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Introduction

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis l'antiquité ;
cependant l'intérét accordé a letude scientifigue du pouvoir des plantes aromatiques et
médicinales n'a augmenté que durant ces dernieéres années dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et

pour lI'environnement (Zhang et al, 2010).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et medicinales, en particulier leurs pouvoirs antibactériens (Bourkhiss et al,
2007. Magina et al, 2009), antifongiques (Moleyar et al, 1986. Soliman et al, 2002),
antioxydants (Bouzouita et al, 2008) et insecticides (Erler et al, 2006).

Dans la littérature, les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Lamiaceae : Thym, Origan,
Sarriette, Lavande, Menthe, Romarin, Sauge, Hysope. Cette activité est due principalement a
ces composes majoritaires tels que le thymol, le carvacrol, 1,8-cinéole, p-cymene, a et B-

pinene (Pellecuer et al, 1980).

Ce travail a pour objet I’extraction et l'activité antibactérienne des huiles essentielles
de deux espéeces appartenant a deux familles botaniques différentes; la famille des Lamiaceae
représentée par ’espéce Salvia officinalis et la famille des Myrtaceae représentée par
I’espéce Melaleuca alternifolia, ainsi que deux composés majoritaires eucalyptol (1,8-cinéole)

et a- pinéne.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est compose de deux parties. La premiére
partie propose une synthése bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres. Le premier
est consacré a la monographie des plantes étudiées et propriétés des composés majoritaires.
Le second traite les méthodes d’association des antibiotiques. Dans la seconde partie
(pratique), nous avons décrit en détail le matériel végétal, puis I'extraction des huiles
essentielles et enfin, I’étude de leurs activité antibactérienne au moyen du test de 1’échiquier,
a fin de déterminer la nature de D’effet d’association des deux huiles essentielles, de 1,8

cinéole et d’a- pinene in vitro.



Partie theorique



Chapitre |
Monographie des plantes utilisées et
propriétes d’a- pinene et d’eucalyptol (1, 8

cineole)



Chapitre | Monographie des plantes utilisées et propriétés d’a- pinéne et d’eucalyptol

I-1) Généralités sur Salvia officinalis
1) Description botanique et répartition géographique

Il 'y a plusieurs centaines d'espéces de sauge dans le monde (environ 900 especes); en
Europe c'est la sauge officinale (ou grande sauge) qui est la plus utilisée comme plante
médicinale (Walker et al, 2004).

La sauge officinale est une plante commune dans les pays du pourtour méditerranéen, elle
affectionne les lieux ensoleillés, on la cultive par semis au printemps. Les plantes sont
remplacées tous les 3 ou 4 ans et les feuilles sont récoltées en été.

La sauge est une plante tres ramifiée, aux tiges de section carrée, a la base lignifiée
mesure de 20 a 30 centimétres. La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. Les feuilles
opposées, elliptiques, inférieures pétiolées, veloutées, oblongues, rugueuses, a bord dentelé
réticulées, molles, a dessus blanchéatre, persistent I'hiver grace au revétement de poils laineux
qui les protege. Les fleurs, bleu-rose lilas, visibles de mai a ao(t, sont grandes, groupées a la
base des feuilles supérieures, lensemble forme de grands épis. Commune en Europe, plus
specialement dans les régions méridionales, elle est cependant rare a I'état sauvage. Sa hauteur
est de 50 a 60 cm (Maatoug, 1990).

2) Classification botanique
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia
Espece : Salvia officinalis

Nom commun : la sauge, sauge des prairies, herbe sacrée (Brieskornet al, 1971).


zim://A/A/R%C3%A8gne%20%28biologie%29.html
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3) Principaux constituants de Salvia officinalis

e Huile essentielle ;

e Composes phénoliques dont l'acide rosmancinique ;
e Tanins et flavonoides ;

e Riche en cestrogénes (hormones féminines) ;

e Salvene (Teuscher et al, 2005).
%+ composition chimique de I’huile essentielle de la sauge

Plusieurs travaux récents ont étudi¢ la composition chimique de I'huile essentielle de
Salvia officinalis dans différentes régions de part et d’autre du bassin méditerranéen tel
que, la Yougoslavie (Perry et al 1996, Putievsky et al, 1992), la Bulgarie (Tsankova et al,
1994), I'ltalie (Place et al, 1995. Piccaglia et al, 1993), I’Egypte (Karawya et al, 1981) et
le Maroc (Belkamel et al, 1990),... etc.

La composition chimique de I’huile essentielle de la sauge a été déterminée par la
méthode chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG /

SM), cette composition est représentée dans le tableau I.



Chapitre | Monographie des plantes utilisées et propriétés d’a- pinéne et d’eucalyptol

Tableau | : Composition de I'huile essentielle de Salvia officinalis (Wolter, 2007).

hydrocarbures terpéniques Cétones
Myrcéne 0,3a3% |Camphre 4,1a27,5%
Limonene trace a 7,6% |a-thujone 1,5 a 44,2%
Humuléene trace a 18,9% |B-thujone 1a36,7%
a-pinéne 1,7a13,1% Ester
B-pinéne 0,5a17,9% |Acetate de bornyl 0,1a35%
Camphene 1,1a10,3% Alcools
-caryophyllene | trace a 9,4% |Linalol trace a 1,8%
p-cymene trace a 1,1% |Bornéol 0,72a6,2%
Viridiflorol 0a9,9%
Autres
1,8- cinéole 0,7 a20,8%

4) Propriétés thérapeutiques de Salvia officinalis

Le nom scientifique de la sauge indique clairement l'importance de son role en
phytothérapie: Salvia vient de salvare qui, en latin, signifie «guérir». Sa saveur est chaude,
amere et astringente, elle agit contre les maux de gorge, les troubles de la digestion, elle est
stimulante, tonique et stomachique. La sauge possede aussi a divers degrés des propriétés
antispasmodiques, fébrifuges, antisudorales et emménagogues (action bénéfique sur les
menstruations) (Duke et al, 2002).

L’huile essentielle de la sauge officinale est neurotoxique, pouvant provoquer des
crises nerveuses rappelant I’épilepsie, ainsi que des vomissements. Le thujone et le camphre
en sont responsables. Elle est par ailleurs bactéricide et elle est a éviter lors de la grossesse

(risque de fausse couche) ou de l'allaitement (Jean-Michel, 2012).
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1-2) Généralités sur Melaleuca alternifolia
1) Description botanique et répartition géographique

L’arbre & thé ou Melaleuca alternifolia se retrouve en Australie, Nouvelle-Zélande et
d’autres espéces existent en Nouvelle-Guinée, Nouvelle-Calédonie et Malaisie. Les arbres
poussent dans les foréts, les régions boisées, les zones peuplées d’arbustes et le long des
marais. Leur nomscientifique vient du grec melas (noir) et leukos (blanc): en effet, I’écorce
est foncée sur le tronc et les branches anciennes, alors qu’elle est blanche sur les jeunes

rameaux.

L’arbre & thé est un arbuste ou arbrisseau d’aspect délicat, a petites feuilles linéaires
persistantes et épineuses, a inflorescences en épis en forme de panaches blancs ou a fleurs

jaunes ou pourpres (Tocaven, 2011).

Figure 1 : Melaleuca alterifolia (encyclopédie,
Encarta 2009)

2) Classification botanique

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Melaleuca
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Espece : Melaleuca alternifolia

Nom commun : tea tree, arbre a thé, melaleuque (Maiden et al, 1924).

3) Composition chimique de I’huile essentielle de I’arbre a thé

La composition chimique de I’huile essenticlle de Melaleuca alternifolia a été
rapportée dans plusieurs études. La Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la
Spectrométrie de masse permet d’identifier et de quantifier chacune des molécules

composant 1’huile essentielle (tableau I1).

Tableau 11 : Composition chimique de I’huile essentielle de I’arbre a thé (Doris, 1999).

Familles Principaux constituants

Famille des Monoterpénols | -39 a 41 % de terpinéne-4-ol;
(45 a 50 %) -6 a8% d’alpha-terpinéol.

Famille des Monoterpénes | -20 a 22 % de gammaterpinéne ;
(30 a 40 %) -9a 10 % d’alpha-terpinene ;
-3a6 % d’alpha- pinene ;
-2 2 4% de terpinoléne,
-2 % de para-cymeéne ;
-1 % de limonéne ;
-< 1 % pour chacun des autres constituants suivants:
alpha et béta-phellandréne, myrcéne, béta-pinene, camphene

et alpha-thuyene.

Famille des Sesquiterpenes | -avec environ 1 % d’aromandréne ;
(5210 %) -1 % de viridiflorene ;
-1% de bicyclogermacréne ;

-< 1 % de deltacadinéne.

Famille des Sesquiterpenols | -globulol ;

(<2 %) - viriflorol.

Famille des oxydes -1,8-cinéole < 2,5 %

monoterpeniques: (<5 %)
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4) Propriétés thérapeutiques de I'arbre a thé

L’huile essentielle de [larbre a thé est antibactérienne majeure a large
spectre, antifongique, antivirale, immunomodulante, antiparasitaire cutanée et intestinale,
décongestionnante veineuse et lymphatique, neurotonique radioprotectrice cutanée. Elle est
utilisée dans le cas d’infections buccales (aphtoses, stomatites, abces, gingivites, pyorrhées),
infections O.R.L (Sinusites, otites, rhinopharyngites, angines, bronchites) ...etc (Morand,
1989).

Comme la plupart des huiles essentielles, I'huile de I'arbre a thé peut provoquer des
irritations cutanées suite a ces trois composants (d-limonéne, a-terpinéne et aromandrene),
elle est déconseillée durant la grossesse et I’allaitement. A part ces cas de réactions
rapportées dues a un surdosage ou une allergie, d’autres contre-indications ou effets

secondaires ne sont pas connus (Doris, 1999).

I-3) Généralités sur I’eucalyptol
1) Définition

En 1870, Boland et al ont identifié et attribué 1’eucalyptol (Figure 2) nommé a la
partie dominante d’essence d’Eucalyptus globulus. C’est un composé naturel organique

incolore. C'est un éther cyclique et un monoterpéne, il porte également toute une série d'autres

noms équivalents : 1,8 cinéole, cinéol, cajeputol, 1,8- époxy-p-menthane.

L'eucalyptol est trouvé dans I'huile essentielle de certains eucalyptus (a des taux allant
jusqu’a 90 %, par exemple chez I'Eucalyptus polybractea). Le romarin, larmoise, I'absinthe,

le laurier, la sauge et le basilic (Boland, 1991).

H.C |

Figure 2: Structure de 1, 8 cinéole (Hajer et al, 2011).
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2) Propriétés de ’eucalyptol

L’eucalyptol est trés recherché pour son action antiseptique et cicatrisante.
Antibiotique naturel, il est surtout utilisé pour soigner certaines maladies broncho —
pulmonaires comme la grippe, la toux, la sinusite, la bronchite et la rhinopharyngite tandis
qu’en dermatologie, ons’ensert pour traiter ’acné. Son action est remarquable au niveau du

poumon par sécrétion d’un mucus antiseptique (Candy et al, 1977).

I-4) Généralités sur I’alpha-pinéne
1)  Définition

L'alpha-pinéne (a-pinene) est un monoterpene bicyclique (Figure 3). Il a pour isomeére
le béta-pinéne, il est parmi les terpenes les plus abondants dans la nature, représenté a plus de
90 % dans la turpentine, 1’huile essentielle issue de I’écorce de pin, et a plus de 12 % dans les
huiles essentielles d’agrumes (Ohloff, 1994). Il est obtenu industriellement par distillation
fractionnée de la turpentine (Krasnobajew, 1984). Il est présent dans de nombreuses plantes,
comme la menthe, la lavande, la sauge et le gingembre. On la trouve également dans l'essence
de térébenthine.

CH,
H,C

H,

Figure 3 : Structure de la-pinene (Best et al, 1987).
IV-2)  Propriétés de I’a-pinéne

L’o-pinéne est connu pour ses propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires,
immunostimulantes (Perry et al, 2001), antioxydantes, bactéricides et fongicides (combattent
les champignons pathogenes et les levures) (Andrews et al, 1980). Il peut aussi étre prescrit

en cas d'hypersécrétion bronchique.
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I11-1) Définition des antibiotiques

L’antibiotique, du grec, anti signifie contre et bios, la vie. Tout composé chimique,
élabore par un micro-organisme ou produit par synthese, dont lactivité thérapeutique se
manifeste a tres faible dose d'une maniére spécifique, par l'inhibition de certains processus

vitaux, a I'égard des micro-organismes sensibles (Fleming, 1928).

11-2)  Association des antibiotiques

La décision entre le recours a un seul antibiotique ou a une association de deux
antibiotiques n’est pas anodine. Théoriquement, une association d’antibiotiques est instaurée

pour plusieurs raisons :

++ Obtenir une action synergique bactéricide ou au minimum une action additive :
La gravité¢ de I’infection, qu’elle soit li¢e a un terrain particuliérement compromis, a
un germe particulierement résistant, a un site particulicrement difficile d’acces, peut

nécessiter un renforcement et/ou une accélération de la vitesse bactéricidie ;

X/
°e

Prévenir ’émergence de mutants résistants ;

Les facteurs favorisants I’émergence des bactéries résistantes sont :

- L’espéce bactérienne (exemple : Staphylococcus aureus, Entérobacter sp,
Serratia sp, Citrobacter sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Brucella sp et
Mycobactéries sp.)

- L’antibiotique utilisé : certains antibiotiques, dont les mécanismes de résistances
sont les plus souvent déterminismes chromosomiques, sont ’objet d’une fréquence
de mutation élevée vers la résistance.

¢ Elargir le spectre d’activité lorsqu’une molécule ne peut prétendre a elle seule agir sur
les germes isolés ou seulement suspectes ;

- Encas d'infections a germes multiples
-En cas de traitement empirique chez certains patients, en attendant les résultats de
cultures.

+«¢ Diminuer la durée d’un traitement anti- infectieux.

<+ Diminuer éventuellement les posologies; ce but est sans doute accessoire. Il est surtout

recherché lorsque des effets toxiques existent (Auboyer et al, 1999).
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11-3) Effets d’association des antibiotiques

L'interaction de deux antibiotiques peut produire quatre effets principaux :

— Indifférence : lactivité d'un antibiotique n'a aucune influence sur l'activité de
lautre ;

— Addition : leffet de l'association est égal a la somme des effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément ;

—  Synergie : leffet de l'association est supérieur a la somme des effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément ;

— Antagonisme : l'effet de l'association est inférieur a la somme des effets produits

par chacun des antibiotiques pris isolement (Bricaire, 1997).

11-4) Méthodes utilisées dans I’association des antibiotiques

De nombreuses méthodes sont utilisées, certaines simples et d’autres compliquées.

Les résultats sont parfois difficiles a interpréter voire discordants (Cattoir, 2006).

11-4-1) Méthodes en point fixé

a) Diffusion en gélose (disques ou bandelettes)

La méthode de diffusion en gélose consiste a déposer des disques de papier
imprégnés d'antibiotiques sur une gélose ensemencée avec la bactérie a étudier. 11 s'établit
dans la gélose un gradient de concentration d'antibiotique autour de chaque disque. Apreés 18
heures d'incubation a 37°C, il se produit un halo d'inhibition autour de chaque disque qui
permet de mesurer un diamétre. Ce diametre reflete la valeur de la CMI.

La comparaison de ce diamétre aux diameétres critiques publiés par le CASFIVI
(Comité de l'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie) permet de répondre
qualitativement si la souche étudiée est sensible, intermédiaire ou résistante.

La figure 4 ci-dessous permet d’identifier les effets de [I’association
(Archambaud, 2009).
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INDIFFERENCE ADDITION

7

(b)

~
_

ANTAGONISME SYNERGIE
(€) (d)

_

Figure 4: Mise en évidence de I’interaction entre deux antibiotiques par la méthode
de diffusion en milieu gélosé (Denis et al, 2007).

b) Dilutionen milieu liquide

Parmi les méthodes de dilutions, trois techniques sont les plus utilisées :
L’échiquier, Le pouvoir bactériostatique et bactéricide de I’association et I’étude du pouvoir

bactériostatique et bactéricide du sérum (Mainardi, 1997).

=  Meéthode de ’échiquier

La méthode de I’échiquier, ou Cchaque concentration d’une gamme d’antibiotique est
associée a chaque concentration d’une gamme d’un autre antibiotique, permet de calculer des
coefficients de synergie : concentration fractionnelle inhibitrice (FIC) index et concentration

fractionnelle bactéricide (FBC) index.

Le principe est le méme a la détermination des CMI (concentration minimale inhibitrice)
en milieu liquide mais les concentrations d’antibiotiques sont associées entre elles deux a
deux selon un schéma carré en microplaques. Aprées 18 heures d’incubation a 37 °C, la valeur

de l'association est mesurée grace au FIC dans les tubes ou il n’y a pas de culture visible
(Denis et al, 2007).

11
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CMIA/B  CMIB/A
CMI1A CMIB

FIC index =

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice : plus petite concentration d’antibiotique qui
inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne apres 18 heures de culture a 37°C. Cette

valeur caractérise 1’effet bactériostatique d’un antibiotique (Helander et al, 1998).

CM I : CMI de I’antibiotique A en présence de I’antibiotique B.
CMIg/a: CMI de I'antibiotique B en présence de 'antibiotique A.
L’effet antibactérien est apprécie comme suit :
e L’effet synergique est défini par un FIC index<0,5;
o L’effet d’addition est défini par un 0,5 <FIC index<1 ;

o L’effet d’indifférence est défini par un1 < FIC index<2;

e [’effet d’antagonisme est défini par un FIC index > 2.

Dans tous les tubes ou il n’y a pas de culture visible, il est possible de pratiquer un
repiquage sur gélose a I’aide d’une anse calibrée et d’énumérer les colonies. Comparer ensuite
cette numération a celle de I'inoculum de départ faite le premier jour (comme pour la

détermination de la CMB). Il est possible de calculer alors un FBC index (Denis et al, 2007).

CMBA/B CMBB/A
CMBA CMBB

FBC index =

Cependant le caractere parfois non continu de I'effet bactéricide (phénomene de palier ou
de rebond) rend difficile I’interprétation du FBC index. Il est plus adapté de comparer le
nombre de survivants de I'association par rapport a celui obtenu pour I'antibiotique le plus

actif pris isolément (Denis et al, 2007).
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CMB : Concentration Minimale Bactéricide : la plus petite concentration d’antibiotique ne
laissant subsister 0,01% ou moins de survivants de I’inoculum initial aprés 18 heures de

culture a 37°C. Cette valeur caractérise I'effet bactéricide d’un antibiotique (Juliano et al,

2000. Helander et al, 1998. Ultee et al, 2002).

(a) (b)
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Figure 5: Mise en évidence de I’interaction entre deux antibiotiques

par la méthode de dilution en milieu liquide (Cattoir, 2006).

11-4-2) Méthode cinétique

Elle permet d’explorer dans le temps le devenir d’une population bactérienne (vitesse de
bactéricidie) en présence de plusieurs concentrations d’antibiotiques utilisées seules ou en
association. La synergie se définit par un pourcentage de survivants 100 fois plus faible (-2
log 10) en présence de I’association par rapport a 'antibiotique le plus actif, et 'antagonisme
par un pourcentage de survivants 100 fois plus grand (Figure 6). Cette méthode permet
d’étudier la phase précoce de bactéricidie appreciant ainsi la vitesse de bactéricidie et la phase

tardive qui explore I’effet de I’association sur le phénomene de croissance bactérienne en

particulier I’émergence de mutants résistants (Euzéby, 2001).
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SYNERGIE ANTAGONISME INDIFFERENCE
ADDITION

BACTERIES
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Figure 6 : Mise en évidence de I’interaction entre deux antibiotiques par la méthode

cinétique (Archambaud, 2009).

11-5) Détermination de CMI et de CMB

La détermination des CMI avec la méthode par dilution est celle de réference. Elle
peut étre realisée en milieu liquide ou solide. Il est prudent d’introduire des souches de

références comme contrdles a chaque série de tests (Eloff, 1998).

5-1) Méthode par dilution en milieu gélosé

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007). elle nécessite 1’incorporation de chaque
concentration d’antibiotique dans le milieu liquéfié (a 45°C) et I’utilisation d’un
ensemenceur a tiges multiples (dérivé de Tlappareil de Steers) délivrant 1 a Sul de
I’inoculum de chaque bactérie étudiée (10* bactéries par spot). La CMI est définie comme la
concentration d’antibiotique ne laissant subsister aucune, ou au plus, 1 a 3 colonies aprés 18
heurs d’incubation a 37°C.

Cette technique, considérée comme la méthode de référence pour la détermination des

CMI, présente 1’avantage de pouvoir tester un grand nombre de souches bactériennes vis-a-
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vis d’une concentration d’antibiotique. Elle est cependant difficilement utilisable en routine

et elle ne permet pas la determination des CMB.

5-2) Méthode par dilution en milieu liquide

La méthode par dilution en bouillon Mueller Hinton peut étre réalisée en tubes
(macro-méthode) ou en plaques (micro-méthode).

En pratique, on distribue en premier temps dans une série de tubes a hémolyse (ou
dans les cupules d’une microplaque), sous un méme volume, des concentrations
décroissantes d’antibiotiques (en progression géométrique de 2). Puis on ajoute, dans un
second temps, dans chacun des tubes (cupules), sous un méme volume, des bactéries en
phase exponentielle de croissance de facon & obtenir une concentration finale d’environ 108

bactéries par ml.

La CMB peut étre déterminée en repiquant (par la méthode des stries ou par étalement
en rateau sur un milieu approprié) les tubes sans croissance bactérienne visible, et en
calculant le pourcentage de germes survivants par rapport a une gamme étalon
préalablement établie en parallele. La gamme étalon (ou témoin de dénombrement) est
réalisée en diluant de 10 en 10 I’inoculum de départ ; 0,1 ml de chaque dilution est prélevée
a l'anse calibrée et déposée sous forme d’une strie de 5 cm sur une boite de gélose. Un autre
procédé de dénombrement consiste a étaler en rateau 0,1 ml de chaque dilution sur une

gélose. Les boites sont incubées 18 heures a 37°C.

Plusieurs facteurs peuvent entrainer des variations de la CMB : composition du
milieu de culture, taille de I'inoculum bactérien, phase de croissance des bactéries

(stationnaire ou exponentielle), agitation et transport des antibiotiques (Garniére, 2004).

5-3) Méthode E-test

La méthode E-test n’est pas, a la différence des deux précédentes, une technique par
dilution, mais une méthode par diffusion en milieu gélosé. Des bandelettes imprégnées dans
un gradient d’antibiotique, sont déposées sur une gélose préalablement ensemencée par une
culture bactérienne calibrée et en croissance exponentielle. Aprés 18 heures d’incubation a
37°C, on observe une plage d’inhibition en forme de poire dont I’intersection avec la

bandelette graduée permet une lecture directe de la CMI.
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Cette méthode simple, rapide et bien corrélée avec la méthode de référence, est actuellement
réalisable pour de nombreux antibiotiques.

Néanmoins, le cout élevé de I’E-test en limite son usage. Il peut étre utilisé a chaque
fois qu’il est recommandé pour mesurer rapidement la CMI d’un antibiotique de manicre
précise (par exemple, pour les souches des pneumocoques de sensibilité diminuée a la
pénicilline G, ou encore pour les souches de Staphylococcus présentant un diametre
inferieur a 17 mm aux glycopeptides) (Burnichon, 2003).

Figure 7 : lllustration de la méthode E- Test (Johan et al, 2005).
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1) Matériel et méthodes

Notre étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales a travers
la détermination de I’effet in vitro de I’association de deux huiles essenticlles, de I'alpha

pinéne et ’eucalyptol sur les bactéries.

I-1) Matériel vegétal

Notre étude a porté sur deux espéces, de deux plantes de la famille des lamiaceae et
des myrtaceae qui sont respectivement : « Salvia officinalis » et « Melaleuca alternifolia ».
Ainsi que deux autres composés majoritaires issus d’huile essentielle qui sont « a-pinéne » et

«eucalyptol ».

Figure 8: Salvia officinalis

Les échantillons de la sauge ont été récoltés pendant la période de floraison, dans la
région d’Amizour située a8 30 Km de Bejaia au mois de Mars. L’identification est effectuée

par un botaniste au laboratoire d’écologie de 1’université¢ de Bejaia.

L’huile essenticlle de I’arbre a thé, a-pinéne et eucalyptol ont été utilisées sous forme
liquide.

L’huile essentielle de Iarbre a th¢ (OmniSan, Teebaum OlI, 30ml e. lot-Nr:
42281.D12107 Berlin).
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a-pinéne (N° du lot : 101248651. Zepperlinstra. 7.76185. Karlstruhe, Germany. M =
136g /mol). Sa formule chimique : C1oHss.

Eucalyptol (cas: 70-82-6-UN 3271.N° UF : 207-431-5. Lot: 10153825. Avocado

Germany). Sa formule chimique: C1oH150.

I-2)  Lessouches bactériennes

L’étude a été réalisée sur deux souches bactériennes appartenant a la collection ATCC
(American Type Culture Collection) : Staphylococcus aureus (Gram positif) et Acinetobacter
(Gram négatif) qui ont été fournies par le laboratoire de microbiologie appliquée de

I’université de Bejaia (Tableau IlI).

Tableau 11 : Référence et classification des souches bactériennes utilisées

Souches bactériennes Référence Famille Resistance aux
antibiotiques

Staphylococcus ATCC6538 Micrococcaceae Méthicilline
aureus
Acinetobacter ATCC949(S) Moraxellaceae Peénicilline
1)) Méthodes

I1-1)  Extraction des huiles essentielles

La partie utilisée dans I'extraction des huiles essentielles de la sauge sont les feuilles

et les boutons floraux (partie aérienne) I’extraction a été effectuée par I'hydrodistillation

(figure 9) a I’aide d’un appareil de type Clevenger (Clevenger, 1928).
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thermametre

Ballon & fond rond réfrigérant 4 eau

avec tube 4 dégagement latéral

chauffe ballon
erlenmeyer

valet glévateur

Figure 9: Dispositif d’extraction (Clevenger, 1928).
Le dispositifd’extraction est constitué de :

— Un ballon de capacité de deux litres ;
- Un réfrigérant ;

— Une ampoule a décanter cing cent millilitre.

La technique d’hydrodistillation consiste & mettre dans un ballon, un mélange d’eau
distillé (250 ml) et de la sauge (50 g) dont on souhaite extraire 1’huile essenticlle, on laisse
macérer pendant 24 heures. Le mélange est porté a ébullition pendant deux heures. Les
cellules végétales éclatent et liberent les molécules odorantes, celles qui sont alors entrainées
par la vapeur d’eau créée. Elles passent par un réfrigérant a eau ou elles sont condensées, puis

sont récupérées dans un récipient (Ganou, 2001).

Le récipient contient a ce moment deux phases: une phase aqueuse et une phase
organique odorante appelée huile essentielle. On sépare ces deux phases par décantation et on

récupere 1’ huile essentielle.
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Figure 10 : Huile essentielle de la sauge

Le rendement d’extraction des huiles essentielles est exprimé par le rapport de poids

d’huile essentielle extraite sur le poids sec de la maticre végétale (Williams et Lusunzi, 1994).

Le poids d huile essentielle
Rd =

" Le poids sec de la matiére végétale

P
Rd %= —=100

P : poids d’huile essentielle.

Po : poids sec de la matiere végétale.

11-2)  Tests antibactériens

11-2-1) Préparation de concentrations d’huile essentielle et des composés majoritaires

% Préparation de ’émulsion
Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (CMI, CMB) des huiles

essentielles et les composés majoritaires ont été déterminées selon la méthode rapportée par
Remmal et al, Satrani et al. Du fait de la non miscibilité de I’huile essentielle & l'eau et donc
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aux milieux de culture, une mise en émulsion a été réalisee grace a une solution d'agar a 0,2 %

afin de favoriser le contact germe/huile essentielle.

L’huile essentielle est émulsionnée en ajoutant 100 pl d’huile essentielle a 900 pl

d’une solutiona 0,2 % d’agar (Remmal et al.1993, Satraniet al.2001).

< Préparation des dilutions des deux huiles essentielles, d’eucalyptol et d’a- pinéne

Les différentes dilutions des deux huiles essentielles, d’a-pinéne et d’eucalyptol ont

été préparées dans la solution d’agar a 0,2 % pour obtenir les différentes concentrations

(tableaux IV.....VII).

Tableau 1V : Concentrations de I’huile essentielle de la sauge obtenues a partir des

différentes dilutions

Dilution Concentration Dilution Concentration

(mg /ml) (mg /ml)
SM 60 1/64 0,937
1/2 30 1/128 0,468
1/4 15 1/256 0,234
1/8 7.5 1/512 0,117
1/16 3,75 1/1024 0,058
1/32 1,875 / /

Tableau V : Concentrations de I'huile essentielle de Parbre & thé obtenues a partir des

différentes dilutions

Dilution Concentration Dilution Concentration

(mg /mil) (mg /ml)
SM 106 1/64 1,656
1/2 53 1/128 0,828
1/4 26,5 1/256 0,414
1/8 13,25 1/512 0,207
1/16 6,625 1/1024 0,103
1/32 3,312 / /
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Tableau VI : Concentrations d’eucalyptol obtenues a partir des différentes dilutions

Dilution Concentration Dilution Concentration

(mg /ml) (mg /ml)
SM 125 1/64 1,95
1/2 62,5 1/128 0,97
1/4 31,25 1/256 0,48
1/8 15,62 1/512 0,24
1/16 7,81 1/1024 0,12
1/32 3,9 / /

Tableau VII : Concentrations de I’ a- pinéne obtenues a partir des différentes dilutions

Dilution Concentration Dilution Concentration

(mg /ml) (mg /ml)
SM 111 1/64 1,73
1/2 55,5 1/128 0,86
1/4 27,75 1/256 0,43
1/8 13,87 1/512 0,21
1/16 6,93 1/1024 0,1
1/32 3,46 / /

% Preparation de la suspension bacte rienne
1- Repiquage sur milieu liquide

En vue d’obtention d’un nombre de bactéries précis pour les analyses, il est primordial
de les repiquer, sur les milieux BCP et Chapman, ces milieux sélectifs, respectivement,
favorisent la culture bactérienne d’Acinetobacter et de Staphylococcus aureus

(Guillaume 2004).

2- Standardisation des inocula bactériens

La standardisation est effectuée dans le but d’obtenir une concentration d’environ 10’
a 10 UFC/ml et d’avoir une charge homogéne des souches utilisées pour pouvoir étudier

I’effet antibactérien des deux huiles essentielles et les deux composés majoritaires.
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Apres 18 heurs d’incubation de la culture bactérienne sur milieu sélectif, on racle a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. On

décharge I’anse dans 5 a 9 ml d’eau physiologique stérile & 0,9 %.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5
Mac Farland ou & une DO de 0,08 & 0,1. Donc & une concentration qui égale a 107 - 108
UFC/mllue a 625 nm a I’aide d’un spectrométre. L’ inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit
de la culture s’il est trop faible, ou bien de I'eau physiologique stérile s’il est trop fort
(Cabbert er al ,1986 ; Courvalin et al, 1991).

Apres la standardisation on a pris a partir d’une culture bactérienne de Staphylococcus

aureus 11 colonies et 09 colonies a partir d’une culture bactérienne d’Acinetobacter.

11-3) Détermination de I’effet d’association des deux huiles essentielles, d’eucalyptol et

de PPa- pinéne

La méthode utilisée pour la détermination de la CMI et CMB dans I’association des
huiles essentielles et les composés majoritaires est celle de I’échiquier. Elle est réalisée sur

des microplagues (microméthode), quicontiennent 96 puis de 300 pl (Denis et al, 2007).

» Détermination de CMI et CMB de la sauge officinalis, de ’arbre a thé, d’eucalyptol et

de PPa- pinéne :

Dans chaque cupule (sur I’axe des abscisses ou des ordonnées) on introduit :

— 60 pl de bouillon Mueller Hinton (scharleau 02- 136. barcelona (spain). made in European
Union) ;

— 60 pl de la suspension bactérienne ;

— 60 pl de dilution d’huile essentielle (ou de composé majoritaire).

» Détermination de Deffet d’association des huiles essentielles et les composes
majoritaires:

Les associations effectuées sont : « sauge, arbre a thé », « sauge, eucalyptol », «arbre a the,

eucalyptol », « eucalyptol, a- pinéne », «arbre a thé, a- pinéne ».
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Dans le reste des cupules on met :

60 ul de bouillon Mueller Hinton ;

60 pl de la suspension bactérienne ;

60 pl de dilution de 1% huile essentielle (ou composé majoritaire);

60 pl de dilution de 2°™® huile essentielle (ou composé majoritaire).

Aprés I’incubation des microplaques a 37°C pendant 18 heures, on effectue un
repiquage sur les cupules ou il n’y a pas de trouble et on I’ensemence dans des tubes de
bouillon nutritif ou dans des boites de Pétri aprés avoir coulé la gélose nutritive, pour vérifier
si l’effet des huiles essentielles et les composés majoritaires utilisées est bactéricide ou

bactériostatique ainsi que I’effet de leurs association.
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)] Rendement en huile essentielle

Le rendement obtenu en huile essentielle de la sauge récoltée dans la région
d’Amizour est de 0,98 %, qui est supérieur au rendement en huile essentielle de Salvia
officinalis récoltée dans la région de Ghardaia (0,52 %).

En effet, Chalchat et al en 1998, ont montré que le rendement d’extraction des huiles
essentielles de Salvia officinalis obtenu par hydrodistillation pendant quatre heures dans un
appareil Clevenger est en fonction de l'origine de la plante : France (2,05%), Hongrie
(2,50 %), Portugal (2,90 %), Roumanie (2,30 %).

Par contre, le rendement obtenu par Matelic en 2001, est de 1,42 % par
hydrodistillation, de 1,39 % par extraction a la vapeur de pentane et de 1,40% par extraction a

la vapeur d’éther.

2,5

N

1,5

o

Rendement (%0)

0,5

Figure 11: Le rendement en huile essentielle de Salvia officinalis originaire de Bejaia et

dans quelques pays

Cette variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a I'origine de la
plante et a la technique d’extraction mais également a la période de la récolte de la matiere
végétale, de cycle végétatif et de la nature de 'organe végétal (Fellah, 2001).

Par exemple, une huile essentielle de Menthe ne présente pas la méme composition

selon quelle soit extraite a partir des plantes récoltées le matin, au milieu ouen fin de journée.
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Ainsi le taux de thujone de Salvia officinalis variété dalmate est de 26 % pour une récolte de

printemps et de 51 % pour une récolte d’automne (Laouer, 2004).

Il)  Activité antibacté rienne des huiles essentielles et des composés majoritaires

étudiés et leurs associations

Les huiles essentielles sont reconnues par leurs composants naturels, comme les
monoterpenes, diterpenes et les hydrocarbures avec des groupes fonctionnels divers. Dans les
années 1990, Muanza et ses collaborateurs ont recherchés des extraits de plantes
potentiellement bioactifs contre les bactéries et les moisissures (Muanza, 1994 et Muanza,
1995). Depuis, beaucoup d'autres chercheurs ont rapporté I’effet antimicrobien (Sivropoulou
et al. 1995, Sivropoulou et al. 1997, Cowan, 1999, Mau, 2001, Hoffman, 2004) et
antifongique (Muller et al. 1995; Adam et al. 1998; Moretti et al. 1998; Deferera et al. 2000,
Sridhar et al. 2003; Rakotonirainy and Lavedrine, 2005) des huiles essentielles dans
I’application agroalimentaire, la recherche pharmaceutique et dans d’autres domaines.
Plusieurs composés sont souvent cités comme responsables des propriétés antiseptiques des
huiles essentielles: le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde, leugénol, le 1,8-cinéole, le

camphre et les thujones (Hubert, 2008).

Les effets d’association des huiles essentielles, le FIC et le FBC sont illustrés dans le
tableau VIII.

Tableau VIII : Représentation des effets d’association des huiles essentielles (FIC,
FBC) d’aprés Denis et al, 2007

Effet d’association des huiles FIC ouFBC Les équations
essentielles
Synergie
<
<0,5 FIC index = CMIA/E = CMIB/A
CMIA CcCMIB
Addition .
0,5<FIC index<1
Indifférence _ index = SMBA/B | CMEB/A
1< FIC index<2 FBC index CMEA CMEE
Antagonisme
>2
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Pour les huiles essentielles de Salvia officinalis,

eucalyptol,
(IX...XIV)

Melaleuca alternifolia, a- pinéne et

les résultats de D’activité antibactérienne sont résumés dans les tableaux

Tableau 1X : Résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de la sauge et de

I’arbre a thé
Souches CMB d’HE de la CMB d’HE de FBC index
bactériennes sauge I’arbre a thé (mg/ml)
officinale (mg/ml) (mg/ml)
S. aureus 30 13,25 0,5
Acinetobacter 30 13,25 0,53

Ce test a montré que la concentration de 30 mg /ml de I'huile essentielle de la sauge a
été suffisante pour arréter la croissance de Staphylococcus aureus (Gram positif) du méme

qu’Acinetobacter (Gram négatif).

L’association de ces deux huiles essentielles montre un effet synergique
(FBC index = 0,5 < 0,5) contre Staphylococcus aureus et un effet d’addition (0,5 < FIC index

= 0,53 < 1) contre Acinetobacter.

La présence d’une teneur importante d’hydrocarbures terpéniques (campheéne 1,1-10,3
%, a- pinéne 1,7- 13,1 %, B- pinéne 0,5-17,9 % et 1,8-cinéole 0,7-20,8 %) dans lhuile
essentielle de Salvia officinalis peut étre responsable de son activité prononcée contre
Staphylococcus aureus et Acinetobacter. Des études ont été réalisées par Angioni et al sur les
huiles essentielles des feuilles de Juniperus oxycedrus ont montré qu’elle présente une bonne
activite inhibitrice contre Staphylococcus aureus. Cette huile essentielle est caractérisée par

I’abondance de I’ a -pinéne (environ 86 %).

En 2001, Miladinovic et al ont mis en évidence le pouvoir antimicrobien des huiles
essentielles de Salvia officinalis. Les résultats ont montré que les dilutions d’huile essentielle
aux 1/50 et 1/100 sont trés actives sur Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella enteridis et Aspergillus niger. Cette activité a ¢té attribuée a 1’a-thujone et au

camphre.
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En 2000, Martin et al ont rapporté que I’activité observée contre les bactéries étudiées
au cours de leurs travaux sur I’huile essentielle de Croton stellulifer est attribuée
particuliérement a la présence de ’a-pinéne parmi les composes majoritaires de cette essence.
Le biotest réalisé par Aligiani et al, (2001) sur I’huile essentielle de Sideritis sipylea
(contenant comme constituant principal ’a-pinéne 35,20 %) a montré qu’elle possede une

grande activité contre les microorganismes testés.

Ainsi les résultats obtenus par Dorman, (2000), Oussalah, (2007) ont démontré que
Staphylococcus aureus est la bactérie la plus affectée par les monoterpénes et les cétones

comme les thujones.

L’huile essentielle de Melaleuca alternifolia présente, in vitro, une bonne activité
bactéricide vis-a-vis les bactéries testées, cela est due a sa composition riche en
monoterpinols (39-41 % de terpinéne -4-ol) et monterpenes (20-22 % de gamma terpinéne)
(Coxetal, 2000).

L’étude faite par Swords et Hunter, (1978) sur Melaleuca alternifolia a montrée que
les principaux composants : terpinen-4- ol, terpinéne, 1,8-cinéole et le p-cyméne sont
certainement responsables de I’activité bactériostatique notable vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, E.coli et une activité fongistatique notable vis-a-vis de Candida

albicans et Aspergillus niger.

Par contre I’étude rapportée par Doris en 1999, a montré que I’huile essentielle de
Melaleuca alternifolia a une activité bactéricide contre les bactéries : Staphylococcus aureus,

E.coli, Klebsiella pneumoniae qui est due principalement a son profil chimique.

Cette activité antibactérienne de ces deux huiles essentielles pourrait étre expliquée
par I’interaction moléculaire des groupements fonctionnels de leurs composants avec la paroi
des bactéries ce qui provoque de profondes Iésions. On peut conclure donc que cette activité
peut étre le résultat d’un effet synergique entre plusieurs composés de ces huiles essentielles
(Felice et al, 2004)
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Tableau X : Résultats de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de 1’arbre a thé et

d’eucalyptol

Souche bactérienne | CMB d’cucalyptol CMB d’HE de FBC index
(mg/ml) I’arbre a thé (mg/ml)
(mg/ml)
S. aureus 31,25 13,25 0,56
Souche bactérienne CMI d’eucalyptol CMI d’HE de FIC index
(mg/ml) I’arbre a thé (mg/ml)
(mg/ml)
Acinetobacter 31,25 6,625 1,06

L’huile essenticlle de Melaleuca alternifolia en association avec I’eucalyptol (1,8
cinéole) présente, in vitro, une bonne activité inhibitrice vis-a-vis les bactéries testées.
Cependant, ces bactéries n’ont pas manifesté la méme sensibilité vis-a-vis de I’huile
essentielle et I’eucalyptol. La concentration de 31,25 mg /ml d’eucalyptol a été suffisante

pour arréter la croissance de Staphylococcus aureus et inhiber la croissance d’Acinetobacter.

En contre partie, pour Staphylococcus aureus, la concentration de 13,25 mg/ml a été
suffisante pour arréter sa croissance qui s’est montrée la plus vulnérable a I’huile essentielle
de Melaleuca alternifolia, alors qu’Acinetobacter a été inhibé a partir de la concentration
minimale de 6.625 mg/ml.

L’effet d’association de I’huile essentielle de ’arbre a thé avec ’eucalyptol montre un
effet d’addition (0,5 < FBC index = 0,56 < 1) contre Staphylococcus aureus et un effet

d’indifférence (1 < FIC index = 1,06 < 2) contre Acinetobacter.

Des études rapportées par Juergens et al, 1998 et Pattnaick et al, 1997 ont montré
I’effet inhibiteur et I’activit¢ antimicrobienne de I'eucalyptol, ce qui explique les résultats

obtenus, Staphylococcus aureus a montré une sensibilité plus élevée qu’Acinetobacter.

En 1997, Pattnaick et al ont testé¢ I'activité antimicrobienne de cingq constituants des
huiles essentielles; le cinéole, le citral, le géraniol, le linalol et le menthol sur 18 bactéries
(Gram positif et Gram négatif) et 12 champignons (3 levures et 9 myceétes). Le linalol était le
plus efficace il a inhibé 17 bactéries, suivi du cinéole et du géraniol (chacun a inhibé 16

bactéries), le menthol et le citral ont inhibé 15 et 14 bactéries respectivement.
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Tableau XI : Résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essenticlle de la sauge et

d’eucalyptol

Souches CMI d’cucalyptol CMI d’HE de la FIC index
bactériennes (mg/ml) sauge (mg/ml)
(mg/ml)
S. aureus 62,5 60 0,224
Acinetobacter 31,25 60 0,55

En ce qui concerne I’huile essentielle de Salvia officinalis dans ce test, elle présente
une faible activité vis-a-vis les souches utilisées (les CMI sont déterminées a partir de la
solution mere), cela peut étre attribué a sa composition cétonique (Camphre 4,1 a 27,5%, o-
thujone 1,5 a 44,2%, B-thujone 1 a 36,7%).

Alors que I'eucalyptol, présente une activité moyenne contre ces deux bactéries dont
il a inhibé la croissance de ces dernieres a une concentration de 62,5 mg/ml pour

Staphylococcus aureus et de 31,25 mg/ml pour Acinetobacter.

L’effet d’association de I’huile essenticlle de la sauge avec 1’eucalyptol montre un
effet synergique (FIC index = 0,22 < 0,5) contre Staphylococcus aureus et un effet
d’addition (0,5 < FIC index= 0,55 <1) contre Acinetobacter.

En 1999,

antimicrobienne de 47 huiles essentielles contre 10 microorganismes dont une levure

Hammer et al ont effectué une étude qui portait sur Iactivité

(Candida albicans), tous les microorganismes sont inhibés par les huiles essentielles de
Cymbopogon citratus, Origanum vulgare et de Pimenta racemosa a des concentrations
inferieures ou égales a 2 % par contre, ces microorganismes ne sont pas inhibés par 1’huile

essentielle de Salvia officinalis a la concentration de 2 %.

L’action relative des thujones et d’eucalyptol (1,8-cinéole) a été associée a leur basse
hydrosolubilité et la capacité de former des liaisons hydrogenes, ce qui limite leur entrée dans
les bactéries a Gram négatif qui possedent des voies hydrophobes inopérants dans la

membrane externe (Faleiro, 2003).
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Tableau XII : Résultats de I’activité antibactérienne d’eucalyptol et de

I’ a- pinene

Souches CMI d’cucalyptol | CMI de I’a- pinene FIC index
bactériennes (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
S. aureus 62,5 111 1,03
Acinetobacter 62,5 111 2
Tableau XII1 : Résultats de 'activité antibactérienne de 1’huile essentielle de I’arbre a thé et
de I’ o- pinéne

Souches CMI d’HE de I’arbre | CMI de I’a- pinene FIC index

bactériennes athe (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)

S. aureus 6,625 111 1,24

Acinetobacter 13,25 111 1,12

A partir des résultats représentés dans les tableaux (XI1, XII1) ci-dessus, a- pinéne a
une activité faible contre les bactéries, donc, il est inefficace alors que Magwa et al, (2006),

Cha et al, (2007) démontrent le contraire.

L’effet d’association de I’a-pinene avec I'eucalyptol montre un effet d’indifférence
(1< FIC index = 1,03 < 2) contre Staphylococcus aureus et contre Acinetobacter

(I<SFIC index=2 < 2).

L’effet d’association de I’a-pinene avec 1’huile essentielle de I”’arbre a thé montre un
effet d’indifférence (1 < FIC index = 1,24 < 2) contre Staphylococcus aureus et contre
Acinetobacter (1 <FIC index=1,12 <2).

Les effets des o - pinénes rapportés dans la littérature scientifique varient avec la
composition globale des substances accompagnatrices, notamment les monoterpénes et les
sesquiterpenes. Les recherches scientifiques portent généralement sur une huile essentielle
complete plutdt que sur ses composants, parce que, bien évidemment, ¢’est un produit entier

qui est libéré dans le biotope et les plantes créent une famille de terpénes plutét qu’une seule
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espéce chimique. De plus, I'effet biologique est souvent du @ une synergie d’action entre les
differents composants de la substance active (Sonboli et al, 2006). Ceci explique les
nombreuses contradictions observées dans les différentes publications. Par exemple, les a -
pinénes sont les composants majoritaires de la plante amazonienne Cordiaverbenacea spp
(environ 27%). Cette plante présente une efficacité remarquable contre les bactéries Gram
positives et les levures, mais pas contre les bactéries Gram négatives (Carvalho et al, 2004).
Cependant, d’autres études démontrent I'effet antibactérien de ces terpénes a la fois sur des

bactéries Gram négatives et Gram positives (Martins et al, 2003).

En outre, la stéréochimie influence l'activité antibactérienne. Il a été observé que les
a -isomeres sont moins actifs relativement aux 3-isomeres (Dorman, 2000). Du moment que
la B-thujone, est le composé majoritaire (56,33%) d’huile essentielle d’Artemisia
mesatlantica, elle lui confére une forte propriété antiseptique en plus d’autres caractéristiques
physiologiques; elle est abortive, antibactérienne, emménagogue, insecticide et larvicide
(Duke, 1998).

Des études antécédentes ont démontré que la majorité des huiles essentielles testées
pour leurs propriétés antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les bactéries a Gram
positif. La résistance des bactéries a Gram négatif est attribuée a leur membrane externe
hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés hydrophobes dans la membrane
cellulaire cible (Wan, 1998).

Chez les bactéries a Gram positif, le peptidoglycane est trés épais et associé a des
protéines pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques, acides
teichoiques...). Par contre chez les bactéries a Gram négatif, le peptidoglycane est tres fin et
associé a une enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique.

Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe
constituée de phospholipides, de protéines (porines...) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace
périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'ils
puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques
(antibiotiques, métaux lourds...) (Wan, 1998).
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» Comparaison de Dactivité antibactérienne d’association des deux huiles

essentielles, d’eucalyptol et de I’ a - pinénes

1,4
1,2

FICouFBC

o+E A+a

Figure 12 : Comparaison de I’activité antibactérienne d’association des deux huiles
essentielles (arbre a thé A, sauge S), d’eucalyptol (E) etd’ a—pinénes (o) sur

Staphylococcus aureus.

FICou FBC

Figure 13 : Comparaison de I’activité antibactérienne d’association des deux huiles

essentielles (arbre a thé A, sauge S), d’eucalyptol (E) et d’ o.— pinénes (a) sur Acinetobacter.
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L’huile essentielle de I’arbre a thé a montré une activité meilleure en association avec
I’huile essentielle de la sauge sur les bactéries testées (effet bactéricide), suivi de son
association avec I'eucalyptol (effet bactériostatique) et enfin son association avec I'alpha

pinéne.

L’huile essentielle de la sauge a une bonne activité in vitro en association avec

I’eucalyptol et avec I’huile essentielle de I’arbre a thé sur les bactéries testées.

Par contre, ’a-pinéne a presenté une activité modéerée contre les souches bactériennes

en association soit avec I’huile essentielle de I’arbre a thé ou avec I’eucalyptol.

Tandis que, I’eucalyptol a montré une bonne activité sur les bactéries en association

avec les huiles essentielles étudiées, alors que, son association avec I’a-pinene est faible.

En 2000, Dorman et Deans ont étudié¢ 1’activité de 1’huile essentielle du poivre (Piper
nigrum), du géranium (Pelargonium graveolens), d’origan (Origanum vulgare) et du thym
(Thymus vulgaris) sur 25 genres différents de bactéries. Les huiles essentielles ont montré des
effets inhibiteurs considérables contre tous les micro-organismes testés, alors que leurs
constituants majeurs ont montré des degrés différents au niveau de la culture bactérienne.
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est comparée a celle des antibiotiques sur
des bactéries en culture. Les constituants a structure phénolique tels que le carvacrol,
I’eugénol et le thymol, sont hautement actifs contre les microorganismes. Les phénols sont

connus pour étre des agents bactéricides ou bactériostatiques selon la concentration utilisée.

En effet, l'étude de [lactivité antibactérienne de certains constituants des huiles
essentielles a permis de distinguer:

- les composés phénoliques a forte activité antimicrobienne tels que le thymol et le carvacrol
(Cosentino et al, 1999 ; Gergis et al, 1990).

- les constituants a faible activité antibactérienne qui sont : pulegone, menthone, 1,8-cinéole,
p-cymeéne, isomenthone, myrcéne, o et B-pinéne, pipéritone, limonene, linalol, -terpinene et
les composés non terpéniques (Lattaoui et al, 1994 ; Carson et al, 1995 ; Chalchat et al,
1995).
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Conclusion

Le présent travail a été consacré a la détermination du rendement et des propriétés
antibactériennes de I'huile essentielle extraite de Salvia officinalis récoltée dans la région
d’Amizour (Algérie) en Mars 2013, et I’activité antibactérienne de I’huile essenticlle de
Melaleuca alternifolia et les deux composés majoritaires a-pinéne et eucalyptol (1,8 cinéole),

ainsi que I’activité de leurs association.

L’effet antibactérien de 1’association des huiles essentielles et les deux composes
majoritaires, est mis en évidence par la méthode de 1’échiquier, en présence de deux

bactéries pathogenes: Staphylococcus aureus et Acinetobacter.

Dans cette étude, la valeur du rendement en huile essentielle de la partie aérienne de
Salvia officinalis était de 0,98%. Cette valeur est inferieure aux rendements obtenus chez la

méme espece dans les différentes régions.

En matiére d’activité antibactérienne, I’huile essenticlle de Melaleuca alternifolia et
Salvia officinalis a montré une bonne activité in vitro vis-a-vis les souches bactériennes
testées, ceci est dua la nature de la composition chimique de ces huiles. Cependant I’activité
antibactérienne de I’eucalyptol, évaluée par la méthode de I’échiquier, a permis de révéler une
activité moyenne sur la croissance de S. aureus et Acinetobacter. Cette eétude met également

en évidence une faible activité de I’a- pinene vis-a-vis de ces souches bactériennes.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour I'application des huiles
essentielles dans le domaine de T'agroalimentaire comme additif naturel pour réduire ou
remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques. Aussi, leur utilisation en
tres faibles quantités est envisageable en raison de leur grande efficacité, contrairement a
certains additifs comme les sels ou les épices entieres. Leurs combinaisons a d’autres
procédés de conservation en feront certainement dans les prochaines années I'agent
antimicrobien naturel incontournable pour améliorer la durée de vie des aliments (oussalah,
2006). Mais il faudrait, comme pour beaucoup de plantes médicinales, réaliser une étude
pharmacologique compléte et approfondie afin de prouver par des méthodes expérimentales

modernes ses propriétés thérapeutiques.
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D’autres propriétés des huiles, notamment antiparasitaire, insecticide, antifongique et
antivirale sont actuellement a I’étude par plusieurs chercheures. A plus ou moins long terme,
ces travaux pourraient étre une réponse aux problémes des antibiotiques et de leurs résistance,

et avoir une application en santé humaine et animale.
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Annexe 1 : Composition et préparation des milieux de culture (Guillaume, 2004)
Milieu Muller Hinton liquide : pour un litre
e Composition :
Infusion de viande bovine 02,0 g;
Peptone de caséine 17,5 g;
Amidon de mais 01,5 g.
e Préparation

Pour préparer ce milieu il faut peser 38 g de poudre et la mélanger dans 1L d’eau.
Homogeéneiser puis chauffer en agitant. Porter a ébullition pendant environ une

minute. Ensuite le stériliser a I’autoclave durant 15 minutes a 120° C.
Bouillon nutritif : pour un litre

e Composition :

Peptone 5g;

Extrait de viande 1 g ;
Extrait de levure 2 g;
Chlorure de Sodium 5 g.

e Préparation:

Pour préparer ce milieu il faut peser 25 g de poudre et la mélanger dans 1L d’eau.

Homogeénéiser et ensuite le stériliser a I’autoclave durant 15 minutes a 120°C.
Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (NaCL) 9 g;
Eau distillée 1L ;
PH=7;

Stérilisationa 120° C/ 15 min.
Agar a 0,2%

Agar 0,29 ;
Eau distillée 1L ;
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Stérilisation a 120° C/ 15 min.

Annexe 2 : Structure de la paroi bactérienne

]Pepti doglycane

Membrane
plasmique

Phospholipide
Proteine

Structure de la paroi bactérienne Gram positive (Arnaud, 2007).

Lipopolysaccharide

Proteine
Phospholipide e

Membrane
externe

Peptidoglycane

JL IL

Membrane
plasmique

Lipoproteine

Structure de la paroi bactérienne Gram négative (Arnaud, 2007).



Résumé

Les huiles essentielles ont un spectre d'action biocide trés large, puisquelles inhibent la
croissance de moisissures, levures et bactéries. Le but de ce travail est de déterminer l'activité
antibactérienne de deux huiles essentielles (Salvia officinalis et Melaleuca alternifolia) et de
deux composés majoritaires eucalyptol et a- pinéne, ainsi que leurs association sur deux
souches bactériennes pathogénes Staphylococcus aureus et Acinetobacter. Le rendement en
huile essentielle extraite de Salvia officinalis de la région d’ Amizour en Algérie montre une
teneur moyenne qui est de 0,98 %. Cette activité antibactérienne est mise en évidence par la
méthode de I'échiquier qui a montré que les deux huiles essentielles des deux plantes ont une
bonne activité in vitro vis-a-vis les souches bactériennes testées ( leurs association montre un
effet synergique FBC = 0,5 pour s.aureus et FBC=0,53 pour Acinetobacter), cependant,
I’eucalyptol a généré une activité moyenne (son association montre un effet synergique avec
I’HE de Salvia officinalis FIC=0,22, effet d’addition avec I’HE de l’arbre a thé contre S.
aureus FBC= 0,56 et un effet d’indifférence contre Acinetobacter FIC=1,06, par contre son
association avec I’a- pinéne montre un effet d’indifférence FIC= 1,2 pour s.aureus et FIC=2
pour Acinetobacter ), contrairement a I'a- pinéne qui a exercé la plus faible activité contre
ces souches (son association avec I’HE de larbre a th¢ (FIC= 1,24 pour s.aureus et
FIC=1,12 pour Acinetobacter) et I’eucalyptol montre un effet d’ indifférence).

Mots clés

Huiles essentielles (HE), activité antibactérienne, Staphylococcus aureus, Acinetobacter,
Salvia officinalis, Melaleuca alternifolia, eucalyptol, a- pinene, synergie, addition,
indifférence.

Abstract

Essential oils have a very large biocidal action spectrum as they inhibit the growth of
mould, yeast and bacteria. The aim of this work was to determine the antibacterial activity of
two essential oils (Salvia officinalis and Melaleuca alternifolia) as well as two majority
compounds: eucalyptol and a-pinene, like their associations of two pathogenic bacterial
strains; that is, Staphylococcus aureus and Acinetobacter. The essential oil yield extracted
from Salvia officinalis in Amizour (an Algerian province) showed an average of 0. 98%. This
antibacterial activity was highlighted by the chess board method which showed that the two
essential oils of both plants had a good activity in vitro vis-a-vis the tested bacterial strains
(their associations show a synergistic effect). However, unlike a-pinene which showed a weak
activity against these strains (its association with the essential oil of the tea tree and the
eucalyptol shows an effect of indifference), eucalyptol manifested an average one (its
association shows a synergistic effect with essential oil of Salvia officinalis, effect of addition
with essential oil of the tea tree against S. aureus and an effect of indifference against
Acinetobacter. on the other hand its association with the a-pinene shows an effect of
indifference ).

Key words
Essential oils, antibacterial activity, Staphylococcus aureus, Acinetobacter, Salvia officinalis,

Melaleuca alternifolia, eucalyptol, a-pinene, synergism, addition, indifference.



