Introduction

L’évolution rapide des bactéries pathogenes vers la multirésistance aux antibiotiques est une
des motivations essentielles a la recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes.
De nombreux travaux antérieurs étaient focalisés sur la mise en évidence de pouvoir anti —
microbien de plantes médicinales. Ceux dont I’efficacité contre les micro-organismes
pathogenes ont été prouvés, trouvent des applications pratiques dans divers domaines. Les HE
constituent les extraits les plus largement exploites.

L’Algérie de part sa situation géographique et son climat exceptionnel, abrite un grand
nombre de plantes médicinales et aromatiques dont la plupart est exploité dans des conditions
artisanales et marginales par rapport aux modalités modernes de production et de valorisation.
Ainsi, avec le regain d’intérét que connaissent les plantes a I’échelle internationale, plusieurs
voix commencent a se faire entendre en faveur d’études en profondeur de nos plantes locales
dans le but de rechercher des substances naturelles actives pour une éventuelle lutte

biologique contre les infections microbiennes.

A cet effet, nous nous sommes engagés a étudier I’effet antimicrobien des HE d’Fucalyptus
globulus et Smyrnium olusatrum, afin de vérifier si leur pouvoir antiseptique est aussi
important que celui des especes étudiées ailleurs et également si la variabilité de la
composition chimique influence 1’activité antimicrobienne de ces essences. Pour ce faire,
nous avons subdivisé notre travail en :
eEtude du comportement des bactéries isolées vis-a-vis des antibiotiques ;
e Mise en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique des deux huiles ;
e Evaluation de ’activité antibactérienne et antifongique des huiles en déterminant :

v' Les diamétres de la zone d’inhibition

v' Les concentrations minimales inhibitrices

v' Les concentrations minimales destructives (bactéricides et fongicides)
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IV. Description des travaux d’étude de I’activité antimicrobienne des HE d’Eucalyptus
globulus et Smyrnium olusatrum

IV.1. Méthodologie

L’étude de I’activité antimicrobienne des deux huiles a été réalisée au niveau du laboratoire
de Microbiologie du département de Biochimie- Université Badji-Mokhtar, Annaba, sur les
souches bactériennes suivantes : Bacillus rhurinziencis, Bacillus subtilis, Citrobacter, frendii,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Providencia alcalifaciens,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Les souches fongiques : Aspergillus niger, Candida albicans et Penicillium chrysogenum.

IV.2. Matériel microbiologique

Nous avons choisi de travailler sur une gamme de microorganismes afin de donner une idée
sur I’étendu du champ d’activité antimicrobienne de nos produits.

Les souches bactériennes et le germe fongique Candida albicans employés proviennent de
I’institut Pasteur et de préléevement de malades du C.H.U.- Annaba.

Les souches fongiques Aspergillus niger et Penicillium chrysogenum ont été prélevées du lac
Oubaira-Elkala, Eltarf.

Les souches microbiennes ont été identifiées au département de Biochimie, université Badji-
Mokhtar, Annaba.

1V.3. les milieux de culture
Le milieu de Mueller- Hinton et Sabouraud solides ont été utilisés dans la détermination des
concentrations minimales inhibitrices CMI et Les concentrations minimales destructives

(bactéricides et fongicides) CMD des souches microbiennes vis-a-vis des témoins et des HE.

IV.4. Préparation des suspensions de micro-organismes

Les suspensions de micro-organismes sont préparées a partir des bouillons d’enrichissement
des différentes souches incubées pendant 24 heures, a 37°C pour les bactéries, et a 30°C pour
les levures. A 9 ml d’eau physiologique stérile, on ajoute 100 pl du bouillon.

Pour les champignons, les suspensions sont préparées a partir d’une culture del0 jours ayant
atteint le stade de sporulation sur milieu Sabouroud. Elle est préparée dans de 1’eau
physiologique contenant du Tween 80 et ajustée & 10° UFC (unité formant colonie)/ml par

comptage sur une cellule de Mallassez.
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IV.5. L’ Antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé (Méthode de disques)

IV.5.1. Définition de I’Antibiogramme

L’ Antibiogramme est un examen de laboratoire permettant d’apprécier la sensibilité d’une
bactérie prélevée chez un malade vis-a-vis de divers antibiotiques [1].

La technique utilisée dans notre travail est la technigue NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standart) [2]. Cette méthode difféere selon que la bactérie soit exigeante
ou non. Dans notre étude les souches bactériennes utilisées sont des bactéries non exigeantes.
Les conditions techniques suivantes doivent étre respectées :

- Milieu

» Pour les bactéries, le milieu standard utilis€ est le Mueller-Hinton, c¢’est un milieu
standardisé selon les normes de I’OMS, c'est-a-dire d’une maniére telle qu’il permet la
croissance de nombreuses bactéries.

Pour les germes fongiques le milieu standard utilisé est le Sabouroud.

* L’¢épaisseur de la gélose doit étre strictement de 4 mm répartie uniformément.

* Les boites sont pré-séchées avant I’emploi [3, 4].

- Préparation des disques

Nous avons utilisé le papier Wattman N°3 coupé en disques de 6 mm de diamétre. Ces
derniers doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile & mesurer.
Les disques, une fois préparés, sont placés dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillée

et autoclaves 20 mn a 120° C [4].

IV.5.2. Méthode

*Inoculum

« L’inoculum doit étre de 2 a 3. 10° bactéries pour obtenir des colonies confluentes. 1l est
obtenu a partir d’une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement. Puis on racle cinq
colonies bien isolées et parfaitement identiques.

¢ On décharge I’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

* On homogénéise la suspension bactérienne. Son opacité¢ doit étre équivalente a 0.5 Mc
Farland ou a des DO de 0.08 a 0.1 lue a 625 nm.

* L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau
physiologique s’il est trop fort.

* L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de 1’inoculum [3].
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Pour les champignons, avec un disque d'environ 2 mm découpé dans un tapis mycélien de
préculture, disposé au centre de la boite de Pétri, face supérieure contre le nouveau milieu de
culture, soit par nappage de la surface du milieu gélosé, d’une suspension de 10° conidies/ml.
*Ensemencement

* On trompe un €couvillon stérile dans la suspension bactérienne ou fongique.

* On I’essore en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au
maximum.

* On frotte 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche de haut en bas, en stries
serrées.

* Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de Pétri, on recharge 1’écouvillon & chaque
fois.

» Préparation des dilutions utilisées pour 1’antibiogramme (méme dilution utilisées pour la
CMI).

Application immédiate des disques [3].

*Pré-incubation

Les boites sont laissées pendant 15 mn a température ambiante (sur la paillasse) [3].
*Incubation

Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 30°C pendant
48h pour la levure et les moisissures.

*La lecture

L’action du produit se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition autour du disque.
Pour chaque disque, on mesure avec précision le diamétre de la zone d’inhibition a I’aide d’un
pied a coulisse ou d’une regle.

Un produit est considéré actif, s’il donne un diametre d’inhibition > 15mm.

Une fois I’antibiogramme est réalisé et les diamétres d’inhibition sont mesurés, on passe a la
deuxiéme étape de 1’étude de 1’activité antimicrobienne ; il s’agit de la détermination de CMI
[3].

*Temoins

Des controles sont réalises simultanément pour chaque essai ; Pour se faire, on utilise trois
antibiotiques (tétracycline, gentamycine et amoxicilline) et un antifongique (Nystatine)
comme contrOle positif.

On teste également le DMSO a la dilution a ayant servi a solubiliser tous les produits actifs,

comme témoin négatif.
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IV.5.3. Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

*Définition

On peut deéfinir la CMI par la concentration minimale inhibitrice ou bien la plus faible
concentration d’un antibiotique capable d’inhiber dans un milieu (Soit milieu liquide ou
solide), toute culture visible de la souche étudiée [4, 5].

* Réalisation

Préparer une solution mére (y) de concentration de 2000 pg/ml en utilisant 20 mg de I’HE et

en ajoutant du DMSO (20%) jusqu’a 10 ml.

A partir de cette solution mere, on réalise les différentes dilutions selon le tableau suivant :

Tableau IV.1: Les différentes dilutions de la solution mére [6,7]

Concentration initiale | Volume en ml Volume d’eau Concentration finale
en pg/ml distillée en ml en pg/mi
2000 6.4 3.6 1280
1280 2 2 640

1 3 320

0.5 35 160

0.5 75 80
80 2 2 40

1 3 20

0.5 35 10

0.5 75 5
5 2 2 25

1 3 1.25

0.5 305 0.63

0.5 75 0.32

Pour avoir la concentration de 1280 pg/ml a partir de la solution de 2000 pg/ml, on prend 6.4

ml de cette dernicre a laquelle on ajoute 3.6 ml d’eau distillée.

*Procédé

- On prépare une culture en phase exponentielle en milieu liquide de la bactérie a étudier.
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- On repique 0.1 ml (bacille a Gram négatif), 0.3 ml (Staphylocoque, P. aeroginosa) de la
culture de 18 heures dans 120 ml de bouillon de Mueller-Hinton (ou autre bouillon adéquat
pour la bactérie a étudier).

- On met a I’étuve a 37°C pendant 3 a5 heures, jusqu’a ’apparition d’une légére opalescence.
- On ajoute 1 ml de ce bouillon a 10ml de bouillon M-H, préalablement chauffé a 37°C.

- On met 2 ml de chaque dilution de la gamme de ’extrait déja préparé dans une boite de
Pétri, en allant de la concentration la plus forte vers la concentration la plus faible.

- On ajoute 18 ml de la gélose M-H chauffé a 45°C, bien mélangée aux boites de Pétri.

- On laisse les boites pendant 30 mn a 1’étuve a 37°C.

- On ensemence en strie, a I’aide d’une anse de platine ou a pipétte rodée, sur toutes les boites
contenant I’HE sans oublier la boite témoin.

- On incube les boites pendant 18 h. a 37°C [6, 7].

*Lecture

On lit les concentrations minimales inhibitrices (CMI) : Concentration d’antibiotique (HE de

chaque plante pour notre cas) pour laquelle il n’ya pas de culture microbienne visible [6, 7].

IV.5.4. Détermination de la CMD (bactéricides CMB et fongicides)

La CMD a eté définie comme la plus faible concentration d’antibiotique qui détruit 99.9% de
I’inoculum microbien, ce qui correspond dans notre étude & un dénombrement inférieur & 10*
a4 10 UFC/ml aprés 24 heures d’incubation (I’inoculum initial est entre 10° et 10° UFC/ml)
[8]. Un volume de 0,1ml de tous les tubes qui ne montrent pas de turbidité est subcultivé sur
un milieu de gélose nutritif et incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La concentration minimale destructive (CMD) correspond a la plus petite concentration

d’antibiotique pour laquelle aucune croissance n’est observée [8, 9] (Figure IV.1).

Antibiotique [pg/ml)

—— buooooos
[EIEIEIa]s]ele

Repigquage sur geloze
sans antibiotique

A B C D TE

Croizzance aprés
incubation

Figure 1V.1: Recherche de Concentration Minimale Bactéricide (40)
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IV.6. Détermination de ’activité antibactérienne et antifongique

Apres 24 h. d’incubation a 37°C, on a récupéré les boites et on a mesuré les diameétres des
zones d’inhibition par addition des témoins (Antibiotiques, Nystatine), des HE d’Eucalyptus
globulus et du Smyrnium olusatrum sur les différentes souches bactériennes et fongiques

testées, les résultats obtenus sont dressés dans les tableaux suivants.

IV.6.1. Résultats de I’antibiogramme des témoins
La sensibilit¢ aux antibiotiques a été étudiée par la méthode de diffusion en milieu solide
(méthode des disques) qui permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissance rapide

vis-a-vis d’une gamme d’antibiotiques [10, 11].

Tableau V.2 : Zones d’inhibition en mm en présence d’antibiotiques.

Tetracycline Gentamycine (10 UI) | Amoxicilline + acide
ATB (30u0) Clavulanique (20/10 ug)
Bactéries Diamétres | Résultats | Diamétres | Résultats | Diamétres | Résultats

(mm) (mm) (mm)

Citrobacter 19 S 30 S i R
freundii
Enterobacter
aerugenes i R 27 S i R
Escherichia coli
ATCC 25922 20 S 27 S 25 S
Escherichia coli 25 S 30 S - R
Proteus mirabilis - R 27 S 13 R
Prow_den_ua i R 99 s i R
alcalifaciens
Pseudomonas
aerugenosa 12 R 22 S - R
ATCC 27853
Bacillus
rhurinziensis 35 S 33 S 21 S
Bacillus subtilus 12 R - R - R
Staphylococcus
aureus ATCC 19 S 27 S - R
25923

R : Résistant ; S: Sensible

Selon la recommandation du Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de

Microbiologie (CASFM), le choix des antibiotiques testés sur les différentes especes
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bactériennes isolées, repose d’une part, sur I’identification du genre et son profil habituel vis-

a-vis des antibiotiques et d’autre part sur le spectre d’activité de chaque antibiotique (\Voir

tableau 18) [10].

Tableau 1V.3: Spectre d’activité des antibiotiques utilisés

Famille Groupe Antibiotique Code Charge | Diamétre de
d’antibiotique | d’antibiotique d’antibiotique du la zone
disque | d’inhibition
S R
B-lactame Pénicilline Ampicilline AM 30 g >19 | <14
Amoxicilline AMX 25 ug >21 | <14
Amoxicilline + AMC 20/ 10 | >21 |<14
Acide ug
Aminosides Clavulanique
slg : Gentamicine GM 10 pg >16 | <14
gentamycine
Doxycycline DO 30 pg >19 | <17
Tétracycline Tétracycline TE 30 pg >19 | <17
Tétracycline

Tableau 1V.4:

Zones d’inhibition en mm en présence de Nystatine

Aspergillus niger Penicillium Candida albicans
chrysogenum
Diamétres | Resultats | Diamétres | Résultats | Diamétres Reésultats
Nystatine (mm) (mm) (mm)
(25 pg/ml)
33 S 22 S 14 I

| : Intermédiaire ; S : Sensible
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IV.6.2. Détermination de ’aromatogramme, la CMI et la CMD de I’HE d’E. globulus

Tableau IV.5 : Zones d’inhibition en mm, CMI et CMD de I’HE d’E. globulus

Diametre en mm CMI CMD DMSO
Souches microbiennes (Img /ml) (ng/ml) (ng/ml)
Citrobacter freundii 12 80 - R
Enterobacter aerugenes 15 >40 - R
Escherichia coli ATCC 25922 16 >40 - R
Escherichia coli 20 20 - R
Proteus mirabilis 18 40 - R
Providencia alcalifaciens 12 >80 - R
Pseudomonas aerugenosa ATCC
27853 20 80 - R
Bacillus rhurinziensis 32 10 10 R
Bacillus subtilus R - - R
Staphylococcus aureus ATCC
25923 16 >40 160 R
Aspergillus niger R - - R
Candida albicans 15 >160 640 R
Penicillium chrysogenum 18 160 - R

R : Résistant

IV.6.3. Détermination de ’aromatogramme, la CMI et la CMD de ’HE de S.olusatrum

Tableau 1V.6: Zones d’inhibition en mm, CMI et CMD de I’HE de S. olusatrum

Diameétre en mm CMI CMD DMSO

Souches microbiennes (Img /ml) (ug/ml) | (pg/ml)
Citrobacter freundii R - - R
Enterobacter aerugenes 12 >80 - R
Escherichia coli ATCC 25922 R - - R
Escherichia coli R - - R
Proteus mirabilis R - - R
Providencia alcalifaciens 10 160 - R
Pseudomonas aerugenosa ATCC

h7a53 g 20 >80 i R
Bacillus rhurinziensis 25 20 - R
Bacillus subtilus 13 80 - R
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 20 - R
Aspergillus niger 18 160 - R
Candida albicans 15 >160 - R
Penicillium chrysogenum 12 320 - R
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IV.7. Discussion des résultats

Les essais de criblage du pouvoir antimicrobien ont été réaliseés par la méthode de diffusion
sur gel. D’aprés les résultats obtenus, ’'HE d’E. globulus semble jouir d’une activité
inhibitrice particuliérement large sur les différentes classes de micro-organismes testes
excepté pour Bacillus subtilus. Les diameétres d’inhibition sont compris entre 12 et 32 mm.
Les niveaux de sensibilité des bactéries vis-a-vis des deux types d’essences sont relativement
proches a I’exception de Citrobacter freundii et Enterobacter aerugenes dont les diamétres
d’inhibition sont plus faibles, 12 et 15mm respectivement, cependant la souche Bacillus
rhurinziensis présente un diametre plus élevé, 32 mm.

Les bactéries a Gram positif montrent des zones d’inhibition supérieures a celles observées
chez les bactéries a Gram négatif et ce dans les deux chimiotypes.

Par comparaison avec les antibiotiques, tétracycline, gentamycine et amoxicilline utilisés
comme témoins, les HE manifestent une action inhibitrice plus prononcée. Les souches ayant
montré une résistance a I’action des antibiotiques sont vulnérables a 1’action des deux types
d’essences, c’est le cas de Pseudomonas aerugenosa, Providencia alcalifaciens, Enterobacter
aerugenes et Bacillus subtilus.

Chez les espéces fongiques, la levure Candida albicans, a manifesté une activité inférieure
par rapport & la moisissure Penicillium chrysogenum. Les zones d’inhibition respectives sont
comprises entre 15 et 18 mm et ce pour I’huile d’E. globulus : On note pour ce cas, la
résistance de la souche fongique Aspergillus niger.

Pour I’huile de S. olusatrum, les zones d’inhibition pour les trois souches fongiques varient
entre 12 et18 mm, Aspergillus niger montre une zone d’inhibition supérieure aux autres.

On a pu déterminer le diametre d’inhibition des huiles mais on ne peut pas se fier seulement a
cette technique pour trancher définitivement de la supériorité du pouvoir antiseptique d’une
essence par rapport a une autre. A 1’origine de ce constat, le manque d’une bonne
reproductibilité de la technique, un avis partagé par plusieurs auteurs ayant utilisés cette
méme méthode pour étudier le pouvoir antimicrobien des essences naturelles [12].

La quantification de I’effet inhibiteur des deux HE par détermination des CMI et des

CMD, semble étre le moyen le plus convenable pour comparer 1’efficacité de nos essences
entre elles.

Les valeurs des diamétres de la zone d’inhibition ont un rapport avec les valeurs de CMI
recherchées, c’est a dire que les bactéries ayant les diametres de la zones d’inhibition les plus
élevés sont celles qui possedent les CMI les plus faibles, et les bactéries ayant les diamétres

les plus faibles sont celles qui donnent les CMI les plus elevées.
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Les CMI et les CMD des deux essences ont été déterminées par la méthode de diffusion sur
gel. Pour le chimiotype d’E. globulus, les CMI sont comprises entre 10 et 80 pg/ml pour les
souches bactériennes ; Bacillus rhurinziensis et E. coli possedent les CMI les plus faibles,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerugenes, et Staphylococcus aureus gravitent autour
d’une méme de 40 pg/ml.

Citrobacter freundii et Providencia alcalifaciens présentent une valeur similaire de 80ug/ml.
La méme valeur de CMI a été montrée par la souche Pseudomonas aerugenosa, apparemment
elle ne concorde pas avec la valeur prometteuse de diamétre d’inhibition (20 mm), ceci
s’explique par la nature de la paroi qui confére toujours une certaine résistance a cette souche
vis-a-vis des agents antibactériens. En moyenne, les bactéries a Gram positif ont des CMI
deux fois supérieur gue cette souche a Gram négatif.

Les valeurs de CMI pour les champignons gravitent autour d’une méme valeur de 160 pg/ml.

Par comparaison avec 1’huile d’E. globulus, I’huile de S. olusatrum apparait moins active.

En effet, quatre bactéries sur dix sont résistantes a cette huile. La souche Providencia
alcalifaciens possede la valeur de CMI la plus élevée (>160 pg/ml), tandis-que les souches
Bacillus rhurinziensis et Staphylococcus aureus présentent les valeurs de CMI les plus faibles
et qui concordent bien avec les valeurs de leurs zones d’inhibition (20 mm).

On note des CMI inferieures pour les germes fongiques par rapport aux bactéries.

L’activité antimicrobienne de I’HE de S. olusatrum récoltée a Tlemcen, caractérisée par la
présence du furanodienne + furanoéléméne (46%), B-pinene (6.3%), furaneremophillone
(12.2%) et trans-caryophylléene (6.3%) [38], semble différente de celle décrite ici.

En effet, les diamétres d’inhibition sont remarquablement faibles, ils varient entre O et 3,33
mm, les mémes souches testées sont Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugenosa,

Esherichia coli, Proteus mirabilis et Candidas albicans.

Concernant les CMD de I’essence d’Eucalyptus, les souches microbiennes semblent plus
résistantes, 8 bacteries sur 10 testées ont des CMD nulles, les bactéries Gram positif, Bacillus
rhurinziensis et Staphylococcus aureus sont détruites a des concentrations respectives de (10
et 160 pg/ml), la valeur bactéricide semble quatre fois plus grande que la valeur de CMI de la
souche bactérienne Staphylococcus aureus et aussi pour la souche fongique Candida albicans.
Pour I’huile du S. olusatrum, les CMD des souches fongiques sont aussi nulles, donc une

résistance relativement importante a la destruction, méme pour la levure Candida albicans,
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de toutes les maniéres, il a été rapporté que les HE sont souvent fongistatiques plut6t que
fongicides [13].

Les CMI et les CMD des deux types d’essences présentées ci-dessus sont obtenues avec une
moyenne d’au moins trois expérimentations indépendantes.

A partir des résultats de I’analyse chimique des deux huiles ; on a pu mettre en évidence une
variabilité au niveau de la composition chimique, donnant naissance a deux chimiotypes a
deux chémotypes différents.

La variabilité quant a la sensibilit¢ des microorganismes a 1’action des différents types
d’essences, serait liée a la nature chimique de leurs composants majoritaires.

A la lumiére des CMI et des CMD, il ressort que le chimiotype a cinéole est de loin le plus
actif.

Selon la classification de Franchomme, les aromates de nature phénoliques sont les plus
actifs, 1’ordre d’efficacité ainsi établi est le suivant :

Phénol/ Alcool/ Cétone / Ether/hydrocarbure [14].

La comparaison du pouvoir antibactérien et antifongique des huiles de nature phénolique avec
d’autres essences montre une meilleure activité antibactérienne conformément a la
classification de Franchomme. En effet, la limonéne premier intermédiaire cyclique dans la
biosynthése des monoterpenes oxygénés [15, 16] ne posséde pas de double liaison
extracyclique entre le C4 et le C7. La présence de cette liaison chez le pulégone augmente son
pouvoir anti-microbien.

De méme, comparé a 1’oxyde de pipériténone, I’oxyde de pipéritone ne posséde pas cette
liaison et présente une activité généralement inférieure a celle de pulégone et de I’oxyde de
pipériténone. Cette double liaison semble d’une grande importance du fait qu’elle permet

d’augmenter le potentiel antimicrobien de ces monoterpénes [39].

Les résultats montrent aussi une sensibilité notable des bactéries a Gram positif par rapport
aux souches a Gram négatif surtout pour 1’essence de Smyrnium.

La difféerence de sensibilit¢ des microorganismes renseigne sur un éventuel effet
membranaire de ces essences. La paroi des bactéries a Gram négatif, serait moins perméable
aux agents antimicrobiens en raison de sa structure complexe. La couche externe, formée de
polysaccharides, de protéines et de lipides agirait comme une barri¢re a 1’entrée de différents
agents chimiques [18].

Le pouvoir antimicrobien observé chez les HE peut étre attribué a I’action isolée ou

conjuguée des molécules qu’elles renferment.
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Dans le chapitre précédent, nous avons pu mettre en évidence la composition chimique des
deux essences, ainsi les composants majoritaires ont pu étre identifiés.

Le chimiotype d’Eucalyptus globulus est composé del,8-cinéole (48,6%0), a-pinéne (9,7%)
globulol (10,9 %), trans-pinocarveol (10,7 %) et a-terpineol (6,6%).

Le chimiotype de Smyrnium olusatrum est composé de sabinéne (27.1%), curzeréne

(13.7%), methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane (12.3%), a-pinene (7.2%), cryptone (7.1%) et B-

pinene (5.7%).

La majorité de ces composants sont des monoterpenes qui sont connus par leur célébrité
d’activité antimicrobienne ; de plus les monoterpénes cycliques en raison de leurs caractéres
lipophiles ont de ce fait tendance a s’intégrer au niveau de la membrane cellulaire [19]. Ceci
a pour conséquence une expansion de la membrane et une augmentation de sa fluidité,
permettant ainsi un efflux plus au moins important des composants intra-cytoplasmiques, la
mort microbienne s’en suit [20].

Il a été rapporté aussi que les monoterpenes possedent des effets déléteres sur les membranes
mitochondriales et provoquent une inhibition du métabolisme énergétique mitochondrial, ce
qui entraine des perturbations dans un large éventail des processus physiologiques et
biochimiques dans la cellule [17].

Le pouvoir antimicrobien des composants majoritaires isolés ou associés confirment leur
implication dans 1’effet antiseptique de ces essences ; des essais in vitro rapportés par certains
auteurs ont révélé un large spectre d’action aussi bien contre les bactéries Gram positif et
négatif que contre les champignons, on citera a ’occurrence les effets synergiques et additifs
des combinaisons suivantes: Limonéne/1,8-cinéole [23]; 1,8 cinéole/aromadendrene [24] ;

cinnamaldehyde/eugénol; thymol/ eugénol; carvacrol / eugénol et thymol / carvacrol [25, 26].

Les travaux de Chebli et al. [21] et de Vilela et al. [22] ont montré que la pulégone et le 1,8-
cinéole purs provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des
concentrations plus élevées que les HE dans leur totalité ; ainsi l'activité de I’HE est le
résultat de ses composés majoritaires et aussi de I'effet synergique des composés minoritaires.
[17].

L’effet d’antibiotique du 1,8-cinéole confére a I’HE dont elle a le composant essentiel son
potentiel germicide vis-a-vis d’un grand nombre de bactéries; on cite 1’exemple de
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhi, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus intermedius, et Bacillus subtilis) [27].
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Une étude faite au Maroc, rapporte que les souches Escherichia coli et Staphylococcus
aureus testées par I’'HE d’E. globulus, ont présenté respectivement des zones d’inhibition de
(48.15 et 13.50 mm) et des CMI de (0.15 et 0.75 mg/ml). [28]; ces valeurs sont proches a
ceux décrits par d’autres chercheurs [29-31].

Ces résultats, apparemment, ne corroborent pas avec les notres, les deux souches sont plus
vulnérables a notre essence et présentent des CMI plus inférieures (20 et 40 pg/ml), ceci est
peut étre attribué a la composition chimique de notre huile.

Les chimiotypes des deux huiles renferment des composants minoritaires qui peuvent
potentialiser le pouvoir antimicrobien. Il s’agit principalement de :

L’a-pinene et le B-pinene, ces deux monoterpenes hydrocarbonés connus par leur potentiel
antibactéerien [32], agissent aussi sur les levures en inhibant les processus de transport d’ions,
le processus de la respiration et en augmentant la perméabilité membranaire [33]. En plus,
leurs énantiomeres limonene et linalool possédent une activité antibactérienne trés
remarquable [34-36].

L’a-terpinéol figure aussi parmi nos composants minoritaires, ce chémotype a prouvé dans
certains travaux son efficacité antibactérienne, elle est 8 fois plus supérieure que celle de 1,8-
cinéole [37], ceci fait penser que ’effet inhibiteur de ce chémotype a été conjugué a celui du
1,8-cinéole pour notre essence d’Eucalyptus.

Le globulol pourrait aussi potentialiser 1’activité antimicrobienne ; en effet une étude récente
rapportée par Mulyaningsih et al. [24] révéle des valeurs de CMI de (1 a 4 mg/ml) vis-a-vis

des souches de streptocoques, E. faecalis et A. baumanii, en présence de ce chémotype.
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