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Introduction

I”’homme s est depuis toujours servi des plantes, il ya 200 ans encore, les moyens
thérapeutiques naturel s étaient les seules remedes dont disposait I’ humanité. Les plantes
meédi cinales comme |es autres remédes thérapeutiques et I’ étiologie ont toujours été intégrés a
la culture d’ une époque, ou d’ une civilisation donnée: I’ histoire officielle de la phytothérapie

prend ses racinesil y aplusieurs millénaires.

Si on définie la phytothérapie d'un point de vue étymologique, le terme "phyto”
provient du grec ancien avec le terme plus précis "phyton” et signifie "végétal". La
phytothérapie est donc la"thérapie par le végétal dans un but préventif ou curatif - mais
également esthétique.

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par |a biosynthese de molécules
odorantes qui constituent ce qu’ on appelle les huiles essentielles (HE) connues depuis
longtemps pour leur activité antiseptique et thérapeutique dans la médecine populaire. La
composition chimique des HE est assez complexe, les composés terpéniques et aromatiques
représentant les principaux constituants. On y trouve également, et en faibles concentrations
des acides organiques, des cétones et des coumarines volatiles. La nature de lafonction
chimique du composé majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde, cétone...) joue un role

prépondérant dans | efficacité de leurs activités biologiques.

Ainsi, lesindividus de cette famille possedent des phénols constitués d’ hydrates de
carbone aromatiques. Ce type de phénol donne des propriétés antiseptiques ala plante afin de
se défendre contre les infections bactériennes. De plus, laforme aromatique concede des
odeurs et des goQts particuliers aux Lamiacées, I’ une des raisons pour laquelle ces plantes
sont souvent utilisées comme épice dans les cuisines. Elles sont tres accessibles ala
population générale, donc de production abordabl e pour les communautés local es.

Un immense gisement de molécules actives d origine vegétal e se retrouve dans la nature; dans
le monde entier, on continue aujourd’ hui a rechercher ces plantes susceptibles d’ étre utilisées
comme base de nouveaux traitements ouvrant des perspectives extrémement prometteuses
pour I’industrie du medicament.
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Généralités sur les huiles essentielles

1. Introduction

Depuis les temps les plus reculés, le monde végétal offre les ééments nécessaires a la
survie de I’espéece humaine. En effet, les plantes demeurent la principale source de principes
actifs dont le réle et I utilisation sont tres variés.

Avant d’ entamer |’ étude chimique et biologique de I" huile essentielle du clou de girofle, il
nous est apparu nécessaire de présenter dans ce premier chapitre un rappel bibliographique sur
les huiles essentielles (EL ABED., KAMBOUCHE, 2003).

2. Définition

Les huiles essentielles ou essences veégétales sont des produits huileux, volatils,
odorants et incolores ou légerement teintés, obtenus par distillation a la vapeur d’eau,
par expression, par incision ou par enfleurage du matériel végétal(BUDAVARI et O’'NEI,
1996).

Ces essences végétales sont largement distribuées dans le régne végétal et n’existent que
chez les végétaux supérieurs. En effet, elles se trouvent en quantité appréciable chez
environ 2000 espéces réparties en 60 familles botaniques comme par exemple chez les
Lamiacées (lavande, basilicc menthe,...), les Myrtacées (eucayptus,...), les
Lauracées(cannelle et sassafras),...et les Apiécées (coriandre, cumin, fenouil, persil,...)
(RICHTER , 1993). Les huiles essentielles se trouvent dans tous les organes de la
plante : racines, fruits, graines, fleurs, feuilles, écorces, bois, etc... Elles se forment dans
des cellules specialisees, le plus souvent, regroupées en canaux ou en poches sécréteurs et
elles sont ensuite transportées dans les différentes parties de la plante, lors de la croissance
de cette derniére (BERNARD, 1988).

Elles se différencient des huiles grasses, par leurs propriétés physiques et leur
composition, du fait qu'elles se volatilisent a la chaleur et que leurs taches sur le papier sont
passageres (SALLE, 1991). Elles se caractérisent par leurs propriétés organoleptiques
(odeur, couleur et golt). A la température ambiante, elles sont généralement liquides de
densité souvent inférieure a celle de I’ eau. Elles sont incolores ou jaune pale, sauf quelques
exceptions comme les H.Es de la cannelle (orange), de |’absinthe (vert) ou de la camomille
(bleu).
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Leur indice de réfraction est élevé et le plus souvent elles sont douées de pouvoir
rotatoire. On leur attribue différents indices chimiques (indice d'acide, d'ester, de
carbonyle,...).

Elles sont peu solubles dans I’ eau et solubles dans |es solvants organiques (éther, alcool,
hexane, pentane,...) (BRUNETON , 1999). Elles dissolvent les graisses, I'iode, le soufre, le
phosphore et réduisent certains sels. En outre, elles s oxydent et se polymérisent facilement.

Pour éviter cela, il faute conserver al’ abri delalumiéreet del’air.
3. Répartition et localisation des huiles essentielles

On rencontre les huiles essentielles dans diverses familles botaniques elles se localisent
dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le cytoplasme de cellules
Spécialisées.

3.1 Répartition dansleréegne végétal

Parmi les espéces végétales, 800 000 a 1 500 000 especes selon les botanistes, 10 %
seulement sont dites aromatiques.

Les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, elles sont

presque exclusivement de I'embranchement des Spermaphytes.

Les genres qui sont capables de les élaborer sont rassemblés dans un nombre restreint de
familles (BENAZZEDDINE, 2010) telles que les : Lamiacées (Labiées), Pinacées
(Coniferes), Rutacées, Myrtacées, Poacées, Apiacées (Ombelliféres), Lauracées, Astéracées

(Composées), Pipéracées et Cupressacées. Rutacées.
3.2 Localisation dansla plante

Dans les plantes, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans différents organes
végétaux, variant en fonction de la zone productrice du végéta (RAFI et al., 1995;
LAMENDIN, 2004): sommités fleuries (menthe, lavande), feuilles (eucalyptus, laurier),
racines (veétiver), rhizomes(Gingembre), écorces (cannelier), bois, fruits (agrumes, badiane,
anis), graines (muscades).(LAKHDAR, 2015).
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Tableau 1 : Organes de certaines plantes riches en huiles essentielles (GARNEAU, 2005)

Organes Exemples
Feuilles d’ Angiospermes Romarin, sauge, menthe
Feuille de Gymnospermes Sapin, cedre

Tiges Citronnelle, lemongrass
Ecorces Canndlier
Racines Angdlica, vetiver

Rhizomes Acorus, gingembre

Bulbes Oignon, ail

Bois Santal

Fruits Bleuet, citron

Fleurs Jasmin, rose, jasmine
Graines Aneth, carvi

4. Roledeshuiles essentiellesdansla plante

Les essences constituent un moyen de défense contre les prédateurs en modulant les
comportements de ceux-ci vis-a-vis des plantes. (VERSCHAFFELT et TAHL , 1915).

Les constituants des huiles essentielles sont considérés par Lutz comme des modérateurs
des réactions doxydation intramoléculaire protégeant la plante contre les agents
atmosphériques. Selon lui, certains de ces composés se comporteraient aussi comme source

d'énergie alasuite d'une baisse de I’ assimilation chlorophyllienne. (LUTZ, 1940).

Bousquet considere que certains de ces produits des composés intermédiaires du
métabolisme et quil se trouverait & I'éat libre durant certaines périodes en relation avec
I'activité végétative de la plante. (BOUSQUETT, 1972).

Les travaux de Nicholas ont montré que les mono terpénes et sesquiterpénes peuvent jouer
des réles aussi variés qu importants dans la relation des plantes avec leur environnement
(NICHOLAS, 1973).
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Bruneton estime que la volatilité et I’ odeur marquée de ces essences en font des éléments
de lacommunication chimique. (BRUNETON, 1973).

Enfin, une mise au point de CORTEAU montre que les huiles volatiles auraient en réalité
un réle de mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante.
Elle régulerait la transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviol ets par leurs constituants
insaturés. La présence et la teneur en huiles essentielles dans les plantes seraient donc en
rapport avec la photochimie. (NICHOLAS, 1973)).

5. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

On trouve généralement les huiles essentielles incolores ou jaune pale a I’ état liquide a
température ordinaire. Toutes les huiles essentielles sont volatiles, odorantes et inflammables.
Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. De point d’ ébullition toujours supérieur a 100°C.
Elles sont peu solubles dans I’eau, solubles dans les acools et dans la plupart des solvants

organiques

Pour les propriétés chimiques, elles sont neutres, mais acquierent peu a peu une acidité.
Elles s oxydent alalumieére et serésinifient en absorbant de I’ oxygéne en méme temps que leur
odeur modifie, leur point d’ ébullition augmente, leur solubilité diminue. Les huiles essentielles
absorbent le chlore, le brome, I'iode avec dégagement de chaleur. Elles peuvent se combiner a

I’ eau pour former des hydrates.
6. Lesméthodes d’ extraction des huiles essentielles

L’ extraction des huiles essentielles de la matiere végétale peut étre réalisee au moyende
nombreux et divers procédés, basés sur des techniques anciennes :Distillation, Expression,
Enfleurage ou Incision ou plus récentes : extraction sous irradiation micro-ondes ou par
ultra-sons (LUQUE DE CASTRO , 1999).

Le choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére
végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire, de |'usage de

I'extrait et I'ardbme du départ au cours de I'extraction.

La distillation reste la méthode la plus prisée du fait qu elle est facilea mettre en

ceuvre. Lafigure 1 regroupe les différentes voies d’ extraction des huiles essentielles.
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Entrainement a la vapeur

Expression \

Enfleurage

Hydrodistillation

Huiles essentielles

/ )

I\I\"\.
_ / \ \
Incision K

Solvants organiques

% COssupercritique

L]
Ulra-sons Micro-ondes

Figure 1 : Modes d extraction des huiles essentielles (LUQUE DE CASTRO , 1999).

Les éapes de I'extraction des huiles essentielles d origines végétales restent identiques
guelque soit le type d extraction utilisé. 1l est nécessaire dans un premier temps d’ extraire de la
matiere vegétale les molécules aromatiques constituant I’ huile essentielle, puis dans un second
temps de séparer ces molécules du milieu par distillation comme cela est expliqué dans la
(figure 2).

1. Chauffage de ba 2. Séparation (Bes ma bécu les
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Figure 2 : Les étapes de I’ obtention d' une huile essentielle (LUQUE DE CASTRO, 1999).
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6.1. Distillation
6.1.1 Hydrodistillation

Cest la technique la plus ssmple et la plus répandue. Elle consiste a immerger
la matiére premiére directement dans I'eau, puis I’ensemble est porté a ébullition. L’ opération
est généralement conduite a pression atmosphérique. Les vapeurs formées sont condensées par

un systeme de réfrigération par courant d’ eau.

Lors de la distillation des H.Es, plusieurs phénoménes sont a la base d’échanges de
matiere entre les phases solide, liquide et vapeur, d'ou |'influence d’un grand nombre
de parametres sur la qualité et le rendement de la production de ces essences vegétales (HAJJI,
1985).

L es expérimentations conduites jusqu’ a épuisement du substrat en essence montrent que
la durée de la distillation est plus longue pour les organes de plantes ligneuses que pour les
herbacées. Cette différence est fortement liée alalocalisation des systémes d’ élaboration ou de
stockage des H.Es qui sont soit a la surface ou a I’intérieur des tissus de la plante. De ce fait,
ces structures ont une influence sur le déroulement de I’ hydro distillation, ¢’ est-a-dire sur les
mécanismes successifs mis en jeu, e par conséquent sur la durée de |’opération

d’ extraction.

Dans le cas ou ces structures sont superficielles, |la membrane externe ou la cuticule sont
rapidement rompues lors de I'ébullition, les composés volatils sont immédiatement
évaporés. Lorsque les H.Es sont sous-cutanees, elles doivent d'abord diffuser a travers
I"épaisseur du tissu végétal avant d entrer en contact avec I’eau ou sa vapeur pour gu’elles
puissent s'évaporer comme dans les secrétions superficielles.
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Sortie eau froide

Figure 3 : Procédé d hydro distillation (HAJJI , 1985).

6.1.2. Entrainement alavapeur d’eau

Les méthodes d'extraction par |'entrainement ala vapeur d'eau sont basées sur le fait que
la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur
d'eau, du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe.

Sous I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans I'extracteur, |'essence se libére
du tissu végétal et entrainée par la vapeur d'eau (Figure 4). Le mélange de vapeurs est condensé

sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare par décantation.
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En fonction de sadensité, elle peut étre recueillie a deux niveaux:

e au niveau supérieur du distillat, si elle est plus Iégere que I'eau, ce qui est
fréquent.

e auniveau inférieur, si elle est plus dense que |'eav.

Les principales variantes de |'extraction par |'entrainement a la vapeur d'eau sont I” hydro
ditillation, ladigtillation a vapeur saturée et I'nydro diffusion.

condenseur

—— condensat
colonne

» Huile essentielle

Vase florentin

alambic

Gonérateur de vapaur

Figure 4 : Entrainement alavapeur d eau (HAJJI, 1985).
6.1.3. Distillation par les solvants organiques

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de l'eau et le procédé par
digtillation a la vapeur d'eau ne peut ére dans ce cas utilise. Le principe consiste a
faire macérer la plante dans le solvant afin de faire passer les substances odorantes dans le

solvant.

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de

construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu.
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Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui

par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. (figure 5)

L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pateuse dont I'huile est
extraite par I’acool.L'extraction par les solvants est tres colteuse a cause du prix de

I'équipement et de la grande consommation des solvants.

Un autre désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque de sélectivité; de
ce fait, de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux et imposer une purification

ultérieure.

L
e

Hydrodistillation - Extraction

simultanée i \
Apparcil de Soxlher

Lickens-Mickerson

Figure5: Lesdifférents types d’ extraction par solvants volatils (PARE, 1994).

6.2. Digtillation assistée par micro-ondes ou ultrasons

Ces techniques récentes offrent plusieurs avantages significatifs par rapport aux
techniques classiques. En effet, elles nécessitent un volume moindre de solvant et un temps de
chauffage reduit ce qui évite la perte et la dégradation des composés volatils et

thermosensibles. Ainsi, elles conduisent a des rendements plus élevés (PARE, 1994).
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6.2.1. Extraction par micro-ondes

Le procédé dextraction par micro-ondes appelée (Vacuum Microwave Hydro
Distillation)(VMHD) consiste a extraire I'huile essentielle a I'aide d'un rayonnement micro-
ondes d’ énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule |'eau de constitution de la
matiére végétal e traitée entre dans e processus d'extraction des essences.

Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de
facon ségquentielle dans I'enceinte de I’ extraction (figure 6), I'eau de constitution de la matiére
végétale fraiche entre brutalement en ébullition.

Le contenu des cellules est donc plus aisément transféré vers I'extérieur du tissu
biologique, et I'essence est alors mise en ceuvre par la condensation, le refroidissement des
vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette technique présente les avantages suivants:
rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel.

col de cvene
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coniensEur o
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linile essentielle

chapilean
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Figure 6 : Extraction par micro- ondes et hydro distillation traditionnelle (PARE, 1994).
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6.2.2. Extraction par ultrasons

Le matériel végétal mis en contact avec le solvant (eau ou solvant organique)

est immergé dans un bain a son ication maintenu a une agitation constante(K I MBARI S, 2006).
6.3. Extraction par lescorpsgras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisee en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles & l'action de la
température. Elle met a profit la lipo-solubilité des composants odorants des végétaux dans les

corps gras.

Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour |e saturer en essence
végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant

gu'on élimine sous pression réduite.

Dans cette technique, on peut distinguer |'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a
la température ambiante des ardmes vers le corps gras et la digestion qui se pratique a chaud,
par immersion des organes végétaux dans le corps gras.

6.4. Enfleurage

L'enfleurage est une technique assez difficile. Elle date de |'antiquité égyptienne et est basée
sur la forte affinité des molécules odorantes pour les graisses. Elle est réservée
principalement aux organes fragiles que sont les fleurs (violette, tubéreuse, jasmin,...).Celles-ci
sont étalées délicatement sur des plaques de verre enduites d'une mince couche de graisse et
I'on superpose ces plagques sur des chéassis de bois. Les substances volatiles diffusent et sont
absorbées par la couche de graisse. Ensuite ces graisses sont épuisées a I’acool. Ce procédé a

tendance a disparaitre car il nécessite une forte main-d ceuvre (SEU-SABERNO, 1984).
6.5. Expression

L’ expression ou pression a froid est spécifique a I’ extraction des huiles essentielles des
agrumes : citrons, oranges, mandarines, etc...C'est une méthode assez simple qui consiste a
briser mécaniquement par abrasion les poches a essence localisées au niveau de I’ écorce ou du
péricarpe du fruit pour en recueillir le contenu (WILLEM, 2004).

12
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6.6. Incision

C'est une opération peu fréguente. Il suffit de fendre I'écorce des arbres pour en

recueillir e suc comme par exemple le caoutchouc de I’ arbre hévéa.
7. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont composées uniguement de molécules aromatiques et volatiles
et ne contiennent aucun corps gras, malgré leur appellation (COUIC-MARINIER et
LOBSTEIN, 2013).

La composition chimique d'une huile essentielle peut varier considérablement :

e dansune méme plante selon I’ organe digtillé (feuille, fleur, fruit, bois),

e  pour une méme plante dans la méme année selon la saison,

e pour une méme espéece selon les conditions de culture (ensoleillement, humidité,
longueur du jour, fertilité du sol),

e pour une méme espece selon les races chimiques ou chémotypes (I'exemple

classique est le thym avec 7 races chimiques).

Une huile essentielle pure renferme plusieurs substances chimiques complexes. On

retrouve plus d un millier de composants chimiques dans les huiles essentielles.

Le nombre de molécules chimiquement différentes qui constituent une huile essentielle est
variable. A coté des composés majoritaires, on retrouve des composés minoritaires et un certain
nombre de constituants sous forme de traces, de masse moléculaire relativement faible, ce qui
leur confére un caractere volatil et est alabase de leur propriété olfactive (BENAZZEDDINE,
2010).

Les H.EEs sont un mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories de

COMPOSES :terpéniques, aromatiques et varies.
7.1. Terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs

unités isopréniques. Ce sont des polymeres de I’isoprene de formule brute (C5H8)n.

13
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[soprene ( 2methylbuta-1. 3-diene)

Figure 7 : Structure de |’ isoprene C5H8 (BENAZZEDDINE, 2010).

Selon le nombre d’ unités associées, on distingue : les mono- en (C 10); les sesqui- en(C
15); lesdi- en (C 20) ; lestri- en (C 30); lestétraterpenes en (C 40) et les polyterpenes.

i ]
G-d- E], {:E E'1"" |:4 I:;I I::E |:1

TS 1S Téie Chiewe [ ie

Figure 8 : Structure générae des terpenes (DALE POULTER, 1977).

Ces unités peuvent se lier entre elles par des liaisons dites irrégulieres de
typeartémeésyl, santolinyl, lavandulyl et chrysanthémyl (DALE POULTER, 1977).

Les huiles essentielles contiennent particulierement des  monoterpenes,
dessesquiterpénes et peu souvent de diterpenes (FINAR ,1994).

Les terpénes sont de structures trés diverses (acycliques, monocycliques,
bicycliques,...) et contiennent la plupart des fonctions chimiques des matieres organiques.
A titre indicatif, quelques structures de monoterpéenes et de sesquiterpénes sont représentées
sur lafigure 8.

14
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Figure 9 : Exemples de structures de mono- et sesquiterpénes FINAR,1994).

7.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (C 6-C 3). Ils sont moins
fréguents que les terpénes. Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline,
I’eugénol, I'anéthole, I'estragole,...(Figure 9). Ils sont fréquemment rencontrés dans
lesH.Es d' Apiaceae (anis, fenouil, persil, etc...) et sont caractéristiques de celles de la vanille,
del’ estragon, du basilic, du clou de girofle,... . llIs se distinguent entre eux par :

e Lenombre et la position des groupements hydroxyle et méthoxy;
e Laposition deladoubleliaison de la chaine latérale, alylique ou propénylique;

e Le degré d’ oxydation de la chaine aliphatique (alcool, adéhyde, cétone ou
acide...).

15
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Figure 10: Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane (
BRUNTON ,1999).

7.3. Composésd’origines diverses

Certains composés aiphatiques de faible poids moléculaire sont entrainés lors de
I’hydro distillation des huiles essentielles a savoir les carbures, acides, alcools, aldéhydes,
esters.

En général, les composes d’ origine variée de faible masse moléculaire, entrainables lors
de I'hydro distillation, sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée
porteurs de différentes fonctions. A titre indicatif, on peut citer :

e L’heptane et la paraffine dans |’ essence de camomille;
e Desacidesen C3et C 10;
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e Des esters acycliques présents surtout dans les fruits : acétate de butyle
(pomme), acétate d’isoamyle (banane);

e Desadéhydes commel’ octanal et |e décana des Citrus;

e Desalcools comme le 1-octén-3-ol del’ essence de lavande,...

8. Leschémotypes

Au sein dune méme espece de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents. L'exemple le plus
marquant est celui de I'espéce sauvage Thymus vulgaris présente dans le sud de la France. Il
existe en effet six chémotypes différents pour cette seule espéce. Ces différences sont au
niveau de la nature du monoterpene majoritaire de I'huile essentielle qui peut étre soit le
géraniol, I'a-terpinéol, Se thuyanol-4, le linalooal, le carvacrol ou le thymol (TOMPSON et al .,
2003). Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres espéeces. Origanum vulgare
(MOCKUTEETAL et al., 2001), Menthaspicata (EDRIS et al ., 2003) en sont des exemples.
Il est important de noter que des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront non
seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables. Ains, la
méconnaissance des chémotypes peut parfois étre a l'origine d'accidents graves. L'absinthisme
(intoxication a I'absinthe) en est un exemple frappant: I'Artemisia absinthium qui éait récolté
dans la région parisienne dans le but de confectionner le fameux apéritif contenait |'a-thujone,
molécule fortement neurotoxique, comme composé majoritaire a 45%, alors que celle présente
dans les régions alpines (d'ou, dailleurs, la boisson est originaire) ne présentait qu'un taux de
3% en a-thujone. L'alcool préparé avec cette derniére éait sans danger pour |'organisme
(FRANCHOME et al., 1990).

9. Lesfacteursinfluencant la composition chimique

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. Latempérature, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la composition
du sol sont autant de facteurs d'ordre environnemental susceptibles d'exercer des modifications
chimiques. Chez la Menthapiperita par exemple, les nuits froides favorisent la formation de
menthol aors que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne (BRUNETON, 1999).

Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles en fonction du
cycle circadien et des saisons nombreuses (ASSAD et al., 1997, LOPES et al .,1997).
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L'heure de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment dans I'année sont en effet des
facteurs importants. A titre dexemple, il a é&é démontré que, la composition de I'huile
essentielle de feuilles d’ Ocimumgratissimum, varie considérablement en fonction de I'heure de
larécolte (Tableau 1) (VASCONCEL OS¢t al., 1999).

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur lateneur en huile
essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus importante en huile essentielle lorsque
la température est devée (BRUNETON, 1999). Les fleurs de Chrysan themum coronarium
sont plus riches en huile essentielle sous |'effet de fertilisants (ALVAREZ-CASTELLANOS
et al.,2003).

10. Activités biologiques des huiles essentielles
10.1. Activité anti-infectieuse
10.1.1. Activité antibactérienne

Il sagit du domaine le plus étudié, car cette propriété des huiles essentielles est
la seule vraiment bien connue et réguliérement utilisée. La capacité des huiles
essentielles a neutraliser les bactéries est aujourd hui indiscutée. Les travaux
expé&rimentaux de Chamberland en France, de Cadiac et Meunier, de Gattefossé ont
permis de publier des résultats dans ce sens. Le Dr Jean Valnet, grace a ses études, a

permis de dével opper d’ avantage la technique anti infectieuse.

Les huiles essentielles ont un spectre plus ou moins large en fonction de leur
tropisme dans le corps humain. Elles ont une action sur les bactéries Gram +, Gram — et
les entérocoques.

La connaissance des molécules porteuses de |’ activité antibactérienne est de
premiere importance. Elles appartiennent, entre autre, au groupe des phénols. Les
molécules possédant le coefficient antibactérien le plus éevé sont : le carvacral, le
thymol et I’ eugénol. Par exemple, dans I’ huile essentielle de sarriette des montagnes,
Saturgamontana, le carvacrol est la molécule agissante. L’aldéhyde cinnamique
possede une activité anti infectieuse égale a celle des phénols. Les alcools a dix atomes
de carbone (géraniol, linaol, terpinéol, menthol...) ont un large spectre antibactérien.

De nombreuses autres molécules comme les aldéhydes (néral, citral), les cétones
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(bornéone du camphre), les éthers, les oxydes, les phtalides et les terpénes ont des
activités antibactériennes non négligeables. (FRANCHOMME et PENOEL , 1990).

D’autres chercheurs de |’ Université d'Esparta en Turguie se sont intéressé au potentiel
antibactérien d'hydrolats issus d'épices abondamment utilisées en alimentation pour
aromatiser Ses préparations culinaires (SAGDIC et al.,2003). Plusieurs hydrolats
d'épices de Turquie ont été testés tels que ceux de romarin (RosmariusofficinalislL.), de
basilic (OcimumbasilicumL.), dorigan (OriganumvulgareL.) ou encore danis
(PimpinellaanisumL.). L'étude a été réalisee sur plusieurs bactéries pathogenes
(Escherchia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis, Saphilococcus Aureus ATCC
2392,etc.). Les hydrolats d'origan et de sarriette ont montré une activité bactériostatique
tres intéressant. Les hydrolats de thym « noir » (Thymbraspicatal.), de cumin
(Cuminumcyminum L) puis danis (PimpinellaanisumL.) ont également montré une
activité intéressante contre certaines bactéries. La forte activité bactériostatique des
hydrolats de sarriette et d'origan est due a la présence de carvacrolet de thymol, qui
comme vu précédemment, sont deux phénols mono terpéniques connus pour leur
activité antibactérienne (FARAG et al.,1989 ;DEANS, 1990 ).

10.1.2. Activité antifongique

Les groupes moléculaires, cités en priorité pour leur action antibactérienne, se
révelent également actifs sur les champignons. Les huiles essentielles ont une activité au
niveau cutanée sur les mycoses mais également en usage interne sur les muqueuses. Elles
sont actives sur les levures, les dermatophytes et les filamenteux. On peut citer quelques
exemples de champignons comme Trichophyton, Candida, Microsporum ou
Epidermophyton. Le traitement sera de plus longue durée que pour un usage antibactérien.
(PHYTOPREVENT ,2004).

10.1.3. Activité antivirale

Les huiles essentielles sont trés intéressantes pour traiter les troubles d'origine
virale. Des molécules appartenant a de nombreuses familles chimiques ont révélés in vitro
leur activité antivirale : monoterpénols, monoterpénal, etc. Les huiles essentielles issues
des Myrtacées (le coupe cinéole-monoterpénol) sont connus pour le traitement des
infections respiratoires.
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Les cétones, les adéhydes et |es éthers ont également des activités intéressantes en

virologie.

Les virus sont souvent trés sensibles aux molécules aromatiques et certaines
pathologies virales comme la bronchite, I’angine, le zona, la rhinopharyngite et la grippe
sont susceptible d’ étre nettement améliorées gréace a elles. Des études ont démontrées que
les cellules saines des patients soumis aux traitements aromatiques semblent acquérir une
résistance particuliére vis-g-vis de la pénétration virale. (BELAICHE ,1979; LECLERC
,1918).

10.1.4. Activitéantiseptique

On peut noter dans ce cas |’ activité désinfectante atmosphérique des terpénes ainsi
que I'utilisation de I'huile essentielle d’Eucayptus radié, Eucalyptus Radiata, pour

I’ assainissement de I’ air des habitations. Cette utilisation est tres répondue.
10.1.5. Activitéantiparasitaire

Comme C'est |e cas dans la lutte contre les bactéries, |e groupe des phénols possede
une action puissante contre les parasites. Les vers oxyures, ascaris et taenias sont sensibles
a certanes huiles essentielles comme celle du thym vulgaire, Thymus
Vulgaris(CARILLON , 1987).

Les alcools monoterpéniques, certains oxydes (ascaridol dans le Boldo,
Boldeafragrans) et les cétones ont des activités antiparasitaires.

10.2. Activitéinsectifuge et insecticide

Une dizaine dHEs. Sont répertoriées comme ayant des activités insecticides ou

insectifuges sur les moustiques et autres insectes. On peut citer le citronnella de I’ Eucalyptus

citronné, Eucalyptus citriodora, et de la citronnelle de Ceylan, Cymbopogonnardus, |e camphre

du bois de camphrier, Cinnamomumcamphora, et les citrals de la bergamote, Citrus
bergamia(SHIRNER , 2004).

10.3. Activitéanti inflammatoire et anti histaminique

Les molécules aromatiques sont susceptibles dagir de différentes maniéres

surl’inflammation. Les aldéhydes sont utiles par voie externe, ils interviennent par
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actionhyperémiante en favorisant les défenses anti-inflammatoires naturelles de |’homme.
Lechamazuléne et |e bisabolol de la Matricaire, Chamomillarecutita, possedent des vertus anti-
inflammatoires. Les mécanismes daction ne sont pas toujours @ucidés, le
chamazuléneinhiberait la synthése de leucotriénes qui sont des facteurs de I’inflammation et
bloquerait laperoxydation de I'acide arachidonique. Les acides sont également des anti-
inflammatoirespuissants mais sont souvent des composants minoritaires dans les huiles

essentielles.

Par voie interne, les aldéhydes comme les citrals (Bergamote, Citrus bergamia),
lecitronnellal  (Citronnelle de Ceylan, Cymbopogonnardus, Eucayptus globuleux,
Eucalyptusglobulus) et e cuminal sont doués de propriétés immunomodul antes secondai rement

activesdans la lutte contre | es états inflammatoires.

Le chamazuléne (Matricaire, Chamomillarecutita) et le dihydrochamazul enepossedent
des propriétés antihistaminiques, ils sont utiles dans certaines formes d allergie(asthme).
(BAUDOUX D., 2001).

10.4. Activitéimmuno-régulatrice

Les composés aromatiques ont montré une action sur le systéme immunitaire, la
complexité de cette activité ne permet pas de le résumer ici. Les alcools mono- et ses
quiterpéniques présents dans les huiles essentielles de I’ Origan, Origanumheracleoticum, et le

Ravintsara, Cinnamomumcamphora, seraientimmunostimulants. (BAUDOUX ,2003).
10.5. Activité anti-oxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation aimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir (RICHARD, 1992).

Lorsque I’ on parle d activité anti-oxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de
leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont
une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto cataytique de I’oxydation
(MULTON, 2002). En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder |’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexassions des ions
métalliques ou laréduction d’ oxygene... etc (MADHAVI et al ., 1996).
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Des études de I’ équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées
a I’ Alimentation, ont montré que I’'incorporation des huiles essentielles directement dans les
aliments (viandes hachées, |égumes hachés, purées de fruit, yaourts.) ou I’application par
vaporisation en surface de I’aiment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et |égumes
entiers.) contribuent a préserver I'aiment des phénoménes d oxydation (CAILLET et
LACROI X, 2007).

11. Conservation desH. ES.

La conservation des huiles essentielles nécessite de respecter obligatoirement certaines

regles

e Les huiles essentielles se conservent bien a condition de ne pas les exposer a la
lumiére, ¢’ est pourquoi il est recommandé de les stocker dans des flacons en verre
ambre ou foncé.

e || faut lestenir loin des sources de chaleur.

e L’espace d’'air dans un bocal favorise leur oxydation, c’est pour cela qu’ on préfere
plusieurs petits contenants lors de I’ embouteillage et I’ achat.

o |l faut bien refermer les flacons apres usage, car les huiles essentielles sont volatiles,
par conségquent elles s évaporent dans I’ atmosphére et perdent progressivement leurs
propriétés et leur ardbme.

e Lesflacons doivent étre stockés en position verticale, car en position horizontaleil y
a un risque que le bouchon soit attagué par |"huile (les huiles essentielles ont une

action corrosive sur le plastique).

Dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent plusieurs années, elles ont
méme tendance a se bonifier avec le temps, a I’ exception des huiles essentielles extraites des
zestes d’ agrumes qui ne se conservent pas plus de deux ans (BAUDOUX, 2002; ABADLIA
et CHEBBOUR, 2014).

L’ addition de groupements alkyls au noyau benzene du phénol augmente le caractére
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’ hydrophobicité des composés phénoliques ou
aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique
optimale. L’ activité des terpenes des huiles essentielles est en corréation avec leur fonction

chimique.
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12. ToxicitédesH. ES.

Les H.Es sont des substances puissantes et tres actives. Elles représentent une
source inépuisable de remeédes naturels. Néanmoins, il est important de souligner que
I"automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage ainsi que le mode
d’ application interne ou externe par les essences est nocive. Elle engendre des effets
secondaires plus ou moins néfastes dans |'organisme (alergies, coma, épilepsie,
etc...)principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et
allaitantes, personnes agées ou alergiques) (DEGRY S, 2008).

L’ accumulation des essences dans |’ organisme par des prises répétées peut conduire a des
nauseées, des céphalées,...L’ingestion de plus de 10 ml d huile essentielle est neurotoxique et
épileptogéne par inhibition de I'apport d'oxygéne au niveau des tissus encéphaliques
(BAUDOUX, 1997).

13. Principaux domaines d'application

En raison de leurs diverses propriétés, les H.Es sont devenues une matiere
d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet,
elles sont commerciaisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels
comme en pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique, analgésique, antispasmodique, apéritif,
antidiabétique..., en aimentation par leur activité anti-oxydante et leur effet aromatisant, en

parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante.
13.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les H.Es ont une
grande importance car elles induisent de nombreux effets curatifs. Ainsi elles s utilisent de plus
en plus dans diverses spécialités médicales telles que : |a podologie, I’ acupuncture, |a masso-
kinésithérapie, |’ ostéopathie, larhumatologie ainsi que dans I’ esthétique (SALLE J. L. ,1991).

13.2. Agro-alimentaire

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisants, les H.Es sont employées
guotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym,...). Elles sont également

tres prisees en liquoristerie (boissons anisees, kimmel) et en confiserie (bonbons,
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chocolat,...). Leur pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aiments en évitant les

moisissures, conservation du smen par exemple par le thym et le romarin (BENJILALI ,1990).
13.3. Cosmétologie et parfumerie

Les H.Es sont recherchées dans I’industrie des parfums et des cosmétiques en raisonde
leurs propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme dimportants
tonnages d'essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin, de violette, de
verveing,...Les H.Es sont aussi consommeées en cosmeétologie pour parfumer les produits
cosmétiques : les dentifrices, les shampoings, les crémes solaires, les rouges a levres,
les savons, etc ...(SEU-SABERNO, 1984).

Les produits d hygiéne, détergents et lessives par exemple, consomment eux aussi
beaucoup d'H.Es pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs.

13.4. Phar macie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d'infusion (menthe, verveine, thym,...) et sous la forme de préparations galéniques (SALLE
,1991). Plus de40% de médicaments sont a base de composants actifs de plantes, par exemple
gastralgine est un digestif anti-acide qui se compose d'H.E de carvi (PHARMACOPEE
EUROPEENNE, 1999).

De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisants de masquer |’ odeur
désagréable de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus
en pharmacie sont a base d'H.Es comme par exemple les collyres, les cremes, les dixirs,...
(RICHARD, 1999).
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1. Etudebotaniquedela plante
La famille des myrtacées (Myrtaceae Juss.) regroupe des plantes dicotylédones; elle

comprend environ trois mille espéces d'arbres et d'arbustes, réparties en 48 a 134 genres.
Ce sont souvent des producteurs d'huiles aromatiques. On les rencontre dans des zones
tempérées, sub-tropicales a tropicales, mais ils poussent principalement en Australie et
en Amérique tropicale.

Beaucoup d'espéces appartenant a cette famille sont une source d'huiles essentielles
pour la parfumerie ou pour I'usage thérapeutique. On rencontre aussi des especes dont les
fruits sont comestibles (genres Feijoa, Eugenia, Campomanesia). |l existe aussi une espece
de figuier étrangleur en Nouvelle-Zélande (Metrosideros robusta). Le clou de girofle fait
parie de cette famille.

1.1. Répartition géographique
Originaire de Madagascar, la Réunion, les Antilles, le giroflier est également cultivé
en Indonésie et en Tanzanie. Les clous de girofle américains sont réputés étre de qualité

inférieure a cause de leur plus faible teneur en huile essentielle. (ALICE, 2011)

La superficie couverte par les girofliers a Madagascar s éleve a environ 37 000

hectares, superficie variant sensiblement d’ une année al’ autre.

Les tonnes produites et la superficie couverte par les girofliers dans chaque zone

productrice sont résumées dans lafigure 11.
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Figurell:Aire de culture de giroflier a Madagascar superficie et production productrice

des zones Superficie et production des zones productrices

1.2. Culture

Le giroflier est surtout cultivé pour ses "clous' qui servent d'aromates dans
I’aimentation d’un grand nombre du pays. On cultive également le giroflier pour ses
feuilles dont on extrait une essence tres riche en eugénol. Accessoirement, on utilise les

fruits de giroflier ou antofles pour la confiserie.

L’ eugénol sert a fabriquer la vanilline artificielle. Les essences des clous de girofle,
des feuilles, de branches et d antofles servent également en pharmacie pour la préparation
de divers médicaments, en parfumerie, en savonnerie, pour la préparation de pétes
dentifrices, pour la préparation de certaines peintures et vernis, en chirurgie (propriétés
bactéricides et anesthésiant), en droguerie.

1.3.Classification systématique

Letableau 2 représente la classification du giroflier selon L. Merril & Perry.

Tableau 2 : Classification systématique des clous de girofle (AFLATUNI, 2005).

Sous royaume Trachéophytes
Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espece Syzygium aromaticum

1.4. Description botanique

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 métres de hauteur
pouvant atteindre jusqu’a 20 metres de haut (figure 11). 1l présente un port érigé et
pyramidal (DAVET et ROUXEL, 1997). Son feuillage est aromatique, coriace, persistant
vert sombre et vernissé au revers plus clair. Ses feuilles sont opposées, entieres, eliptiques,

d’environ 10-12 cm a nervure médiane marquée et parsemees de glandes sur le revers.
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Figure 12 : Le géroflier (DAVET et ROUXEL, 1997).

Les fleurs sont disposées en cymes terminales (figure 12) de 25 fleurs environ, formant
3 fourches (figure 13).Elle se présente sous la forme d'un long pédoncule, petite fleur a
I'extrémité des rameaux, a 4 pétales (blanc-ros€) pompon Duveteux d'étamines blanches

saillantes, les fleurs a 4 pétales blanc rosé sont caractérisées par leurs sépales rouges
persistants.

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry
Image processed by Thomas Schoepke

27



Description dela plante étudiée

Figure 13: Présentation de lafleur giroflier (RAKOTOATIMANA et al., 1999).

Ce sont les boutons floraux cueillis avant épanouissement que I'on appelle les clous
de girofle et I'huile essentielle qui est utilisés pour leurs vertus thérapeutiques ; Les fruits du
giroflier sont des baies pourpres comestibles. (RAKOTOATIMANA et al., 1999).

Larécolte des clous de girofle se fait au moment ou ils contiennent le plus d’ essence
(lorsqu’ils sont roses et les pétales pas encore ouverts). Ces clous sont récoltés, apres 6 a 8
ans de culture de I’arbre, 2 fois par an. Ce sont des boutons auxquels on 6te le pédicelle
manuellement et que I’on met sécher au soleil jusgu'a ce qu‘ils deviennent brun rouge.
Boutons floraux appelés « clous ».

Les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et les fruits contiennent tous une H.
Es. dont la composition differe. Par exemplel’H. Es. des feuilles contient seulement 2 a3 %
d’ eugénol. L'huile essentielle de girofle provient de la distillation des boutons de giroflier
traités alavapeur (KOROCH, 2007).

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum): 1l s agit des boutons floraux qui sont
récoltés une a deux fois par an, avant I’ épanouissement, lorsque les sépaes deviennent

rouge vif, on les seche au soleil jusqu’ a obtenir une coloration brune. (figure 14)

Figureld : Clou de girofle ( KOROCH , 2007)
Un clou de girofle de qualité supérieure, a I’ éat de matiére premiére doit avoir les
caractéristiques suivantes :

e Présence delatéte du clou (forme de dome);
o Sec,
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e Degrandetaille;
e Couleur rouge brune.
L’ huile essentielle se présente sous la forme d’un liquide huileux de couleur jaune

foncant au brun alalumiére. Elle est obtenue par hydro distillation

L'huile essentielle des clous de girofle contient principalement de I'eugénol, de 75 a
85 % de |'acétate d’ eugénol ,4 al10 % du B-caryophyllene, de 7 a 10 % et de faibles quantités
d'autres produits (dont un peu de vanillinge).

Leprincipeactif d’eugénol

L’ eugénol est le composant principal de I essence de clou de girofle, Eugénol ou 4-
allyl-2- méthoxyphénol , liquide pratiquement incolore, brunissant a I'a r a une formule
brute C10H1202, est une molécule possédant un cycle aromatique, ce qui est caractéristique
des composés d’ origine naturelle. C’ est pourquoi cette molécule peut étre obtenue au moyen

d’ extraction a partir d’ huile essentielle de clou de girofle.

2. Usage et propriétésthérapeutiques

Traditionnellement, les clous de girofle étaient utilisés pour le traitement des maux de
dents, de la bouche, de la gorge, de I'inflammation de la muqueuse buccale et de la
mauvaise haleine. En usage externe contre le rhumatisme, les myalgies (douleurs
musculaires), la sciatique et anesthésiant local dans les soins des plaies. Par voie orale, les
clous de girofle sont utilisés dans le traitement des troubles digestifs: ballonnement
épigastrique, lenteur aladigestion (MILLENIUM CHALLENGE ACCOUNT, 2000).

Son H. Es. Posséde différentes caractéristiques, on cite:

e Elleaun pouvoir Anti-infectieux ; antibactérien puissant a large spectre d’ action,
utile par exemple lors de colite bactérienne ; mais aussi antivirale lors par exemple
d hépatite vira e antifongique, antiparasitaire.(KOROCH, 2007).

e Un pouvoir Antiseptique et antalgique dentaire : infections dentaires, odontalgie.
e Un pouvoir Anesthésique local : I’ eugénol inhibe la conduction nerveuse.
e Un pouvoir Anti-inflammatoire : I’ eugénol inhibe la synthese des prostaglandines.

e  Unpouvoir Stimulant général: neuro-tonique, utéro-tonique, aphrodisiaque légére :
Utilisée en cas d asthénie

e Un pouvoir Stomachique, antispasmodique et carminative.
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e Anti-infectieux majeur, |’eugénol possede des propriétés antibactériennes et
inhibitrices du transit et des sécrétions intestinal es anti-agrégeant plaquettaire par |’ action
de I'eugénol qui inhibe la cyclo oxygénase, inhibe la synthése de prostaglandines,
notamment par la muqueuse

e  Troubles digestifs : il possede des propriétés antispasmodiques (du fait de
laprésence d acétyl eugénol soulageant les troubles digestifs et la toux

e Elle est employée pour cautériser la pulpe dentaire, et, combinée al’ oxyde de zinc
pour former des eugénates servant de pansements dentaires provisoires ; elle entre aussi

dans les mixtures odontalgiques

e Stimulant physique et intellectudl.

3. Autresutilisations

En agriculture, I'huile essentielle possede un effet herbicide et protecteur des cultures
contre les insectes et les champignons (ALICE, 2011) effet insecticide sur les charangons

nuisibles des graines en stocks.

Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent & aromatiser les conserves de
légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits.
(GEORGETTI, 2003).

Figure 15 : Produits issus du giroflier (GEORGETTI, 2003).
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1. Généralitéssur le monde microbien

1.1. Lesbactéries

L'infection engendrée est la consequence du développement, d’'un microorganisme
pathogéne dans un organisme sain : bactérie, parasite, (DAVET et ROUXEL, 1997) virus ou
autres. Elle résulte de la rupture d'équilibre qui existe entre le germe et I'nomme (héte). Ce
déséquilibre provient donc soit d'une diminution des défenses du sujet (congénitale ou

acquise), soit d'un accroissement de virulence de germes.
L es bactéries pathogenes sont transmises al’ hte de diverses fagons :

e ingestion d eau ou d’ aliments contaminées (vois digestive)

e inhaations d aérosols ou des particules associés a des bactéries (vois respirations).

e inoculation cutanées par contact direct ou indirecte (vois cutanés).

e inoculation mugueuse direct par la salive ou la sécrétion sexuelle

e inoculation transcutanées par les insectes (Yersinia pestis, Rickettsia,
Borrelia...) partraumatis ou manipulation iatrogenes (RAKOTOATIMANANA
et al.,1999)

1.1.1. Morphologie et structure

On peut distinguer trois formes caractéristiques : les sphériques, les allongées et les
spiralées (figure 16). La position des bactéries les unes par rapport aux autres est également

une caractéristique distinctive importante (SRUTHI, 2014).

e Les bactéries alongées (bacilles) peuvent varier en longueur et en épaisseur
Ellesforment  également des chaines

e Les bactéries spiraées (spirilles) peuvent également varier en longueur et en
épaisseur. Lataille des coques varie entre 0,4 et 1,5 um

e La longueur des bacilles peut varier entre 1 et 10 um, méme s quelques

especes sont plus grandes ou plus petites.
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Figurel6 : Différentes morphologies des bactéries (B. Y. K. SRUTHI, 2014).

1.1.2. Pouvoir pathogene

La plupart des bactéries étudiées ont un pouvoir pathogéne naturel et sont résistantes

naturellement a certains antibiotiques.
1.1.3. BactériesGram —

Les bactéries Gram négatifs ont adopté une solution différente pour protéger leur
Membrane cytoplasmique (figure 17), ils fabriquent une structure particuliére, la membrane

externe, située al’ extérieur de lamuréine.
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Figure 17: Schéma de la paroi des bactéries a Gram négatif (M. HAKKI ALMA et
MURAT ERTAYS)

1.1.4. Bactéries Gram +

Les bactéries Gram positif protégent leur membrane avec une paroi épaisse, le
composant majeur de la paroi est un polymeére complexe de sucres et d’ acides aminés, appelé

muréine ou peptidoglycane (figure 18).
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Figure 18: Schémade la paroi des bactéries a Gram positif (BRUNETON, 1999)

2. Etudedes souches de bactériestestées
2.1. Bactéries Gram -
2.1.1. Escherichia Coli

Bacille a gram négatif ; elle provoque des infections urinaire ; génitales ;
hépatobiliaires ou digestives méningites chez les nourrissons, infection aimentaires,
manifestation intestinales telles que des diarrhées variables selon la souche en cause:
diarrhées des voyageurs ou turista gréve destruction des globules rouge et 1ésions rénales due
a la souche secrétant une puissante toxine appelée toxine Véro vomissement (HAKKI
ALMA e MURAT ERTAYS)

2.1.2. Proteussp

Les Proteus sp sont des bacilles & Gram négatif, répandues dans la nature et elles sont
I’ espéce la plus fréguemment isolée des prél evements cliniques. Chez I’homme, les infections
les plus fréquentes concernent |’ appareil urinaire (DAVET ROUXEL, 1997).

Les Proteus sp. sont également responsables d'infections diverses : infections
cutanées, infections de I’ eeil, infections de I’ oreille... e, plus rarement (M. HAKKI ALMA .,

MURAT ERTAS), de septicémies et de méningites particulierement graves chez les
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nourrissons. Leur role dans des gastro-entérites infantiles et dans des gastro-entérites

succédant al’ingestion d aliments contaminés a été évoqué.
2.1.3. Pseudomonas aeruginosa

Il sagit d'un petit bacille gram positif ; Cette bactérie préfére les milieux humides et
on la trouve quelquefois au niveau de la peau, de I'appareil respiratoire supérieur, de l'oreille
externe et du tube digestif chez I'individu sain. Ce sont essentiellement les individus qui ont
recu des antibiotiques. (BENACHI, 2004).

Les infections sont le plus souvent des infections d'origine nosocomiale. Ce terme
concerne tout ce qui est relatif aux hopitaux. Plus genéralement, il est employé pour une
mal adie contractée lors d’ une hospitalisation. (DAVET et ROUXEL , 1997).

2.1.4. Acinitobacter:

Les Acinetobacter sont des bacilles immobiles, souvent groupés en diplobacilles courts,
aérobies stricts, oxydase négatif, habituellement saprophytes. Ils jouent un réle d'opportuniste
mineur en milieu hospitalier. Ces especes jouent un réle important dans les infections
nosocomiales et sont volontiers multi-résistantes aux antibiotiques (résistance naturelle et
acquise), ce qui en rend le traitement difficile. (HAKKI ALMA ., MURAT ERTAS).

2.2. Bactérie Gram +

2.2.1. Staphylocoque aureus

Ce sont des coques gram positif arrondis d environ 1um de diamétre immobiles
dépourvus de spores et de capsules responsable de septicémie , infection alimentaire et
entérocolites aigue ; inflammation locales et infection cutané muqueuse ,panaris abcés du
poumon ,entérites ,inflammation de épithélium vulvo-vaginal .

3. Généralitéssur les antibiotiques et larésistance

3.1. Anti-microbiens et antibiotiques

Sur base de I’ é&ymologie du mot « antimicrobien » (du grec anti : contre, mikros : petit et
bios : vie), on définit un composé de ce type comme toute substance capable d’agir contre la
vie des microorganismes. L’ adjectif antibiotique (du grec anti : contre, biotikos : concernant

lavie) utilisé pour la premiéere fois en 1889, en référence a une substance synthétisée par un
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organisme pour en détruire un autre, se precisera plus tard, comme une substance chimique
produite par un microorganisme et disposant en solution diluée de la capacité d inhiber

sélectivement la croissance voir méme de détruire d’ autres microorgani smes.

Les composés utilisés a des fins thérapeutiques lors de maadies bactériennes chez
I”’homme et les animaux sont fréquemment appelés, par les professionnels de la santé ainsi
que par les profanes, antibiotiques. Pourtant, ce terme est bien souvent utilisé de fagon
erronée et subit réguliérement un éargissement de son sens. En effet, la définition du mot
antibiotique réféere strictement aux substances antimicrobiennes d’origine naturelle, et selon
cette notion, ce terme ne devraient donc pas ére employé pour quaifier des substances
synthétiques telles quels sulfamidés et les quinolones, ou semi-synthétiques telles que
I”amoxicilline et I'amikacine (GUARDABASSI et COURVALIN, 2006). Par souci de
facilité dans la suite de ce chapitre, le terme antibiotique fera néanmoins référence a ces trois
catégories de composés.

3.2. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, il existe un grand
nombre de définitions pour I’ expression « résistance bactérienne aux antibiotiques», qui sont
basées sur différents critéres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) et qui
ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus frequemment employées se fondent
sur les criteres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les criteres cliniques (résistance in
vivo). Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsgu’ elle
se cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotiqgue comparativement a
d autres souches qui lui sont phylogénétiquement liées. Par conséquent, la résistance est une
propriété qui ne peut étre étudiée que par comparaison d' au moins deux souches, dont |’une
de référence souvent appel ée souche sauvage et dével oppée en laboratoire a partir d’ individus
prélevés dans la nature, d une méme espece ou d un méme genre, cultivées dans les mémes
conditions. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle
survit a la thérapie antibiotique mise en place. En outre, il est important de signaer, qu’en
conditions in vivo, la capacité de résistance ou de sensibilité de la souche a la thérapie
antimicrobienne mise en place sera dépendante de différents paramétres, tels que la
localisation de la bactérie, le dosage et |le mode d’ administration de I’ antibiotique, et I’ état du
systéme immunitaire de I'individu traité. Et nombreuses sont les situations ou le composé ne

pourra pénétrer ou agir au niveau du site infectieux, créant de la sorte un état de résistance
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clinique : citons pour exemples les abces fibrotiques ou les conditions de pH ou de pression
partielle en oxygene trop faibles (GUARDABASSI e¢ COURVALIN, 2006).

3.3. Détermination de la sensibilité d'une bactérie

3.3.1. Concentration minimaleinhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un antibiotique correspond a la plus
faible concentration capable d'inhiber toute croissance visible des bactéries d’ un inoculum
dont lataille est prédéfinie (104 a 105 bactéries) dans un milieu de croissance spécifique et en
conditions de culture standardisées 18 a 24 heures d’incubation, a pression atmosphérique et a
une température comprise entre 35 et 37°C pour les bactéries aérobies et aéro-anaérobies
selon les conditions standardisées de I'EUCAST (European Committee on Anti microbial
Susceptibility Testing) (ANDREWS, 2001). En outre, on définit deux paramétres
supplémentaires, lorsqu’au cours d’'une épreuve de sensibilité a un antibiotique, un grand
nombre de bactéries d’une méme espéce sont testées. Ainsi, la CMI50, médiane d’ une
distribution des valeurs de la CMI, correspond a la concentration la plus faible qui inhibe la
croissance d’au moins 50 % des souches de I’ espece bactérienne testée. Alors que la CM190,
90e percentile d’ une distribution des valeurs de la CMI, correspond a la concentration la plus
faible qui inhibe la croissance d au moins 90 % des souches de |’ espéce bactérienne testée
(SCHWARZ et al. , 2010).

3.3.2. Catégorisation clinique d'une souche bactérienne

La catégorisation clinique d’une souche bactérienne au sein du systeme SIR pour
«Sensible, intermédiaire, résistante » vis-a-vis d’un antibiotique repose sur, d’'une part, la
détermination in vitro de sa CMI, et d autre part, la confrontation de la valeur de la CMI
mesurée a deux valeurs de concentrations critiques proposées par des comités d’ experts
nationaux et internationaux. On établit une concentration critique inférieure « ¢ » et une
concentration critique supérieure « C » a partir de différentes données dont: les critéres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques spécifiques de chaque antibiotique utilisé aux
doses recommandées et aux doses maximales autorisees, la répartition des valeurs des CMI de
souches sauvages de la méme espece et une confrontation des résultats obtenus lors d’ essais
cliniquesin vivo et in vitro. Une souche sera déclarée sensible al’ antibiotique lorsque sa CM|
est inférieure a c, résistante si la CM1 est supérieure ou égale a C et intermédiaire si elle est
comprise entre ces deux valeurs (mais supérieure ou égale a ¢). Ainsi, le groupe des souches

dites sensibles se compose de bactéries pour lesquelles la probabilité dun succes
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thérapeutique est élevée lors d'un traitement systémique a une posologie habituelle
recommandée dans le résumeé des caractéristiques du produit (RCP), alors que le groupe des
souches dites résistantes se compose de bactéries pour lesguelles la probabilité de succes
thérapeutique est nulle quel que soient le mode d’ administration et le schéma posologie que
utilisé (CAVALLO et MERENS, 2008).

3.3.3. Concentration minimale bactéricide

La concentration minimale bactéricide (CMB) d’ un antibiotique correspond a la plus
faible concentration capable de tuer 99,99 % des bactéries d’un inoculum prédéfini dans un
milieu de croissance spécifique et en conditions de culture standardisées (18 a 20 heures
d’incubation, a pression atmosphérique et a une température comprise entre 35 et 37°C pour
les bactéries aérobies et aéro-anaérobies) (ANDREWS, 2001).

3.4. M écanismes de résistance

3.4.1. Résistanceintrinseque et acquise

Une résistance intrinséque se définit comme une caractéristique fonctionnelle ou
structurelle conférant une certaine tolérance, voir une insensibilité totale, a tous les membres
d un groupe de bactéries (une espéce, un genre ou parfois un groupe plus grand), vis-a-vis

d’ une mol écul e particuliére ou vis-a-vis d’ une classe d' antimicrobiens.
L’ absence ou la réduction de sensibilité a un antibiotique peut ére due a:

e Un manque d affinité du composé pour la cible bactérienne (par exemple, la
faible affinité de I’ acide nalidixique pour la gyrase des entérocoques),

e Une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne (imperméabilité de
la membrane externe des bactéries gram négatives aux glycopeptides comme la
vancomycine),

e Une expulsion de I'antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques
(résistance aux tétracyclines, au chloramphénicol et aux quinolones chez
Pseudomonas aeruginosa, ou encore

e uneinactivation enzymatique innée de I’ antibiotique (la productiond’ une béta-

lactamaseAmpC chez certains membres de la famille Enterobacteriacea).
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Contrairement a la résistance intrinseque, la résistance acquise se définit comme une
caractéristique propre a quelques souches bactériennes d'un genre ou d'une espece
particuliere, provoquant I’ émergence et la diffusion de résistances au sein de populations de
germes normalement sensibles. On décrit deux phénomenes majeures a la base de
I"acquisition de résistances par modifications du génome bactérien, a savoir, les mutations
responsables des résistances endogenes, et |’acquisition horizontale de matériel génétique
étranger responsable des résistances exogenes. En outre, certaines résistances résultent de
I’ association d’une mutation et d’'un transfert horizontal de gene, comme par exemple les
évenements conduisant a I’ élargissement du spectre des béta-lactamases ou qui leur conferent
une résistance aux inhibiteurs de béta-lactamases (GUARDABASSI et COURVALIN,
2006).

3.4.2. Typesde mécanismesde résistances

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser I’action des
agents antibactériens, les plus répandus étant I’inactivation enzymatique de I’ antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de I’antimicrobien, I' efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la
surproduction de la cible de I’antibiotique sont également décrits. Ils sont, cependant, plus
rares et surtout associés a certaines classes de composés (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006).

3.4.2.1. Inactivation enzymatique del'antibiotique

L’inactivation enzymatique de |’ antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés. On decrit
également ce type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines), pour les tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour
les fluoroquinolones, bien que cette inactivation ne représente pas le mécanisme de
résistance qui prévaut pour ces molécules. L’enzyme en modifiant le noyau actif de
I"antibiotique par clivage ou par addition d’'un groupement chimique, empéche la
fixation de I’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d' activité. Parmi les
réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut citer des
hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des

estérifications, des réductions et des réactions d’ addition d’ un glutathion. Ces enzymes
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sont genéralement associ ées a des éléments genétiques mobiles (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).

3.4.2.2. Madification ou remplacement dela cible deI'antibiotique

La cible de I'antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de
telle sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au
niveau de la bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour
presque tous les antibiotiques, est particuliérement importante pour |es résistances aux
pénicillines, aux glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries
gram positives, et pour les résistances aux quinolones chez les bactéries gram
positives et gram négatives. Ce type de résistance peut étre la conséguence de
I”acquisition de matériel génétique mobile codant pour une enzyme modifiant la cible
de I'antibiotique, ou peut résulter d’'une mutation au niveau de la séquence
nucléotidique de la cible. Le remplacement de la cible de I’ antibiotique est, quant a
lui, un mécanisme décrit pour les sulfamidés, les di-amino-pyrimidines
(triméthoprime) et les béta-lactames dont les Staphylococcus aureus résistants a la
meéthicilline (SARM) ains gqu’a toutes les bétalactames d’ usage vétérinaire sont un
exemple remarquable par |a synthese d’ une nouvelle PBP (Penicillin Binding Protein)
possédant une affinité moindre pour la méhicilline (GUARDABASSI et
COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et LEVY, 2007 ;NIKAIDO, 2009).

3.4.2.3. Pompesa efflus

L’ efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme
de pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de |’ énergie
et utilisé par les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires,
pour expulser al’ extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que
des antibiotiques et d’' autres médicaments. Ces pompes a efflux ont généralement une
spécificité de substrats assez large, et seulement certaines d entre elles conférent une
résistance aux antibiotiques. Lareésistance provient de laréduction de concentration en
antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite I’ acces de
I’ antibiotique a sa cible. On classe ces pompes a efflux sur base notamment de leur
spécificité de substrats et de la source dénergie employée. Certains de ces

transporteurs sont trés spécifiques et on les appelle pompes SDR (pour Specific Drug
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Resistance), aors que d’ autres agissent sur une multitude de molécules et on les

nomme pompes MDR (pour Multiple Drug Resistance).

Les pompes SDR, généralement responsables de hauts niveaux de résistance et
dont les genes sont portés par des ééments génétiques mobiles, représentent un
important mécanisme de résistance aux tétracyclines essentiellement parmi les
bactéries gram négatives, aux composés du groupe MLS et aux phénicolés. Les
pompes MDR (dont notamment MexAB-OprM chez P. aeruginosa, AcrAB-TolC chez
Escherichia coli, QacA chez S. aureus, VceAB chez Vibriocholerae, MdrL chez
Listeria monocytogenes et MreA chez Streptococcus agalactiae) (POOLE, 2001 ; LI
et NIKAIDO, 2004 ; KUMAR et SCHWEIZER, 2005), généralement responsables
de bas niveaux de résistance et dont les genes sont fréquemment chromosomiques,
sont classées en deux groupes sur base de la source d'énergie utilisée : les
transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant I’hydrolyse de I'ATP et
plutét specifiques de certains composés comme le groupe MLS, et les transporteurs
secondaires exploitant le gradient éectrochimique transmembranaire de protons et
d’ions sodium pour expulser la molécule a I’ extérieur de la cellule et responsables de
résistances multiples aux antibiotiques (GUARDABASSI e¢ COURVALIN, 2006 ;
ALEKSHUN et LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).

3424. Perméabilitéréduite

Contrairement aux bactéries gram positives, dont la structure enveloppante est
assez simple, composée d' une paroi externe épaisse de peptidoglycanes que les
antibiotiques traversent par simple diffusion, les bactéries gram négatives jouissent

quant a elles d’ une envel oppe plus complexe et plus difficilement franchissable.

Ainsi, au sein des bactéries gram négatives, les antibiotiques hydrophiles pénétrent
dans la bactérie via des proténes transmembranaires nommeées porines, alors que les
mol écul es hydrophobes diffusent simplement atravers la couche phospholipidique. La
membrane externe de certaines bactéries telles que P. aeruginosa est moins perméable
que celle d’ autres especes, ce qui lui confere un niveau moins éleveé de sensibilité aux
antimicrobiens. En outre, des mutations au niveau des genes qui codent pour les
porines et qui conduisent a leur perte, ou ala réduction de leur taille ou encore a une
diminution de leur expression, se traduiront par |’acquisition de bas niveaux de

résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. Citons comme exemple, la réduction
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de I'expression de la porine OmpF chez E. coli qui entraine une réduction de

sensibilité aux quinolones, aux béta-lactames, aux tétracyclines et au chloramphénicol.

La diminution de la perméabilité est donc un mécanisme de résistance
cliniquement trés important chez les bactéries gram négatives et plus précisément chez
P. aeruginosa et les Enterobacteriaceae, éant donné le large spectre d’ antibiotiques
qu’elle cible. En outre, on décrit également ce type de phénoméne pour expliquer la
résistance aux aminoglycosides parmi les germes anaérobies ainsi que le faible niveau
de sensibilité clinique (résistance intrinséque a bas niveau) observé vis-a-vis de cette
famille de composés parmi les bactéries anaérobies facultatives telles que les
entérocoques et les streptocoques. En effet, cette famille d antibiotiques pénétre a
I"intérieur des cellules bactériennes via un mécanisme de transport dépendant d’'un
métabolisme aérobie (GUARDABASSI e¢ COURVALIN, 2006 ; ALEKSHUN et
LEVY, 2007 ; NIKAIDO, 2009).

3.4.25. Protection delaciblede I'antibiotique

La protection de la cible de I’ antibiotique est un mode de résistance bien connu
pour la famille des tétracyclines et plus récemment décrit pour les quinolones et les
fluoroquinolones. Ainsi, on ne dénombre pas moins de huit protéines de protection
ribosomiale qui conférent une résistance aux tétracyclines en les déplacant de leur site
de fixation par la création d’ un encombrement stérique au niveau du ribosome. Depuis
quelques années, des souches présentant des résistances sub-cliniques dites a bas

niveau aux fluoroquinolones ont été observées.

Ces résistances sont notamment dues a la présence de genes plasmidiques gnr
(pour quinolone résistance) dont 5 groupes existent. Ce mécanisme a été rapporté
parmi différentes bactéries gram négatives a travers le monde, e tdes anal ogues de ces
genes ont également été décrits chez des bactéries gram positives (RODRIGUEZ
MARTINEZ et al., 2008). Les protéines gnr en se fixant sur les topoisomérases,
cibles des fluoroquinolones, réduisent I’ affinité de la famille d’ antibiotiques pour leurs
cibles (ROBICZEK et al., 2006 ; CAVACO et al.,2009 ; WANG et al., 2009).

3.4.2.6. Piégeagedel'antibiotique

Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production

de sa cible ou en produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier.
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Il en résulte une diminution de I’ antibiotique a I’ étatlibre au niveau de la cible. Ainsi
des mutations chromosomiques responsables d'une surproduction des cibles des
sulfamidés et du triméhoprime ont éé décrites chez de nombreuses especes
bactériennes. Ce mécanisme est également impliqué dans des bas niveaux de
résistance aux glycopeptides chez certaines souches de S. aureus, et a la tobramycine
chez E. coli (GUARDABASSI et COURVALIN, 2006).

4. Moded'action desH. ES.

Le mode d’ action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucidé Compte tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles, I'activité
antibactérienne sembl e résulter d’ une combinaison de plusieurs modes d action (VERNON et
RICHARD, juillet 1976), impliquant différentes cibles cellulaires.

Le mode d'action est assez complexe et difficile & cerner du point de vue moléculaire,

d une maniere générale, leur action se déroule en trois phases:

e Attague de la paroi bactérienne par |’ huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis |a perte des constituants cellulaires.

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloguant la production de I’ énergie cellulaire
et la synthése des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant alamort de la bactérie.

4.1. Méthode d'évaluation del'activité antibactérienne

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des H.ES a une grande
influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de I’insolubilité des constituants
des HE dans I’ eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles concentrations. A
I” heure actuelle, I’ activité antimicrobienne in vitro d’ une substance peut étre mise en évidence
par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu'en milieu
liquide. (WRIGHT, KEELE et NEIL, 1998)
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4.1.1. Techniqueen milieu solide (Aromatogramme)

L'aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appel ée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des

disques. (figure 19).

Cette méthode a |'avantage d'étre d'une grande souplesse dans le choix des H.E testées,
de sappliquer a un tres grand nombre d'espéces bactériennes, et d'avoir été largement évaluée
par 50 ans d'utilisation mondiale (BEL OUD, 2003) Il sagit d'une Méthode en milieu gélosé a

I'agarl réalisee dans une boite de Pétri.

Le contact se fait par |'intermédiaire d'un disque de papier sur lequel on dispose une

quantité donnée d' H.E.

Colonies des bactéres
Zone d’'mhibition
Disque imbibée avge

L’huile essentielle

Figure 19: L'Aromatogramme (BELOUD, 2003)
4.1.2. Technique en milieu liquide (technique de dilution)

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déerminer la
concentration la plus faible de I'antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie

testée (la CMI) habituellement exprimée en mg/ml ou mgy/litre
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4.1.2.1. Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a
une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations

variables d’' un agent antimicrobien dans un milieu liquide.

La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un
volume minimum. L’ utilisation de ces plagues avec un protocole documenté, y compris les
précisions sur les micro-organismes de référence approprié, peut faciliter la comparaison des
résultats entre analyses.(BASSET, 1995)

4.1.2.2. Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I'incorporation d’un agent antimicrobien dans un
milieu gelosé a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie
de I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite.
(BASSET, 1995).
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Matériel et méthode

1. Maté&rids

1.1. Micro-organismes testés
Le choix des bactéries s'est porté sur 6 souches responsables d infection urinaires
fréguentes en pathologie humaine.

Nous avons séectionnés deux groupes de bactéries, des bactéries a Gram positif et des
bactéries a Gram négatifs (voir tableau 03).

Tableau 03: Tableau descriptif des différents types de bactéries isolées en pathologies
humaines

Souches bactérienne Types de gramme Provenance
Pseudomonas Gram négatif Laboratoire boudjeblaa
Escherichia coli Gram négatif Laboratoire boudjeblaa
Proteus Gram négatif Laboratoire boudjeblaa
Saphylocoque Gram positif Laboratoire boudjeblaa
Klebsiella Gram négatif Laboratoire boudjeblaa
Acenitobacter Gram négatif Laboratoire boudjeblaa

1.2. Milieux de culture utilisés
- Gélose nutritive, gélose au sang, Mueller Hinton

1.3. Lesantibiotiques utilisés
- Ciprofloxacin (CIP) de5 ug/disque;
- Dexycycline (DO) de 30 ug/disque ;
- Gentamycine (GEN) 10 ug/disque ;
- Amoxicilline (AMX) 25 ug/disgque;
- Chloramphenicol (C) de 30 ug/disque ;
- Amoxicilline— Acide clavulanique (AMC) de 30 ug/disque;
- Cefalexine (CN) de 30 ug/disque ;
- Bactrine (COT) 25 ug/disque;
- Céfotaxime (CX) de 30 ug/disque ;
- Erythromycine (E) de 15 ug/disque .
1.4Appareillage

- Etuve: NAHITA

- Autoclave : NAHITA

- Banmarie: FIRLAB. France.

- Réfrigérateur : ENIEM. Algérie.
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2. Méthode
L ECBU : represente une etape importante avant | application de| antibiogramme sur
les bacteries responssables d infection urinaire

2.1. Examen cytobactériologique des urines

L’ECBU est un examen microbiol ogique permettant de documenter I’ infection urinaire en
<identifiant le(s) germe(s) responsable(s), et de fournir des données (antibi ogramme)
permettant d’ optimiser le traitement (KUBAB et al ., 2009).

Les différentes étapes d’ un ECBU sont résumées dans schéma suivant :

LECBU dans ses differentes étapes
Schéma synoptique de realisation
Prelevement d'urines
I l |
10 Examen Examen
cytologique bactériologique
' |
I I
fitatif Qualitatif
L-:;uxa;m germes Dilution / Anse calibrée
- Lame immergee
Pyurie -
a2 Denombmmnt
Observation des culfures
Différenciation des colomies
I
J2ad Eventellement identification(s)
Antbiogrammefy)

Figure 20 : Schéma récapitulatif d’ un examen cytobactériol ogique des urines (KUBAB et

al.,2009)

L’infection urinaire est confirmée par |’ association d’ une leucocytaire a une bactériurie >

10° germes/ml (KUBAB et al., 2009).
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2.1.1 Examen macr oscopique

Lors d'une infection urinaire, I'urine peut changer de couleur, d'aspect et méme d’ odeur
(DARBAS, 2007) :

 Lacouleur: jaune paille (foncé), couleur hématique.

* L aspect : trouble dont le degré est proportionnel ala densité microbienne.

» Odeur: nauséabonde surtout si le germe en cause est pyogene.

» Corpsétrangers: présence de sédiments de couleur variable (blanchétre pour les
phosphates, rouge brique pour I’ acide urique, et rose pour |’ urate).

2.1.2. Examen microscopique du culot de centrifugation

L’ analyse d’ un prélevement effectué dans un but diagnostique est, en regle générale, une
analyse alafois cytologique et bactériologique. Ainsi, I’ examen microscopique est une étape
clé dans la démarche diagnostique des infections bactériennes (FRANCOI S et al .,2007).

a- Examen cytologique : L’ examen cytologique des urines comporte (RICHET, 1988)
» Analyse quantitative : Laquantification des él éments est effectuée manuellement ou bien,
en utilisant des systemes automatiques de comptage (FRANCOI S et al .,2007).

» Analyse qualitative:
v Eléments organisées (DARBAS et al .,2007)

- Desleucocytes, dont on appréciera grossierement |’ abondance en notant le
nombre par champ microscopique ;

- Deshématies;

- Des cellules épithéiales ; proviennent de lavessie ou del’ uretre ;

- Des cylindres, ééments alongés en ruban (HAMBURGER ,1979)

v'Eléments non organisés (HAMBURGER ,1979)

- Descristaux dont laforme permet parfois de préciser la nature :
phosphates,
oxalates de calcium, urates, acide urique ;

- Desbactéries

v Autres éééments (DARBAS et al .,2007)
- Des spermatozoides;
- Deslevures;
- Des parasites;;
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b- Examen bactériologique : L’ examen bactériol ogique des urines repose sur (RICHET,
1988)

> L’examen direct : Il est rare qu'il soit négatif lorsque la bactériurie est égale ou supérieure
al10° germe/ml.

» Lacoloration de Gram : permet de différencier entre bactérie Gram+ et bactérie Gram-.

» Laculture des urines : La culture des urines permet de quantifier la bactériurie et
d’identifier les germes infectant les urines, elle consiste a dénombrer les unités formant
colonies (UFC) par ml d'urine.

L'ensemencement doit répondre au double but, de dénombrer les bactéries, et
d'isoler laou les bactéries en cause en obtenant des colonies bien distinctes les unes des autres
(MARCHAL, 1992).

Lesmilieux utilisés doivent permettre la culture des bactéries les plus frequemment
rencontrées, c'est-a-dire les Entérobactéries, les Pseudonymes, les Staphylocoques et les
Entérocoques qui sont toutes des bactéries peu exigeantes et a culture rapide.

Si on suspecte des bactéries de croissance difficile, d'autres méthodes de culture
devront étre utilisées (PAUL, 2004).

2.1.3. Antibiogramme

L’ antibiogramme est peut étre demandé en direct au moment de la mise en culture des urines
s I’infection urinaire est compliguée. Il permet de connaitre dans les infections récidivantes la
sélection des germes résistants ou |’ apparition de germes mutants. En effet, il permet de
suspecter les infections récidivantes par réinfection ou les infections urinaires a rechute
(RICHET, 1988).

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, | action de molécules antibiotiques
sur une souche bactérienne. 1l donnera donc des indications sur I’ efficacité invitro de ces
antibiotiques.

a. Principe général

Pour réaliser |’ antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemenceée a la surface d’ une gélose spécialement éudiée, la gélose de Mueller-Hinton. Des
disques pré-imprégnés d’'une dose connue d antibiotique sont déposés a la surface de la
gélose. L’ antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration. La
détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation de la concentration
minimale inhibitrice. Les caracteres de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne en
seront deduits.
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b. Technique

En pratique, on réalise a partir de I’isolement (souche pure) un ensemencement en
tapis sur le milieu. On dispose ensuite les disques d’ antibiotiques et on place a |’ incubateur.
Au bout de 24 h, on lit les différents diamétres d’inhibition et on peut conclure en comparant
ceux-ci aux abagques de lecture.

c. Interprétation

Les abaques de lecture se présentent sous forme de bandes présentant deux données
qui délimite la zone sensible, intermédiaire et résistante. Un report du diamétre mesuré sur la
boite permet de conclure rapidement.

Boite de Pétri
Pas d'inhibition du
développemert : la N
bactérie est . O . D éveloppemert
résistarte & cet bactérien s la
artibiotigue géloge matritive
Pastilles
 atrtibioticuaes
R éaction
itermédiaire a
17 attibi otigue
Bactérie sensible &4
17 artibn otigue
TUn antibiogramme @ GreorgesDolisi

Figure 21 : L’ Antibiogramme

1. Résultat des témoins positifs par |la méthode de diffusion sur gélose (RICHET,
1988).
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1. Réaultatsdestestsde vérification des souches bactériennes
L es caractéres morphol ogiques des bactéries testées sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 04 : Caractéres morphologiques étudies pour la vérification des souches bactériennes

Espece bactérienne | Milieu de culture Gram Aspect microscopique
E. coli Gél ose Heckton Négatif Coccobacille
S aureus Gélose shapman Positif Cocci engrppede reaisin
Proteus Géose nutritive Négatif Nappe, odeur désagréable
Kleisbsiella Gélose nutritive Négatif Colonie mugueuses larges
Pseudomonas Gélose nutritive Négatif Bacille, diplobacille
Acenitobacter Gélose nutritive Négatif Convexese circulaire, odeur fruité

Klebsiella Pseudomonas

Staphylocoque Acinétobacter

Figure 22 : Antibiogramme réalisé avec les six souches bactériennes testées.
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@: diamétre d'inhibition
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m Cip
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W Gen

Pseudomonas Staphylocoque E. coli Klebsiela Acinetobacter

Figure 23: Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches
bactériennes vis-a-vis a des antibiotiques.

D’aprés |" histogramme représenté dans la figure ci-dessus, on constate que les bactéries
ont des sensibilités différentes vis-&-vis des antibiotiques utilisés.

Pour I’AMX. Toutes les bactéries sont résistantes, et pour AMC Protéus est sensible
alors que toutes les autres bactéries sont résistantes, pour DO Staphylocoque est intermédiaire
alors que les autres bactéries sont résistantes, pour CN Saphylocoque, Klebsiela et Protéus
sont sensibles alors que les autres sont résistantes, pour Cip Pseudomonas et protéus sont
sensibles, E.Coli est intermédiaires aors que les autres bactéries sont résistantes, pour COT
E.Coli, Acinétobacter et Protéus sont sensibles, Pseudomonas est intermédiaires alors que les
autres bactéries sont résistantes, pour C Pseudomonas est résistante, Acinétobacter est
intermédiaire et les autres bactéries sont sensibles, pour Gent Acinétobacter est résistantes et
les autres bactéries sont sensibles.
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3. Réaultats des tests de sensibilités des souches bactériennes a I'H.ESde Syzygium
aromaticum

3.1 Résultats des témoins positifs avec H. ES Syzygium aromaticum
Onréalise I’ application des huiles essentielles de la méme maniére que I’ antibiotique.

-A Partir d’ une suspension bactérienne on préléve des bactéries d’ une fagon homogene dans
1 ml d' eau physiologique de densité optique 10° UFC

- Ensemencer sur un milieu Mudler Hinton

- Secouer la boite de pétri puis nous patientons 15 min afin que les bactéries se déposent au
fond dela boite de pétri.

Placer les disques imprégnés d huiles de Syzygium aromaticum a |'aide d'une pince stérile,
suffisamment séparées les unes des autres.

Nous refermons la boite et les mettront dans un étuve a 37C pendants 24 h.

La figure 24 montre |’ effet de I'H.ES de Syzygium aromaticum vis-a-vis des six souches
bactériennes étudiées.

Klebsiella

Protéus Pseudomonas
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Staphylocoque Acinetobacter

Figure 24 : Effet del’H. ES du clou de girofle sur les six souches bactériennes testées.

La lecture a été effectuée par mesure du diametre de la zone d'inhibition autour de chague
disque al’aide d' une regle en (mm). Selon PONCE et al. ,2003 la sensibilité des souches vis-
a-vis des H.ES est déterminée comme suiit :

e Nonsensible (-) ou résistante, si le diamétre est inférieur a08 mm
e Sensible (+) si le diameétre est compris entre 09 mm et 14 mm ;
e Tressensible (++) si le diamétre est compris entre 15 mm et 19 mm ;

e Extrémement sensible (+++) si le diamétre est supérieur a 20 mm.

Tableau 05 : Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches bactériennes
al”huile de Syzygium aromaticum:

Syzygium aromaticum
Diamétre  d'inhibition en
Souches bactérienne (mm) et en moyenne des trois | Sensibilité
essais’ |’ écart type
Proteus 22+2 (+++)
Peudomonas 18,570.2 (++)
Acinetobacter 19,50.5 (+4)
klebsiella 10,5%0.1 (+)
Staphylocoque 06100 ()
E. coli 15,50.5 (+4)
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*Les diametres des disques (06 mm) sont inclus dans les mesures des diametres des zones
d inhibition.

Diameétred’inhibition
] @: diamétre d'inhibition
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Figure 25: Représentation graphique des résultats du test de sensibilité des souches
bactériennes vis-a-vis de |’ huile de Syzygium aromaticum

D’ aprés I’ histogramme représenté dans la figure 25, nous constatons que toutes les
souches bactériennes sont sensibles a I’'H. ES de Syzygium aromaticum a |’ exception du
Saphylocoque aureus qui n’a montré aucun diameétre d'inhibition vis-a-visde|I’'H. ES.

Nous remarquons des diameétres d’inhibition élevés chez Protéus, Acinétobacter et
Pseudomonas, elles ont montré une grande sensibilité vis-a-visdeI’H. ES.

L’ huile essentielle étudiée a montré des degrés d’ activité antimicrobienne variable en
fonction de la bactérie cible.

La bactérie a Gram positif testée, S. aureus est résistante a I'H. ES comparée aux
antibiotiques utilises, cette souche est sensibleaCN, C, Gen.

En ce qui concerne les bactéries a Gram négatif E. coli, Protéus, Pseudomonas,
Acinetobacter et Klebsiella; elles sont toutes sensibles a I'H. ES Syzygium aromaticum en
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précisant que Protéus est la plus sensible avec un diametre de 22 mm, suivie de Acinétobacter
avec un diametre de 19,5 mm puis Pseudomonas avec un diamétre de 18,5 mm.

Il faut noter que Protéus est aussi sensible a tous les antibiotiques testés sauf a AM X,
par contre Acinétobacter est résistant a tous les antibiotiques testés sauf a COT ; et
Pseudomonas résiste a quatre des antibiotiques testés sauf a Cip et Gen.

On déduit que I'huile essentielle Syzygium aromaticum a manifesté une activité
antimicrobienne importante.

Des études récentes, ont démontré que les huiles essentielles des Clou de Girofle sont
fortement antibactériennes. Cette activité pourrait étre attribuée a son compose majoritaire qui
est «|’eugénol ». Les travaux de (VALERO et GINER ,2006) ont prouvé que I’eugénol
parmi d’ autres composés a provoqué I’ inhibition de la croissance des bactéries.

Selon I’ étude de (RAHYOUR ,2006) qui a montré que |" huile essentielle du Clou de
Girofle exerce son activité bactéricide principalement grace a son constituant majoritaire qui
est I’eugénol qui appartient a la faille des phénols. 1l semble donc que I’ activité bactéricide
des H. E. débuterait par une fixation de ces molécules sur les membranes bactériennes
provoquant des altérations de structure et de perméabilité, conduisant a la perte de
constituants cellulaires due a une lyse importante des cellules bactériennes.

A la lumiere de tous ces travaux et recherches, I'extrait des «clous de girofle »
présente un large spectre d’ activité antimicrobienne d’ ou I'importance de cette huile comme
étant un conservateur, antiseptique tres efficace pour empécher le développement microbien
surtout quand il s agit de protéger la santé vis-a-vis de la présence des pathogénes.

Aujourd’ hui les éudes peuvent prouver le pouvoir antibactérien de I” huile essentielle
du clou de girofle la premiére étude de (BARTEL, 1947)HA : the effect of eugenol and oil
cloves or the growth of the microorganismes).

D’autres études ont éaient menées depuis, notamment sur des bactéries résistantes
comme staphylococcus aureus, pour traiter une infection avec des antibiotiques est compliqué
puisgue des souches résistantes ont fait leur apparition.

Dans I’ éude de YADAVMK et a. I’eugénol est efficace d’ une maniére identique sur
les Staphylococcus résistante ou bien des cas rares ou elles sont sensibles.

L’éude réaliste par OUSSALAH permis de déterminer un pouvoir important
bactéricide sur quatre bactéries  pathogénes parmis elles on a Escherichia cali,
Saphylococcus aureus. .

(SELADJI ,2014) a évalué la sensibilité de quelques bactéries vis-a-vis de I’huile
essentielle du clou de girofle, les résultats ont montrés que les souches bactériennes Gram(-)
testées sont trés sensibles a I'huile essentielle du clou de girofle notamment Proteus,
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Pseudomonas,Acinetobacter, Kleibsiela et Escherichia coli, en revanche I’ huile essentielle du
clou de girofle n’ a pas révél € une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus.

Les travaux de (BENFEKIH,2015) ontmontrés une activité moyenne vis-a-vis des
bactéries Gram (-) zone d'inhibition (10.5mm et 15mm) pour |’ huile essentielle du clou de
girofle et aucune activité vis-a-vis de la bactérie Staphylococcus.

Selon le méme auteur |’ activité antibactérienne de |” huile essentielle du clou de girofle
est évaluée contre quartes souches parmi elles Pseudomons et Eschérichia coli et
Saphylococcus aureus en utilisant 1a méthode de diffusion sur disque. L’ huile essentielle du
clou de girofle a montrée une forte activité contre Acinetobacter, Pseudomonas etEschérichia
coli.

Toutes les études effectuées par ses auteurs concordent avec nos résultat  sauf
Saphylococcus aureus qui a montré une résistance vis a vis de |”huile essentielle du clou de
girofle.

Les résultats de (BEN HASOUNA e HAMDI,2012) ont montrés que |’ huile
essentielle du clou de girofle a un grand potentiel d activité antimicrobienne contre le micro-
organisme. Le maximum de diamétre de zone d’inhibitions pour les souches bactériennes qui
étaient sensibles se trouvent dans la gamme de (10.5mm et 22 mm), il est noté chez les
bactéries Gram (-) des diametres 13 et 14 mm pour Klebsiella, effectivement ¢a concorde
avec nos résultats a I’ exception de Staphylococcus qui est résistante.

L’ étude de(GHANNADI et al .,2012),a montré que toutes les souches bactériennes
testées sont sensibles vis-a-vis de I'huile essentielle du clou de girofle, toutes ses souches
sont également sensibles vis-a-vis des antibiotiques utilisés dans notre travail al’ exception de
Staphylococcus aureus qui est résistante.

Selon (CARMEN et HANCU ,2014), I'intensité de I’ effet de I"huile essentielle du
clou de girofle est variable selon les souches étudiées toutes les bactéries Gram(-) sont
sensibles elles ont montrées le plus grand diamétre de zone d'inhibition qui est 19.5mm.

Toutes ces études sont en accord avec nos études pour |’ huile essentielle du clou de
girofle qui ont révél ées des zones d’ inhibitions différentes envers toutes les souches Gram (-)
et résistante enversles bactéries Gram (+) telle que Saphylococcus aureus.

Les bactéries Gram (-) résistent a |'effet inhibiteur des huiles essentielles et leur
composants. Cette résistance peut s expliquée du fais que la paroi cellulaire d’ une bactérie, les
Gram (-) a une membrane extérieure qui recouvre la couche peptidoglycane qui est mince
coincée entre la membrane plasmique et une assise de couche de lipopolysaccharides et de
proténe.

Selon(LECLERC et al ., 1995), la membrane externe de lipopolysaccaharides des
bactéries a Gram (-) constitue une barriere d imperméabilité au substance hydrophobes,
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susceptible la croissance bactérienne .cependant |'absence de cette membrane chez les
bactéries Gram (+) du fais que la couche de peptidoglycane se situe a | extérieur ce qui
permet a la bactérie d étre plus sensible a entrer en contacte avec les H .ES(BURT ,2004).
De plus, comme propriété tres rependus chez les bactéries a Gram (-),elles présentent aussi
des protéines membranaire appel ées pompes a efflux qui expulsent I’ agent antimicrobien hors
delacdlule avant qu'il puisse agir(LOUCIF ,2011).

Exemple : L’ activité antibactérienne s exerce de 2 manieres différentes :

% Activité létale bactéricide : €elle rend perméable la membrane du micro —

organisme, provoguant une fuite d’ion KT, ce qui implique la perte de I’osmose de la
cellule suivi de lamort du micro-organisme
% Activité inhibitrice ou bactériostatique : empéche la croissance du micro-
organisme.

Les mécanismes par les quels les H.ES exécrent leur activité antimicrobienne sont mal
connus. Du fais de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une
idée précise sur le mode d’action des H. ES. il est probable que leur activité antibactérienne
ne soit attribuable a un mécanisme unique, mais plusieurs sites d action au niveau cellulaire
(DORMAN AND DENS,2000).

Selon (BENAYAD, 2008) les phénols possedent le coefficient antibactérien le plus
élevé d aldéhydes.

(BURT ,2004) a avancé que la caractéristique importante des H.ES. est attribuée a
I” hydrophobicité de certains de ses composants qui leur permet de traverser facilement a la
bicouches phospholipidiques de la membrane cellulaire en atérant sa perméabilité et
entrainant des pertes anormales d’ions, voir méme des macromol écules.

Selon DELAQUIS et al, il est trés difficile de faire généralisation du fait de chaque
essence est unique de sa composition de chaque bactérie differe considérablement I’ une de
I"autre en structure et en fonctionnaité.( FERAH et al ., 2002) ont rapporté que I’ efficacité
microbienne d'une huile essentielle est due a la nature et a la teneur de ses différents
constituants qui peuvent agir en synergie.

La nature des composés tres volatils et instables, surtout s'ils sont riches en hydrocarbures
insaturés, les huiles essentielles doivent étre stockées dans des conditions adéquates,
permettant de conserver leurs propriétés chimiques ainsi que physiques. La chaleur, lalumiére
(UV solaires) et I'O2 de I’ air favorisent | oxydation des huiles essentielles ce qui entraine une
dénaturation de leurs molécules actives notamment polyinsaturées, et donc une perte réelle
d activité.
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Conclusion et per spectives

Cetravail aéé mené dans le cadre de I’ &ude de I’ activité antibactérienne des huiles
Essentielles de clou de girofle.
Les résultats indiquent cette derniére a exercé une activité antibactérienne importante a
I’encontre des six bactéries éudier :Escherichia coli, Proteus, kleibsiela, Acenitobacter,
Pseudomonas, al’ exception de Staphylococcus, aureus qui arévéle une résistance vis avis de

I” huile essentielle clou de girofle.

L’ ensembl e des résultats obtenus in vitro ne constituent qu’ une premiere étape dansla
Recherche de substances de source naturelle biologiquement actives. 1l serait donc intéressant
de continuer ces travaux par :

% Une analyse de la composition chimique des deux huiles essentielles par
différentestechniquesd’ extractions.

+ Une éude de I’ effet de huiles essentielle clou de girofle.

< L’application de huiles essentielle clou de girofle sur des bactéries et de
champignons.

% L’étude delatoxicité de ces huiles essentielles.
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Annexe : Composition des solutions et milieux de culture utilisés

* Eau physiologique stérile

Compositionen g/l :

Chlorure de SOIUM (NBCI) .....c.eeieiice ettt e s reere e be e e enreaneens 9g
BAL QISR ...ttt bbb 1000m
pH=7

Stérilisation 2121°C/15min.

* Géose Mueler Hinton (MH)

Composition en ¢/l

EXIFAIT A VIGNGE. .......iceeeee ittt e s te e e te s reestesreenaestesneenaesresnaentens 39
Hydrolysat aCide dE CASEINE ........c.ecveieieeee ettt ae e e nnas 17,59
F o USSP RSP 18g
pH=7,4

Stérilisation 2120°C/15 min

» Gélose nutritive (GN)

Composition en g/l

PEPLONE ... e be e s be e sne e e nree e 10g
EXIaAIt AE VIANE. ..ottt st st st b e s sre e 39
EXIFAIT AEIEVUIE ...ttt e s ne et e e ne e s aeeneeeneesneenne e 39
ChlOrure de SOOIUM ..ottt re e ae e e s se e teeneesseenseenseaneensens 59
o - TSP OPRR PR PRSPPI 189
pH=7,2+0,2

Stérilisation 2120°C/15 min
. Gélose Chapman

Composition en g/l

EXIaIt AE VIANE.......coeieeeceeeee et s b e et b et sne e 1g
EXIFAIT AEIEVUIE ...ttt e s ne et e e ne e s aeeneeeneesneenne e 39
JLIE /010 L= TSP 59

(RS 0110101 o= et 1 To] [oo o 1< P 10g



ROUGE D PNENOL ...ttt e e ententesnesrenreas 0,025g
o - TSP OPRR PR PRSPPI 15g
pH=7,4

Stérilisation a120°C/15 min

. Gélose Hecktoen

Composition en g/l

Peptone PEPSIQUE DB VIANAE ........ocueeeeeeiecee ettt nae e nns 159
EXIAIt AE VIANGE. ... .ottt st ae et st esreesneenneas 39
EXIAIT AEIBVUIE ...ttt st be et st esreenaeenne s 39
=01 (0 3
S o TSSOSO 29
S o0 01 S 129
ChlOrure de SOOUIM ..ottt st et e b e e beeneesaeeseeenseeneenbens 59
ThiOSUITELE A& SOUUIIM ...ttt r e nns 59
Citrate defer ammONIACal ..........c.ooveiieeere et ae e 1,59
S ] oL 1= 1 = SSO SRS 49
Bleu de Bromothy MOl ............oooieieee e 0,064g
FUSCNINE @CIAE ..ottt e e 0,19
pH=7,4

Stérilisation a120°C/ 15 min



Résume

e L’huilesessentielles, occupeune place de plus en plus importante, pour
leursnombreusespropriétésmeédicinales etd sa composition ensubstances de
compositions chimiques tres diverses.

e Auterme de mon étude effectuée sur les six souches bactériennes :

e L’étude de I'activité antibactérienne on utilisant les antibiotiques  sur six souches
bactériennes suivantes : staphylococcus—Escherichiacoli -Pseudomonas-
Acenitobacter -kleibsiella- Proteus.

e L’étude del’ activitéantioxydante :Certains constituants des huiles essentielles
présentent un pouvoir antioxydant trés marqué et sont aujourd’ hui commercialisés.

e L’huile essentielle extraite de clou de girofle possede un pouvoir r inhibiteur sur
certaines bactéries.

Lesmotsclés: |"huile essentielles —activité antioxydante —activitéantibactérienne.

Summery

The essentiels oils are occupaying important place for teir ceveral proprercies, their

composition

With divers chemical substance, in terms of study done on bacterial scrans :
e The study of the action activity antibacterial by using antibiotics on bacterial scrans.
e Thestudy of the activity antioxidant : the constituant of essentiel oil présent power of

antioxidant very effective and they are commercialyzed .

e Theessentiel oil extracted from mails have a great power on some bacteria

Key —word : essentiels oils - the ativity antioxidant —antibacteria



