moyenne soixante-quinze molécules actives (Laurain,
2012), leur densité inférieure a celle de I'eau, les HES peuvent étre synthétisés par tout organe
végetal (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines)
et stockes dans des cellules sécrétoires, des cavites, des canaux, des cellules épidermiques ou

des trichomes glandulaires (Labiod, 2016).

2.2. Etude chimique de I’huile essentielle d’Eucalyptus :

Il existe plusieurs centaines d'especes d'Eucalyptus portant toutes le nom
"Eucalyptus"” mais dont les différentes huiles essentielles présentent des compositions
extrémement diverses et dont les propriétés sont donc plus ou moins éloignées, voire parfois

opposées les unes aux autres (Franchomme et al, 2001).

La teneur des composés de I’huile essentielle d ' Eucalyptus camaldulensis est representé dans
le tableau suivant :

Tableau 02 : La composition chimique des huiles essentielles
d’Eucalyptus camaldulensis (Kara et Saidii ,2016).
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Composé (%) Eucalyptus camaldulensis
Alpha pinéne 0.35
B-pinéne 0.15
a.phelladrene 0.66
1.8 Cinéole 2.23
Gamma Terpinéne 0.29
Linalol 0.81
Terpénene-4-ol 5.18
Alpha Terpinéol 2.68

2.3. Répartition des huiles essentielles dans la plante :

Les huiles essentielles sont produites par des cellules végétales spécialisées et peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux :
* les feuilles : Eucalyptus, Citronnelle, Laurier noble...
* les fleurs : Camomille, Lavande...
* les zestes : Citron, Orange, Bergamote...
* le bois : Bois de rose, Santal...
* |'écorce : Cannelle...
* la racine : Vétiver...
* les fruits : Anis, Badiane...
* les thizomes : Curcuma, Gingembre...
* les graines : Muscade
La synthése et I’accumulation des HES sont généralement associées a la présence de structures
histologiquement spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante.
On retrouve par exemple:
* les cellules a huiles essentielles : chez les Lauracées et les Zingibéracees
* les poils sécréteurs : chez les Lamiacées
* les poches sécrétrices : chez les Myrtacées et les Rutacées
* les canaux sécréteurs : chez les Apiecées et les Astéracées. (Kara et Saidii ,2016).

2.4. Conservation des huiles essentielles :
Il existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des

huiles essentielles (norme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le marquage des
récipients contenant des HEs (norme NF 75-002, 1996).
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La conservation des huiles essentielles nécessite un respect obligatoire de certaines regles
(Echchaou, 2018) a savoir :

e Les huiles essentielles se conservent bien a condition de ne pas les exposer a la
lumiére, c’est pourquoi il est recommandé de les stocker dans des flacons en
aluminium ou en verre teinté (brun, vert, ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiére
a une température ambiante jusqu’a vingt degrés.

e IL faut les tenir loin des sources de chaleur.

e [’espace d’air dans un bocal favorise leur oxydation, c’est pour cela qu’on préfere

plusieurs petits contenants lors de ’embouteillage et ’achat.

e IL faut bien refermer les flacons aprés usage, car les huiles essentielles sont volatiles,
par conséquent elles s’évaporent dans I’atmosphére et perdent progressivement leurs
propriétés et leur arome.

e Les flacons doivent étre stockes en position verticale, car en position horizontale il y a
un risque que le bouchon soit attaqué par I’huile (les huiles essentielles ont une action
corrosive sur le plastique).

2.5. Technique d’extraction de I’huile essentielle :

Divers procédés sont actuellement utilisés pour 1’extraction des produits aromatiques des
végétaux. Selon la technique utilisée, I’extraction des produits permet d’obtenir des huiles
essentielles, des pommades, des concrétes, des absolues, des rétinoides ou des infusions
(Mehani, 2015)

2.5.1. Extraction par Hydrodistilateur :

Elle est le procédé le plus répondu, car il convient a la majorité des plantes c’est la
méthode normée pour I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le controle de
qualité.

Le procédé consiste a immerger la matiére premiére vegétale dans un bain d’eau.
L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique, et comme
les HESs sont insolubles dans I’eau mais soluble dans la vapeur, lorsqu’on envoie de la vapeur
d’eau sur la plante, elle se charge au passage des huiles.

La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les
cellules végétales.

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique.
Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la somme des
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tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression d’évaporation, elle est
donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures.

Ainsi le melange azéotropique « eau + huile essentielle » distille & une température égale
100°C a pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart trés élevées, la vapeur d’eau ainsi restée de ceS essences est
envoyée dans un compartiment pour y refroidir. La, la vapeur redevienne donc liquide et les
huiles s’en désolidarisent (elles flottent a la surface). On les récupérent alors par décantation
(Labiod, 2016).

Figure 06:.Extraction par hydrodistillation (Laboratoire de microbiologie
appliquée, 2020).

2.6. Activités antibactériennes de I’huile essentielle :

Les molécules aromatiques possédant I’activité antibactérienne la plus importante
sont les phénols, les terpenes ou terpénoides ont aussi des effets contre les bactéries et
différents autres germes cousant des probléemes dans le domaine médicale et agroalimentaire.
Cependant le mécanisme de I’action de ces terpénes n’est pas entierement compris et qu’il

peut étre s’agit de la rupture de la membrane par les composes lipophiles.

D’une maniere générale, I’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :
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» Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
» Acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire

et la synthése des composants de structure.

»  Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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Figure 07: Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne
(Chibah et Djouaher , 2018).

2.7. Toxicité des huiles essentielles :

Les huiles essentielles d’Eucalyptus, en étant ingérées a forte dose, pourraient étre
toxiques au moins chez I'enfant. Les premiers symptémes sont d'ordre digestif, puis on
observe de I'nypotension, de I'nypothermie et des troubles mentaux.

En usage externe, des applications de quantités excessives d'essences d'Eucalyptus ont pu
aussi provoquer quelques troubles chez I’lhomme (Mychel, 2010).
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I1.1. Objectifs de travail :

L’ensemble de ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie du
département de Biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature
et de la vie, de I’Université Laarbi Tbessi de Tébessa pendant une durée de deux mois

(Janvier jusqu’au début de Mars) de ’année universitaire 2020.

Le but de ce travail consiste a I’étude «In vitro» de I’effet antibactérienne de I’huile
essentielle d’Eucalyptus camaldulensis sur différents souches bactriennes provenant
d’infection urinaire (Test ECBU).

Les souches bactériennes testés sont des souches pathogéenes clinique proviennent des
différents cliniques tels que :

Le laboratoire d’analyses médicale privé Dr. Ziadi, la polyclinique 04 mars 1956 et le

laboratoire d’analyses médical privé Dr. Allalou de Tébessa.

11.2. Préparation de I’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis
11.2.1. Matériel :
11.2.1.1. Matériel végetale :

Le materiel végétal est Eucalyptus camaldulensis .Les échantillons ont été récoltés dans
la région de Tnoukla la commune de Bekkaria (Tébessa) le 25 janvier 2020. L’age des
arbres est d’environ 25 ans. (Annex 01)

La récolte a été réalisée ’aprés midi, elle concerne seulement la partie aérienne de I’arbre

adultes ; choisis au hasard.

Figure 08 : Partie aériennes d’Eucalyptus camaldulensis (photos personnelles
,2020).
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Figure 09 : Région de récolte.

11.2.1.2. Produit chimique :

v Ethanol
v' Eau distillé
v’ Acétone

11.2.1.3. Appareillage:

Mortier avec pilon

Chauffe ballon

Appareil d’hydrodistilation de type « Clevenger »
Eprouvette

Flacons en verre

Réfrigérateur

Balance électronique.

AN N N N NN

11.2.2. Méthode :

11.2.2.1. Séchage de plante :

Les échantillons ont été bien séchés a une température ambiante, a ’abri de la
lumiére et de ’humidité pendant une période de 10 jours et sont conservés dans des
sacs propres pour éliminer toutes impuretés puis transportées au laboratoire de biologie

végétale du département des étres vivants afin de commencer les procédés d’extraction.
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Figure 10 : La plante d’Eucalyptus camaldulensis pendant le séchage (Photo
personnelle, 2020).

Figure 11 : Partie aérienne d’Eucalyptus camaldulensis apres séchage et
broyage. (Photo personnelle ,2020).

2.2.2. Extraction des huiles essentielles :

» Principe :

L’hydrodistilation est la méthode la plus simple, la plus anciennement utilisée
(Mebarki, 2010; Abdelli, 2017).
Le principe consiste a porter a ébullition dans un ballon, un mélange d’eau et de plante
dont on souhaite extraire I’huile essentielle. Les cellules végétales éclatent et liberent les

molécules odorantes, lesquelles sont alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles
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passent par un réfrigérant a eau ou elles sont condensees, puis sont recupérées dans un

récipient.
» Mode opératoire :

L’extraction des huiles essentielles de partie aérienne d’Eucalyptus camaldulensis a
été effectuée a 1’aide d’un dispositif de type clevenger. Avant I’emploi, ’appareil a été
rincé avec de ’acétone et 1’eau distillée afin d’éliminer les poussicres et les graisses
probablement présentes dans I’appareil pour éviter toute contamination de 1’huile au cours
de I’extraction.

Cette méthode consiste a introduire 100g de mateériel végétal dans un ballon de 2 L
contenant 650 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2 h 30 min & 3h
a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle, traversent le
réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter dans une ampoule de décantation, 1’huile
se sépare par la suite de I’eau par différence de densité (Figure 12).

Apres extraction et la récupération, le volume de 1’huile essentielle obtenu a été mesuré
puis conservé dans un flacon en verre stérile. Le flacon a été couvert d’un papier
aluminium a I’abri de la lumiére puis conservé dans un réfrigérateur jusqu'a son usage

pour les tests biologiques.

Figure 12 : Dispositif d’extraction des huiles essentielles de type clevenger +
flacon de I’huile d’Eucalyptus camaldulensis. (Photo personnelle ,2020)
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> Conservation de I’huile essentielle obtenue

L’huile essentielle étant volatil et peut étre cohésive dans certains cas donc sa
conservation nécessite certains conditions pour cela. L'huile essentielle ainsi obtenue est
conservée a 4 °C dans des flacons en verre brun jusqu'a son analyse (Salemkour et Rahaoui
,2019).

11.2.2.3. Détermination de rendement en huile essentielle :

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile
essentielle et la masse du matériel végétal utilisé pour cent grammes de matiére végétale
séche. Apres récupération des huiles essentielles, le rendement est calculé par la formule

suivante :

RHE%=MHE/Ms.100

RHE : Rendement en huile essentielle en (g) pour 100 g de la matiere séche
MHE : Masse d’huiles essentielles récupérées (g)

Ms : Prise d’essai du matériel végétal (g). (AFNOR, 1986).

11.2.3. Etude de PPactivité antibactérienne:

11.2.3.1. Matériels
11.2.3.1.1. Matériels biologiques :

++ Les souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes qui ont été testés pour déceler ’activité antibactérienne de
I’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis sont des souches pathogénes clinique
proviennent d’infection urinaire (retenue d’antibiogramme).Leur caractéristiques sont

donnés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Liste des caractéristiques des souches bactériennes testées.
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Nom de la souche Famille Forme | Gram | Lieu de récupération
Enterococcus Enterococcaceae coque | Positif | La polyclinique 04 mars
faecalis 1956
-Tébessa-
Le laboratoire d’analyses
Staphylococcus Staphylococcaceae | coque | Positif | médicale privé Dr. Ziadi
saprophitycus -Tébessa -
Le laboratoire d’analyses
Staphylococcus Staphylococcaceae | coque | Positif | médical privé
aureus Dr. Allalou
-Tébessa-
Escherichia coli Enterobacteriaceae | bacille | Négatif
Klebsiella bacille | Négatif | L laboratotre & andyses
Pneumoniae Enterobacteriaceae h P '
-Tébessa -
Pseudomenas Pseudomonadaceae | bacille | Négatif
aeruginosa
Proteus mirabilis Enterobacteriaceae | bacille | Négatif | La polyclinique 04 mars

1956
-Tébessa-

11.2.3.1.2. Les milieux de culture (annexe 02) :

AN NN NN

Chromagar d’orientation
Geélose Muller-Hinton (MH)
Gelose cétrimide (P.aeruginosa)
Hecktoen (P.mirabilis)
Mackonkey (E. coli)

11.2.3.1.3. Les reactifs chimiques :

v" Les colorants de Gram

v DMSO

11.2.3.1.4.Appareillage :

a) Grands matériels

Etuve

AN N NANAN

Plaque chauffante
Agitateur
Autoclave

Bain marie
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b) Petits matériels :

Bec Bunsen

Boites de pétri

Anse de platine
Portoirs
Micropipettes
Pipettes Pasteurs
Spatule

Barreaux magnétique
Papier Whatman n°1 de 6mm de diamétre
Ecouvillons stériles
Pince

Fond noire

Seringue
Compte-gouttes
Embouts

Pied a coulisse.

ANANANE NN N N N Y U N O N N N

c) les verreries :

v' Les flacons
v Béchers gradués
v" Tubes a essai stériles

v Lames et lamelles.

11.2.3.2. Méthodes :

11.2.3.2.1. Veérification de la pureté des souches bactériennes étudiées :

Les souches bactériennes sont retenues d’un antibiogramme des patients ayant des
infections urinaires, et pour vérifier la pureté des souches nous avons appliqué :

v" Ensemencement sur milieux sélectif 24h a 37°c.
v' Examen microscopique apres coloration de Gram (annexe 03).
v' Ensemencement sur chromagar d’orientation.

11.2.3.2.2.Méthodes d’étude de ’activité antibactérienne :

La méthode employée pour I’évaluation de I’effet antibactérien de 1’huile essentielle
d’Eucalyptus camaldulensis; est la méthode de diffusion a partir d’un disque de papier
Whatman (I’aromatogramme) qui permet la mise en évidence de I’activité antibactérienne
de I’huile essentielle , et la méthode de micro dilution qui a pour objectif de détermination
des CMI (concentrations minimales inhibitrices) (Yakhlef, 2010).
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11.2.3.2. 3. L’aromatogramme sur milieu solide :

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme. Elle a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
produits a tester et de s’appliquer a un grand nombre des espéeces bactériennes (Mehani,
2015).

Cette méthode consiste a mettre en évidence une éventuelle activité antibactérienne de
I’huile d 'Eucalyptus camaldulensis, en présence des germes testés. Des disques absorbants
stériles, imprégnés d’une quantité de 1’huile et disposés sur une gélose inoculée avec les
souches bactériennes. La diffusion de I’huile dans la gélose permet de suivre I’inhibition et
la croissance des germes qui se traduira par une zone claire autour de disque dite zone

d’inhibition.

Disque d= papier
imbibé d'luile Tapis bactetien
essentizlle /’/\\\\ \E(\
I ' /
o \ /7~
! \
| 0 m— | ( 0 | )
)/. f Incubation \ i S
Inoculum —\ /;’! 48h a 37°C N E /
bactérien \r/ en w
—
Boite de Pém Diamiire
avec pilose d'inhibition
nutritive

Figure 13 : Principe de la méthode de diffusion par disque (Medjekane,
2017).

A : Préparation de I’inoculum et ajustement de la charge bactérienne:

A partir d'une culture pure des bactéries sur chromagar d’orientation, nous avons raclé

a l'aide d'une pipette pasteur scellée 4 colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Ensuite, nous avons déchargé la pipette pasteur dans 10 ml d'eau physiologique stérile et

nous avons homogénéisé la suspension bactérienne afin de préparer des suspensions ayant
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une turbidité équivalente au standard McFarland 0.5 ce qui correspond a 1,5 x 108 UFC/ml
pour les bactéries (D.O =0.08 a 0.1 /A = 600nm). (Annexe 04).

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture si la DO est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile si elle est trop forte. La densité optique est ajustée a I’aide d’un

spectrophotometre.

c-Ajustement de la charge bactérienne. d- Enrichissement.

Figurel4 : Préparation de I’inoculum (photos personnelles ,2020).

B : Préparation des disques :

Nous avons utilisé le papier Whatman n°1 de 6 mm 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 ont placé dans I’autoclave pendant 20 minutes a
120 °C pour éviter tous risques de contamination au germe exogene au cours de

I’expérimentation.
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Figure 15: Etapes de préparations des disques (photos personnelles ,2020).

C : L’ensemencement :

Nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. Puis on
I’essorer sur les bords, et on fait frotter I’écouvillon sur la surface de la boite contenant la

geélose solidifiée (Muller Hinton) de haute en bas, en stries serrees.

L’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de Pétri d’un ongle de 60° a chaque
fois. Les boites ainsi ensemencées ont été mises a sécher pendant 20 min a température

ambiante.

a. Faire tremper I'écouvillon dans une suspension bactérienne (photos personnelles ,2020).
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b- Faire frotter I’écouvillon sur la surface de la boite contenant la gélose MH.

Figure 16: Ensemencement bactérienne (photo personnelle, 2020).

D : Depot des disques :

A T’aide d’une pince stérile, nous préparons trois disques pour chaque boite, qui sont
imbibés avec I’huile essentielle de la plante jusqu'a imprégnation total du disque. Les
disques ainsi traités sont déposés sur la face de la gélose Muller Hinton inoculée en les
appuyant légérement a I’aide d’une pince stérile, laissons diffuser, puis incuber a 37°C a

I’étuve pendant 24 heures.

Figure 17 : Dépo6t des disques sur milieu solide (photo personnelle, 2020).

E : Expression des résultats :

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle est déterminée en mesurant le
diameétre de la zone d’inhibition formée autour de chaque disque. Les diamétres des zones

d’inhibition sont ensuite mesurés au millimétre selon (Moreira, Ponce et al, 2005), la
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sensibilité des bactéries a ’huile essentielle a été classée selon le diamétre des halos

d’inhibition comme le résume le Tableau suivant :

Tableau 04 : Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés

(Moreira, Ponce et a ,2005).

Diametre de la zone Transcription Sensibilité des germes
d’inhibition (mm)
- Résistante
<8
+ Sensible
9-14
++ Tres sensible
15-19
+++ Extrémement sensible
>20

11.2.3.2.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et le pourcentage d’inhibition (1%) :
La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle

capable d’inhiber la croissance microbienne a 90% (Bendjelloul ,2018).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne est calculé par la formule
suivante : (Haddaf , Kaloustian et all.2004).

< % Inhibition = (D test / D control) x100 >

D test : diamétre de la zone d'inhibition.

D control: diametre de la boite de pétri
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a. Préparation des dilutions de I’huile essentielle d’Eucalyptus

camaldulensis:

Aprés la préparation d’une série de dilution [1/2,1/4,1/6, 1/8 et 1/16] (v/v) dans des
tubes des eppendorfs stériles. Nous I’avons diluée dans le DMSO (diméthylsulfoxide). Ce
choix a été fait parce que le DMSO est le solvant préférable pour la majorité des auteurs,
notamment, (Gachkar et al, 2006) qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun pouvoir

antibactérien puissant.

Le tableau suivant résume le protocole de préparation :
Tableau 05: Préparation des dilutions de 1’huile essentielle d’Eucalyptus

camaldulensis.

Concentration HE pour (ul) DMSO (unl)
1/2 500 500
1/4 250 750
1/6 125 875
1/8 62.5 937.5
1/16 31.25 968.75

Protocole d’ensemencement :

» Préparation d’inoculum selon la méthode précédente.
» Ecoulement de milieu de culture gélosé Mueller Hinton dans des boites de Pétrie.

» Préparation de I’huile essentielle, DMSO et les différentes concentrations de I’huile
dans des tubes des eppendorfs.

» Ensemencement par écouvillonnage de haute en bas, en stries serrées (1’opération
doit se faire deux fois).

» Des disques stériles sont imprégnés avec 10 pul d’HE ainsi que le DMSO et les
différentes concentrations de I’huile.

> Deépdt des disques, puis les boites de Pétri étaient maintenues pendant 20 min a
température ambiante et apres les incubées a 37°C pendant 24 h.
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Figure 18 : Préparation d’inoculum (photo personnelle, 2020).

Figure 19 : Ecoulement du milieu de culture MH (photo

personnelle, 2020).

Figure 20 : Ensemencement des bactéries sur MH (photo personnelle, 2020).
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Figure 21 : Préparation des dilutions, HE et DMSO (photo personnelle,
2020).

Figure 23 : Dépot des disques et incubation dans 1’étuve a 37°C

pendant 24h (photo personnelle, 2020).
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[11.1. Extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis

I11.1.1. Rendement de I’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis:

L’hydrodistillation de la partie aérienne de la plante a été réalisée avec le dispositif de
clevenger. Le rendement moyen en HE au mois de février est de = 0,96 %.
Ainsi que pour chaque extraction, nous avons pu récupérer une quantité de = 0,95ml d'HE
pour 100 g de matiére végétale seche (Annexe 05).

Cependant, le rendement en huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis est
équivalent a (0,96%0), la comparaison de nos résultats avec d’autres travaux sur la méme
espece, nous a amené a dire que notre résultat est presque similaire a celui de (Mehani,
2015) qui a trouveé (0,99 %) par rapport a différents endroits d’Ouargla, notre résultat est
supérieur a celui rapporté par (Bouchra et Rania, 2019) est équivalent a (0,6%b).

En Algérie, le rendement en HE peut varier d’une région a I’autre, Une étude réalisée
par (Ashraf et al, 2010), sur des feuilles d’Eucalyptus originaire de Pakistan et du Maroc
ont révélé une teneur en HE obtenu au cours de nos extractions est comprise entre (0,90%-
0,98%).

D’un autre c6té, certains auteurs notamment (Chalchat et al, 2000) estimé a (0,5%b),
un rendement en huile significativement plus élevé a été signalé pour I’Eucalyptus de
Taiwan (2,3%-3%), une autre étude de celle de ’espéce de Bejaia obtenu par (Makhlouf
et al ,2016) équivalent a (3,1%b).

Par ailleurs, certains auteurs notamment (Chalchat et al, 2000) ont estimé un
rendement égal a 0,5% pour I’Eucalyptus tandis qu’un rendement en huile a été
significativement plus élevé pour I’Eucalyptus de Taiwan (2,3%-3%) et celui de Bejaia
(3,1%) obtenu par (Makhlouf et al ,2016).

En général, ces divergences entre les différents résultats sont dues aux différents
facteurs : les espéces de plantes, les saisons, les régions géographiques, les produits et les
réactifs utilisés dans 1’extraction des huiles essentielles, les organes, le génotype des
plantes, la période de récolte, le degré les conditions, le temps , la température de séchage

et la présence des mauvaises herbes (Ghasemian, 2019).
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111.1.2. Caractéristiques organoleptiques :

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation du matériel végétal d’Eucalyptus
camaldulensis est de couleur jaune foncé. Elle présente une odeur tres forte, pénétrante et

prononcée fraiche, caractéristique de l'eucalyptol (1,8-cinéole).

Figure 24: Huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis (photo personnelle
2020).

Les parametres organoleptiques de I’HE sont en accord avec ceux répertoriés dans les
normes (AFNOR, 2000).
Tableau 06 : Caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle d’Eucalyptus

camaldulensis.

Caractéristiques Aspect Couleur Caractéristiques
organoleptiques

AFNOR Liquide Presque incolore fraiche, plus ou
mobile, a jaune pale moins Eucalyptolée
limpide selon I’origine

Huile essentielle
étudiee Liquide, Jaune foncé Fraiche Eucalyptolée
limpide

111.2. Etude de Pactivité antibactérienne
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I11.2.1. Veérification de la pureté des souches bactériennes étudiées :
Les résultats de la vérification de la pureté des souches bactériennes sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Aspect microscopique et macroscopique sur milieu chromagar des souches

bactériennes testées.

La souche Sous microscope Sur chromagar
bactérienne Apreés coloration
de Gram

E.faecalis

S.saprophyticus
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S.aureus

E. coli

K. pneumoniae
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P.aeruginosa

P. mirabilis

111.2.2. Méthode de diffusion sur disque « Aromatogramme » (annexe 06)

111.2.3.Evaluation qualitative de I'activité antibactérienne :

L'étude du pouvoir antibactérien d’Eucalyptus camaldulensis par la méthode de
diffusion sur gélose. La mesure de la valeur de diameétre des zones d'inhibition y compris le
disque (6 mm) permettent de déterminer cette activité antibactérienne de cette plante in
vitro. Le pouvoir antibactérien est obtenu par la mesure des diametres des zones
d'inhibition (mm).

L'échelle d'estimation de I'activité antibactérienne est donnée par (Moreira,Ponce et
al,2005).
Ils ont classé les diamétres des zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 4

classes:
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v" Résistante : D<8 mm
v" Sensible : 9 mm<D<14 mm
v" Trés sensible : 15 mm<D<19 mm

v Extrémement sensible : D>20 mm

Les résultats issus de l'activité antibactérienne de I’HE d’Eucalyptus camaldulensis par

la méthode de diffusion sur milieu solide sont indiqués sur le tableau suivant :

Tableau 08 : Valeurs des diamétres moyennes de la zone d’inhibition et pourcentage

d’inhibition de I’huile essentielle pure d’Eucalyptus camaldulensis.

Souche HE d’Eucalyptus camaldulensis
D (mm) 1%
E.faecalis 0+0 0
G+ | S. saprophyticus 12+0 13,33
S. aureus 17+1 18 ,88
E.coli 15,66 + 0,577 17,4
G- | k. pneumoniae 13,66 £ 0,577 15,17
P.aeruginosa 00 0
P. mirabilis 80 8,88

D : Diamétre, 1% : pourcentage d’inhibition

E.faecalis: Entrococcus faecalis , S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus S. aureus: Staphylococcus
aureus, E.coli: Escherichia coli, k. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, P.aeruginosa: Pseudomonas
aeruginosa, P. mirabilis. : Proteus mirabilis.

G+: Gram+, G- : Gram -.

L’HE d’Eucalyptus camaldulensis pure a une trés forte activité sur touts les souches
bactériennes testés 8 mm<D<17 mm, sauf sur Pseudomonas aeruginosa et Entrococcus
faecalis D=0 mm. En effet nous avons remarqué une diminution importante du
pourcentage d’inhibition avec les souches bactérienne suivante : Staphylococcus aureus
18,88 %, Esherichia coli 17,4%, Klebsiella pneumoniae 15,7 %, Staphylococcus

saprophyticus 13,33% et Proteus mirabilis 8,88 % sauf pour Pseudomonas aeruginosa et
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Entrococcus faecalis dont I'effet d’inhibition est nul, car elles ont déja montré une

résistance vis-a-vis de I’HE dans 1’activité antibactérienne.

Les diamétres d’inhibition varient de 8 mm a 17 mm. Le plus grand diametre
d’inhibition est obtenu avec Staphyloccocus aureus (17mm) et le plus petit avec Proteus
mirabilis (8 mm).Donc, les résultats obtenus montrent que I’HE d’Eucalyptus
camaldulensis posséde un large spectre d’activité antibactérienne sur les bactéries Gram+

que Gram - .

Des résultats similaires ont été rapportés par (Daroui, 2010).Elle montre que I'huile
essentielle d'Eucalyptus globulus (Myrtaceae), a une tres forte activité a I'égard des
S.aureus et E. coli ; aussi (Mehani, 2015) a montré que P.aeruginosa a un pouvoir
résistante et Proteus mirabilis a une sensibilité sur T'huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis et on peut dire alors que la sensibilité des micro-organismes dépend de la
composition chimique et la concentration en huiles essentielles utilisées et le type des

microorganismes testés (Abdellah, 2013).

111.2.3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huiles essentielle par
la méthode de diffusion des disques sur le milieu MH, nous a permis d’obtenir les résultats
présentés dans le tableau .

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont

exprimees en moyenne de trois essais + écart type.

Tableau 09: Valeurs des diamétres moyennes de la zone d’inhibition et pourcentage

d’inhibition des différentes dilutions de 1’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis.
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Les dilutions d’HE d’Eucalyptus Camaldulensis

112 1/4 1/6 1/8 1/16
Souche
D (mm) 1% D (mm) 1% D (mm) 1% D (mm) | 1% D (mm) | 1%
E.faecalis
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. saprophyticus
G+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus
8+0 |[8,88 0 0 0 0 0 0 0 0
E.coli
70 | 7,77 |7£173 | 7,77 | 55+£459 | 6,11 0 0 0 0
k. pneumoniae
70 | 7,77 |60 6,66 60 6,66 60 6,66 60 6,66
G- P.aeruginosa
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. mirabilis
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

D : Diameétre, 1% : pourcentage d’inhibition

E.faecalis: Entrococcus faecalis , S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus S. aureus: Staphylococcus aureus, E.coli: Escherichia coli, k. pneumoniae:

Klebsiella pneumoniae, P.aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis. : Proteus mirabilis.

G+: Gram+, G- : Gram -.
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111.2.3.2. Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle d’Eucalyptus camaldulensis:

Les résultats de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus

camaldulensis sont consignés dans le tableau suivant :

Tableau 10: Aromatogramme et concentration minimal inhibitrice (CMI) de I’huile
essentielle d’Eucalyptus camaldulensis.

Souche

Les dilutions d’HE d’Eucalyptus camaldulensis

DMSO |0,06% |0,125 % |0,16 % [ 0,25 % | 0,5 1% CMI
Y%

E.faecalis +++ + + + + + + | Absence

S. saprophyticus +++ + + + + + - 1%
G+

S. aureus +++ + + + + + - 1%

E.coli +++ + + - - - - 0,16%

k. pneumoniae +++ - - - - - - 0,06%

P.aeruginosa +++ + + + + + + | Absence
G-

P. mirabilis +++ + + + + + - 1%

E.faecalis: Entrococcus faecalis, S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus S. aureus: Staphylococcus

aureus, E.coli: Escherichia coli, k. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, P.aeruginosa: Pseudomonas

aeruginosa, P. mirabilis. : Proteus mirabilis.

G+: Gram+, G- : Gram -

+ : Présence des germes.
- : Absence des germes.

L'huile essentielle d'Eucalyptus camaldulensis a exercé une importante activité

inhibitrice vis-a-vis des bactéries, sauf la P.aeruginosa et E.faecalis qui se révélent une
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grande résistante. Ainsi que K.pneumoniae s'est montreé le plus sensible, il a été inhibé a

partir de la concentration minimale de 0,06% (v/v). La concentration de 0,16% (v/v) a été
suffisante pour arréter la croissance d’E.coli.

Tandis que S.aureus, S.saprophyticus et P.mirabils ont résisté jusqu'a la concentration en
huile essentielle de 1% (v/v).
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Conclusion et Perspective

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. En effet les plantes constituent de véritables produits
naturels dont il faut tirer le maximum de profit pour le bien-étre des populations.

Notre étude avait pour but de mieux connaitre I’Eucalyptus camaldulensis a travers
I’étude de sa fraction aromatique (HE) ainsi que 1’étude de I’effet antibactérien de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus camaldulensis sur différentes souches bactériennes provenant

d’infection urinaire humaine.

Au terme de notre étude et a la lumiere des résultats de I’expérimentation obtenue il
apparait nettement que I’huile essentielle de cette essence est de couleur jaune foncé, avec
une odeur agréable et un go(t caractéristique. Le rendement en huile essentielle obtenu par

I’hydrodistillation de plante est important de 0,96%z= écart type.

Dans I’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Eucalyptus
camaldulensis, il apparait que les especes bactériennes S.aureus, E.coli ,K.pneumoniae ,
S.saprophyticus, P.mirabilis testés par la méthode de diffusion des disques sur milieu
solide (Aromatogramme) sont respectivement sensibles tandis que E.faecalis et

P.aeruginosa ont montre une résistance vis-a-vis d’HE.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles (0,06% a 1%) (v/v)
a ete suffisante pour montrer un effet inhibiteur sur la croissance de toutes les bactéries

testées sauf pour E. faecalis et P. aeruginosa qui ont montré une résistance.

Nous terminerons en rappelant que, malgré les progres réalisés par la médecine
moderne, la phytothérapie offre toute fois plusieurs avantages et trouve son application
dans divers domaines a savoir la médecine, le cosmétique, 1’agriculture et le domaine
pharmaceutique. D’ailleurs, il reste a I’homme beaucoup a découvrir sur ce sujet. En effet,
le philosophe francais Jean- Jacques Rousseau I’a si bien écrit dans son ouvrage inachevé
intitulé Les réveries du promeneur solitaire : "Les plantes semblent avoir été semées avec
profusion sur la terre, comme les étoiles dans le ciel, pour inviter I'homme par I'attrait du

plaisir et de la curiosité a I'étude de la nature".

En perspective, nos résultats obtenus restent préliminaires et mérites d'étre exploités et
complétés en les appliquant sur une large gamme de bactéries et voir méme des
champignons et des levures pour étudier 1’effet antimicrobiens des huiles essentielles de la

plante I’Eucalyptus camaldulensis.
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01. L’age de I’arbre d’Eucalyptus camaldulensis :

Pour I'age de I’arbre, il faut faire des mesures a une hauteur de 1.50 m du sol on
mesure la circonférence de I'arbre et on divise celle-ci par 2 la premiere fois puis par 2.5
qui donnera approximativement I'age. (Selon Dr Hioun.S de département de biologie
végétale Université Larbi Tebessi Tébessa).

Notre arbre est de 10 cm de tour de tronc a 1.50m du sol : 10x2= 20 ans et 10x2.5=25 ans
donc l'arbre a environ 20 a 25 ans.
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2. Composition et préparation des milieux de culture :

2.1. Les milieux solides :

Milieu Composition Préparation
-Extrait de viande.....1,0 g/L - 20 g de milieu
Gélose nutritif (GN) -Extrait de levure .....2,5g/L déshydraté

-Peptone ......... 500/L
-Chlorure de sodium...5,0 g/L

-Agar-agar...... 15,0 g/L

- 1 L d’eau distillée

-PH=7,0
-Infusion de viande de beeuf
Muller-Hinton déshéldr?té. . d ........ 300g
- Hydrolysat de
(MH) caséine......... 17.5g
- Amidon de mais ...5¢
- Agar-agar.......... 13g

- Eau distillée....... 11

Prét a I'emploi.

-Protéase-peptone:........ 12,09 - 75 g de milieu
-Extrait de levure : facteur de déshydrate.
croissance.......3,0 g -1L d’eau distillée.
-Lactose : critere de
différenciation............ 12,0¢g
-Saccharose : critere de
différenciation.................... 12,09
Hektoén -Salicine : critere de
différenciation...................... 2,09¢g
-Citrate de fer 11l et d'ammonium
révélateur d'H2S.......... 159
-Sels biliaires :
inhibiteur.........c.ccooovvviiivcnee 9,0¢g
-Fuchsine acide :
inhibiteur...........ccccovvviivene 0,1g
-Bleu de bromothymol : indicateur
depH...coooeriennn 0,065 g
-Chlorure de sodium : maintien de
la pression osmotique.....5,0 g
-Thiosulfate de sodium :
précurseur d'H2S................... 500
SAGAr.. 1409
-m =76
i g - 45,3 g de milieu
Peptone de gélatine ....16 g déshydraté.
- Peptone de caséine .....10 g -1L d’eau distillée.

Cétrimide - Bromure de tétradonium
(cétrimide)....0,2 g

- Acide nalidixique.....15 mg



https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Prot%C3%A9ose&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Salicine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sels_biliaires
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fuchsine_acide&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bleu_de_bromothymol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bromure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nalidixique
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- Sulfate de potassium...10 g

- Chlorure de magnésium1,4 g

- Agar........ 10g

-PH=7,1

-Peptone 20,0 ¢ - 50 g de milieu
Mac Conkey -sucre 10,0 g déshydraté.

-Sels biliairesn°31,5¢g -1L d’cau distillée.

-Cristal violet 0,001 g

-Rouge neutre 0,05 g
-Chlorure de sodium 5,0 g

-Agar-agar 15,0 g

Choromgar / Prét a I'emploi
d'orientation

2.2. Le milieu liquide :

Milieu Composition Préparation
Bouillon nutritif -Peptone............ 5¢g - 8 g de milieu déshydrate.
-Extrait de viande.......... 3g | -1L d’eau distillée.
-PH final a 25°C : 6,8 £ 0,2
Solution physiologique |- Eau distillée. -9 g NaCl
- Chlorure de sodium (NaCL) |-1 L d’eau distillée.

2.3. L’utilisation de Choromgar d'orientation :

L’utilisation de Choromagar pour I'isolement et la différenciation des agents
pathogenes des voies urinaires.

L'objectif maljeur de ce milieu est la détection des agents pathogenes des voies urinaires
comme E.coli (colonies rouges), Klebsiella (colonies bleues

métalliques), P.mirabilis (colonies brunes avec halo), etc.

Toutefois CHROMagar™ Orientation a une application plus large en tant que gélose
nutritive pour l'isolement des différents micro-organismes. Par exemple, CHROMagar™
Orientation peut étre utilisé pour différencier les divers micro-organismes dans d'autres
zones infectées, par exemple dans les cicatrices.

CHROMagar™ Orientation est aussi utile lorsqu'il est complété par divers antibiotiques
dans la détection des micro-organismes multi-résistants.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_magn%C3%A9sium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sels_biliaires
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cristal_violet
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_neutre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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® CHROMagar™
Orientation |eciure

e E.coli

» Rose foncé a rougeatre
e Klebsiella, Enterobacter,
Serratia

» Bleu métallique

e Citrobacter

» Bleu métallique avec un
halo rouge
® Proteus

Ref. :
RT410: 1 L pack » Halo brun
RT412: 5 L pack
RT413-25: 25 | pack

® S.aureus

» Doré, opaque, petite
e S.saprophyticus

» Rose, opaque, petite
* Enterococcus

» Bleu turquoise

Figure : Guide de Chromagar d’orientation.
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3. Examen microscopique par coloration de Gram :
BUT :

Il permet 1’étude microscopique des bactéries mortes aprés fixation et coloration. La
coloration de Gram permet de différencier des bactéries dites Gram + de bactéries dites
Gram -.

Cette méthode permet d'observer :

la morphologie des bactéries

le mode de groupement

la couleur : gram + ou —

la densité ou proportion de chaque microorganisme en cas de mélange

# Matériel nécessaire :

- une lame

- du Violet de Gentiane (ou Violet Cristal sous forme seche)
- du lugol

- de l'alcool (éthanol a 95°) trés peu dilué

- de la Fuschine fraichement préparée

- de lI'eau deminéralisée

- du papier filtre

- microscope photonique : objectif x 40 et x100

# Technique :

1. Prélevement :
e A partir d’un milieu solide : réaliser une suspension en eau physiologique a partir d’une
culture jeune et prélever un aliquote de suspension a 1’anse de platine (ou a la pipette
stérile).

Figure : prélévement d’un colonie bactérienne .
2. Réalisation du frottis:
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Etaler sur 1 & 2 cm par un mouvement circulaire en partant du centre
de la lame.

Le frottis réalisé doit étre :

- Mince et homogeéne, étendu sur la lame sans toucher les bords

- Réalisé sur une lame propre et dégraisse, une goutte d'eau déposée
en surface doit s'y étaler complétement.

3. Séchage :

- & la température du laboratoire, si possible

- ou bien a chaleur douce : platine chauffante a 37° ou au-dessus de la veilleuse du bec
bunsen, a hauteur suffisante. Ne jamais chauffer brutalement.

4. Fixation :

But : tuer les bactéries, fixer leur structure cytologique, et les faire adhérer a la lame.

e Fixation par la chaleur :

- a utiliser seulement pour les frottis effectués a partir de cultures bactériennes

- passer la lame -frottis situé sur le dessus- dans la flamme chauffante, lentement et
3 a 4 fois de suite (attention de bien tenir la lame avec une pince) et laisser refroidir.

5. Coloration :

Principe :

Cette coloration est une coloration complexe qui permet de différencier les bactéries
d'apres leur forme et leur affinité pour les colorants.

La coloration permet de distinguer les bactéries Gram + des Gram — grace a leurs
différences de nature de paroi. Les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus fine et riche
en lipides, alors que les bactéries Gram positifs ont une paroi épaisse et pauvre en lipide.
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Etapes Mode opératoire Temps | Principe
Le colorant violet pénétre dans les
. cellules bactériennes
- Recouvrir la lame de p— 1 1 AN
cristal violet ou violet de
gentiane
Coloration :
R 1 minute
primaire - Rincer a I’eau distillée et
récupérer le cristal violet
dans un bécher (ne pas le
jeter dans le bac a
coloration)
Il se forme un complexe chimique
entre le violet et le Lugol qui fixe
- Recouvrir de Lugol le violet et colore le cytoplasme
Mordancage 1 minute
- Rincer a I’eau distillée et
I’égoutter
L'alcool dissout le violet de
gentiane, si la paroi bactérienne
- Tenir la lame inclinee et est perméable a I'alcool (les
faire couler pendant lipides sont dissous par ’alcool),
quelques secondes de celui-ci pénétre dans les bactéries
lalcool a 95° jusqu'a 5 et décolore leur cytoplasme : les
Décoloration | écoulement incolore. secondes | pactéries deviennent incolores.
environ
Si les bactéries ont une paroi
- Rincer immédiatement & imperméable a I'alcool (épaisse et
I'eau distillée et &goutter sans lipides), elles restent colorées
en violet et elles sont dites GRAM
+ ou positif.
Coloration _ La fuschine recolore en rose les
sesmral 1 minute | yacteries précédemment

- Recouvrir la lame de

décolorées : les bactéries Gram —
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fuschine ou négatif.

- Rincer a I’eau distillée

- Egoutter entre 2
Séchage morceaux de papier-filtre
et laisser sécher

6. Mise au point :

e Repérer les bactéries a 1’objectif x40.

e Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis

e Faire la mise au point en forte luminosité (condensateur levé et diaphragme ouvert)
objectif x100.

e Se placer dans un endroit ou la répartition des bactéries est homogene et la coloration
nette

e Eliminer les lames dans le bocal déchets non infectieux.

7. Observations :

On peut noter la morphologie des bactéries et la coloration de celles-ci : les bactéries
violettes sont dites Gram positives, celles qui sont roses sont dites Gram négatives. On peut
également noter 'nomogénéité de coloration de la bactérie.
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Standard McFarland :

Les normes McFarland sont utilisées comme référence pour ajuster
la turbidité des suspensions bactériennes pour que le nombre de bactéries se situe dans une
gamme de concentrations donnée afin de normaliser les tests microbiens.

Composition :
-Acide sulfurique ( H2SOs) : 9,95 ml

-Chlorure de baruim ( BaClz) : 0,05 ml

Standard McFarland 1% BaCl2 1% H2S0O4 | Approximatif
(mL) (mL) Bactérien
Suspension /
ml
0.5 0.05 9.95 1.5 x 108

Figure : Préparation standare de McFarland ( photo personnelle ,2020).

Procédures :

1. Mélanger la solution de McFarland Standard sur un mélange vortex avant I'examen.
Assurez-vous que

McFarland Standard est aliquoté dans un tube c'est la méme taille et le méme diametre que
le tube utilisé pour préparer la suspension d'essai.

2. Préparez une suspension d'essai en obtenant une culture pure de l'organisme d'essai et
inoculer un bouillon approprié.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Turbidit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Suspension_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
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3. En présence d'un bon éclairage, visuellement comparer la turbidité de la suspension
d'essai avec celle de la norme McFarland en comparant la clarté des lignes sur le
Wickerham carte.

4. Si la suspension d'essai est trop légere, inoculer avec des organismes supplémentaires ou
incuber le tube jusqu'a ce que la turbidité corresponde a celle de la norme. Si une dilution
est nécessaire, utiliser une pipette stérile et ajouter suffisamment de bouillon ou de solution
saline pour obtenir une turbidité qui correspond a celle de la norme.

Controéle de qualité :

Les normes peuvent étre vérifiées a l'aide d'un spectrophotométre avec un trajet lumineux
de 1 cm; un 0,5 McFarland Standard a une lecture d'absorbance de 0,08 a 0,1 a 625 nm.
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Le rendement de I’huile essentiel d’Eucalyptus camaldulensis -

A B C D E

Essai Poidsec |Vd'eam |Poudd'HE [R%

ler 100g 650 ml 0,9 0,9
2eme 100 g 630 ml 0,951 0,951
3 éme 100 g 650 ml 0,964 0,964
4 eme 100 g 650 ml 0,974 0,974
5eme 100 g 630 ml 0,998 0,998
Moyenne 0,9574

Figure : Le rendement de I’huile essentiel d 'Eucalyptus camaldulensis
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6.1.Evaluation qualitative de I'activité antibactérienne :

» Essair

'v v .
.-
' ' ® Essai n"03(mm)
--'
-.'
> > o & »
oy N - ™ N

g

20
18
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10
8
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Figure : Histogramme représentatif les valeurs des diamétres moyennes de la zone

d’inhibition de trois essais par apport ou souches bactériennes d’huile essentielle pure
d’Eucalyptus camaldulensis.

Figure : Histogramme représentatif les valeurs des diamétres moyennes de la zone

d’inhibition par apport ou différents concentration de I’huile essentielle d’Eucalyptus
camaldulensis.
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6.2. Les résultats d’activité antibactérienne d’huile essentielle pure
d’Eucalyptus camaldulensis :

Gram Souche Résultats d’aromatogramme

EF
Enterococcus

Faecalis

Staphylococcus

Saprophitycus
Gram + prophity

Staphylococcus
Aureus

Escherichia coli

Klebsiella
Pneumonia

Gram -
Pseudomenas

Aeroginosa
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Proteus mirabilis

6.3. Les résultats d’activité antibactérienne de différentes dilutions
d’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis :

Gram Souche Résultats d’aromatogramme

Enterococcus
Faecalis

Gram+

Staphylococcus
Saprophitycus

Staphylococcus
Aureus

Escherichia coli

Klebsiella
Pneumonia

Gram -
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Pseudomenas
Aeroginosa

Proteus mirabilis
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