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Résumé : 

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence l’activité antibactérienne de six 

extraits bruts éthanoliques préparés à partir de la poudre de la partie aérienne des espèces 

d’agrume : Citrus limonum (citron), Citrus aurantium (l’orange amère), Citrus sinensis 

(l’orange douce) et Citrus maxima (pamplemousse), l’espèce Oléa europaea var. Europeaea 

(l’olivier domestique) et du broyat d’Allium sativum (gousses et bulbes d’ail) ainsi que six 

échantillons de miel vis-à-vis des deux souches de référence  Escherichia coli ATCC 25922 

et Staphylococcus aureus ATCC 25923 et cela par la méthode de diffusion sur milieu gélosé 

(Aromatogramme). 

 Les rendements d’extraction diffèrent d’une espèce végétale à une autre, le meilleur 

rendement est observé pour l’extrait éthanolique des feuilles d’olives avec un pourcentage 

de 5.35 et le plus faible est 1.55% pour les feuilles de citronnier. 

 Les résultats de l’aromatogramme montrent que tous les extraits et les échantillons 

de miel ont révélé une activité antibactérienne à l’encontre des deux souches testées et cela 

par l’apparition des zones d’inhibition autour des disques et des puits réalisés, mis à part les 

extraits éthanolique des feuilles d’grumes. L’ail (bulbe et gousses) et feuilles d’olives 

manifestent un bon effet inhibiteur et les plus fortes zones d’inhibition sont noté pour 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  avec un diamètre de 36mm et 15mm respectivement. 

 L’inhibition des extraits éthanoliques dotés d’une activité antibactérienne a été 

confirmé en milieu liquide par l’évaluation de la CMB, et les valeurs obtenues sont : 

0.401g/ml, 0.031g/ml, 0.043 g/ml pourles feuilles d’olive, de gousses et de bulbes d’ail 

respectivement. 

 La combinaison des extraits éthanoliques testés avec les antibiotiques de référence  

manifestent une bonne activité synergique pour les deux souches microbiennes. 

Mots clefs : activité antibactérienne, extraits végétales, miel, Escherichia coli ATCC 

25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

 

 



 

 

Abstract : 

The objective of this work is to demonstrate the antibacterial activity of six ethanolic 

crude extracts prepared from the powder of the aerial part of citrus species: Citrus limonum 

(lemon), Citrus aurantium (bitter orange), Citrus sinensis (sweet orange) and Citrus maxima 

(grapefruit), the species Oléa europaea var. Europeaea (domestic olive tree) and Allium 

sativum crushed material (garlic cloves and bulbs) as well as six honey samples against the 

two reference strains Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 by 

the agar diffusion method (Aromatogram). 

 The extraction yields differ from one plant species to another, the best yield is observed for 

the ethanolic extract of olive leaves with a percentage of 5.35 and the lowest is 1.55% for 

lemon leaves. 

 The results of the aromatogram show that all the extracts and the honey samples revealed 

an antibacterial activity against the two tested strains and this by the appearance of the 

inhibition zones around the disks and the wells made, except for the ethanolic extracts of 

the log leaves. Garlic (bulb and cloves) and olive leaves showed a good inhibitory effect and 

the strongest inhibition zones were noted for Staphylococcus aureus ATCC 25923 with a 

diameter of 36mm and 15mm respectively. 

 The inhibition of ethanolic extracts with antibacterial activity was confirmed in liquid 

medium by the evaluation of the BMC, and the values obtained are : 0.401g/ml, 0.031g/ml, 

0.043 g/ml for olive leaves, cloves and garlic bulbs respectively. 

 The combination of the tested ethanolic extracts with the reference antibiotics shows a 

good synergic activity for both microbial strains. 

 

Key words: antibacterial activity, vegetable extracts, honey, Escherichia coli ATCC 25922, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
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Introduction  

La sécurité sanitaire des aliments d’origine animale (viande, lait, œufs…) est au cœur des 

efforts des organisations en charge de l’alimentation (1). 

En filière agro-alimentaire, les antibiotiques restent parmi les molécules les plus utilisées 

en alimentation animale (2). Ces derniers peuvent en effet, si leurs délais d’attente n’ont pas 

étés respectés, laisser dans les denrées alimentaires d’origine animale des résidus dangereux 

pour le consommateur tout en faisant la sélection des bactéries résistantes à des traitements 

ultérieurs (3). 

Cette résistance augmente à un rythme alarmant et cause d’une part  un problème assez 

préoccupant pour la santé mondiale et de l’autre un des grands défis auxquels la santé publique 

est confrontée aujourd’hui. Pour pallier à cela, les scientifiques ont menés des recherches de 

nouvelles molécules qui possèdent divers autres propriétés chimiques et utilisent de nouveaux 

mécanismes d’actions contre les microbes pathogènes (4). 

Une des stratégies pour cette recherche consiste à explorer les plantes utilisées en 

médecine traditionnelle. Ces dernières possèdent des propriétés antimicrobiennes connues 

depuis l’antiquité (5). Ces plantes  représentent un immense réservoir de composés potentiels 

attribués aux métabolites secondaires qui possèdent un très large éventail d’activités biologiques 

(6). 

L’évaluation des activités biologiques des plantes médicinales demeure une tache très 

intéressante qui à fait l’objet de plusieurs études (7). 

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, dont l’objectif principal est l’évaluation 

des activités antibactériennes des extraits d’origines végétales présente en  Algérie à savoir le 

citron (Citrus limonum), l’orange amère (Citrus aurantium), Citrus l’orange douce (sinensis) et 

Citrus maxima (pamplemousse), l’espèce Oléaeuropaea var. Europeaea (l’olivier domestique) et 

L’Allium sativum (ail) ainsi qu’un aliment issue de l’association du monde végétal et animal (le 

miel) vis-à-vis de deux souches bactériennes Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. 



 
 

 

 

 

 

Chapitre I : Généralités 



  Synthèse Bibliographique  

 

2 
 

I. Généralités  

1 E.coli  

1.1 Historique : 

E.coli est un procaryote, l'un des groupes d'organismes les plus petits et les plus courants 

qui existent. TheodoreEscherich, un bactériologiste allemand, c'est-à-dire un scientifique qui 

étudie les bactéries, a identifié pour la première fois E.coli en 1885 dans des échantillons de 

selles prélevés sur des bébés atteint d'entérite. Cette découverte a permis d'identifier E.coli 

comme la cause d'une maladie spécifique. La bactérie a été initialement nommée Bacterium coli, 

mais il a ensuite été changé en E.coli, en l'honneur d'Escherich.  Aujourd'hui, on en sait plus sur 

E.coli que sur tout autre organisme vivant, principalement parce qu'il a été le plus étudié. (8) 

1.2 Classification:  

E.coli appartient au genre Escherichia et est un membre bien connu de la famille des 

bactéries Enterobacteriaceae. Les entérobactéries sont communément appelées bactéries 

entériques, c'est-à-dire des bactéries qui peuvent survivre dans le tube digestif, qui comprend les 

structures du système digestif(cavité buccale, œsophage, estomac, intestins, rectum et anus) (8). 

Le genre Escherichia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, appartenant à la classe des 

protéobactéries. En plus de l’espèce E.coli, il existe au sein du genreEscherichia cinq autres 

espèces : E. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii et E. vulneris. (9) 

 

Figure 1: Morphologie et Structure de l'E.coli (10) 
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1.3 Identification d’E.coli sur les milieux nutritifs  

1.3.1  Caractères morphologiques et culturaux : 

Une bactérie du genre Escherichia est un bacille à coloration de Gram négative, aérobie-

anaérobie facultatif (AAF), possédant une nitrate réductase et une catalase, dépourvue 

d’oxydase et non halophile. E.coli est une bactérie immobile ou mobile avec une structure 

flagellaire péritriche et non-sporulée. Sa température optimale de croissance est de 37°C. 

Bactérie non exigeante, elle est capable de croître sur des milieux ordinaires tels que le milieu 

TSA (trypticase-caséine-soja). (9) 

Elle se développe en 24 heures à 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des colonies 

rondes, lisses, à bords réguliers, de 2 à 3 mm de diamètre, non pigmentées Sur gélose au sang. 

Les colonies de E.coli sont lisses, gris terne, et de 2 à 3 mm de diamètre. Sur milieu Mac Conkey, 

Les colonies d'E coli Lactose-positives, sont de couleur rose à rouge, plates, sèches et de 2 à 3 

mm de diamètre, elles sont généralement entourées d'une zone rose plus foncée des sels 

biliaires précipités. Les colonies E.coli Lactose-négatives produisent des colonies incolores sur 

Mac qui sont de 2 à 3 mm de diamètre. (11). 

Les colonies sur gélose Hecktoen entérique et le Xylose-Lysine-Désoxycholate (XLD) sont 

de couleur jaune (12) 

1.3.2 Caractères biochimiques : 

Chaque espèce présente des caractéristiques biochimiques spécifiques qui permettent de 

les différencier. 

E.coli est capable de fermenter le lactose et de produire de l’indole et possède différentes 

enzymes telles que la lysine décarboxylase (LDC), l’ornithine décarboxylase (ODC) et la 

glucuronidase (Glu). La majorité des souches fermente le sorbitol. La plupart des caractéristiques 

biochimiques sont partagées par l’ensemble des E.coli en dehors du sérotype O157 :H7 qui ne 

fermente pas le sorbitol, à l’exception de certains mutants qui ont la capacité de fermenter ce 

sucre. (9) 
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Tableau I: Caractéristiques du genre E.coli (13) 

Caractéristiques E.coli 

ONPG + 

Oxydase - 

Rouge de méthyle + 

Voges-Proskauer - 

Production d’indole +(généralement présent) 

Utilisation du citrate - 

Production de H2S - 

Uréase - 

β-galactosidase +(généralement présent) 

Gaz à partir de glucose + 

Acide à partir de lactose + 

Phénylalanine désaminase - 

Lysine décarboxylase +(généralement présent) 

Ornithine décarboxylase +(généralement présent) 

Mobilité Péritriches si mobiles 

Liquéfaction de la gélatine 

(22°C) 
- 

 

1.4 Pouvoir pathogène :  

La "colibacillose" est un terme général désignant une maladie causée par la bactérie 

E.coli, qui réside naturellement dans les intestins inférieurs de la plupart des mammifères à sang 

chaud. E.coli est donc un micro-organisme polyvalent, avec un certain nombre de souches 

pathogènes susceptibles de provoquer des infections intestinales et extra-intestinales, tandis que 

la plupart des autres sont inoffensives pour leur hôte et relèvent du commensalisme. Les 

souches d'E.Coli pathogènes peuvent être classées en différents pathotypes, ou « pathovars », 

chaque pathotype provoquant une maladie différente. (14) 

Les souches d’E.coli pathogènes sont capables de se multiplier et de persister dans le 

tractus digestif de l’hôte en contournant les défenses immunitaires et d’induire des dommages 
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cellulaires. L’étude des différents modes d’interactions entre l’hôte et la bactérie lors des 

infections permet de classer les souches de E.coli pathogènes en deux principaux pathotypes 

regroupant : (15) 

a) Les pathogènes intestinaux (InPEC) responsables de maladies entériques :  

Il existe une classification basée sur le phénotype de virulence de chaque souche prenant 

en considération les facteurs de virulence, l’environnement colonisé, les caractéristiques 

d’invasion et les pathologies induites. (16) Cette classification permet de classer les E.coli 

intestinaux(InPEC) en plusieurs variants pathogènes appelés « pathovars » (17): 

 E.colientérotoxinogènes (ETEC) :  

Les organismes colonisent la surface de la muqueuse de l'intestin grêle et élaborent leurs 

entérotoxines, donnant lieu à un état de sécrétion nette.Les souches ETEC sont associées à deux 

grands syndromes cliniques : la diarrhée du sevrage chez les enfants du monde en 

développement monde en développement, et la diarrhée du voyageur (18) 

 ENTEROPATHOGENIC E.COLI (EPEC) : 

L'EPEC est une catégorie importante d'E.coli diarrhéique qui a été liée à la diarrhée 

infantile dans les pays en développement.Ce phénotype est caractérisé par l'effacement des 

microvillosités et une adhérence intime entre la bactérie et la membrane de la cellule épithéliale. 

Des modifications marquées du cytosquelette. (18) 

 les E.colientéroinvasifs (EIEC) : 

Les E.colientéroinvasifs sont des bactéries apparentées à Shigellaspp du point de vue 

génétique, biochimique et pathogénique. Les signes cliniques de la maladie induite par EIEC se 

caractérisent par une diarrhée aqueuse, des crampes abdominales, des selles sanglantes et une 

fièvre. 

 les E.colientéroagrégatifs (EAgg ou EAEC) : 

Les E.coli entéro-agrégatifs sont à l'origine de manifestations voisines de celles abservées 

lors d'infections à E.coli entéro-pathogènes, mais plus persistantes. une toxine a été impliquée : il 

s'agit de EAST (enteroaggregativeE.coliheat stable enterotoxin). (19) 
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 les E.colientérohémorragiques (EHEC) : 

Les principales caractéristiques de l'épidémiologie des EHEC sont les suivantes : un 

réservoir dans le tractus intestinal des bovins et d'autres animaux ; la transmission par une 

grande variété d'aliments, la viande bovine étant le principal vecteur d'infection ; et une dose 

infectieuse très faible, permettant des taux élevés d'attaque et de transmission de personne à 

personne. (18) 

 

b) Les pathogènes extra-intestinaux (ExPEC) (pour extra-intestinal pathogenicE.coli) : ils  

sont responsables d’infections extra-intestinales à partir soit de l’intestin ou des autres 

sites (plaies, appareil respiratoire). Ces bactéries ont développé des stratégies qui leur 

permettent de survivre et de se multiplier dans des milieux hostiles, pauvres en fer, et en 

présence des défenses immunitaires de l’hôte. Les ExPEC sont principalement 

responsables des infections urinaires, de bactériémies et de septicémies, ainsi que de 

méningites néonatales qui, souvent, laissent des séquelles chez le malade et peuvent 

même entraîner sa mort. E.coli est aussi responsable des infections intra-abdominales et 

des pneumonies nosocomiales. (20) 

1.5 Traitement : 

E.coli  est,  à  l’état  sauvage,  sensible  aux  autres  bêta-lactamines  (penicillines  du 

groupe  A, carboxy-penicillines,  ureido-penicillines,  céphalosporines,  monobactam, 

carbapénèmes), Cependant, la résistance acquise aux pénicillines, liée principalement à la 

production d’une pénicillinase plasmidique (TEM), est fréquente, retrouvée chez près de la 

moitié des souches. E.coli est naturellement sensible aux aminosides, aux quinolones et au 

cotrimoxazole mais les résistances acquises sont possibles et la sensibilité doit toujours être 

vérifiée sur un antibiogramme. Le traitement actuellement recommandé pour les cystites non 

compliquées de la femme jeune à E.coli est la fosfomycine par voie orale en prise unique « 

traitement minute ». (21) 
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2 S.aureus  

2.1 Historique : 

Les premières descriptions des Staphylocoques (bactérie en forme de coque) isolés à 

partir de pus d’abcès datent de 1871, mais ce n’est que quelques années plus tard que ces 

travaux permettront de proposer un nom à la bactérie rencontrée. Ainsi en 1878, ROBERT KOCK 

en Allemagne et LOUIS PASTEUR en 1880 en France décrivent des grappes de coques dans du pus 

d’origine humaine. (22) 

Plus tard, en 1883 OGSTON crée le nom « Staphylocoque » pour décrire ces grains 

(kokkos) groupés en amas irrégulier à la façon d’une grappe de raisin (staphylos). OGSTON 

différencie ainsi Staphylococcus de Streptococcus. (23) 

En 1884, en Allemagne ROSENBACH donne la première description du germe 

Staphylococcus en obtenant des cultures pures de ces bactéries sur milieu solide. Il différencie 

ainsi S.aureus de S. albus par la coloration des pigments produits par les colonies (blanches ou 

dorées). (24) 

En 1885, ZOPF a placé les staphylocoques et les microcoques dans le genre Micrococcus 

séparé par la suite par FLUGGE et al., (1995) qui classent les cocci anaérobies facultatifs et 

aérobies dans le genre Staphylococcus et Micrococcus, respectivement. (25) Plus tard, vers les 

années 1970 il y a eu apparition de S.aureus résistant à la Méticilline (SARM) qui est la première 

cause d’infection nosocomiale. Actuellement, de nouveaux SARM sont responsables aux Etats 

Unis d’une épidémie d’infection bactérienne ont été apparus. (26) 

2.2 Classification et habitat : 

S.aureus appartient au : 

 Règne : Bacteria, 

 Phylum : Firmicutes 

 Classe : Bacilli 

 Ordre : Bacilliales 

 Famille : Staphylococcaceae 

 Genre : Staphylococcus. (27) 
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 Les espèces du genre Staphylococcus sont scindées en deux groupes selon qu’elles 

produisent ou non la coagulase : 

 Coagulase positive : dont S.aureus considéré comme l’espèce la plus 

pathogène. 

 Coagulase négative : contient les espèces S. epidermidis, S. capitis, S. 

hominis (26) 

S.aureus est une bactérie ubiquitaire, à l’inverse de certaines espèces de staphylocoques 

qui ont, eux un hôte préférentiel. S.aureus semble capable de coloniser tous les mammifères 

dont les marins même si différents biotypes de souches de S.aureus pourraient être raccordés à 

des hôtes spécifiques. (28) 

S.aureus est une bactérie robuste très répandue dans l’environnement. Elle est capable 

de survivre dans un large éventail de biotopes. Ces capacités expliquent en partie la difficulté à 

éradiquer cette bactérie (27) 

La bactérie peut se retrouver dans les aliments comme par exemple, le lait, les produits 

laitiers ou la viande. La contamination des aliments peut être due principalement à la matière 

première qui est contaminée ou d’origine humaine lors de la fabrication et/ou le 

conditionnement de l’aliment dans l’industrie agro-alimentaire. Ces contaminations sont souvent 

liées à un défaut d’hygiène du matériel de production ou de l’employé (29) 

2.3 Identification de S.aureus sur les milieux nutritifs : 

2.3.1 Caractères morphologiques et culturaux : 

A l'examen microscopique, S.aureus se présente sous l’aspect de coques immobiles. Il est 

regroupé en amas formant des grappes de raisin. C’est des cocci mesurant de 0.8 à 1 µm de 6 

diamètres, non sporulés. S.aureusest isolé en diplocoque ou en très courte chainette (3 à 5 

éléments) (26).  
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Figure 2: S.aureus avec coloration de Gram au grossissement 10x100. (30) 

 

Le S.aureus est une bactérie à croissance aéro-anaérobie facultative, et sa croissance sur 

milieu ordinaire est facile entre 10 et 45 °C. Sur une gélose profonde en tube, les bactéries 

cultivent tout au long du tube donc le caractère aéro-anaérobie facultatif est confirmé. Après 

24h d’incubation, il peut S.aureus se développe sur géloses trypticase-soja supplémentées ou 

non en sang. Les colonies observées sont alors lisses, opaques, convexes et rondes (à bord net). 

Leur diamètre est compris entre 1 et 3 mm et elles peuvent être pigmentées. Cette coloration a 

d’ailleurs donné le nom d’ «aureus » à S.aureus car la pigmentation est souvent de couleur or 

(jaune à jaune orangée). Il faut préciser que le S.aureus peut également croître en milieu hostile 

comme sur une gélose Chapman (milieu sélectif hyper salé), ce qui est un avantage pour isoler la 

souche. (28).  

2.3.2 Caractères Biochimiques : 

S.aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Il est catalase 

positive à ladifférence des bactéries du genre Streptococcus qui n'ont pas de métabolisme 

aérobie. Il est toutefois capable de fermenter le glucose (métabolisme anaérobie) à la différence 

des microcoques. Ilest habituellement capable de fermenter le mannitol. Ce caractère est 

souvent, mais pas obligatoirement, associé à la pathogénicité. Il est utilisé dans le milieu de 

CHAPMAN. La fermentation setraduit par le virage au jaune du milieu de culture. (31) 
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2.4 Pouvoir Pathogène : 

S.aureus possède une structure de paroi cellulaire complexe composée d'une épaisse 

couche de peptidoglycane et d'une capsule de polysaccharides. De plus, S.aureus possède un 

arsenal élaboré de facteurs de virulence structurels et de sécrétion impliqués dans la production 

de toxines, l'adhérence et l'invasion des tissus de l'hôte, et l'évasion immunitaire. (32) 

S.aureus est un pathogène pyogène connu pour sa capacité à abcéder les foyers 

d'infection locaux et métastatiques. Cette réponse pathologique classique à S.aureus définit le 

cadre dans lequel l'infection va évoluer. Les bactéries de ce type déclenchent une réaction 

inflammatoire. Si la réponse cellulaire de l'hôte n'arrête pas l'infection, celle-ci se propage aux 

tissus voisins ou à la circulation sanguine.L'acquisition peut généralement être exogène ou 

endogène. La transmission exogène peut avoir lieu par la contamination de tissus traumatisés 

(plaies ou brûlures), par l'introduction de matériel médical contaminé dans les tissus et par 

l'ingestion d'aliments ou de lait contaminés.L'infection endogène, quant à elle, est l'entrée de 

micro-organismes par la peau, à travers des fractures, des plaies ou des corps étrangers, à partir 

d'un site où le micro-organisme est commensal. L'infection est favorisée dans tous les cas si le 

patient est immunodéprimé, s'il est diabétique, mal-nourrie  ou s'il est sous antibiothérapie à 

large spectre. (33) 

S.aureus, parfois appelée staphylocoque doré, produit de nombreuses toxines dont les SE, 

produites par certains S. aureus (ceux portant les gènes de ces toxines) et qui sont responsables 

d’épidémies liées à cette bactérie.La maladie humaine d’origine alimentaire est une intoxination 

due à l’ingestion d’entérotoxines staphylococciques (SE), protéines thermorésistantes 

préformées dans l’aliment, dans lequel S. aureus (ou tout autre staphylocoque) producteur de SE 

a pu se développer et produire sa (ou ses) toxine(s). (34). 

2.5 Traitement : 

Une affection contractée par les SARM est traitée par des antibiotiques efficaces. Ils 

comprennent: vancomycine, linézolide, tédizolide,quinupristineplusdalfopristine, 

céftaroline, télavancine ou daptomycine. Si les résultats des tests indiquent ultérieurement que 

la souche est sensible à la méticilline et si le patient n’est pas allergique à la pénicilline, on utilise 

alors un médicament apparenté à la méticilline, comme la nafcilline ou l’oxacilline. Suivant la 
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gravité de l’infection, les antibiotiques peuvent être prescrits pendant plusieurs semaines.  Les 

souches de SARM communautaires sont généralement sensibles à d’autres antibiotiques, tels 

que le triméthoprime/sulfaméthoxazole, la clindamycine, la minocycline ou la doxycycline. Les 

infections cutanées légères dues aux SARM, comme la folliculite, sont généralement traitées par 

une pommade, comme celles à base deBacitracine,  néomycine et polymyxine B, ou à base 

de mupirocine. Si l’infection atteint les os ou des matériels étrangers (tels que pacemaker, 

valve cardiaque artificielle et prothèse articulaire), la rifampicine et éventuellement un autre 

antibiotique sont parfois ajoutés au traitement antibiotique. Généralement, l’os infecté et les 

matériels étrangers doivent être éliminés chirurgicalement pour guérir l’infection. (35) 

3  La résistance des bactéries aux antibiotiques : 

3.1 Définition : 

Selon la définition bactériologique du terme, une souche microbienne ou une bactérie 

sont dites résistantes quand elles supportent une concentration d’antibiotique notablement plus 

élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la même 

espèce ou des individus de la même culture.Selon la définition clinique,une souche est qualifiée 

de résistante lorsqu’elle survit à la thérapieantibiotique mise en place. La définition génétique 

correspond à la présence de gènes de résistance au sein de la bactérie détectés par des 

techniques biophysiques et/ou génétiques. (36) 

3.2 Origine de la résistance bactérienne : 

3.2.1 Résistance naturelle : 

Appelée aussi résistance primaire ou innée, est définit comme étant une insensibilité 

générale vis-à-vis d’une molécule  ou une classe spécifique d’antibiotique. Cette résistance 

concerne toutes les souches appartenant à la même espèce ou au même genre bactérien (37) 

3.2.2 Résistance acquise : 

La résistance bactérienne acquise à un antibiotique est un phénomène qui apparait au 

niveau des souches d’une espèce donnée, normalement sensible à cet antibiotique. C’est 

l’acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité à la 
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molécule qui lui était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par 

acquisition des gènes transférés d’un autre micro-organisme (38). 

3.3 Quelques Résistance des bactéries aux antibiotiques : 

La place des bactéries résistantes apparaît être réversible lorsque la pression de sélection 

diminue. Ainsi depuis 2016, alors que la consommation globale d’antibiotiques marque une 

diminution, la résistance aux céphalosporines de 3e génération chez E.coli amorce une 

diminution après 10 ans d’augmentation constante. (39) 

Les b-lactamines (les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénèmes) sont des ATBs 

bactéricides pour S.aureus, affectant les différentes réactions impliquées de la synthèse de la 

paroi bactérienne (système de peptidoglycanes) à savoir : les réactions de transglycosylations et 

transpeptidations via l’acétylation des enzymes impliqués dans ces deux réactions qui sont 

nommées les protéines liants les pénicillines (PLP). Mais l’efficacité des b-lactamines diminue 

lorsqu’il apparait des souches résistantes à la pénicilline en 1942 ( (40). 

Cette résistance est médiée par des gènes nommées les gènes blaZ qui codent pour une 

enzyme extracellulaire appelée b-lactamase, synthétisé lorsque les staphylocoques sont exposés 

aux b-lactamines et qui hydrolyse le cycle b-lactame de la pénicilline et des autres b-lactamines ( 

(41). 

La résistance d’E.coli aux b-lactamines est médiée aussi  par les b-lactamases qui sont 

classées selon leurs propriétés fonctionnelles et structurelles en différents groupes et sous-

groupes (42). 

La méticilline est un antibiotique semi-synthétique dérivé de la pénicilline et résiste à 

l’action de la pénicillinase (b-lactamase) utilisé pour le traitement des infections dues à S.aureus 

(40). Mais après son utilisation, des souches résistantes à la Méticilline(SARM) apparaissent (43). 

3.4 Causes de l’antibiorésistance et sa conséquence sur la santé publique : 

L'administration répétée d'antibiotiques chez l'homme ou l'animal est responsable de 

l’augmentation des résistances bactériennes aux antibiotiques : la présence d’antibiotique dans 

l’organisme favorise la sélection des bactéries qui sont résistantes, soit naturellement, soit par 

mutation ou soit par des échanges de matériel génétique (plasmide) avec d’autres bactéries. Les 
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antibiotiques absorbés vont éliminer les bactéries sensibles pour laisser place aux bactéries 

résistantes. Celles-ci peuvent se transmettre et diffuser entre les individus, particulièrement en 

milieu de soins. Elles rendent les traitements antibiotiques ultérieurs moins efficaces pour le 

patient et pour la collectivité. (39) 

3.5 Traitement alternative à l’antibiothérapie : 

La diminution drastique de l’usage des antibiotiques en élevage passe par la prévention 

des maladies et les mesures de biosécurité, l’usage raisonné des antibiotiques, mais également 

par le développement de méthodes alternatives ou complémentaires à l’antibiothérapie. 

Différentes approches sont étudiées dont certaines sont basées sur des découvertes biologiques 

anciennes, insuffisamment explorées et qui sont remises au goût du jour, comme par exemple la 

phytothérapie : elle désigne l’utilisation des plantes à   des fins thérapeutiques. Selon les cas, la 

plante entière ou certaines parties de celle-ci sont utilisées, incluant les parties souterraines, 

tiges, feuilles, fleurs, sommités fleuries, bourgeons, fruits, graines, qui sont utilisées sous forme 

fraiches ou séchées. Plusieurs types de transformation de ces plantes sont appliqués : infusion, 

décoction (dans l’eau maintenue bouillante), macération (dans l’eau froide), extraction 

hydroalcoolique, pour obtenir différentes préparations finales. L’aromathérapie, qui est 

l’utilisation médicale des extraits aromatiques de plantes (essences et huiles essentielles) est  

une des modalités de la phytothérapie. Les propriétés thérapeutiques des plantes sont associées 

à la présence en leur sein de molécules appartenant à une grande diversité de classes chimiques 

(par exemple : alcaloïdes, terpènes…).(44)                     



 
 

 

 

 

 

 

Chapitre II : les plantes médicinales et 

leurs métabolites bioactifs.   
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II. Les plantes médicinales et leurs métabolites bioactifs : 

1 Les métabolites bioactifs : 

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le rôle au 

niveau de la plante n'est pas encore parfaitement élucidé. Le fait que beaucoup de ces composés 

ne se rencontrent chez toutes les espèces montre qu'ils n'entrent pas dans le métabolisme 

général : ce sont des métabolites secondaires, qui n'exercent aucune fonction directe aux 

niveaux des activités fondamentales de l'organisme végétal (croissance, développement, 

reproduction…) mais peuvent jouer différents rôles pour la survie du végétal lui-même, rôle de 

défense ou de résistance. Ces métabolismes sont classés en trois grandes classes : (45) 

 Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, 

flavonoïdes, tanins) et les quinones. 

 Les terpènoïdes et leurs dérivés. 

 Les alcaloïdes. 

1.1 Les Composés phénoliques : 

1.1.1 Définition : 

Les composés phénoliques, métabolites secondaires, forment le groupe des composés 

organiques phytochimiques le plus important dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 

structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante. (46) 

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme 

soluble dans les vacuoles. Ils peuvent également s’accumuler dans les parois végétales : c’est le 

cas de la lignine (hétéropolymère d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique) ou de 

certains flavonoïdes (47) 

1.1.2 Classification : 

Les composés phénoliques des plantes sont répartis en différentes classes selon la 

structure de leur squelette de base. (48)Ont classifié les composés phénoliques en groupes en se 

basant sur le nombre du carbone dans la molécule. 
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Tableau II: Classification des composés phénoliques. (48) 

Structure Classe 

C6 Phénols simples 

C6-C1 Acides phénoliques 

C6-C2 Acétophénones et acides phenylacetiques 

C6-C3 Acides cinnamiques, aldehydescinnamyl, alcools 

cinnamyl, coumarins, isocoumarins et chromones 

C15 Chalcones, aurones, dihydrochalcones, flavans, 

flavones, flavanones, flavanonols, anthocyanidins, 

anthocyanins 

C30 Biflavonyls 

C6-C1-C6, 

C6-C2-C6 

Benzophenones, xanthones, stilbenes 

C6, C10, C14 Quinones 

C18 Betacyanins 

Lignans, 

neolignans 

Dimers ou oligomers 

Lignins Polymers 

Tannins Oligomers ou polymers 

Phlobaphenes Polymers 

 

1.1.2.1 Les flavonoïdes :  

Le terme flavonoïde (de flavus, ‹‹jaune›› en latin) désigne une très large gamme de 

composés naturels appartenant à la famille des polyphénols. Ils constituent des pigments 

responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Ces diverses 

substances se rencontrent à la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides. On 

les trouve, d‘une manière générale, dans toutes les plantes vasculaires, où ils peuvent être 

localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Les flavonoïdes se 

trouvent également dans plusieurs plantes médicinales. (49). 

En fonction de particularités structurales, les flavonoïdes sont répartis en six grandes 

classes : (50) 

 Anthocyanes (baies, fruits rouges, vin) ; 

 Flavanols (fruits, cacao, thé, vin) ; 

 Flavonols (oignons, brocolis, tomates, thé) ; 

 Flavones (tisanes, plantes aromatiques) ; 
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 flavanones (agrumes) ; 

 isoflavones (soja, légumineuses). 

 

Figure 3: Les différentes classes des flavonoïdes (51) 

1.1.2.2 Les tanins :  

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de 

transformer la peau fraîche en un matériau imputrescible : le cuir . Cette propriété de tannage 

provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de collagène de la 

peau. Ce sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes distincts. 

Les tannins hydrolysables et les tannins condensés (52). 

1.1.3 Activités biologiques des composés phénoliques : 

Dans le règne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de 

défenses élaborés par les végétaux contre la prédation par des insectes, des herbivores et contre 

les infections et les agressions microbiennes multiples. (53) (54). 

Les composés phénoliques sont capables de se fixer sur certaines enzymes et protéines, 

et de modifier ainsi les équilibres enzymatiques : ils joueraient un rôle dans les chaines d’oxydo-

réduction et modifieraient certaines réactions concernant la croissance, la respiration et la 

morphogenèse.  
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Les composés phénoliques sont aussi responsable des propriétés sensoriels des plantes 

tel que la couleur, le goût et parfois l’odeur. En phytothérapie, l’effet de nombreuses plantes 

médicinales est attribué en tout ou partie aux composés phénoliques dans ces plantes. (55) 

Les composés phénoliques sont principalement reconnus pour leur activité 

antimicrobienne et antioxydante, cette dernière est d'un intérêt général avec les récentes 

découvertes sur la prévention des cancers. (56) 

Les flavonoïdes, une vaste famille de composés phénoliques, protègent les tissus 

végétaux contre les rayons UV. La principale activité leur étant attribuée est une propriété 

«Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et les rendent plus 

résistants. Certains possèdent également des propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques, 

hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens, 

antiviraux et parfois cytostatiques.  

Ils agissent aussi parfois comme piégeurs de radicaux libres et comme inhibiteurs 

enzymatiques. Les composés des autres familles de ce groupe (anthocyanosides, tannins et 

polyacétates) présentent fréquemment des propriétés thérapeutiques similaires à celles des 

flavonoïdes et des composés phénoliques en général (57) 

1.2 Les alcaloïdes : 

Un alcaloïde est un composé d‘origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou 

moins basique, de distribution restreinte. L‘appartenance aux alcaloïdes est confirmée par les 

réactions communes de précipitation avec les réactifs généraux des alcaloïdes. (45) 

Généralement, les alcaloïdes sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, 

jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils peuvent 

subir des modifications. Ainsi, la nicotine, produite dans les racines, migre vers les feuilles où elle 

est diméthylée. Chez de nombreuses plantes, les alcaloïdes se localisent dans les pièces florales, 

les fruits ou les graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (58) 

les alcaloïdes sont utilisées dans plusieurs médicaments, ils affectent chez l’être humain 

le système nerveux particulièrement les transmetteurs chimiques tels l’acétyl choline, 

norepinephrine , acide aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine.D’autres effets 
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pharmacologiques sont attribués également aux alcaloïdes telles que l’effet analgésique 

(cocaïne), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine), 

antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant cardiaque et diurétique narcotique 

(morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (éphédrine) (59) 

1.3 Les Terpenoides : 

Avec les polyphénols, les terpènoïdes sont classés aussi parmi les substances secondaires 

importantes du métabolisme chez les végétaux. Les terpènes peuvent être considérés comme 

étant des dérivés de l'isoprène d'où le nom d'isoprénoïdes sous lequel ils sont parfois désignés. 

Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue : (45) 

 Les monoterpènes (C10). 

 Les sesquitrpènes (C15). 

 Les diterpènes (C20). 

 Les triterpènes (C30). 

 Les tetraterpènes (C40). 

 Les polyterpènes (C4000).

2 Les Plantes médicinales : 

2.1 Les feuilles d’olivier : 

2.1.1 Historique et origine : 

L’olivier est certainement l’un des plus anciens arbres cultivés, pour certains historiens il 

date depuis le néolithique : 2000 à 3000 ans avant J.-C. en Syrie, en Asie Mineure, au Proche-

Orient (60). Dans le bassin méditerranéen, les premières traces découvertes de sa présence à 

l’état sauvage remontent au tertiaire, il y’ a plus de 3 millions d’années (61) et l’oléastre était 

considéré comme un taxon sans intérêt par les chercheurs et les oléiculteurs (62). 

2.1.2 Importance et intérêt : 

L’utilisation la plus connue de l’olivier est sans nul doute la production de l’huile d’olive 

utilisée à des fins alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétés 

médicinales de l’olivier sont également attribuées à ses feuilles, déchets agricoles et considéré 

comme un résidu sans intérêt industriel, font aujourd’hui l’objet de nombreuses recherches 

scientifiques, tels que les composés phénoliques qui sont doués d’activités biologiques 

extrêmement importantes. (63) (64). 
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Figure 4: feuilles d'olivier (65) 

2.1.3 Composition chimique des feuilles d’Olivier : 

Les feuilles fraîches d’olivier sont caractérisées par une matière sèche aux alentours de 

50%. Le Tableau ci-dessous montre sa composition chimique globale selon différents auteurs. La 

composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : variété, conditions 

climatiques, époque de prélèvement, âge des plantations. (66). Les feuilles sont particulièrement 

riches en carbohydrates. La matière organique est constituée par des protéines, des lipides, des 

monomères et polymères phénoliques (tel que les tannins) et principalement par des 

polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses).   

Tableau III : Composition chimique globale des feuilles d’olivier selon plusieurs auteurs. 

Composition en % (67) (68) (69) (70) (71) 

EAU 46,2-49,7 a 49.8 a 41.4 a Nd 44.0a  
Protéines 5.0-7.6 a 5.4 a 7.0 b Nd Nd 
Lipides 1.0-1.3 a 6.5 a 3.2 b 6.2 b Nd 
Minéraux  2.8-4.4 a 3.6 a 16.2 a 26.6 b 9.2 b 
Carbohydrates 37.1-42.5 a 27.5 a Nd Nd Nd 
Fibres Brutes Nd 7.0 a Nd Nd 18.0 b 
Cellulose Nd Nd Nd 19.3 b  11.4 b 
Hémicellulose Nd Nd Nd 25.4 b 13.3 b 
Lignin Nd Nd Nd 30.4 b 14.2 b 
Polyphénols totaux 1.3-2.3 b Nd 2.5 b Nd Nd 
Tagnins solubles Nd Nd Nd Nd 0.3 b 
Tagnins condensés Nd Nd 0.8 b Nd 2.0 b 

 (a)Extrait  frais ; (b) Extrait sec. 
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2.2 L’ail et le bulbe d’ail : 

 

 

Figure 5: plante d'ail (72) 

2.2.1 Classification : 

La classification traditionnelle de l’ail, distingue les cultivars selon des critères 

morphophysiologiquesen fonction de leur période de végétation et de la couleur de la tunique 

desbulbes et des bulbilles. (73) 

 Règne : Plante 

 Sous règne : Trachéophyte 

 Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames 

 Sous embranchement : Angiospermes 

 Classe : Monocotyledonae 

 Sous classe : Liliidae 

 Ordre : Liliales 

 Famille : Liliaceae ou Liliacées 

 Genre : Allium 

 Espèce : Allium sativum 

 Nom commun : Ail. 
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2.2.2 Constituants de l’ail : 

La valeur énergétique de l’ail est 138,7 kcal/100g. La gousse contient 65% d’eau, 28% de 

polysaccharides de stockage, 2% de protéines dont essentiellement des enzymes( alliinase et 

peroxydases…), 12% d’acides aminés libres (alanine, arginine, acide aspartique, asparagine, 

histidine, leucine, méthionine, proline, tryptophane, phénylalanine, sérine, thréonine et valine. 

L’ail est riche en calcium, en phosphore et en soufre. On y trouve aussi du potassium, du zinc, du 

cuivre, du magnésium et des oligo-éléments comme, le sélénium et germanium. Cette plante 

renferme aussi des vitamines A, B1, B2, PP, C, les acides gras essentiels (vitamine F). (74) 

Tableau 1 : Composition générale d’Allium sativum. (75) 

Composants Teneur (% poids frais) 

Eau 62 – 68 

Carbohydrates 26 – 30 

Protéines  1.5 - 2.1 

Acides aminés 1 - 1.5 

Acides aminés : cystéine sulfoxides 0.6 - 1.9 

γ- glutamylcystéinse 0.5 - 1.6 

Lipides 0.1 - 0.2 

Fibres 1.5 

Composés soufrés totaux 1.1 - 3.5 

Sulfures 0.23 - 0.37 

Nitrogène 0.6 - 1.3 

Minéraux 0.7 

Vitamines 0.015 

Totalité des composés solubles dans l’huile 0.15 – 0.7 

Totalité des composés solubles dans l’eau 97 

 

2.2.3 Principes actifs de l’ail :  

L’ail frais renferme des quantités importantes de γ-glutamylcystéines, composés 

deréserve, lesquels, par hydrolyse et oxydation peuvent former de l’alliine (la cystéinesulfoxyde), 

molécule majoritaire (76), qui représente 24% du poids total dubulbe. Cette molécule présente 

dans les bulbes intacts, peut s’accumuler naturellement durantla conservation de l’ail à 

température ambiante. Elle s’est avérée être le précurseur stableconverti en allicine par l’action 

d’une enzyme nommée l’alliinase. Cette réaction ne peutavoir lieu que si les tissus sont écrasés 
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ou endommagés car les deux composés se trouventdans des compartiments cellulaires 

différents. Les γ-glutamylcystéines donnent aussi des Sallyl-L-cystéine (77). 

2.2.4 Utilisations et propriétés : 

L’ail est non seulement utilisé en cuisine comme condiment pour ses vertus aromatiques, 

car il relève le goût des viandes et des sauces mais utilisé en phytothérapie vue ses effets anti-

tumoraux, anti-cholestérol, antifongiques, antibactériens (Certaines bactéries gram négatif et 

positif ycompris E.coli, se sont révélées sensibles auxextraits éthanoliques, méthanoliques et 

aqueux del’ail. (78)), antiviraux, antiparasitaires, antioxydants, hypoglycémiants et son effet sur 

le système vasculaire. (79) 

2.3 Les agrumes et feuilles : (80) 

2.3.1 L’oranger : Citrus sinensis (L.) Osbeck - Famille : Rutaceae 

L’oranger est un arbre au port harmonieux et de croissance rapide. Son aspect est plutôt 

arrondi ou parfois en colonne. Les branches portent des feuilles vert sombre, ovales, coriaces et 

finement denticulées. Le pétiole est légèrement ailé. Les fleurs sont très odorantes, à 5 pétales 

blancs recourbés vers l’arrière. Le fruit est une baie généralement ronde. Sa coloration et sa 

grosseur varient sensiblement selon la variété. La pulpe se divise en quartiers composés de 

vésicules juteuses et de graines dures de couleur blanche. L’oranger est l’un des agrumes le plus 

répandu au monde et le plus connu. 

Figure 6: feuilles et fleurs d'oranger. (81) 
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2.3.2 L’oranger amer : Citrus aurantium L. - Famille : Rutaceae 

 

Figure 7: feuille d'oranger amer (Bigarade). 

L’oranger amer est un bel arbrisseau épineux. Ses feuilles vert-brillant ont une odeur 

faible et une saveur amère. Elles sont ovales, subaiguës au sommet, à pétiole articulé et plus ou 

moins ailé. Elles mesurent environ 8 cm de longueur et 4 cm de largeur. Les fleurs pouvant 

atteindre 25 mm, sont blanches et très odorantes. Le fruit appelé Bigarade est une baie 

cortiquée vert-jaune ou rouge-orangé à maturité, avec des ponctuations bien distinctes. Le goût, 

acide et très amer, le rend impropre à la consommation. On produit aussi « l’essence de néroli » 

à partir de ses fleurs ainsi que « l’essence de petit-grain » à partir de ses jeunes pousses et de ses 

feuilles. 

2.3.3 Le Citronnier : Citrus limon (L.) Burm.f. - Famille : Rutaceae 

 

Figure 8: Aspect morphologique des feuilles et du fruit de Citrus Limonum. (82) 
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Le citronnier est un arbuste vigoureux aux branches robustes et épineuses. Les feuilles 

alternes et coriaces sont grandes et très parfumées. Les fleurs sont blanches et peu odorantes, 

regroupées à l’aisselle des feuilles. Les fruits sont des baies ovales, jaune vif, avec un mamelon 

au sommet. La peau est épaisse et contient de très nombreuses poches à huile essentielle. Enfin, 

la pulpe très acide et juteuse entoure quelques pépins. L’origine de cet arbre est inconnue, mais 

on pense qu’il provient d’Asie Mineure (ou d’Afrique du Nord). Très cultivé en Égypte et en Irak 

vers 700 après. J.-C., c’est Christophe Colomb qui l’introduisit en Amérique Centrale en 1493. 

2.3.4 Le pamplemousse : Citrus maxima (Burm.). Merr. - Famille : Rutaceae 

 

Figure 9: fruit et feuilles de pamplemousse. (80) 

Le pamplemoussier est un arbuste (ou un petit arbre) en général épineux. Ses feuilles 

sont grandes, alternes pourvues d’un pétiole très ailé en forme de cœur. Les fleurs qui 

apparaissent au mois d’avril sont blanc-jaunâtre et odorantes. Le fruit, le pamplemousse, est une 

baie qui peut peser jusqu’à 8 kg (!) sous des climats chauds et humides. La peau très épaisse, 

lisse ou granuleuse, varie du jaune clair au vert clair. À l’intérieur du fruit se trouve la pulpe 

découpée en quartiers dont les vésicules sont juteuses, jaune clair, roses ou rouges. Au goût, le 

pamplemousse est aigre-doux. Le pamplemousse est le plus gros des agrumes. En Europe, on 

parle indifféremment de pamplemousse ou de pomelo (dénomination anglaise). 

2.3.5 Utilisation et effets thérapeutiques des agrumes : 

Les agrumes  ont une valeur très importante dans la médecine traditionnelle et dans la 

fabrication des produits comestibles, ils contiennent des quantités élevées de composés qui ont 
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des effets bénéfiques pour la santé, y compris les polyphénols, l’acide ascorbique, les 

caroténoïdes et les tocophérols. Ils présentent plusieurs activités biologiques, telles que l’activité 

antioxydantes, antimicrobienne, antibiotique, antiseptique, antiviral, anti-inflammatoire et 

anticancéreuse. (83) (84) Par exemple : Le linalol et le citral extraits des écorces de 

pamplemousse et d’orange douce ont des effets antibactériens contre CampylobacterJejuni, 

E.coli, L.Monocytogenes Et Bacillus Cereus. Le citral est un composé actif aussi contre le 

Penicillium digitatum et Aspergillus Niger (85). 

3 Le miel  

3.1 Définition  

Le miel est la substance sucée produite par les abeilles « ApisMillifera »à partir du nectar, 

du miellat et autres matières sucrée qu’elles récoltent sur les végétaux, enrichissent des 

substances provenant de leur corps, transforment dans leur corps, entreposent dans les rayons 

et font mûrir. Le miel est une substance visqueuse d’une coloration très variable pouvant aller du 

jaune très clair au brun très foncé, de saveur très sucrée, acide et plus ou moins aromatique. (86) 

3.2 Composition chimique du miel : (87) 

 

Figure 10: Composition générale du miel. (88) 

 Eau : la teneur en eau est variable selon les miels, elle est en moyenne de 17% 

 Glucides : (79.5%) 
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o Monosaccharides : glucose (dextrose): 31%, Fructose (lévulose38%) 

o Disaccharides : Maltose (2molécules de glucose) : 7.5%, Saccharose 

(fructose et glucose) : 1.5% 

o Divers sucres : (1.5%) Ces sucres sont differents selon l’origine florale. 

 Acides aminés : Ils proviennent du nectar, des abeilles et du pollen. 

 Acides organiques : acide gluconique, malique, oxalique…  

L’acide gluconique est formé dans le miel à partir du glucose en présence de l’oxygène 

par action d’une enzyme salivaire de l’abeille, la glucose-oxydase. 

 Les Enzymes : Elles proviennent, pour la plupart, des sécrétions salivaires de 

l’abeille :  

 Invertase (hydrolyse du saccharose en glucose et fructose. 

 Glucose-oxydase (formation d’acides gluconique) 

 Amylase. 

 Catalase. 

 Phosphatase. 

 Sels minéraux. 

 Vitamine.  

 Pigments : Caroténoïdes et flavonoïdes. 

 Arômes : Alcool, cétones, Aldéhyde… 

 Eléments figurés : du pollen, de la cire, des levures, des spores de champignons. 

 

3.3 Propriété biologique du miel : 

Le miel possède en plus de ses activités énergétiques et nutritionnelles une 

actioncicatrisante et désinfectante, il peut aider la plaie à se refermer (89). Ilprésente une action 

dynamisante, apéritive, antioxydante (par le bétacarotène, lespolyphenols…) (90).En 

concentration suffisamment importante, lesflavonoïdes du miel réduiraient l’état inflammatoire 

et permettraient ainsi de soulager lespatients souffrant de brûlures, plaies…etc (91). Des études 

ont montré desactivités antifongiques contre Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei 

etTrichosporronsp (92), ainsi que des activités antivirales contre l'herpèssimplex de type 1 et de 
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type 2 sur les lésions, notamment grâce aux flavonoïdes (93) et au monoxyde d’azote 

(94)contenus dans certains miels. 

L’activité antibactérienne du miel a été signalée pour la première fois en 1892 

surcertaines bactéries telles que Salmonella Typhy, Salmonella Paratyphy, et S.aureus (95). Leurs 

effets antibactériens sont dus auxdifférentes substances qui varient, selon l’origine (96). Tous 

lesmiels n’ont pas la même activité antibactérienne, mais il présente de manière générale une 

activité envers des espèces bactériennes aérobies et les anaérobies, aussi bien Gram(+) que 

Gram(–) (97). Quatre facteurs sont largement mis en avant pour expliquer cette action 

antibactérienne à savoir : l’osmolarité, le pH acide, le peroxyde d’hydrogène, et le système non-

peroxyde. Cependant, le principal agent responsable de cette activité est le peroxyde 

d’hydrogène, formé après l’oxydation du glucose par la glucoseoxydase, durant la maturation du 

miel (98). 

L’acide gluconique accroît l’acidité du miel et le rend ainsi peu favorable au 

développement de colonies bactériennes. Lors de l’application de miel, la libération de peroxyde 

d’hydrogène s'opère de façon lente et prolongée, permettant ainsi une action locale efficace. 

L’action du peroxyde d’hydrogène contenu dans le miel sur des bactéries résistantes (S.aureus 

résistant à la Méticilline et quatre souches d’Enterococcusfaecium résistantes à la Vancomycine) 

prélevées dans des plaies infectées a été récemment soulignée. (99) 

4 Les méthodes d’extraction des métabolites bioactifs : 

La valorisation des composés bioactifs implique une étape clé, l'extraction, qui est 

réalisée par des méthodes telles que l'extraction par solvant, l'expulsion mécanique, l'extraction 

supercritique et l'extraction par micro-ondes. La récupération des composés par ces méthodes a 

des limites telles que l'utilisation d'un solvant supplémentaire dans l'extraction par solvant, un 

faible rendement dans l'expulsion mécanique, un capital important dans l'extraction par fluide 

supercritique et la nécessité d'une phase aqueuse dans l'extraction assistée par micro-ondes. 

(100) 

4.1 L’extraction par fluide supercritique (SFE, SupercriticalFluid Extraction) : 

Les extraits obtenus par extraction par fluide supercritique (SFE) sont aussi compris dans 

l’appellation « huile concrète ». Un fluide supercritique est un fluide chauffé au-delà de sa 
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température critique et comprimé au-dessus de sa pression critique. Ce fluide peut alors avoir la 

densité d’un liquide et la viscosité d’un gaz, ce qui se traduit par une bonne diffusibilité dans les 

solides et un bon pouvoir solvateur. Sous haute pression, le CO2 se transforme en liquide qui est 

utilisé comme solvant pour extraire les molécules d’intérêt de la matière première. Après 

l’extraction, aucun résidu de solvant ne reste dans le produit final puisque le CO2 liquide 

redevient un gaz et s’évapore sous pression atmosphérique et température ambiante, l’huile 

concrète est alors obtenue. (101) 

L’utilisation de cette technique permet d'éviter la dégradation thermique et la 

décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée à une basse 

température, tandis que l'absence de la lumière et de l’oxygène empêche les réactions 

d'oxydation. En conséquence, son efficacité est associée à plusieurs paramètres, notamment 

la température, la pression, le flux de CO2 supercritique, la présence de co-solvant et le temps 

d’extraction. (102) 

4.2 L’extraction assistée par microondes (MAE, Microwaves-Assisted Extraction) : 

Cette technique, qui consiste à extraire avec des solvants à une pression et une 

température élevées sans que leur point critique ne soit atteint, a reçu différents noms, tels que 

extraction accélérée par solvant (ASE), extraction par fluide sous pression (PFE), extraction par 

liquide sous pression (PLE), extraction par solvant chaud sous pression (PHSE), extraction par 

solvant à haute pression (HPSE), extraction par solvant à haute pression et à haute température 

(HPHTSE) et extraction par solvant sous-critique (SSE). La mise en place de l’extraction assistée 

par microondes (MAE) est similaire à l’UAE, elles ne diffèrent seulement par la nature des ondes 

envoyées sur l’échantillon. En effet, les microondes de la MAE ont une fréquence entre 300 MHz 

et 300 GHZ. (103) 

 Le phénomène physique de l’extraction n’est alors pas le même. L’énergie diffusée par 

les microondes va permettre de chauffer le solvant d’extraction au contact de la matière 

végétale, solubilisant ainsi les composés d’intérêt dans le solvant. (104)Les micro-ondes agissent 

de manière sélective sur les cellules végétales, vaporisant la matrice d'eau, provoquant la 

rupture des cellules et libérant directement l'arôme dans la cavité micro-ondes. L'huile est 

transparente pour les micro-ondes et ne subit pas de chauffage thermique par le processus 

d'infusion, cela permet d'obtenir un taux d'extraction élevé tout en préservant totalement les 
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propriétés organoleptiques et physico-chimiques du produit extrait, sans altération thermique. 

Cette technique offre plusieurs avantages par rapport aux techniques plus traditionnelles, tels 

qu'un temps d'extraction plus court, une utilisation moindre de solvants, des taux d'extraction de 

composés plus élevés et un coût de traitement globalement inférieur. (105) 

 

4.3 L’extraction assistée par ultrasons (UAE, Ultrasound-Assisted Extraction) : 

Les ultrasons sont employés avec succès pour l'extraction des polyphénols, des 

caroténoïdes, des arômes, des polysaccharides des matrices végétales (plante entière et sous-

produits). Les variables associées aux EAU, telles que la fréquence, la puissance, le cycle de 

travail, la température, le temps, le type de solvant, le rapport liquide-solide, nécessitent un 

contrôle précis pour une extraction optimale. L'extraction assistée par ultrasons (UAE) utilise 

l'énergie des ultrasons et des solvants pour extraire des composés cibles de diverses matrices 

végétales.  Les ultrasons sont des ondes mécaniques dont la fréquence (> 20 kHz) est supérieure 

à la gamme de fréquences audibles de l'audition humaine (20 Hz à 20 kHz). Ces ondes consistent 

en une série de cycles de compression et de raréfaction qui peuvent se propager à travers un 

milieu solide, liquide ou gazeux, induisant le déplacement et le délogement des molécules de 

leur position initiale. Lorsque l'onde sonore est de forte intensité, la pression négative pendant la 

raréfaction dépasse la force d'attraction qui unit les molécules, les séparant et créant une cavité. 

Ces bulles croissent par coalescence et s'effondrent ensuite pendant la phase de compression, 

créant un point chaud et des conditions locales extrêmes. La température peut atteindre jusqu'à 

5000 K et la pression peut augmenter jusqu'à 1000 atm. Ces points chauds accélèrent les 

réactions biochimiques dans leur voisinage.La cavitation acoustique est le principal mécanisme 

impliqué dans l'extraction assistée par ultrasons. L'effondrement des bulles de cavitation et les 

ondes sonores peuvent induire un ou plusieurs phénomènes tels que la fragmentation, l'érosion 

localisée, la formation de pores, la force de cisaillement, l'augmentation de l'absorption et 

l'indice de gonflement dans la matrice cellulaire de la plante. L'effondrement des bulles de 

cavitation génère des ondes de choc et la collision accélérée entre les particules provoque la 

fragmentation de la structure cellulaire. La fragmentation rapide conduit à la solubilisation du 

composant bioactif dans le solvant en raison de la diminution de la taille des particules, de 

l'augmentation de la surface et des taux élevés de transfert de masse dans la couche limite de la 
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matrice solide. Les ultrasons entraînent des dommages localisés aux tissus végétaux, appelés 

érosion. Cette érosion peut également être attribuée à l'implosion des bulles de cavitation à la 

surface des tissus végétaux. La partie érodée facilite le contact du solvant, ce qui augmente le 

rendement de l'extraction. La formation de pores pendant la cavitation, un phénomène connu 

sous le nom de "sonoporation", dans les membranes cellulaires entraîne la libération des 

composés bioactifs présents dans la cellule. En outre, la génération et l'effondrement des bulles 

de cavitation induisent une force de cisaillement et une turbulence dans le fluide, ce qui entraîne 

la rupture des parois cellulaires et contribue à la libération des composés bioactifs. Les ultrasons 

augmentent l'absorption d'eau du grignon, améliorant ainsi l'accessibilité de l'eau en tant que 

solvant pour les composés bioactifs à extraire, tout en augmentant la diffusivité des composés 

bioactifs eux-mêmes. (100)
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Matériels et méthodes : 

 Problématique: 

L’usage anarchique et abusif des antibiotiques conventionnels, combiné aux nombreuses 

mutations génétiques qui surviennent dans le monde bactérien à induit à l’émergence des 

souches bactériennes résistantes. A cet égard, et afin de lutter contre ce phénomène de 

résistance antibactérienne, l’investigation de plantes représente un potentiel inestimable pour la 

découverte de nouvelles sources d’agents antimicrobiens. Dans ce cadre, nous avons tenté de 

contribuer, par la présente étude, à l’évaluation de l’effet antibactérien de sept extraits végétaux 

obtenues à partir des feuilles d’agrumes (citronnier, oranger, oranger amer,  pamplemoussier), 

de l’olivier domestique, des gousses et des bulbes d’ail ainsi que de six échantillons de miel. 

 Objectifs d’étude : 

 Préparation des extraits éthanoliques bruts par ultrasonication à partir des différentes 

ressources végétales étudiées. 

 Détermination du rendement de l’extraction. 

 Evaluation de l’activité antibactérienne de ces extraits et du miel par diffusion sur milieu 

solide (Aromatogramme). 

 Evaluation de l’effet synergique résultant de l’association extrait pur-antibiotique. 

 Détermination de la concentration minimale bactéricide des extraits actifs. 

 Lieu et période d'étude : 

 Cette étude  a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie, 

Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, pendant la période allant du mois de mars au mois 

de juin 2022.  

Figure 11:paillasse de manipulation (photo prise au labo) 



  Matériels & Méthodes 

 

33 
 

1 Matériel non biologique  

Tous les appareillages, verreries, consommables, instruments utilisés lors de notre étude 

sont résumés dans l’annexe 1. 

2 Matériel végétal :  

2.1 Préparation du matériel végétal : 

2.1.1 Feuilles des plantes : 

- Collecte : 

 Feuilles d’olivier : 

Les feuilles d’Oléaeuropaea var. Europeaea (l’olivier domestique) ont étés prélevées au 

village tamarighet, région de béni-douala, wilaya de Tizi-Ouzou en automne 2015. 

 

Figure 12: Feuilles d'Oléaeuropaea 

 Feuilles d’agrumes : 

        Les feuilles d’agrumes des espèces : Citrus limonum (citron), Citrus aurantium 

(l’orange amère), Citrus sinensis (l’orange douce) etCitrus maxima (pamplemousse) proviennent 

de la région d Sidi Nâamane, village Draa khelifa de la wilaya de Tizi-Ouzou. 
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Cirus Limonum (Citron)         Citrus Aurantium (Oranger Amer) 

 

       Citrus Maxima(Pamplemousse)                 Citrus Sinensis (l’oranger doux) 

Figure 13: feuilles d'agrumes (photos prises au labo). 

- Séchage : 

Les feuilles des plantes récoltées,  préalablement débarrassées de toutes poussières et de 

toutes impuretés puis lavées avec de l’eau distillée ont étés étalées sur un papier sec et propre 

renouvelé  périodiquement et laissées séchées à température ambiante et à l’abri de la lumière 

dans un endroit aéré durant une période de 15 jours (deux semaines). 

 

               Feuilles d'Oléaeuropaea                                         Feuilles d'agrumes 

Figure 14: séchage des feuilles (photos prises au labo). 
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- Broyage et tamisage : 

Les feuilles séchés ont étés broyées à l’aide d’un moulin à café, le résultat est passé dans 

un tamis afin d’obtenir une poudre très fine, cette dernière est conservée dans un bocal en verre 

couvert avec du papier aluminium à l’abri de la lumière et de l’humidité. 

 

                             Feuilles d’Olives séchées            Feuilles d’agrumes séchées 

 

                                    Moulin de broyage                                 tamisage       

 

Poudre de feuilles d’olives                 Poudre de feuilles d’agrumes 

Figure 15: étapes de broyage et tamisages (photos prises au labo) 
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2.1.2 L’ail : 

L’Allium sativum (ail)  utilisé dans cette étude est présenté sous deux formes : les gousses 

ont étés achetées fraiches au marché REHMA, Nouvelle Ville,Tizi-Ouzou ; et les bulbes ont étés 

donnés par un agriculteur à DRAA BEN KHEDDA. 

 

 

Gousses d’ail                                                            bulbes d’ail 

 

Photo 1: Gousses et bulbes d'ail (photo prise au labo). 

 

- Nettoyage et broyage : 

Les gousses et les bulbes d’ails ont étés nettoyées et débarrassées de toutes leur  

enveloppes, découpées en morceaux, puis broyées à l’aide d’un mortier  et utilisées directement 

pour éviter l’oxydation des bulbes et la dégradation des principes actifs. 
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‘’Epluchage’’ 

 

‘’Broyage’’ 

 

Gousses d’ail               Bilbes d’ail 

Figure 16: Epluchage et broyage d'ail (photos prises au labo) 

3 Le miel : 

Six (06) échantillons de miel ont étaient prélevés en 2021 et 2022, chez des apiculteurs dans 

différentes régions à la wilaya de Tizi-Ouzou (Annexe 2)  et étaient conservés à température 

ambiante et à l’obscurité jusqu'à l’utilisation. 

 

Figure 17: Les échantillons de miel (photo prise au labo) 
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4 Préparation des extraits éthanoliques : 

4.1 Extraction assistée par ultrasons : 

 Principe : 

 Les ondes sonores génèrent des vibrations mécaniques dans une matière ou elles 

impliquent des cycles d’expansion et de compression induisant à la formation des  bulles 

de cavitation qui s’effondrent dans cette dernière et produit un jet de liquide qui à un fort 

impact à proximité d’une surface solide  (106). Dans le cas d’une matrice végétale, les 

ultrasons brisent ainsi  la structure de la paroi cellulaire ce qui induit à la lyse des cellules 

et accélèrent la diffusion des molécules à travers les membranes ( Fylaktakidou et al. 

2004)  

 Processus d’extraction : 

      L’extraction  assistée par ultrasons est réalisée dans un bain ultrasonique dans les 

conditions optimales suivantes : 

 Temps d’extraction (min) : 30min 

 Température d’extraction (°C) : température ambiante 

 Concentration de l’éthanol : 96% 

 Etapes : 

Dissoudre dans un bocal en verre  une masse de 15g de poudre obtenue après séchage et 

broyage, pour l'ail 15g était lavé et écrasé dans 100 ml d’éthanol (96%). 

 

Photo 2: pesage de la poudre et le mélange poudre/Solvant (photos prises au labo). 

Placer les bocaux  contenant la  solution obtenue au centre du bain a ultrasons à une 

profondeur de 15 cm afin d’assurer une sonication égale de tous les échantillons pendant 30 min 

à une température ambiante. 
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Photo 3: Etape de sonication (photo prise au labo). 

Les extraits obtenues ont étés filtrés à l’aide d’un entonnoir en plastique : 

 

Filtration 

 

 

                       Résidu                                                     Filtrat 

Photo 4: Etape de filtration. 

Les filtrats obtenues ont étés centrifugées à 6000 tours/minute à 4°C pour éliminer les 

culots contenant les matières insolubles dans l’éthanol et récupérer les surnageants. 
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                                        Centrifugation                                 surnageant                    Culot   

Photo 5: Etape de centrifugation (photos prise au labo). 

Les surnageants ont étés concentrés par évaporation du solvant (éthanol) dans un ballon 

en verre à l’aide d’un évaporateur rotatif à une température 60°C pendant 25 à 30 min. 

 

Photo 6: Etape de l'évaporation.(Photos prise au labo). 

Disperser l’extrait évaporé dans des cristallisoirs et couvrir avec du papier aluminium 

troué et laisser à température ambiante  pendant 3 à 4 jours afin d’assurer l’évaporation totale 

de l’éthanol. 

 

Photo 7: Etape de Concentration de l’extrait 
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Récupérer l’extrait éthanolique  en ajoutant 1 ml de DMSO afin de faciliter le grattement 

de la surface des cristallisoirs. 

 

Photo 8: Extrait brut éthanolique 

La dernière étape consiste à conserver les extraits dans des eppendorf stériles, ces 

derniers ont étés placés dans des portoirs en polystyrène à -40°C jusqu'à utilisation. 

 

Photo 9: Conservation des extraits 

I. Rendement d’extraction : 

Les rendements d’extraction ont étés déterminés par rapport à la quantité de matière 

végétale utilisé selon la formule  (108) : 

Ou :  

 

R (%) : Rendement exprimé en %. 

Ms : Masse de l’extrait sec résultant en gramme. 

Mv : Masse du matériel végétal à traiter en gramme. 

𝑅 % =
𝑀𝑠

𝑀𝑣
∗ 100 
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5 Matériel bactérien  

Les souches bactériennes testées dans cette recherche pour l’activité antibactérienne 

sont des souches de référence l’American type culture collection (ATCC), une Grampositive 

(Staphylococcus aureus ATCC 25923) et une souche Gram négative  (Escherichia coli ATCC 

25922). 

5.1 Test de confirmation de la pureté  des souches bactériennes 

5.1.1 Préparation de pré-culture (réactivation des souches) 

Les tests antibactériens doivent être réalisés à partir des cultures jeunes de 18h à 24 

heures en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est effectuée par 

l’ensemencement de l’espèce bactérienne dans un milieu liquide BHIB. Après incubation de 18h 

à 24h à 37C, on prélève la souche du milieu liquide pour l’ensemencer en stries sur milieu sélectif 

gélosé. 

 

Figure 18: Revivification des souches bactériennes. (Photos prises au labo). 

5.1.2 Identification morphologique 

- Aspect macroscopique 

C’est un examen à l’œil nu pour mettre en évidence la description  des colonies sur milieu 

solide : la forme, le contour, la taille et la couleur. 
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E.coli      S.aureus 

Figure 19: Aspect des colonies d’E.coli et S.aureus sur Gélose. (Photos prises au labo). 

 

- Aspect microscopique (coloration de Gram) 

L’aspect microscopique des bactéries a été révélé par le biais de la technique de 

coloration de Gram (Annexe N°3), cette dernière permet de différencier la paroi bactérienne et 

de scinder les bactériens en Gram+ (colorés en violet) et Gram- (colorés en rose). 

 

E.coli            S.aureus 

Figure 20: Aspect microscopique de bactéries aprés la coloration de Gram. 

5.1.3 Identification biochimique : 

01 Escherichia Coli : 

 Galerie API 20E 

o principe :  
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La galerie API 20E est une version miniaturisé et standardisé des techniques 

biochimiques classiques destinée à l’identification des Entérobactéries, comprenant 20  

cupules en plastiques avec différents réactifs. 

o Technique : Toutes les étapes sont décrites en Annexe 3 

 

Figure 21: Ensemencement de la galerie biochimique (photo prise au labo) 

o Lecture 

Après incubation à 37C°, les résultats de toutes les réactions spontanées sont 

notés ainsi que les tests nécessitant l’addition des réactifs (TDA, VP et Kovacs) en se 

servant des tableaux de lecture et d’interprétation (Annexe 5). L’identification  est 

ensuite obtenue à l’aide d’un logiciel à partir du profil numérique correspondant à la 

souche du code. 

 

 
OPNG 

 
ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

+ - + + - - - + +  - + + - + + + + - + 

*  (+) Résultat positif ;  (-) Résultat négatif 

Figure 22: Résultats de la gallerieAPi 20e 
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02 Staphylococcus aureus 

 Test catalase (Annexe 3) 

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries strictes et anaérobies 

facultatives. Elle décompose l’eau oxygénée formée en eau et en oxygène qui se dégage  (109). 

H2O2  → H2O+½ O2 

 

Figure 23: Résultats du test Catalase (Photo prise au labo). 

 Test Dnase (désoxyribonucléase) 

Ce test (Annexe 3) est utilisé pour identifier les staphylocoques pathogènes qui 

produisent de grandes quantités de DNase extracellulaire qui est  une enzyme qui permet 

la dégradation  de l’ADN (110). 

 

Figure 24: Résultats du test Dnase (Photo prise au Labo). 

6 Evaluation de l’activité antibactérienne : 

6.1 Préparation de la gamme de dilutions des extraits : 

Trois doses dont la concentration varie en fonction de la dilution de l’extrait pur dans 

l’eau distillée stérile ont étés préparées: 
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 Dose 1: 100% de l’extrait pur. 

 Dose2 (1/2): Correspond à 50% de l’extrait pur et 50% de l’eau distillée stérile 

 Dose3 (10-1): correspond à 10µl de l’extrait pur et 90µl d’eau distillée stérile. 

 Dose4 (10-2): correspond à 10µl de la dose 10-1 et 90µl d’eau distillée stérile. 

 

Figure 25: Préparation des doses (photos prises au labo) 

6.2 Préparation des disques : 

  Des disques de 6mm de diamètre sont découpés à partir du papier Wattman et sont 

stérilisés dans des tubes à vice dans l’autoclave.  

 

Figure 26: Disques en papier wattman stériles 

6.3 Préparation des milieux de cultures en boîtes Pétri 

Cette étape consiste à liquéfier le milieu de culture Mueller-Hinton dans un bain marie, 

puis collé aseptiquement dans des boites pétri et laissé refroidir sur la paillasse. Etapes détaillé 

voir Annexe N°4. 
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Figure 27: Préparation des milieux de culture (photo prise au labo) 

6.4 Ré-isolement des souches bactériennes 

Les différentes souches bactériennes ont étés repiquées par la méthode des stries sur 

milieu sélectif gélosé puis incubées à 37°C pendant 18 à 24h : 

 Escherichia Coli ATCC25922 est ensemencé sur milieu Hektoen. 

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 est ensemencé sur milieu Chapman. 

   

Figure 28: Ré-isolement des souches bactériennes (photos prises au labo) 

 

Figure 29: Méthode des stries (Google) 

6.5 Préparation de l’inoculum : 

 A partir d’une culture jeune (18à24h), prélever deux à trois colonies bien isolées et 

identiques de chaque bactérie à l’aide d’une anse de platine. 
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 Décharger l’anse dans 3ml d’eau physiologique stérile. 

 Homogénéiser la suspension à l’aide d’un vortex. 

 

Figure 30: Suspension bactériennes des deux souches (photo prise au labo) 

6.5.1 Standardisation : 

Ajuster la charge bactérienne de l’inoculum dans le spectrophotomètre à une turbidité 

standard de 0.5McFarland, ce qui correspond à une densité optique de l’intervalle compris  entre 

0.08 à 0.1 à une longueur d’onde de 625nm. 

 

Figure 31: Ajustement de la charge bactérienne sur spectrophotomètre. 

6.6 Ensemencement : 

L’ensemencement doit se faire juste après quelques minutes après la préparation de 

l’inoculum, et se fait selon les étapes suivantes : 

 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ; 

 L’essorer en le pressant fermement et en tournant sur la paroi interne du tube afin de le 

décharger au maximum. 
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 Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose MH de haut en bas ; 

 Répéter l’opération trois fois en tournant la boîte de pétri 60° à chaque fois. 

 Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. 

 

Figure 32: Technique de culture en nappe par écouvillonnage (photos prises au labo) 

6.7 L’Antibiogramme :  

Il a été réalisé afin de tester la sensibilité des souches étudiées vis-à-vis des antibiotiques 

standards. 

 

SPIRAMYCIN (E.coli)                   BACITRACINE (E.coli) 

 

    COLISTINE (S.aureus)              ERTAPENEM (S.aureus) 

Figure 33: Contrôle du test de sensibilité des bactéries vis-à-vis des disques 
d'antibiotiques sélectionnés. 
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6.8 L’Aromatogramme : 

La sensibilité des germes pathogènes vis-à-vis des extraits ethanoliques préparés et du 

miel a été déterminée par la technique de l’aromatogramme (méthode de diffusion). 

a- La diffusion sur milieu gélosé (disques) 

 Déposer un disque  à la surface des boites ensemencées et les coder selon les 

différentes dilutions. 

 Les imbiber à l’aide d’une micropipette  avec une quantité de 20µl de l’extrait à tester. 

 Laisser les boites au réfrigérateur pendant une période de pré-diffusion de deux 

heures avant incubation. 

 

 

Figure 34: Placement des disques et des extraies des plantes (photo prise au labo) 

b- La diffusion en milieu gélosé (puits)  

 Creuser stérilement des puits de 6mm de diamètre en masse gélosé à l’aide d’une 

pipette pasteure stérile et les coder selon les échantillons du miel. 

 Avec des embouts stériles, remplir les fonds des puits avec une quantité du miel. 

 Laisser diffuser au réfrigérateur pendant deux heures. 

 

Figure 35: Aromatogramme par technique des puits (photo prise au labo) 
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6.9 Incubation : 

Les boîtes sont incubées à 37°C pendant 24h. 

 

Figure 36: Incubation des boîtes (photo prise au labo) 

6.10 Expression des résultats : 

 La lecture se fait après l’achèvement de la période d’incubation, l’activité antibactérienne 

se manifeste par la formation d’un halo d’inhibition autour du disque / puits ou la culture est 

absente.  

Les diamètres d’inhibition sont mesurés en millimètres et comparé avec des diamètres de 

référence relatifs aux antibiotiques utilisées et les résultats sont exprimés comme suit  (111) : 

 

 Non sensible (-) : ou résistante : diamètre < 8mm.  

 Sensible (+) : diamètre compris entre 9 à 14 mm. 

 Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 à 19 mm. 

 Extrêmement sensible (+++) : diamètre > 20 mm. 

7 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas de 

croissance visible à l’œil nu après incubation de 18 à 24h, elle est déterminée par l’observation 

du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque tube. 

 La CMI concerne seulement les extraits végétaux qui se sont avéré les plus actifs sur les 

souches bactériennes testées. 
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La méthode de micro-dilution sur plaque ELISA stérile de 96 puits en polystyrène pur de 

haute qualité hautement transparente est utilisé dans notre étude  pour l’évaluation de la CMI. 

7.1  Préparation de la suspension bactérienne  

 Prélever à partir d’une culture jeune (18 à 24h) une colonie et l’ensemencer dans 10ml de 

BHIB puis l’incuber à 37°C pendant 24h. 

 Après incubation, la suspension a été centrifugé pendant 10 min à 4000 rpm ; 

 Récupérer le culot  bactérien et jeter le surnagent contenant les déchets. 

 Suspendre  le culot bactérien dans bouillon BHIB et l’ajuster à une unité de densité 

optique à 620nm pour obtenir une concentration de 108 UFC/ml à l’aide d’un 

spectrophotomètre.  

 

Figure 37: Inoculum bactérien utilisé pour la microplaque (photo prise au labo) 

7.2 Préparation de la microplaque 

 Remplir les trois premiers puits de la première colonne (A)  avec 50µl de bouillon BHIB 

(témoin négatif). 

 Remplir les trois premiers puits de la deuxième colonne (B) avec 50µl de bouillon BHIB + 

50µl de l’inoculum bactérien (témoin positif). 

 Introduire à partir de la troisième colonne les dilutions successives : 50µl extrait pur 

(colonne C), 50µl dilution au demi ½ (colonne D), 50µl dilution décimale 10-1 (colonne 

E),50µl dilution décimale 10-2 (colonne F) dont chaque rongé constitue un test de raison 

de trois test. 

 Ensemencer les puits contenant les différentes dilutions avec 50µl de la suspension 

bactérienne. 

 Recouvrir la microplaque et incuber à 37°C pendant 24h. 

 Répéter toutes les étapes pour chaque extrait testé.   
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Figure 38: Méthode de micro-dilution en milieu liquide. CMI (photo prise au labo) 

7.3 Lecture 

Après incubation, 30µl de résasurine à 0.015% préparé dans l’eau distillé stérile est ajouté 

comme indicateur coloré dans tous les puits et la lecture se fait comme suit : 

 Coloration bleu violette indique l’absence de croissance des bactéries. 

 Coloration rose est un singe de croissance. 

 

Figure 39: Ajout de l'indicateur coloré pour la lecture (photo prise au labo) 
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1.1 Rendement d’extraction : 

La méthode d’extraction à permet l’obtention des taux d’extraction suivants (figure ci-

dessous) : 

 

Figure 1.1: taux de rendement des differents extraits de notre étude. 

 

 Interprétation :  

Les résultats montrent que le meilleur rendement, est l’extrait des feuilles d’olivier 

(5.35%), puis les feuilles de pamplemoussier (4.18%) suivi par les feuilles d’oranger amer 

(3.96%) et d’oranger doux (3.52%) puis les bulbes d’ail (2.90%), les gousses d’ail (2.08%) et 

enfin l’extrait des feuilles de citronnier avec le pire pourcentage de rendement. (1.55%). 

 

 

 

 

0,00%

1,00%

2,00%

3,00%

4,00%

5,00%

6,00%

Rendement (%) 

Rendement (%)



  Résultats et discussion 

 

55 
 

2 Résultats de l’aromatogramme :  

2.1 Résultat Feuilles d’olives : 

Tableau 2.1: Diamètre d'inhibition de l'extrait des feuilles d'olives sur les bactéries 
étudiées. 

 Concentrations 

Souches 

1er essaie 2éme essaie 3éme essaie 

apur  b1/2 
c 
10

-1
 

d 
10

-2
 Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S. aureus 15 12 6 6 15 11 6 6 13 12 6 6 

a = Extrait pur : 0.83g/ml ;  b= Concentration (1/2) : 0.402g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.08g/ml ; d= Concentration (10-2) : 0.008g/ml. 

 

                             E. coli                                                   S. aureus 

Figure 2.1 : Difference entre le diamètre de la synergie et l'antibiotiques témoin. 

 

Bacitracine (S. aureus)                       Colistine (E.coli) 

Photo 1.1 : Résultats de la Sensibilité de l'extrait de F. d’olivier et sa synergie sur les 
bactéries étudiées. 
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 Interprétation : 

Les résultats obtenus démontre que les zones d’inhibition  les plus importantes sont 

observées  pour S. aureus avec des diamètres de 15, 12mm  pour les concentrations ‘’pur’’, 

‘’au demi’’ respectivement, toutefois aucun diamètre d’inhibition n’est obtenue pour E .Coli. 

 Par conséquent, S. aureus présente une sensibilité vis-à-vis de l’extrait de feuilles 

d’olives contrairement à E. coli  qui est noté résistante vis à vis de l’extrait pur de feuilles 

d’olives et la série des trois dilutions. 

L’association  extrait éthanolique pur de feuilles d’olives et la BACITRACINE  s’est 

révélé synergique vis-à-vis de S. aureus avec un diamètre de 26 mm. Par contre pour E. coli, 

l’interaction n’a aucun effet (indifférence) avec l’antibiotique. 

2.2 Résultats Feuilles de citronnier : 

Tableau 2.2: Diamètre d'inhibition de l'extrait des feuilles de Citronnier. 

Concentrations 

Souches 

1er essai 2éme essai 3éme essai 

aPur 
b1/2 

c10-1
 

d
10-2

 Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S. aureus 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

a =Extrait Pur : 0.233g/ml ; b= Concentration (1/2): 0.117g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.023g/ml ; d=Concentration (10-2): 0.002g/ml. 

 

 

E. coli                                                                            S. aureus 

Figure 2.2: Résultats  de la synergie entre  l'extrait pur des feuilles du citronnier avec  
la Colistine et avec la Bacitracine  sur les bactéries étudiées. 
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BACITRACINE (S. aureus)                           COLISTINE (E. coli) 

Photo 2.2 : Résultats de la Sensibilité de l'extrait de F. de citronnier et sa synergie sur 
les bactéries étudiées. 

 Interprétations : 

Les résultats ont montrés que les deux souches bactériennes testées sont 

extrêmement résistantes vis-à-vis les différentes concentrations de l’extrait éthanolique des 

feuilles de citronnier avec un diamètre d’inhibition faible de 6mm. 

De son côté, la combinaison entre l’extrait pur et l’antibiotique n’a donné aucun effet 

synergique avec la COLISTINE. Cependant le pouvoir inhibiteur est plus au moins important 

sur l’interaction avec la BACITRACINE  que l’extrait seul avec un diamètre d’inhibition de 

26mm.   

2.3 Résultats Feuilles d’oranger doux : 

Tableau 2.3: Diamètre d'inhibition de l'extrait de feuilles de l'oranger doux. 

concentration 

Souches 

1er essai 2éme essai 3éme essai 

Pura 1/2b 10-1
c 10-2

d Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S. aureus 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

a= Extrait Pur : 0.529g/ml ; b= Concentration au demi (1/2): 0.264g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.052g/ml ; d= Concentration (10-2): 0.005g/ml 
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Figure 2.3: Résultat de la synergie entre la colistine et la Bacitracine avec l'extrait des 
f. d'oranger sur E. coli et S. aureus. 

. 

 

BACITRACINE (S. aureus)                           COLISTINE (E. coli) 

Photo 2.3: Résultats de la Sensibilité de l'extrait de F. d’oranger  et sa synergie sur les 
bactéries étudiées. 

 Interprétations : 

Les deux souches bactériennes testées n’ont montré aucun signe de sensibilité vis-à-

vis les différentes concentrations de l’extrait éthanolique des feuilles de citronnier avec un 

diamètre d’inhibition faible de 6mm. 

En comparant l’activité antibactérienne des antibiotiques seule et l’effet synergique en 

l’associant avec l’extrait pur des feuilles d’oranger, on constate que la combinaison 

manifeste une bonne activité synergique sur S. aureus avec un diamètre de 25mm. Toutefois 

l’effet sur E. coli dépasse légèrement la valeur de la COLISTINE (20mm). 
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2.4 Résultats Feuilles d’oranger amer : 

Tableau 2.4 : Diamètre d'inhibition de l'extrait de F. d'oranger amer. 

Concentrations
  

Souches 

1er essaie 2éme essaie 3éme essaie 

aPur 
b1/2 

c
10

-1
 

d
10

-2
 Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S. aureus 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 
a= Extrait Pur : 0.595g/ml ; b= Concentration au demi (1/2): 0.297g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.059g/ml ; d= Concentration (10-2): 0.005g/ml

 

 

E. coli                                                                                S. aureus 

Figure 2.4: Résultat du test de la synergie entre la Colistine (E. coli), la Bacitracine( S. 
aureus) et l'extrait pur des f. d'oranger amer. 

 

 

Staphylococcus Aureus                           Escherichia Coli 

Photo 2.4: Résultats de la Sensibilité de l'extrait de F. d’oranger amer et sa synergie 
sur les bactéries étudiées. 
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 Interprétations : 

Aucune zone d’inhibition n’a été observée (6mm), les souches bactériennes sont donc 

en aucun cas inhibé par l’extrait éthanolique des feuilles d’oranger amer.  

Après la comparaison des résultats de l’antibiogramme avec ceux de l’association 

extrait pur-antibiotique, il a été rapporté que les diamètres d’inhibition sont fortement 

proches donc  l’activité synergique est absente pour l’extrait éthanolique des feuilles 

d’oranger amer.   

2.5 Résultats de Feuilles de pamplemoussier : 

Tableau 2.5: Diamètre d'inhibition de l'extrait de F. de pamplemoussier sur les 
bacteries étiduées. 

Concentration 

Souches 

1er essaie 2éme essaie 3éme essaie 

aPur 
b1/2 

c
10

-1
 

d
10

-2
 Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli (en mm) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

S. aureus (en mm) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

a= Extrait Pur : 0.627g/ml ; b= Concentration au demi (1/2): 0.313g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.062g/ml ; d= Concentration (10-2): 0.006g/ml. 

 

 

E. coli                                                                          S. aureus 

Figure 2.5: Résultat du test de la synergie entre les antibiotiques et l’extrait de 
feuilles de pamplemoussier. 
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S. aureus                                                 E. coli 

Photo 2.5 : Résultats de la Sensibilité de l'extrait f. de pamplemoussier et sa synergie 
sur les bactéries étudiées. 

 Interprétations : 

Les résultats obtenus pour l’extrait éthanoliques des feuilles de pamplemoussier n’ont 

démontré aucune zone d’inhibition (6mm). 

En comparant l’activité antibactérienne des antibiotiques et l’effet synergique de ces 

derniers avec l’extrait éthanolique des feuilles de pamplemousse, on constate que la 

combinaison manifeste une bonne activité synergique sur S. aureus avec un diamètre de 

(25mm). Toutefois l’effet sur E. coli dépasse légèrement la valeur de la COLISTINE (20mm). 

2.6  Gousses d’ails : 

Tableau  2.6 : Diamètre d'inhibition (en mm) de l'extrait de gousses d'ail. 
Concentration 

Souches 

1er essai 2éme essai 3éme essai 

aPur 
b1/2 c

10-
1      

 
d
10

-2
 

Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 23 22 6 6 20 15 6 6 20 13 6 6 

S. aureus 30 20 12 6 32 22 10 6 30 22 12 6 

a= Extrait Pur : 0.312g/ml ; b= Concentration au demi (1/2):0.156g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.031g/ml ; d= Concentration (10-2): 0.003g/ml. 
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     E. coli                                                                       S. aureus 

Figure 2.6 : Résultats du test de la synergie entre la Colistine et  la Bacitracine avec 
l'extrait pur de gousses d'ail sur L’E. coli et S. aureus. 

 

 

S. aureus                                      E. coli 

Photo 2.6 : Résultats de la Sensibilité de l'extrait de gousses d'ail et sa synergie sur 
les bactéries étudiées 

 Interprétations : 

Les résultats indiquent  que les deux souches bactériennes étudiées montrent une 

extrême sensibilité vis-à-vis de l’extrait de gousses d’ail avec des diamètres qui varient selon 

les différentes  concentrations. Le diamètre le plus important est noté pour l’extrait pur pour  

S. aureus (32mm) et (23mm) pour E. coli. Ces résultats, en comparaison avec  les résultats de 

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Essai1 Essai 2 Essai 3

Antibiotique (
Colistine)

Synergie

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Essai 1 Essai 2 Essai 3

Antibiotique (
Bacitracine)

Synergie



  Résultats et discussion 

 

63 
 

l’antibiogramme,  montrent que l’extrait présente des zones d’inhibition  plus importantes 

que celle des antibiotiques utilisés comme témoins positifs avec des auréoles d’inhibition de 

17mm pour la COLISTINE (E. coli) et 20 mm pour BACITRACINE (S. aureus). 

Des zones d’inhibitions moins importantes pour la dilution (1/2) arrivant à 22mm pour 

S. aureus et 15 mm pour E.Coli. Toutefois pour les dilutions au ‘’dixième’’, un diamètre de 

12mm est observé pour la concentration 10-1 pour S. aureus et l’absence d’activité 

antibactérienne pour E. coli. 

La synergie a donné une zone d’inhibition beaucoup plus forte que l’antibiotique seul 

avec un diamètre (32mm) pour S. aureus et plus au moins importante avec E. coli (23mm). 

2.7 Bulbes d’ails : 

Tableau 2.7: Diamètre d'inhibition de l'extrait de Bulbe d'ail. 
concentrations 

souches 

1er essai 2éme essai 3éme essai 

aPur 
b1/2 

c10-1
 

d10-2
 Pur 1/2 10-1 10-2 Pur 1/2 10-1 10-2 

E. coli 25 22 6 6 24 19 6 6     

S. aureus 34 20 6 6 32 22 6 6     

a= Extrait Pur : 0.436g/ml ; b=Concentration au demi (1/2): 0.218g/ml ; c= Concentration (10-1) : 0.043g/ml ; d= Concentration (10-2): 0.004g/ml. 

 

 

 

Figure 2.7: Résultats Synergie entre l'ERTAPENEM et la SPIRAMYCIN  avec l'extrait de 
Bulbe d'ail. 
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     S. aureus                                                                E. coli 

Photo 2.7: Résultats de la Sensibilité de l'extrait de Bulbe d'ail et sa synergie sur les 
bactéries étudiées. 

 Interprétations : 

Les résultats montrent clairement que la bactérie S. aureus s’est avérée extrêmement 

sensible vis-à-vis l’extrait éthanolique pur des bulbes d’ails qui a donné une auréole 

d’inhibition de 34mm, il en est de même pour E. coli qui a donné un diamètre assez 

important de 25mm. 

Des zones d’inhibitions moins importantes pour la dilution au (1/2)  arrivant à 22 mm 

pour S. aureus et de même pour E. coli. Toutefois pour les dilutions au dixième, l’absence 

d’activité antibactérienne est notée pour E.Coli.et S. aureus. 

De son côté, la combinaison entre l’extrait pur et l’antibiotique a donné un effet 

synergique très important avec l’ERTAPENEM  (36mm) et un pouvoir inhibiteur plus au 

moins important dans l’interaction avec la SPIRAMYCIN que l’extrait seul avec un diamètre 

d’inhibition de 32mm.  

3 Méthode des puits : 

3.1 Le miel pur : 

 L’effet antibactérien des 6 échantillons de miel  sur les bactéries étudiées est 

représenté dans le tableau, figures  et les photos ci-dessous : 
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Tableau 3.1 : Résultats des diamètres d’inhibition du miel sur les bactéries étudiées. 

Echantillons 
E-coli S. aureus 

1eressai 2émeessai 3émeessai Moyenne 1eressai 2émeessai 3émeessai Moyenne 

E1 9 (S) 9 (S) 8 ( R ) 8,6 12 (S) 12 (S) 9 (S) 11 

E2 10 (S) 12 (S) 11 (S) 11 18 (TS) 16 (TS) 16 (TS) 16,6 

E3 11 (S) 10 (S) 10 (S) 10,3 12 (S) 11 (S) 12 (S) 11.6 

E4 6 (R ) 9 (S) 8 ( R ) 7,6 9 (S) 9 (S) 8 (R ) 8,6 

E5 9 (S) 8 ( R ) 8 ( R ) 8,3 13 (S) 13 (S) 14 (S) 13,3 

E6 10 (S) 7 ( R ) 10 (S) 9 11 (S) 7 (R ) 9 (S) 9 

 R= Résistant ;  S= Sensible ;  TS= Très Sensible. 

 

 

    E.Coli                                                                    S.Aureus 

Figure 3.1 : Résultats des diamètres (en mm) d’inhibition par méthode des puits du 
miel sur les bactéries étudiées. 

 Interprétation : 

L’évaluation de l’effet inhibiteur des différents échantillons de miel testés sur les deux 

souches bactériennes est exprimée par le diamètre de l’auréole d’inhibition (en 

millimètres) : 

Sur tous les échantillons de miel testé, l’échantillon 2 était le plus inhibiteur avec des 

diamètres allant de 10 à 12 mm et de 16 à 18 mm pour Escherichia coli et Staphylococcus 

Aureus respectivement. 
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Tandis que, l’échantillon 4 (Oued Aissi) était le moins inhibiteur avec une absence de 

zone d’inhibition lors du 1er Essai et un diamètre de 9 et 8 mm sur le 2ème et 3ème essai 

respectivement sur Escherichia Coli, aussi avec un diamètre allant de 8 à 9 mm sur les trois 

essais sur Staphylococcus Aureus. 

 

S. aureus                                                        E. coli 

Photo 3.1: Diamètre d'inhibition du miel sur les bactéries étudiées par méthode des 
puits. 

A noter aussi que Staphylococcus Aureus s’est montré plus sensible qu’Escherichia coli 

sur les six échantillons avec une zone d’inhibition plus importante.  

4 Résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) : 

Les résultats de la microplaque sont illustrés dans les tableaux suivants dont :   

 Témoin positif : 50µl  BHIB+50µl suspension  bactérienne 

 Témoin négatif : 50µl BHIB 

 (R) : Rose.  

 (B) : Bleu. 

 

 

 



  Résultats et discussion 

 

67 
 

4.1  Escherichia coli : 

Tableau 2: Tableau des résultats de la microplaque d' Escherichia Coli. 

 
Extrait pur Dilution au demi Dilution (10-1) Dilution (10-2) 

1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er essai 

2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 

Feuilles 
d’olives   

 
  

 
  

 
   

Gousses 
d’ail 

         
   

Bulbes 
d’ails 
 

            

Témoin 
positif 

   / / / / / / / / / 

Témoin 
négatif    / / / / / / / / / 

 

4.2 Staphylococcus aureus  

 

Tableau 3: Tableau des résultats de la microplaque de Staphylococcus Aureus. 

 Extrait pur Dilution au demi Dilution (10-1) Dilution (10-2) 

1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 
1er 

essai 
2émé 

essai 
3éme 

essai 

Feuilles 
d’olivier 

  
 

  
  

  
 

  

Gousses 
d’ail 

  
 

  
 

   
 

  

Bulbes 
d’ails        

          
 

 

Témoin 
positif 

   / / / / / / / / / 

Témoin 
négatif 

 
  / / / / / / / / / 
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 Interprétation : 

Après incubation à 37°C, on observe une diminution progressive de l’intensité du 

trouble induit par la croissance des bactéries au fur à mesure que la concentration de 

l’extrait végétal augmentait dans les puits de la microplaque. 

Après  ajout du réactif Resazurine, on note que les différents extraits éthanoliques 

(feuilles d’olives, gousses et bulbes d’ails) ont tous montrés une action bactéricide contre E. 

coli et S.Aureus avec toutes les dilutions sauf à la dilution (10-2) et à (10-1) pour l’extrait de 

feuilles d’olives où on constate le virement de couleur en rose.  

 



  Résultats et discussion 

 

69 
 

Discussion : 

1.1 Rendement de l’extraction :  

Un meilleur rendement était enregistré pour l’extrait de feuilles d’olivier (5.35%), suivi 

par les feuilles de pamplemoussier (4.18%), les feuilles d’oranger amer (3.96%), les feuilles 

d’oranger doux (3.52%) puis les bulbes d’ail (2.90%), les gousses d’ail (2.08%) et enfin 

l’extrait des feuilles de citronnier avec le plus bas pourcentage de rendement (1.55%).  

Nos résultats restent inférieurs à ceux rapportés  par (MORZOUGLAL & RABOUH, 

2019)pour l’extrait des feuilles d’olivier qui ont obtenus un meilleur rendement (21.34%), et 

aussi inférieurs pour l’extrait de feuilles du citronnier (10.93%) dans le travail de (Ewansiha, 

et al., 2016) 

Cette disparité au niveau des résultats pourrait être due à plusieurs paramètres: le 

solvant, le pH, la température, le temps d’extraction et la composition de l’échantillon. De 

plus, la période et le lieu de récolte influencent le rendement d’extraction. (ADDAB, FETNI, 

HAMLAOUI, ZERGUINE, & MAHLOUL, 2020).  

1.2 Activité antibactérienne des extraits éthanolique :  

 

Durant notre étude, on a pu tester la sensibilité de deux espèces bactérienne : E. coli 

et S. Aureus  avec sept échantillons d’extraits éthanolique de plantes qui ont été obtenus à 

partir des feuilles d’olive, de citronnier, d’oranger, d’oranger amer, de pamplemoussier, des 

gousses et du bulbe d’ail : 

E. Coli s’est révélée sensible aux concentrations élevées des  extraits éthanolique d’ail 

(gousses et bulbes) à savoir le pur : 0.312 g/ml pour l’extrait de gousses d’ail et 0.436 g/ml 

pour l’extrait de bulbes d’ail, ainsi que le demi : 0.156 g/ml et 0.218 g/ml pour l’extrait de 

gousses et bulbes d’ail respectivement Cependant, tous les autres extraits n’ont démontré 

aucune activité antibactérienne vis-à-vis de cette bactérie.  

S. Aureus quant à elle, en plus d’être sensible aux deux extraits d’ail (gousses & 

bulbes), elle s’est révélée sensible à l’extrait de feuilles d’olivier contrairement à E. Coli avec 
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les concentrations ‘’extrait pur’’ et ‘’au demi’’ avec les trois extraits (gousses et bulbes d’ail, 

feuilles d’olivier). 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Ekwenye & Elegalam, 2005) où ils 

ont réussi à obtenir une zone d’inhibition d’une valeur de ‘’9mm’’ avec une concentration de 

1000mg/ml d’extrait éthanolique de l’ail sur E. Coli. Cependant, ils ne concordent pas  avec 

ceux obtenus par (OKOMBE EMBEYA & NZUZI MAVUNGU , 2019) où  E. Coli s’est montrée 

résistante aux extraits méthanolique et aqueux de l’ail.  

D’après (OKOMBE EMBEYA & NZUZI MAVUNGU , 2019), cela peut être due aux 

conditions de conservations, vus que les gousses d’ail  exposés au soleil, a pu provoquer 

l’altération des certains composés bioactifs de l’ail.   

De plus, les résultats de (Hindi & Chabuck, 2013)  ont montré une résistance d’E. Coli 

vis-à-vis des extraits aqueux du citron et une sensibilité de S .Aureus vis-à-vis des extraits 

aqueux à partir du citron frais mais une résistance à l’extrait aqueux obtenu à partir citron 

séché.  

Ces divergence dans les résultats est généralement dépendante de plusieurs facteurs 

qui sont la méthode de l’extraction, sa durée, la nature du solvant utilisé, la concentration de 

l’extrait et l’espèce bactérienne étudiée. (BURNICHON & TEXIER, 2003) (Totty, Guessennd, 

Bahi, Kra, OTOKORE, & Dosso, 2013).  

Par ailleurs, les résultats de l’étude de (MIRAD & BADIS, 2019) concordent avec les 

nôtres sur S. Aureus mais sont en contradiction avec ceux obtenus pour E. Coli où ils ont pu 

obtenir une inhibition de croissance d’E. Coli avec les extraits éthanoliques (70% et 50%) des 

feuilles d’olivier.  

Ceci peut s’expliquer par une différence de composition ou de concentration en 

substances actives dans la plante, pouvant être liée à des différences de moment de récolte 

où de lieu de collecte. (GANFON, HOUVOHESSOU, ASSANHOU, BANKOLE, & GBENOU, 2019) 

De plus, S. Aureus s’est montré beaucoup plus sensible qu’E. Coli sur l’ensemble des 

résultats. La raison de la différence de sensibilité des bactéries à Gram négatif par rapport à 



  Résultats et discussion 

 

71 
 

celle des bactéries à Gram positif pourrait être due à des différences dans la composition de 

leur paroi cellulaire.  (Hindi & Chabuck, 2013). 

 Concernant la synergie entre chaque extrait avec les antibiotiques utilisés : On a 

constaté une importante activité synergique de l’extrait de gousses d’ail avec la COLISTINE et 

l’extrait de bulbes d’ail avec  l’ERTAPENEM  sur E. COLI avec une amélioration de l’activité 

antibactérienne de ‘’6mm’’ et ‘’4mm’’ respectivement. Et malgré qu’E. COLI soit résistante 

aux autres extraits, la synergie de ces derniers avec les antibiotiques ont démontré une 

légère amélioration de l’efficacité de l’antibiotique qui s’est traduit par un léger gain de ‘’1 à 

3mm’’ pour les extraits de feuilles d’oranger et de pamplemoussiers et un gain de ‘’1 mm’’ 

pour les extraits des feuilles d’olivier, de citronnier et d’oranger amer.  

Relativement à S. Aureus, l’activité synergique des extraits avec les antibiotiques s’est 

montrée beaucoup plus importante par rapport à celle sur E. Coli avec des importants gains 

de diamètre d’inhibition de ‘’12mm’’ et de ‘’10mm’’ pour l’extrait des gousses d’ail avec la 

BACITRACINE et l’extrait de bulbes d’ail avec la SPIRAMYCIN respectivement.  

Egalement, l’effet synergique des autres extraits sur S. Aureus s’est révélé plus 

important que sur E. Coli avec des gains de diamètre d’une valeur de ‘’6 mm’’ pour les 

extraits des feuilles d’olivier, de citronnier et de ‘’5 mm’’ pour les feuilles d’oranger, de 

pamplemoussier et enfin de ‘’1 mm’’ pour l’extrait des feuilles d’oranger amer. 

De façon générale, nos résultats ont permis de mettre en évidence Un effet 

potentialisateur (synergique) entre plusieurs extraits et les antibiotiques testés. Ces résultats 

représentent donc un intérêt qui pourrait conduire au développement d'un traitement basé 

sur la combinaison d’un antibiotique et d’extraits de plantes. 

 

1.3 Test de détermination de la concentration minimale bactéricide :  

On a procéder au test de la concentration minimale bactéricide à l’aide des 

microplaques’’96 puits’’ avec trois de nos extraits qui ont donné les meilleurs résultats sur E. 

Coli et S. Aureus qui sont les extraits de gousses, bulbes d’ail et celui des feuilles d’olivier : 
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L’extrait éthanolique de feuilles d’olives, pour les  concentrations ‘’extrait pur’’ 

(0.803g/ml), ‘’dilution au demi’’ (0.401g/ml), on a constaté une absence de croissance des 

germes étudiés, par contre pour les deux dilutions au dixième : ‘’dilution au 10-1 ‘’ (0.08g/ml) 

et ‘’10-2‘’ (0.008g/ml), on a pu relever une croissance bactérienne d’E. Coli et S. Aureus. En 

conséquence,  la CMB  des extraits de feuilles d’olivier est enregistrée aux concentrations 

‘’au demi’’ 0.401 g/ml pour les deux souches testées. 

Pour les extrait éthanoliques des gousses et bulbes d’ail, on a pu observer une absence 

de croissance des deux espèces germes avec toutes concentration sauf avec la 

concentration‘’10-2’’. Ainsi,  la CMB des extraits d’ail est enregistrée aux concentrations 

0.031 g/ml pour l’extrait de gousses d’ail et 0.043 g/ml pour l’extrait de bulbes d’ail. 

Déjà très attendus, les résultats de la CMB  viennent confirmer nos résultats 

précédents sur l’aromatogramme.  

 

1.4 Le miel :  

Par méthode de puits, on a procédé au test de l’effet antibactérien de six échantillons 

de miel récupéré de différents endroits.  

Sur tous les échantillons de miel testé, l’échantillon 2 avait le meilleur pouvoir inhibiteur sur 

les deux souches bactérienne testées avec une moyenne de diamètre de zone d’inhibition de 

‘’11mm’’ sur E. Coli et de ‘’16,6mm’’ sur S. Aureus, tandis que l’échantillon 4 était le moins 

efficace avec une moyenne de ‘’7,6 mm’’ sur E. Coli et ‘’8,6 mm’’ sur S. Aureus.  

Ces résultats se rapprochent de ceux obtenus par (BOURBIA , HAMITOUCHE, & 

LITAMINE, 2020) vu qu’ils ont obtenu, par méthode des puits, une inhibition de croissance 

en utilisant trois échantillons de miels différents sur S. Aureus (‘’28mm’’, ‘’32mm’’ et ‘’30 

mm’’) et E. Coli (‘’12 mm’’, ‘’18 mm’’ et ‘’ 17mm’’). 

 Plusieurs facteurs rendent difficile de prédire si oui ou non un échantillon de miel 

donné est susceptible d’avoir ou pas une activité antimicrobienne, on cite : L’interaction 

complexe d’espèces végétales, la physiologie végétale, la nature des fleurs de nutrition de 

l’abeille et son origine, les conditions de croissance, les variations saisonnières, l’âge de 
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l’abeille (le miel de l'abeille jeune est particulièrement clair et moins concentré par apport à 

celui de l’abeille la plus âgée) et les condition de conservation du miel et sa durée. (MERAH, 

BENSACI BACHAGHA, & BOUDERHEM, 2010) 

 Dans tous les cas, S. Aureus s’est révélé plus sensible aux différents miels qu’E. Coli et 

le travail de (Feddaoui & Kerdouci, 2013) vient confirmer notre déduction avec des résultats 

comparables aux nôtres.
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 Conclusion : 

           Notre étude avait comme objectif principal l’évaluation de l’activité antibactérienne 

des extraits d’origines végétales et du miel vis-à-vis de deux souches bactériennes à savoir  

Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923, et à la lumière des 

résultats obtenues, il a été conclu que : 

 Les rendements d’extraction  obtenus varient d’une plante à une autre, le meilleur 

rendement (5.35%) est noté pour les feuilles d’olives. 

 Un meilleur effet antibactérien était enregistré chez les bactéries Gram+ par rapport aux 

bactéries Gram-. 

 Une bonne activité antibactérienne (34mm et 32mm)  était enregistrée par l’extrait d’ail 

(bulbes et gousses respectivement) à l’encontre des deux souches testées.  

 Une activité moyenne (15mm) était notée par l’extrait de feuilles d’olivier, cependant 

cette activité concerne seulement S. Aureus.  

 Les extraits de feuilles de citronnier, oranger, oranger amer et pamplemoussier n’ont 

révélé aucun effet antibactérien. 

 Tous les miels se sont manifestés actifs vis-à-vis des deux souches testées, et le meilleur 

diamètre était de l’ordre de 16,6mm. 

 Les CMI obtenues sont de l’ordre de 0.401 g/ml, 0.031 g/ml, 0.043g/ml pour les feuilles 

d’olives, des gousses et des bulbes d’ail respectivement. 

 Perspectives 

Ces travaux préliminaires réalisés peuvent être poursuivis afin d’apporter des 

informations supplémentaires sur l’importance biologique des molécules bioactives des 

plantes. Des essaies complémentaires sont nécessaires pour cerner ce travail, il est donc 

souhaitable de le compléter par : 

 L’optimisation de la diversification des extraits à base de différents solvants afin de 

sélectionner les meilleurs rendements et les meilleurs effets biologiques. 

 Elargir l’éventail des espèces microbiennes testées (bactéries, levures et moisissures, 

hospitalières et de référence). 

 Déterminer les principes actifs présents dans ces extraits qui sont responsables de 

cette activité antibactérienne et les utiliser comme médicaments. 

  Effectuer l’étude de l’effet de l’association de ces extraits de plantes entre eux. 
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Annexe 1 : matériel non biologique 

Matériel du 

laboratoire 

Appareils et 

instruments 
Solvants 

réactifs 

chimiques 

Milieux de 

culture utilisés 
Antibiotiques 

 Pipettes 
pasteurs 

 Microplaques 
de 96 puits 

 Ecouvillons 
stériles. 

 Tubes à essaies 
à vis 

 Embouts  
 Flacons en 

verre 
 Lames  
 Porte objets. 
 Boites de pétri 

en plastiques 
 Entonnoir 
 Spatules 
 Portoirs 
 Cristallisoir 
 Bec bunsen 
 Micropipettes 

10, 100 et 
1000µl 

 Anse  de platine 
 Mortier 
 Pince stérilisée 
 Fioles jaugées 
 Disques en 

papier wattman 
stériles 

 Rota vapeur 
 Autoclave 
 Bain-marie 
 Balance de 

précision 
 Centrifugeus

e 
 Microscope 
 Spectrophot

omètre 
visible 

 Bain 
ultrasonique 

 Réfrigérateu
r 

 

 

 Ethano
l 96% 

 DMSO 
 Eau 

distillé
e 
stérile 

 Alcool 
 

 VPI 
 VPII 
 KOVACS 
 TDA 
 Lugol 
 Fuschine 
 Lugol 
 Violet de 

Gentiane 
 

 Bouillon 
BHIB 

 Milieu 
Chapman 

 Milieu 
Hektoen 

 Gélose 
Muller 
Hinton  

 

 

 COLISTINE (CS 
10µg),   
ERTAPENEM 
pour Escherichia 
coli ATCC25922 

 BACITRACINE   
(BA 10µg), 
SPIRAMYCIN  
pour 
Staphylococcus 
aureus ATCC 
25923. 

 

 

 

             

              Microscope optique                                                                 Étuve 
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                      Centrifugeuse                                                                     Rota-vapeur  

             

                         Autoclave                                                                     Réfrigirateur 

           

             Spectrophotomètre visible                                                         Bain marie 
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                         Balance                                                                            Vortex 

 

                                                                           Micropipette  

                 

     Broyeur électrique                                  NaCl                                                 Ethanol  
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      Cristal violet                    Fuschine                           Lugol                                  Alcool 

 

                      TDA                             KOVACS                              VP II                              VPI 

                                                    

         Gélose CHAPMAN                            Gélose Hektoen                          Gélose Muller Hinton  
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Annexe 2 : Origine géographique des six échantillons de miel         

N° Echantillon 

 

Date de récolte Origine géographique Origine florale 

E1 2022 FREHA  (Tizi-Ouzou) Miel de toutes fleures 

E2 2021 
Larvaa Nath Irathen 

Ichariden (Tizi-Ouzou) 

Miel de toutes fleures 

E3 2022 
Ath-Douala, Ath-

Zmenzer, (Tizi-Ouzou) 

Miel de toutes fleures 

E4 2021 
Oued Aissi,  (Tizi-

Ouzou) 

Miel de toutes fleures 

E5 2021 
FREHA, (Tizi-Ouzou) 

 

Miel de toutes fleures 

E6 2021 
Djurdjura, (Tizi-Ouzou) 

 

Miel de toutes fleures 

 

 

Annexe 3 :  

 Technique coloration de Gram (Smith & Hussey, 2005)  

 Préparation du frotti bactérien : 

 Déposer aseptiquement sur une lame porte objet stérile une goutte d’eau distillée. 

 Prélever une colonie à partir du milieu gélosé à l’aide d’une anse de platine et la 

dissocier dans la goutte d’eau. 

 Etaler la suspension bactérienne en un film mince et régulier sur la lame par un 

mouvement circulaire pour construire un frotti. 

 Laisser évaporer en tenant la lame bien au-dessus de la flamme, le frotti doit devenir 

terne et ne doit ni brunir, ni bruler. 

 Coloration simple : recouvrir le frotti par le violet de gentiane et laisser agir pendant 

une minute. 

 Premier rinçage : rincer délicatement à l’eau du robinet puis égoutter pour enlever 

l’excès d’eau. 

 Fixation et mordançage : verser le Lugol et le laisser agir pendant une minute. 

 Deuxième rinçage : rincer à l’eau du robinet puis égoutter. 

 Décoloration : différencier  à l’alcool pendant 30 secondes pour éliminer le violet de 

gentiane. 

 Troisième rinçage : rincer avec l’eau de robinet  puis égoutter. 

 Recoloration : colorer avec la Fuchsine pendant une minute. 

 Dernier rinçage : rincer avec l’eau de robinet et laisser la lame sécher. 

 Observation : observer au microscope optique en ajoutant une goutte de l’huile à 

immersion (objectif×100). 
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 Technique galerie API20E 

 Préparation de la suspension bactérienne :  

 A partir d’une culture pure de 18 à 24h,  prélever à l’aide d’une pipette pasteur 

une colonie bien isolée sur milieu gélosé et l’introduire dans un tube à essaie 

contenant 5 à 6 ml d’eau physiologique stérile. La suspension obtenue est bien 

agitée en se servant d’un vortex. 

 Inoculation de la galerie 

 Créer une atmosphère humide en mettant de l’eau physiologique au fond de la 

boite. 

 A l’aide d’une seringue, inoculer le microtube de la galerie avec la suspension 

bactérienne.  

 Remplir jusqu’au bout les cupules dont les noms sont encadrés. 

 Ajouter l’huile de vaseline dans les cupules ou les noms des tests sont 

soulignés : ADH, LDC, ODC, URE, H2S  pour créer les conditions 

d’anaérobiose. 

 Renfermer la boîte. 

 Incuber à 37°C pendant 24h. 

 

 Test catalase  

 Déposer sur une lame porte-objet stérile une goutte d’eau oxygénée à 10 

volumes. 

 Emulsionner sur la goutte avec une colonie de la culture obtenue sur gélose. 

 Lecture : Le dégagement des bulles de gaz indique la présence de la 

catalase : test catalase+. 

 Tes Test Dnase (désoxyribonucléase) 

 Principe 

     Ce test est utilisé pour identifier les staphylocoques pathogènes qui 

produisent de grandes quantités de DNase extracellulaire qui est une enzyme 

qui permet la dégradation  de l’ADN (Török, Moran, & Cooke, 2017). 

 Technique (Kumar, 2012) 

 A l’aide d’une anse de platine prélever une colonie d’une culture jeune 

de staphylococcus aureus ; 

 L’étaler sous formes de stries  sur une boîte pétri contenant le milieu 

gélosé DNase. 

 Incuber la boîte à 37°C pendant 24h. 

 Lecture 

Après incubation, inonder les stries avec quelques gouttes de HCL ; l’apparition 

des zones claires autour indique la dégradation de l’ADN du milieu :DNase positif. 
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Annexe 4 : préparation des milieux de culture en boite pétris : 

  Desserrer légèrement le bouchon des flacons contenant  la gélose MH. 

 Faire fondre le milieu en le plaçant dans un bain marie réglé à 100°C. 

 Une fois fondu,  laisser le milieu refroidir sur une surface thermorésistante à 

température ambiante jusqu'à obtention d’un milieu en surfusion d’une température 

comprise entre 45°C et 50°C. 

 Couler les milieux dans des boîtes de pétri de façon à obtenir une épaisseur de 3 à 4 

mm. 

 Déposer les boites avec leurs couvercles sur une surface fraîche et horizontale pour 

refroidir et se solidifier avant de les conserver au réfrigérateur à 2-8°C. 

 Pour un ensemencement en surface d’un milieu de culture solide, les boites de pétri 

sont préalablement séchés dans une étuve, sans leurs couvercles et la surface de la 

gélose tourné vers le bas jusqu’a la disparition des gouttelettes d’eau. 

Annexe 5 : Tableau d’identification (galerie API 20E) 
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Tableau de lecture (galerie Api 20E) 
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