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Résume :
Le détachement des biofilms de Staphylococcus aureus résistant a la methicilline (SARM) sur

les surfaces représente un véritable défi dans les hopitaux, car ces biofilms sont
particulierement résistants aux traitements antibactériens et sont responsables de nombreuses
infections nosocomiales. Les huiles essenticlles, notamment celles issues de 1’Eucalyptus,
apparaissent comme des alternatives naturelles intéressantes grace a leurs propriétés
antimicrobiennes et leur capacité a lutter contre les biofilms. Cette étude s’est donc penchée
sur I’effet des huiles essentielles d’Eucalyptus radiata et d’Eucalyptus globulus sur les
biofilms formés par des souches de SARM. L’analyse chimique a ¢été analysée par
chromatographie en phase gazeuse (GC) / spectrométrie de masse (MS) a montré que 1’huile
d’Eucalyptus radiata contient principalement du 1,8-cinéol (66,43 %),tandis que celle
d’Eucalyptus globulus est riche en globulol (18,60 %). Les tests d’inhibition réalisés par la
technique de diffusion sur disque et la technique de CMI ont révélé que les deux huiles
possedent une forte activité antibactérienne, avec des zones d’inhibition variant de 19,33 a
23,66 mm et 19,33 a 26,66 mm selon les souches. L’huile d’Eucalyptus radiata s’est
distinguée par une efficacité supérieure, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI)
tres faible, atteignant 0,000032 mg/mL par rapport aux globulus qui montre une concentartion
de 0,33 mg/mL . Leurs effet a été effectué sur les biofilms formés sur des surfaces en acier
inoxydable , les huiles d’Eucalyptus radiata et globulus ont significativement réduit la charge
bactérienne des biofilms, avec des reductions logarithmiques allant jusqu’a 7,18 logio. Ces
résultats suggeérent que les huiles essentielles d’Eucalyptus, en particulier celle de radiata,
pourraient étre des agents naturels efficaces pour prévenir et détruire les biofilms de SARM,
offrant ainsi une piste prometteuse pour lutter contre les infections résistantes aux

antibiotiques .

Mots clés : Staphylococcus aureus résistants a la méthycéline, biofilms, Eucalyptus
radiata,Eucalyptus golobulus, détachement.



Abstract :

The detachment of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) biofilms from
surfaces represents a real challenge in hospitals, as these biofilms are particularly resistant to
antibacterial treatments and are responsible for many nosocomial infections. Essential oils,
particularly those derived from Eucalyptus, appear to be interesting natural alternatives thanks
to their antimicrobial properties and their ability to combat biofilms. This study therefore
examined the effect of Eucalyptus radiata and Eucalyptus globulus essential oils on biofilms
formed by MRSA strains. Chemical analysis by gas chromatography (GC)/mass spectrometry
(MS) showed that Eucalyptus radiata oil contains mainly 1,8-cineole (66.43%), while
Eucalyptus globulus oil is rich in globulol (18.60%). Inhibition tests carried out using the disk
diffusion technique and the MIC technique revealed that both oils possess strong antibacterial
activity, with zones of inhibition ranging from 19.33 to 23.66 mm and 19.33 to 26.66 mm
depending on the strain. Eucalyptus radiata oil stood out for its superior efficacy, with a very
low minimum inhibitory concentration (MIC), reaching 0.000032 mg/mL compared with
globulus, which showed a concentration of 0.33 mg/mL . When tested on biofilms formed on
stainless steel surfaces, Eucalyptus radiata and globulus oils significantly reduced the
bacterial load of biofilms, with logarithmic reductions of up to 7.18 log10. These results
suggest that Eucalyptus essential oils, particularly radiata, could be effective natural agents
for preventing and destroying MRSA biofilms, offering a promising avenue for combating

antibiotic-resistant infections.

Key words: Methycelin-resistant ~ Staphylococcus aureus, biofilms, Eucalyptus

radiata,Eucalyptus golobulus, detachment.
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Introduction



Introduction générale :
Les antimicrobiens sont utilisés depuis des siecles et, a la fin des années 1920, Alexander

Fleming a découvert et présenté la pénicilline. Dans les années 1940, la pénicilline a été
préparée pour étre utilisée dans les traitements (Ventola, 2015), et divers antibiotiques
disponibles dans le commerce ont été rapidement utilisés pour traiter les infections et les
maladies (Kimera et al., 2020 ; Debabov, 2013). Fleming a prédit la résistance aux
antimicrobiens (RAM) en proposant que l'utilisation inappropriée de la pénicilline pourrait
entrainer la mutation de Staphylococcus aureus, ce qui se traduirait par des infections plus
graves et la transmission de souches resistantes d'un hote a l'autre™ (Birgand et al., 2020
Rosenblatt-Farrell., 2009). Dans les années 1940, la résistance a la pénicilline a été
démontrée (Ventola, 2015). De nombreuses souches de staphylocoques sont devenues
résistantes a la pénicilline (Lobanovska & Pilla., 2017), et rapidement > 50 % des souches
étaient résistantes (Alanis, 2005). La production mondiale annuelle d'antibiotiques est proche
de 100 000 tonnes (Martens & Demain., 2017), avec deux tonnes utilisées toutes les 10 min
(Harbarth et al.,, 2015). Non seulement S. aureus a acquis une résistance, mais de
nombreuses souches sont devenues multirésistantes (antibiotiques et agents chimie-
othérapeutiques) (MDR) (Nikaido., 2009).

Au niveau mondial, les principales causes d'infections nosocomiales sont Acinetobacter
baumannii, Enterococcus faecium, Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa et S. aureus (Santajit & Indrawattana., 2016). La lutte contre les bactéries MDR
nécessite des découvertes therapeutiques cruciales, un meilleur contréle des infections et des

pratiques antimicrobiennes avancées (Santajit & Indrawattana., 2016).

De nombreuses huiles essentielles (HE) possedent une activité antimicrobienne (Reda et al.,
2020a, 2020b; Millezi et al., 2016), mais malgré leur utilisation tres répandue a des fins
multiples, seule une petite proportion est utilisée commercialement (Ragno et al., 2020 ;
Ghabraie et al., 2016 ). On pense que la plupart des HE agissent sur la membrane et la paroi
cellulaire mode d'action d'une variété d” HE doit donc encore étre évalué. Tres peu d'études
ont eté meneées sur les HE afin d'identifier celles qui ont une capacité de destruction rapide,
c'est-a-dire un temps de contact inférieur a 10 minutes. Les HE ont le potentiel de s'attaquer a

la menace de la Résistance aux antimicrobiens (RAM) et de la MDR (Faleiro, 2011).

Notre travail a pour objectif d'évaluer l'efficacité des huiles essentielles d’.Eucalyptus

Globulus et d’Eucalyptus Radiata sur S. aureus et I’¢limination de la formation de biofilm.



Une compréhension approfondie de ces éléments pourrait favoriser la mise au point de
nouveaux agents thérapeutiques ou d'additifs alimentaires visant & prévenir ou traiter les

infections provoquées par S. aureus.

Cette étude se compose de trois chapitres structurés de la maniére suivante : Le premier
chapitre présente une revue bibliographique concernant les S. aureuse, la formation de biofilm
par S. aureus, ainsi que des géneralités sur les huiles essentielles (Eucalyptus Globulus,
Eucalyptus Radiata), et leurs mode d‘action. Les deuxiéme et troisiéme chapitres traitent

matériel et méthodes , suivi par les résultats et la discussion correspondante.



Chapitre I: Biofilm de
Staphylococcus aureus



Chapitre | : Généralités sur Staphylococcus aureus

1.Généralité sur les Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus est un pathogéne redoutable qui a su développer des résistances a
chaque nouvel antibiotique introduit depuis un demi-siécle. La plasticité de son génome lui
confere la capacité de s’adapter a toutes les conditions environnementales, et notamment
d’acquérir des génes de résistance aux antibiotiques et de développer des mécanismes de
régulation pour s’adapter a des concentrations croissantes d’antibiotiques. Ainsi, dés 1941
sont apparus les staphylocoques résistants a la pénicilline, grice a 1’acquisition d’une
pénicillinase plasmidique, enzyme dégradant la pénicilline. La résistance a la pénicilline,
initialement restreinte au milieu hospitalier, a tres vite diffusé en milieu communautaire et
concerne actuellement plus de 90 % des souches de S. aureus. Pendant les années 1950 sont
apparues les souches de S. aureus multirésistantes : la résistance a la pénicilline était associée
a la résistance a la streptomycine, a 1’érythromycine, a la tétracycline, au chloramphénicol
ainsi qu’aux sulfamides. L’introduction en 1959 de la méticilline, dérivé semi-synthétique de
la pénicilline, pour le traitement des infections staphylococciques a soulevé un grand espoir.
Mais a peine un an plus tard, les premiéres souches hospitalieres de S. aureus résistantes a la
méticilline (SARM) sont apparues dans un hopital de Grande-Bretagne(Oliveira et al ., 2002)
Le secret de ce pouvoir d’adaptation a été partiellement percé par le séquengage du génome
de S. aureus effectué par les équipes de Baba et d’Hiramatsu (Kuroda et al ., 2001). Le
génome de S. aureus est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure partie du
chromosome contient les génes qui assurent la maintenance de la bactérie. La deuxieme partie
du génome est constituée d’éléments génétiques accessoires et mobiles comme des plasmides,
transposons, prophages ou des ilots de pathogénie portant la plupart des génes associés a des
facteurs de virulence et a la résistance aux antibiotiques (Ito .2003 ; Bukharie .2001 ). Ainsi,
en dehors des mutations spontanées, S. aureus diversifie son génome grace aux échanges de
matériel génétique avec d’autres espéces bactériennes par des phénomenes de transfert
horizontal de genes. Le phénotype de résistance, comme le profil patho génique, semble donc

bien étre déterminé par les combinaisons de ces éléments génétiques accessoires portés par le

chromosome (Lebeaux & Chigo, 2012).

1.Généralités sur les biofilms :

1.1.Définition



Chapitre | : Généralités sur Staphylococcus aureus

Le biofilm correspond a un environnement physiquement structuré L’utilisation de la
microscopie optique, puis confocale, a permis de montrer que le biofilm est composé
d’agrégats de microorganismes, séparés par des espaces libres, dépourvus de bactéries et
parcourus par des courants aqueux ; véritables « canaux », ceux-ci y assurent la circulation de
fluides et permettent a la fois 1’apport de nutriments aux bactéries et 1’élimination de leurs
produits de dégradation (Lawrence et al.,1991). Ainsi, le biofilm n’est-il pas un milieu
homogéne, mais un environnement structuré qui présente souvent une architecture complexe,
trés variable d’un biofilm a I’autre selon les microorganismes qui le composent et les

conditions environnementales ( Stoodley et al., 2001 ; Lewandowski, 1994 ).

La matrice extracellulaire est une caractéristique de nombreux biofilms Le développement de
I’architecture des biofilms bacté- riens est en grande partie lié a la production de la matrice
extracellulaire par les bactéries du biofilm. Cette matrice inclut tous les éléments du biofilm
autre que les microorganismes. Elle est essentiellement composée d’eau (jusqu’a 97 %), de
polymeres polysaccharidiques secrétés par les microorganismes, de produits de dégradation
et de substances provenant du milieu extérieur. Néanmoins, on peut également y trouver
d’autres composants, tels que de I’ADN, de I’ARN et des lipides (Sutheriand, 2001).

Le biofilm est un environnement hétérogéne Le développement tridimensionnel du biofilm
conduit a la création de gradients physico-chimiques. Ainsi, contrairement aux cultures
classiques réalisées en milieux liquides agités, le biofilm n’est pas un environnement
homogene car il présente des zones a teneurs variables en oxygene ou en nutriments, qui
présentent des valeurs de pH différentes. Les régions au centre des agrégats bactériens sont
généralement anaérobies et pauvres en nutriments, alors que celles situées pres des canaux ou
de I’interface entre le biofilm et le liquide sont mieux oxygenées et plus riches en nutriments

(Costerton et al., 1994).

Cette hétérogénéité physico-chimique s’accompagne d’une hétérogénéité métabolique, source
de microenvironnements qui permet la coexistence organisée d’especes bactériennes aux
propriétés metaboliques différentes et souvent complémentaires. Il en résulte une répartition
biologique organisee de nombreux microorganismes dans le biofilm ou peuvent cohabiter
bacté- ries, champignons, algues et protozoaires. Les bactéries du biofilm possedent des
propriétés spécifiques La notion de biofilm recouvre donc des formations biologiques assez
différentes et souvent trés complexes, associant haute densité bactérienne, production de

matrice et croissance sur une surface. De nombreux travaux ont montré que la formation d’un

3
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biofilm induit une expression différentielle des genes, comparée a celle des bactéries
planctoniques (Beloin & Ghigo, 2005 ; Whitele et al., 2001). Il faut également ajouter que
I’ensemble des caractéristiques structurales et physico-chimiques du biofilm confere aux
bactéries qui le composent, des propriétés spécifiques de morphologie, de croissance, de
communication entre les cellules et de résistances aux biocides, distinctes de celles des

bactéries planctoniques.

Le terme de biofilm a été proposé en 1978 pour désigner une communauté de
microorganismes enrobés d’une matrice hydratée, riche en polymeéres extracellulaires, et en
contact avec une surface (Costerton et al ., 1978). Il est a présent associé a de hombreuses
formations microbiennes caractérisées par I’expression de propriétés biologiques originales en
comparaison avec des organismes isolés en suspension (Mc Dougald et al ., 2011 ; Hall
Stoodley et al., 2009 ). A I’échelle de la planéte, les biofilms jouent un réle écologique
majeure (Ramey et al., 2004). En revanche. leur développement a de nombreux effets
négatifs sur les procédures industrielles ainsi qu’en médecine humaine, la formation de
biofilms bactériens et fongiques sur les prothéses et cathéters contribuant au développement
des infections liées aux soins (Kilb et al ., 2003 ; Costerton et al ., 1999) .De nombreux
problemes associés au développement des biofilms en milieu médical, ont pour origine leur
résistance extrémement élevée aux agents antibactériens (antibiotiques et désinfectants). Cette
résistance accrue, multifactorielle, est liée aux conditions de vie dans le biofilm
(hétérogénéité, acces aux nutriments, oxygene etc.physiologiques des micro-organismes et
induisent des mécanismes de résistance spécifiques qui s’ajoutent aux mécanismes de
résistance connus. La résistance élevée des biofilms aux agents antibactériens pourrait
¢galement reposer sur la présence d’une subpopulation de bactéries résistantes, capables de
résister a de fortes concentrations d’ antibiotiques (Lewis. 2005). Ainsi, alors que les progres
de la médecine moderne permettent de lutter efficacement contre de nombreuses maladies
infectieuses, celles qui sont liées a la présence de biofilms, échappent largement a ce type de
traitements. Les antibiotiques sont en effet trés peu efficaces contre les biofilms et les
symptomes peuvent réapparaitre une fois le traitement fini. De nombreux antibiotiques,
comme les [Ip-lactamines, sont plus efficaces sur les bactéries se multipliant activement.
L’acces limité aux nutriments, la faible concentration en oxygene et le pH ¢élevé des couches
profondes du biofilm induisent un ralentissement de la croissance bactérienne qui pourrait

diminuer I’activité des agents antibactériens ( Hall-Stoodley et al ., 2009 ; Davies . 2003 )
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1.2. Les étapes de formation des biofilms :

La formation et la survie d'un biofilm se font par attachement/détachement, croissance et
maturation (Brigand et al., 2020;0'Toole, 2003 ), lI'attachement dépendant de nombreux
facteurs pour un développement réussi (O'Toole, 2003). Les biofilms ont besoin d'un flux
constant de nutriments a I'intérieur du biofilm et de déchets a I'extérieur du biofilm. En outre,

une communication efficace au sein du biofilm est nécessaire.

Pour terminer le cycle, le détachement des cellules est nécessaire pour commencer un
nouveau cycle. Les biofilms contiennent souvent un mélange d’espéces (Kommerein et al.,
2018) qui nécessite un Quorum sensing, une coopération métabolique et des interactions
compétitives ou synergiques (Elias & Banin, 2012). Les étapes de la formation d'un biofilm

sont decrites (voir figure 01) .
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Figure 01: Les étapes de la formation d'un biofilm (Khaled A . El Tarabily et al., 2021)
1.1.2. Croissance et maturation
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Le début de la croissance du biofilm nécessite une augmentation du QS, le développement de
microcolonies et la formation d'une couverture polymérique extra cellulaire, conduisant & une
structure 3D d'amas cellulaire (Toyofuku et al., 2016). Les microcolonies se développent a
mesure que les cellules se répliquent par division cellulaire (Toyofuku et al., 2016) et
génerent des composants extra  cellulaires, formant un revétement de
glycoprotéine/glycolipide, a la suite de l'interaction avec l’interaction avec les matériaux
organiques et inorganiques environnants (Kimera et al., 2020;Dunne, 2002). La matrice exo-

polysaccharide (EPS), semblable a un gel, a une forte teneur en eau.

L'une des fonctions de I'EPS est de protéger les cellules microbiennes de la dessiccation
(Carpentier & Cerf, 1993). Les bio polymeres de I'EPS se composent de glycoprotéines, de
protéines, de polysaccharides, d'’ADN Extra cellulaire et de glycolipides (Flemming et al.,
2007), avec des canaux pour le transport des nutriments et de I'eau, et I'élimination des
déchets (Arunasri & Mohan, 2019). Un doublement de la masse d’EPS se produit souvent a
I’approche de la maturation (Jiao et al.,2010) mais dépend de la souche bactérienne et des

facteurs environnementaux (Kimera et al., 2020 ; Harmsen et al., 2010).

Pour que la formation d'un biofilm soit réussie, il faut un emplacement approprié, des
organismes essentiels et une concentration suffisante de nutriments. La structure d'un biofilm
mature peut constituer une couche homogéne, des micro-colonies dispersées ou des amas de
cellules saillantes (Reisner et al., 2003). A une densité critique, la libération de signaux
chimiques (autoinducteurs) reconnus par les récepteurs de la cellule se produit. Ces auto-
inducteurs sont considérés comme des antibiotiques, des sidérophores ou des déchets (Hense
& Schuster, 2015). Les molécules autoinductrices trouvées dans les bactéries comprennent
les autoinducteurs oligopeptidiques, les acyl- homosérine lactones et I'autoinducteur-2 (Al-2 ;
diester de borate furanosyl) (Hense & Schuster, 2015). Lorsque les autoinducteurs atteignent
un niveau critique, les cellules bactériennes réagissent en exprimant ou en représentant les
genes cibles (Butt & Khan, 2015.) Le biofilm peut bénéficier de I'expression des génes en
augmentant la virulence, en favorisant le transfert génétique, en régulant a la hausse la
production d'EPS et les pompes d'eflux, et en contribuant a la résistance aux facteurs de stress
(Butt & khan, 2015; Cortés et al., 2011 ). Lors de la maturation du biofilm, la mort
cellulaire survient en raison d'un manque de nutriments, de fluctuations du pH, d'une privation

d'oxygéne ou d'un empoisonnement di a I'accumulation de déchets (Dunne, 2002.)
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1.1.3. Détachement et dispersion :

Le détachement et la dispersion des biofilms se produisent si les composés de synthese de la
matrice du biofilm cessent, activant la dégradation de la matrice du biofilm et perturbant les
liens covalents entre les composants de la matrice (Solano et al., 2014). La dispersion, le
détachement ou la désorption sont des moyens par lesquels les bactéries peuvent quitter
activement ou passivement un biofilm (Davies,2011). Les cellules bactériennes s'échappent
activement et sont influencées par des forces externes, notamment la prédation, le cisaillement
des fluides et l'intervention humaine (Kaplan,2010), y compris l'abrasion et I'érosion
(Petrova et al., 2016). Ces types de mécanismes de fuite sont généralement induits par des
pressions de sélection bactérienne et une stratégie de survie établie (Kimera et al.,
2020 ;Davies, 2011). Lorsque la masse critique est atteinte, la couche externe du biofilm
connait un équilibre dynamique et des cellules planctoniques sont générées (Dunne, 2002).
La libération des cellules des couches externes d'un biofilm est une méthode standard de
détachement, mais I'évasion se produit également a l'intérieur du biofilm par dispersion
(Davies,2011). Les cellules se déplacent librement vers la surface de la colonie et le cycle se
répéte (Dunne, 2002).

2. La tolérance du biofilm :

La couche sécrétée pendant la maturation est la principale cause de la tolérance du biofilm
aux antimicrobiens (Butt & Khan, 2015). L'EPS protege le biofilm et empéche ou retarde
I'infiltration des anti microbiens (Butt & Khan, 2015). La croissance lente du biofilm peut
également réduire la pénétration des agents antimicrobiens (Mah & O'Toole, 2001). La
limitation des nutriments entraine une réduction du taux de croissance, ce qui accroit la phase
stationnaire (Evans et al., 1991). Une croissance lente se produit dans les sections plus denses
du biofilm, tandis qu'un taux de croissance plus rapide se produit lorsque les bactéries sont
exposées au milieu en vrac (Wentland et al., 1996). Les cellules plus profondes a croissance
lente existent dans un état viable ou elles deviennent tolérantes aux antibiotiques (Williamson
et al., 2012). La réponse générale au stress du biofilm peut egalement accroitre la résistance
(Williamson et al., 2012).

3. La lutte contre la résistance aux agents antimicrobiens :
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Dans les années 1990, certains pays ont cherché a remettre en cause la menace de la RAM
(Harbarth et al., 2015), mais d'autres pays ont récemment relevé le défi. Les Etats-Unis se
sont engageés a investir 1,2 milliard de dollars dans la lutte contre la RAM, doublant presque
leur financement en 2015 (Maison Blanche d'Obama, 2015). Les stratégies anti-AMR du
Royaume-Uni ont débuté en 2000 (Mayor,2019) et font appel a I'expert économique
(O'Neill.2014) a suggéré que dix interventions étaient nécessaires immédiatement pour
atténuer la RAM. Les suggestions portent sur I'amélioration de la sensibilisation a la RAM
dans le monde entier en utilisant des programmes et des campagnes, en se concentrant sur
I'amélioration de I'assainissement et de I'hygiene, en augmentant la surveillance de la
consommation d'antimicrobiens et de la résistance, en encourageant et en soutenant les
chercheurs en maladies infectieuses, en investissant dans de nouveaux médicaments, en
améliorant les médicaments existants et en augmentant le financement de la recherche non
commerciale (O'Neill. 2014). Ces efforts doivent étre entrepris parallelement a une réduction
de l'utilisation des antimicrobiens dans I'agriculture, a un effort de recherche renouvelé pour
les technologies de diagnostic rapide, les vaccins et d'autres alternatives aux antibiotiques, et a
la création d'une alliance mondiale (O'Neill. 2014). La derniére stratégie britannique de lutte
contre la RAM n'a fait état que d'une réduction de 7 % de la consommation humaine
d'antibiotiques, mais d'une réduction de 40 % de I'utilisation d'antibiotiques dans I'agriculture
au cours de la période 2013-2018 (HM Government. 2019). Au cours de cette période, ils
ont observé une augmentation de 35 % des infections sanguines dues a des bactéries
résistantes (Courtenay et al., 2019) une étude se concentre sur la recherche de nouveaux
médicaments antimicrobiens. Les antimicrobiens alternatifs comprennent [l'utilisation de
composants naturels dérivés d'animaux (lysozymes, chitineuse et lactoflavine), de plantes
(lectines, phénoliques, HE et polyéthylene) et d'autres substances de champignons, d'algues
et de bactéries (reutérine et bactérienne) (Gyawali& Ibrahim, 2014; Cowan. 1999). Les
médicaments a base d'anticorps ou les prébiotiques et probiotiques qui ciblent la
communication des communautés bactériennes sont des alternatives potentielles (Harbarth et
al., 2015). Les nouvelles approches récentes comprennent le séquencage des génomes des
procaryotes (Tracanna et al., 2017), l'utilisation de nanoparticules a base de métaux, de
polymeres et de lipides (Lakshminarayanan et al., 2018) et d'antibiotiques a base de
peptides (Roshan et al., 2018), les anhydrides de silice et la combinaison d'antibiotiques

(Mosselhy et al., 2018), ainsi que des techniques revitalisées basées sur la photothérapie
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(Kortright et al., 2019). D'autres tactiques de lutte contre les biofilms bactériens
comprennent la prévention de la contamination, la minimisation de [I'attachement, la

pénétration chimique ou mécanique des biofilms et I'éradication des cellules (Donlan. 2002).
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Chapitre Il : Huiles
essentielles

4.Les huiles essentielles :

Les HE sont des extraits végétaux naturels de pétales, de graines, de feuilles, de tiges ou de
racines ( Ragno et al.,2020; Butnarin & Sarac, 2018 ; Abd El-Hack et al., 2016).
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L 'utilisation d'extraits d'huiles végétales sont documentées depuis des milliers d'années (Al-
Shuneigat et al.,2020 ;Baser & Buchbauer, 2015). Les anciens Egyptiens (~ 4500 BCE)
utilisaient des extraits d'huile végétale a des fins thérapeutiques et des documents attestent de
l'utilisation de la phytothérapie par les Chinois (~ 3000 BCE) (Boire et al., 2013). Le
processus de distillation des produits végétaux (qunita essentia) a été nomme et décrit par von
Hohenheim, un alchimiste suisse du XVle siecle (Nazzaro et al ., 2017;Guenther, 2013).
Cela a ouvert la voie a l'utilisation généralisée et a la production commerciale des HE. Depuis
le XXe siecle, plus de 100 pays produisent des HE ( Charabia et al., 2020 ; Govindasamy et
al., 2013). Actuellement, environ 300 des 3 000 HE connues sont utilisées dans le commerce
(Ghabraie et al., 2016). Dans le secteur industriel, les huiles les plus couramment utilisées
sont le citron, la menthe poivrée, la citronnelle, I'Eucalyptus, la menthe et l'orange. Pour
I'usage domestique, les huiles d'arbre a thé, de menthe poivrée, de camomille, de lavande, de
romarin, d'orange, de citron, de rose, d'Eucalyptus, de jasmin, de géranium, de bois de santal

et d'encens sont les plus populaires (Barbieri & Borsotto, 2018).

Figure 02: la plante d’Eucalptus.
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Fresh or dried parts of aromatic plants
(Flowers, buds, wood, bark, leaves, seeds, stems, twigs, fruits)
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Figure 03 : Principals processus d'extraction des huiles essentielles des parties aromatiques

des plantes
4.1.L.es HE comme antimicrobiens :

Les HE possédent des propriétés anti-plasmodiales, antifongiques et antibactériennes
(Utchariyakiat et al., 2016). Elles font partie des produits naturels les plus efficaces pour
lutter contre les infections fongiques (Nazzaro et al., 2017). L'activité antifongique de
certaines HE est similaire a celle des fongicides synthétiques (Zabka et al., 2014). La revue
de (Whiley et al., 2018) sur les propriétés antifongiques des HE rapporte que le clou de
girofle, le thym, l'arbre a thé, l'origan et les huiles d'agrumes sont les agents les plus
recherchés. Elles sont tres efficaces contre certains virus, et les mélanges d'HE sont efficaces
contre les virus de la grippe et de I'herpés sim- plexe 1 (Brochot et al., 2017), tandis que les
HE d'anis étoilé sont trés efficaces contre le virus de I'herpés simplex 1 (Astani et al., 2011).
En outre, les HE ont une action puissante contre les bactéries Gram-positives et négatives
dans des conditions sessiles et mobiles (Ragno et al., 2020 ; Millezi et al., 2016 ). Sur les 53

HE examinées, toutes ont montreé une activité contre les bacteries et les levures pathogénes
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telles que Bacillus subtilis, Escherichia coli, P. aeruginosa, S. aureus et Candida albicans
( Swelum et al.,2021 ; Janssen et al., 1986 ). L'utilisation in vitro des HE de souci pour le
traitement du cancer n'a montré aucune cytotoxicité dans les lignées cellulaires tumorales
(Oliveira et al., 2017 ). Des proprités antimicrobiennes efficaces, a partir de 0,02 % d'HE,
ont été notées contre E. coli par le thym, le clou de girofle, le myrte citronné, le laurier, la
citronnelle, la cannelle, I'arbre a thé, I'origan et le bois de rose (Nazzaro et al., 2019). Une
évaluation in vivo aprés 14 jours d'utilisation d'un bain de bouche contenant des HE a permis
de réduire de maniére significative les pathogénes bactériens buccaux, notamment
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis et Veillonella spp. (Fine et al., 2007).
Le synergisme des HE combinées aux antibiotiques peut prévenir la transmission de la RAM
(Mulani et al., 2019), avec des activités antibiofilm ( Artini et al ., 2018 ; Kuhn et al .,
2019 )En raison de la volatilitt des HE, la phase vapeur posséde des propriétés
antimicrobiennes potentielles. Les premieres études portant sur 133 HE ont montré que la
vapeur de casse, de cannelle, de laurier-cerise, d'origan et de thym inhibait une large gamme
de bactéries (Maruzzella & Sicurella, 1960). Plus récemment, les vapeurs d'HE ont été
utilisées pour éradiquer les bactéries responsables de la pneumonie (Houdkova et al., 2018),
inhiber les moisissures dans les produits alimentaires (Ji et al., 2019) et combattre les
bactéries formant un biofilm (Benzaid et al., 2019). Les HE et leurs composants sont des
agents antimicrobiens efficaces contre E. coli O157:H7 avec un contact> de 5 minutes
(Friedman et al.,2004), et les HE de Zanthoxylum limonella étaient tres efficaces contre E.
coli avec> un temps de contact de 3 minutes (Tangjitjaroenkun et al., 2012 ; Mayaud et
al.,2008) ont mis en évidence un temps de contact de> 5 mins d'HE permettant une inhibition

contre diverses bactéries.



Chapitre 111 : Matériel et méthodes

Materiel et méthodes



Chapitre 111 : Matériel et méthodes

1.0rigine des souches

L'étude a porté sur cing isolats de S. aureus résistantes a la méthicilline (MRSA). Tous les

isolats proviennent d'une collection d'isolats de staphylocoques (Achek et al., 2020).

Les isolats ont été préleves sur différents échantillons (écouvillon nasal humain, échantillons a
partir du matériel). Les souches d’origine nasal ont été ont été isolées a partir d'écouvillons
nasaux prélevés sur des personnes travaillant dans des fermes d'élevage ou en contact étroit
avec des animaux, telles que des ouvriers et des vetérinaires. Tous les ont été effectués dans la
région de Médéa et d'Ain Defla.

Les souches bactériennes ont été identifieces a l'aide de la spectrométrie de masse par
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI-TOF MS), selon la procédure décrite
précédemment (Bizzini & Greub, 2010).

2. Revivification et veérification de la pureté des souches :

Nous étions a la disposition d’utiliser & usage expérimental cing souches lyophilisées. La
revivification des cinqg souches lyophilisées, la revivification a été effectuée tout d’abord dans
le milieu BHIB et incubées a 37°C pendant 72h. Apres incubation, les souches ont été
ensemencées dans le milieu Baird Parker et incubées a 37°C pendant 72h. La vérification de
la pureté des souches a été réalisé sur gélose Chapman qui est un milieu sélectif pour les
Staphylocoques, sa teneur élevée en chlorure de sodium limite le développement de certains
germes autres que Staphylococcus. Les micro-organismes fermentant le mannitol donnent
des colonies jaunes. Ce caractere est un critere d’orientation pour [’identification
de Staphylococcus aureus (Leyral & Vierling, 2007).La purification consiste a réaliser des
repiquages successifs sur gélose Chapman avec incubation a 37°C pendant 24 a 48h, jusqu’a
I’obtention des colonies de méme taille, méme forme et méme couleur renseignent sur la

pureté des souches.
3.Extraction des huiles essentielles :

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée sur les feuilles et les rameaux d‘Eucalyptus
radiata, Eucalyptus globulus a la distillerie de laboratoire d‘analyse des produits agricoles
située a Bordj Bou Arreridj utilisant la technique de distillation a la vapeur. L'unité de
distillation se composait d'une chaudiére a vapeur (acier inoxydable Smir 304) séparée de

I'alambic, d'une cuve contenant les plantes a distiller, d'un condenseur avec refroidisseur et
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d'un séparateur d'essences pour récupérer les produits de distillation (HE et hydrolat) pendant
2h et 6h, respectivement pour l‘eucalyptus et le genévrier. La durée de la distillation a été
prolongée pour permettre la collecte compléte des molécules aromatiques & des pressions
variant entre 0,05 et 0,10 barres. C'est la méthode la plus couramment utilisée pour extraire
les molécules volatiles des plantes aromatiques (Baser & Buchbauer, 2015). La matiere
végétale est restée séparée de 1‘eau ; au lieu de cela, la vapeur générée par une chaudicre a
traversé la matiére végétale de bas en haut, provoquant la rupture des cellules et entrainant les
molécules volatiles avec elle. L'importance de cette technique réside dans son évitement des
solvants, ce qui donne des HE purs, sans résidus de solvants potentiellement nocifs. De plus,
la distillation & la vapeur d'eau préserve les propriétés aromatiques et thérapeutiques des
plantes puisqu'elle utilise uniquement de la vapeur d'eau pour extraire les composeés volatils.
Cela en fait une méthode respectueuse de I'environnement et sdre pour une utilisation dans
diverses applications, y compris lI'aromathérapie, les cosmétiques et la parfumerie (Launay
& Bruneton, 2016).

3. Evaluation de I'activité antibactérienne par la technique de diffusion sur disques :

L'activité antimicrobienne de I'HE a été évaluée a l'aide de la méthode de diffusion sur disque
d'agar .Ce test permet d'évaluer la capacité inhibitrice de I'huile essentielle en déterminant le
diamétre d'inhibition autour d'un disque chargé de cette derniére (Burt et al., 2004).

3.1. Procédure d'opération.

Les souches de S. aureus ont été transférees sur milieu BHIB puis incubées a 37°C pendant
18 a 24 heures pour produire des colonies jeunes. Dans des boites de culture, un milieu gélose
Mueller Hinton (MH) (Conda, Espagne) a été soigneusement préparé en coulant 20 mL par
boite.Apres standardisation de la suspension bactérienne (DO ajustée entre 0,08 et 0,1 a 600
nm), un écouvillon stérile a été imprégné de la suspension bactérienne et réparti sur la gélose
a trois reprises, en faisant pivoter la boite d'environ 60° apres chaque application pour assurer
une distribution uniforme de I'inoculum. Des disques stériles ont été imprégnés avec 10 pl
d'huile essentielle , puis disposés sur la gélose Mueller-Hinton (MH) inoculée (1 disques par
boite) .puis placées en incubation a 37 °C pour une durée de 24 heures. Trois répétitions ont
été effectuées pour chaque tentative. Suite a I'incubation, on évalue I'activité antimicrobienne
des huiles essentielles en jaugeant avec précision le diametre de la zone d'inhibition créée

autour de chaque disque, conformément aux directives de (Clinical, 2023).
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4.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des huiles essentielles

La CMI est décrite comme la concentration minimale d'huile essentielle capable de freiner la
prolifération bactérienne (Skandamis & Nychas., 2001). L'évaluation des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles de 1’Eucalyptus radiata, et Eucalyptus
globulus a été realisée a l'aide de la technique de dilution en milieu liquide sur des

microplaques en polystyréne a 96 puits, selon la méthode décrite par ( Zatout et al., 2022).
4.1. Procédure d'opération :

L'étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque huile essentielle a été
réalisée en utilisant la technique de dilution en micropuits. Chaque puits a recu une
inoculation de 100 ul de bouillon de BHIB 2% glucose. Puis, pour chaque HE, 100ul ont été
combinés avec 100ul de bouillon de Muller-Hinton placés dans une cavité afin d'obtenir une
dilution de 1/2. Ces dilutions ont été poursuivies jusqu'au puits final (10 puits). Pour finir, on
a introduit 100 pul de chaque inoculum dans chaque puits pour atteindre un volume final de
200 pl. La plaque a été scellée et incubée a une température de 37°C pendant une durée de
24 heures. Tous les tests ont inclus des contrbles, négatifs , utilisant respectivement du

bouillon de Muller Hinton.

L'interprétation des résultats est réalisée a l'ceil nu en observant le changement de turbidité
dans les puits apres incubation et en faisant une comparaison avec le témoin positif (puit 11).
La CMI a été déterminée comme étant la concentration minimale d'huiles essentielles qui

n'entraine aucune croissance visible des isolats de S. aureus.
5. Détachement des biofilm de Staphylococcus aureus sur acier inoxydable:

L'objectif de cette partie de I'étude était d'évaluer la capacité des isolats de S. aureus a former
des biofilms sur des surfaces en acier inoxydable, d'évaluer l'efficacité des d’Ecalyptus
radiata et Ecalyptus globulus pour détacher les cellules de S. aureus adhérant a ces surfaces.
La formation de biofilm sur des coupons d'acier inoxydable a été testée. En outre, I'efficacité
de (Marques et al., 2007).

5.1. Préparation des surfaces en acier inoxydable :

Les surfaces en acier inoxydable étudiées étaient de 10x50mm. La technique de nettoyage et

de stérilisation des coupons est basée sur la méthode modifiée et développée par Rassoni et
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Gaylarde (Rossoni et Gaylarde, 2000). Les coupons ont été soumis a un processus de
nettoyage et de stérilisation. Tout d'abord, chaque coupon a été nettoye individuellement avec
de l'acétone pure. lls ont ensuite été immergés dans un détergent neutre pendant une heure.
Ensuite, les coupons ont été rincés avec de I'eau distillée stérile pour garantir une grande
propreté, les coupons ont été nettoyés avec de I'alcool a 70 %. En outre, les puces ont subi un
lavage supplémentaire a I'eau distillée stérile et ont été séchées pendant deux heures & 60°C.
Enfin, les puces ont été stérilisées dans un autoclave a 121 °C pendant 35 minutes

5.2. Formation du biofilm :

Les souches de S. aureus sont d’abord revivifiées sur un bouillon BHIB (Brain Heart
Infusion) enrichi de glucose (2 %) pour stimuler la production de polysaccharides
extracellulaires. Apres standardisation de la suspension bactérienne (DO ajustée entre 0,08 et
0,1 a 600 nm), des lames d’acier inoxydables ont été immergées dans des tubes a essai et
incubés a 37 °C pendant 24 heures pour permettre la formation du biofilm. Aprés incubation,
les coupons ont été retirées des tubes et lavées a I'aide d'une solution saline stérile de tampon

phosphate (PBS) stérile d'un pH de 7,4 pour éliminer toutes les cellules non adhérentes.
5.3. Dénombrement des cellules adhérentes viables :
Apres 24h d’incubation, le nombre de cellules a été¢ compté selon la méthode suivante :

(i) les coupons en acier inoxydable ont été rincés avec de l'eau distillée stérile avant d'étre

placés dans des tubes en verre contenant 5 mL de tampon PBS contenant 0,5 % de Tween 80 ;

(ii) les coupons ont été vortexés pendant 30 s puis soniqués (70 W, 47 kHz, Wise Clean)
pendant 2,5 min ; (iii) les cellules détachées ont été comptées par ensemencement sur la

gélose nutritive aprés 24 h d'incubation a 30°C (Faille et al ., 2013).
5.4. Traitement des biofilms Staphylococcus aureus avec des huiles essentielles :

Pour déterminer les effets d’Eucalyptus radiata et Eucalyptus globulus, les coupons en acier
inoxydable ont été plonges dans 5 ml de suspension dans une solution contenant de I'huile
essentiel a des concentrations minimales inhibitrices (CMI), 2xCMI, 3xCMI, 4xCMI et
5XCMI a température ambiante (37 = 1°C) pendant 24 h. Ensuite, les coupons ont été

transférés dans 5 ml de solution neutralisante (3 % de polysorbate 80 v/v, 3 % de saponine
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wi/v, 0,3 % de lécithine w/v) pendant 2 min. La réduction logarithmique (LR) a été estimée a
I'aide de I'équation suivante :

LR =1log (N/NO) = (log N) - (log NO) ;

Ou NO sont les cellules adhérentes initiales et N les spores adhérentes viables restantes apres
la désinfection (UFC/mL) aux temps t et zéro, respectivement (Shahbazi, 2020).



Résultats et discussions



1.Revivification et vérification de la pureté des souches

Sur Gélose Chapman, les colonies présentant 1’aspect macroscopique caractéristiques du
genre Staphylococcus ont été prélevées, le développement bactérien sur le milieu de Chapman
ne constitue qu’une indication. Sur ce milieu, les colonies de Staphylococcus apparaissent
souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté,
si non les colonies sont de couleur blanche. Les colonies sont arrondies a bords régulier de 1

a2mm de diamétre.

L’analyse (GC-MS) est une technique qui permet d’identifier et de quantifier les composants
chimiques des huiles essentielles, combinant la chromatographie en phase gazeuse et la
spectrométrie de masse pour une analyse précise et fiable (Bakkali et al., 2008). Pour les
huiles d’Eucalyptus radiata et d’Eucalyptus globulus, cette analyse vise a déterminer leur
composition exacte afin de mieux comprendre leurs propriétés thérapeutiques (Dorman &
Deans, 2000). L’Eucalyptus radiata est riche en 1,8-cinéol (66,43 %) et contient des
composés comme [’alpha-pinéne et 1’alpha-terpinéol , tandis que 1’Eucalyptus globulus
présente une composition plus variée avec une quantité moindre de 1,8-cinéol (5,95 %) et une
forte présence de globulol (18,6 %) et de para-cymeéne . Cette caractérisation chimique permet
d’adapter leur usage en fonction de leurs effets spécifiques, notamment leurs propriétés
antimicrobiennes et expectorantes (Juergens, 2014). les tableaux ci-dessous présentent les
résultats de la GC-MS.

Tableau 01 : principaux composant d’huille essentielle d’Eucalyptus radiata

Composants %
Alpha-Pinéne 2,12:0,01
Camphéne 0,16:0,01
Sabineéne 1,59:0,05
Beta-Pinéne 4,10:0,02
Myrcéne 1,25:0,01
Alpha-Phellandréne 0,19:0,01
Para-Cymene 0,40+0,01




Limonéne 2,45:0,04
Beta-phellandréne 2,01:0,01
1,8-Cinéol 66,43:0,17
Gamma-Terpinene 0,12+0,01
Terpinoléne 0,08:0,02
Linalol 1,0240,03
Camphre 2,75:0,06
Bornéol 0,59:0,01
Terpinen-4-ol 0,49+0,01
Alpha-Terpinéol 2,3040,14
Geraniol 0,240,01

Le tableau 01 présente la composition chimique détaillée d’Eucalyptus radiata, caractérisee
par une prédominance marquée du 1,8-cinéole (66,43 £ 0,17 %), principal composé bioactif
reconnu pour ses propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires et expectorantes (Bakkali
et al., 2008; Dorman & Deans, 2000). Parmi les monoterpénes majeurs, on note la présence
de beta-pinéne (4,10 £ 0,02 %)limonene (2,45 + 0,04 %) et alpha-pinéne (2,12 + 0,01 %),
composes connus pour leurs activités antimicrobiennes et antifongiques, ainsi que pour leur
contribution a I’ardme caractéristique de 1’huile ( Miguel, 2010 ; Lis-Balchin, 2002). Le
camphre (2,75 + 0,06 %) et I’alpha-terpinéol (2,30 + 0,14 %), présents en quantités modérées,
apportent des effets supplémentaires, notamment des propriétés antiseptiques et relaxantes
musculaires (Cavanagh & Wilkinson, 2002). Les composés minoritaires tels que le sabinéne
(1,59 + 0,05 %), le myrceéne (1,25 + 0,01 %), le linalol (1,02 + 0,03 %) et le terpinen-4-ol
(0,49 £ 0,01 %), bien que présents en faibles proportions, participenta la synergie globale de
I’huile, renforgant son efficacité antimicrobienne et son profil aromatique (Burt, 2004;
Hammer et al., 1999). La diversité des monoterpénes et sesquiterpénes mineurs observée est
typique des huiles essentielles d’Eucalyptus et contribue a leur large spectre d’activité
biologique (Silva et al., 2012). En résumé, cette composition chimique, dominée par le 1,8-

cinéole et enrichie par un ensemble de monoterpenes et sesquiterpenes, confirme la qualité et



le potentiel thérapeutique de I’huile essenticlle analysée, en accord avec la littérature

scientifique et les standards pharmaceutiques (Bakkali et al., 2008).

L'analyse chimique de I'huile essentielle extraite des feuilles fraiches d'Eucalyptus radiata en
Afrique du Sud, menée par Mahumane et al.(2016) via GC/MS, a permis de détecter 26
composants, parmi lesquels le 1,8-cinéole (66,3%) et l'alpha-Terpinéol (14,4%) étaient les
plus significatifs. Dans 1’étude Mahumane et al.(2016) , la concentration en limonene (6,3%)
était nettement plus élevée comparée a celle de notre étude (2,45% )Une autre recherche
réalisée par Bendaoud. (2009), portant sur l'analyse chimique par GC/FID et GC/MS des
feuilles fraiches d'Eucalyptus radiata en Tunisie, a permis d'identifier 35 composés volatiles,
dont le principal est le 1,8-cinéole représentant 69,53%, ces résultats sont en corcordance avec

nos résultats(66,43%).

L’étude de Bendaoud et al. (2009) met en avant la présence d’a-pinene, de trans-pinocarvéol
et de PB-sélinene dans leur huile essentielle, des composés identifiés a des concentration
relativement élevées, alors qui’ils sont absents ou trés faiblement représentés dans notre
analyse. Ces différences peuvent s’expliquer par des variations naturelles liées au chémotype,
a Dorigine géographique ou aux techniques d’extraction utilisées. Ces molécules sont
reconnues pour leurs effets antimicrobiens, anti-inflammatoires et antioxydants (Miguel, 2010
; Bakkali et al., 2008 ; Silva et al., 2003), et leur absence pourrait légérement modifier le
profil thérapeutique de notre huile, notamment en ce qui concerne son activité

antimicrobienne secondaire, sans pour autant diminuer son efficacité globale.

Tableau 02: principaux composants d’huille essentielle d’Eucalyptus globulus.

Composants Moy
Isovaléraldehyde ND
-Thujéne 0,30
Cv - pinéne 0,92
Sabinéne 0,53
B -pinene 0,51
B -Myrcene 1,39
-Terpinene 0,08




Para-Cymeéne 8,60
Limonéne 4,15

B -phellandrene 7,06
1,8-Cinéol 5,95
Trans-4-Thujanol 0,15
Terpinoléne 0,20
Linalol 2,65
Cis-4-Thujanol 0,11
Iovalérianate d’isoamyle ND
Trans-pinocarvéol 0,10
Terpinén-4-ol 6,70
-Terpinéol 3,33
Acétate d’ --Terpenyle ND
Aromadendrene ND
Globulol 18,60
Inconnu 1 6,20
Inconnu 2 3,10

La composition chimique de cette huile essentielle d 'Eucalyptus golobulus est dominée par le
globulol (18,60 %), un sesquiterpénol reconnu pour ses propriétés antimicrobiennes et anti-
inflammatoires (Bakkali et al., 2008). Le para-cyméne (8,60 %) et le B-phellandréne (7,06 %),
monoterpeénes aromatiques, contribuent significativement a I’ardme et possédent une activité
antimicrobienne notable (Burt, 2004). Le terpinen-4-ol (6,70 %), connu pour son efficacité
antibactérienne et antivirale, est également présent en quantité importante (Bakkali et al.,
2008). Le 1,8-cinéol (5,95 %), bien que moins abondant que dans certaines huiles
d’Eucalyptus, reste un compose clé aux effets expectorants et antimicrobiens (Silva et al.,
2012). Deux composeés inconnus représentent ensemble 9,30 % (6,20 % et 3,10 %), suggérant

la présence de molécules spécifiques pouvant renforcer la synergie bioactive de I’huile (Silva



et al., 2012). Parmi les autres monoterpénes, le limonéne (4,15 %), le linalol (2,65 %), le B-
myrcene (1,39 %), le sabinéne (0,53 %) et le B-pinéne (0,51 %) apportent des propriétés
antimicrobiennes, antifongiques et anti-inflammatoires complémentaires (Miguel, 2010 ; Lis-
Balchin, 2002). Les traces de thujene (0,30 %), trans-pinocarvéol (0,10 %), terpinolene
(0,20 %) et thujanols (cis-4-thujanol 0,11 % et trans-4-thujanol 0,15 %) participent a la
richesse aromatique et a la complexité chimique ). L’absence de composés comme
I’isovaléraldéhyde et ’acétate d’a-terpenyle (ND) indique une spécificité chimique propre a
cette huile, possiblement liée a son origine géographique ou a son mode d’extraction ) . En
résumeé cette huile essentielle, caractérisée par une forte teneur en globulol et une diversité de
monoterpenes oxygenés, présente un profil chimique qui confére un large spectre d’activités
thérapeutiques, notamment antimicrobiennes et anti-inflammatoires, en accord avec les
données scientifiques et pharmaceutiques sur les huiles d’Eucalyptus globulus ( Silva et al.,
2012 ; Bakkali et al., 2008; Burt, 2004).

Dans leurs recherches de 2011 sur l'huile essentielle des parties aériennes seéchées
d'Eucalyptus globulus au Maroc a l'aide de la GC-MS, Ait-Ouazzou et ses collaborateurs ont
identifié un total de 18 composés, avec une prédominance notable du 1,8-cinéole (79,85%)
ainsi que du Limonéne et du p-Cymeéne (6,72% et 5,14%, respectivement). Cependant, on
note la présence de l'alpha-Pinene en tant que composant mineur (0,70%) et l'absence de
Globulol et de cis-beta-Ociméne (Ait-Ouazzou et al., 2011).

2 .Effet des huiles essentielles sur S. aureus

On détermine lactivité antibactérienne des huiles essentielles d'Eucalyptus radia-
ta ,Eucalyptus globulus en mesurant les zones d'inhibition autour des disques. Toutes les
valeurs sont présentées comme la moyenne de trois essais + écart type, et les résultats se

trouvent dans le tableau 03.



Tableau 03: Résultats des diamétres des zones d’inhibitions en mm des 1’huiles essentielles

Eucalyptus Radiata et Eucalyptus Globulus.

Souche Eucalyptus Radiata Eucalyptus Globulus.
SA M 38 22,331,15 19,33+2,08

SAM 33 19,33+1.53 26,66+2,89

SA M 40 23,66+4,16 250

SAMO 1943 20,336,11

SAN 17 20 +0 20,6615,13

Les figures 04 et 05 ci-dessous présentent les résultats de [’activité antibactérienne
d’Eucalyptus radiata et Eucalyptus globulus sur les Staphylococcus aureus résistants a la
méthyceline.

Figure 04 : la zone d‘inhibition aprés traitement par 1” huiles essentielle 1’Eucalyptus radiata



Figure 05: la zone d‘inhibition apreés traitement par 1’ huiles essentielle 1’Eucalyptu globulus

Les résultats obtenus montrent que 1’efficacité des huiles essentielles d 'Eucalyptus radiata et
d’Eucalyptus globulus varie selon la souche de Staphylococcus aureus testée, ce qui confirme
I’importance de la variabilité bactérienne dans la réponse aux huiles essentielles (Sokovic et
al., 2010). Pour la souche SA M 38, E. radiata présente une zone d’inhibition plus large
(22,33 = 1,15 mm) que E. globulus (19,33 + 2,08 mm), ce qui pourrait s’expliquer par la
présence de composés actifs spécifiques ou par une synergie entre les constituants de I’huile,
comme le suggérent (Bachir & Benali ,2012). A I’inverse, pour la souche SA M 33, E.
globulus montre une activité nettement supérieure (26,66 + 2,89 mm contre 19,33 £ 1,53 mm
pour E. radiata), ce qui rejoint les travaux de (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013) qui
mettent en avant la forte activité du 1,8-cinéole, dans E. globulus, contre certaines souches de
S. aureus. Pour la souche SA M 40, les deux huiles présentent des activités similaires (23,66 +
4,16 mm pour E. radiata et 25 £ 0 mm pour E. globulus), ce qui pourrait indiquer une
sensibilité intrinseéque de cette souche a I’ensemble des composés volatils présents dans les
deux huiles (Burt, 2004). Concernant la souche SA M 9, E. globulus reste l1égérement plus
efficace (20,33 £ 6,11 mm contre 19 + 3 mm pour E. radiata), bien que la variabilité des
résultats soit plus marquée, ce qui pourrait étre lié a la méthode de diffusion sur disque,
connue pour sous-estimer 1’activité réelle des huiles essentielles du fait de leur volatilité (Burt,

2004). Enfin, pour la souche SA N 17, les deux huiles montrent des résultats trés proches (20



+ 0 mm pour E. radiata et 20,66 + 513 mm pour E. globulus)suggérant une efficacite
sémilaire sur cette souche particuliére. Ainsi, ces observations confirment que I’activité
antibactérienne des huiles essentielles dépend a la fois de la composition chimique de I’huile,
de la souche bactérienne testée et de la méthode d’évaluation, comme 1’ont souligné plusieurs
études antérieures ( Boulekbache-Makhlouf et al., 2013 ; Bachir & Benali, 2012 ; Sokovic
etal., 2010 ; Burt, 2004).

L'huile essentielle d'Eucalyptus radiata a montré une action antibactérienne notable contre
Staphylococcus aureus, bien que les résultats puissent fluctuer en fonction des souches
examinées et des conditions de l'expérience. Pour illustrer,(Chao et al.,2008) ont noté un
diametre d'inhibition de 25 mm face a une souche de S. aureus, soulignant I'efficacité notable
de cette huile dans leur méthode de diffusion par disque (Chao et al., 2008). Une étude plus
récente a aussi signalé des zones d'inhibition atteignant 25 mm contre le SARM, validant
I'importance de cette huile essentielle dans la bataille contre les agents pathogenes résistants
multiples (Mudgil, 2023). On pourrait imputer cette activité a la présence de composés actifs

tels que le 1,8-cinéole, qui est fréquemment retrouve en concentration élevéee dans I'huile d'E.
radiata (66,43%)

L'huile essentielle d'Eucalyptus globulus a prouvé son efficacité significative contre plusieurs
variétés de Staphylococcus aureus, y compris les souches résistantes a la meéthicilline
(SARM). Selon une recherche effectuée par Samoussa et al.(2018), ils ont noté des diamétres
de zones d'inhibition allant de 10 a 13 mm face a diverses souches de S. aureus, attestant ainsi
d'une activité antibactérienne modérée (Samoussa et al., 2018). Selon Mudgil (2023), dans
une analyse systématique, on observe une vaste étendue de résultats avec des diameétres
d'inhibition variant de 10,7 £ 0,6 mm a 26,3 £ 0,6 mm selon les conditions expérimentales et
les concentrations évaluées (Mudgil, 2023). Des recherches supplémentaires ont démontré
que l'utilisation de quantités grandissantes d'huile essentielle sur disque pouvait renforcer
I'activité antibactérienne .Par conséquent, (Hammer et al., 2018) ont observé des zones
d'inhibition mesurant de 13,0 + 1,0 mm a 15,3 £ 0,6 mm pour des volumes respectifs de 25
pL et 50 pL lorsqu'ils étaient confrontés a S. aureus ATCC 29213 (Hammer et al., 2018).
Enfin, (Djellouli et al., 2023), dans le cadre d'une recherche effectuée en Algérie, ont noté des
zones d'inhibition allant jusqu'a 25 mm, mettant en avant I'efficacité notable de cette huile
face a certaines souches cliniques (Djellouli et al., 2023).
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3.Evaluation de la CMI:

L'évaluation de I'activité antimicrobienne CMI a été réalisée pour les deux huiles essentielles

contre les cing souches S. aureus . Le tableau 04 résume les résultats obtenus.

Tableau 04: Résultats de I’analyse de la CMI d’Eucalyptus radiata et d’Eucalyptus globulus

Souche Eucalyptus radiata Eucalyptus globulus
SA M38 0,0000476+0 0,13+0,056

SA M33 0,00005555+3,64 0,097+0

SA M40 0,00005555+3,64 0,13+0,06
SAM9 0,000071+4,13 0,11+0,075

SAN 17 0,0000317+1,38 0,325+0,11

Les résultats de 1’analyse des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles
essentielles d’Fucalyptus radiata et d’Eucalyptus globulus contre différentes souches de
Staphylococcus aureus montrent une supériorité nette de I’huile d’E. radiata sur toutes les
souches testées. Pour la souche SA M38, la CMI de I'E. radiata est extrémement basse
(0,0000476 £ 0), indiquant une forte activité antibactérienne, comparée a une CMI beaucoup
plus élevée pour I'E. globulus (0,1297 £ 0,0566), ce qui illustre une efficacité potentiellement
plus grande que I’E. radiata, probablement liée a une composition chimique spécifique ou a
des composés minoritaires synergiques (Miloa, 2020; Aziz et al., 2018). La souche SA M33
confirme cette tendance avec une CMI de 0,00005555 + 3,64315 pour E. radiata contre 0,097
+ 0 pour E. globulus, soulignant la constance de 1’activité supérieure de 1’E. radiata, en dépit
d’une certaine variabilité (Miloa, 2020; Boulekbache-Makhlouf et al., 2013). Pour la souche
SA M40, les valeurs sont similaires a celles de SA M33, renfor¢ant I’idée d’une sensibilité
élevée de ces souches & E. radiata. Concernant SA M9, bien que la CMI de I’E. radiata soit
légérement plus élevée (0,00007145 + 4,13094) que pour les autres souches, elle reste
nettement inférieure a celle de I’E. globulus (0,1133 + 0,0748), suggérant une résistance
modérée de cette souche aux composés majoritaires de 1I’E. globulus, notamment le 1,8-
cinéole (Bachir & Benali, 2012; Ghalem & Benali, 2008). Enfin, pour la souche SA N17, la
CMI de I’E. radiata est la plus faible (0,0000317 + 1,37698)tandis que celle de I’E. globulus
est la plus ¢élevée (0,325 £ 0,1126), ce qui pourrait refléter des mécanismes d’action distincts

des huiles sur cette souche spécifique (Sokovic et al., 2010; Burt, 2004). Ces différences
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majeures entre les deux huiles essentielles confirment que, malgré la réputation bien établie
de I’E. globulus pour son activité antibactérienne contre S. aureus et notamment les souches
résistantes a la méthicilline (SARM) (PMC, 2023; Miloa, 2020), I’E. radiata peut présenter
une efficacité supérieure, probablement liée a une composition chimique différente et a la
présence de composés bioactifs moins étudiés. La variabilité observée dans les mesures de
CMI, notamment pour I'E. radiata, peut également étre attribuée a la volatilité des huiles
essentielles et aux différences méthodologiques dans les tests de dilution (Burt, 2004). En
somme, ces résultats soulignent I’importance de la sélection de 1’espéce d’Eucalyptus et de la
souche bactérienne pour optimiser 1’usage thérapeutique des huiles essentielles dans la lutte

contre les infections a S. aureus.

Des recherches précédentes ont validé I'action antibactérienne significative des huiles
essentielles d'Eucalyptus, particulierement contre le Staphylococcus aureus, y compris les
souches résistantes a la méthicilline (SARM). Par exemple, (Bachir & Benali ,2012) ont
signalé une concentration minimale inhibitrice de 75 mg/mL pour [I'huile essentielle
d'Eucalyptus globulus contre S. aureus, témoignant d'une efficacité moyenne. (Merghni et
al., 2018), cette huile avait une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 10 mg/mL contre
les souches de SARM, alors que son composant principal, le 1,8-cinéole, affichait une CMI
plus basse de 1,25 mg/mL, indiquant un effet antibactérien plus pointé. Dans une étude
différente, Orchard et al. (2017) ont déterminé une CMI de 0,75 mg/mL pour la souche
ATCC 33592, corroborant ainsi une variabilité potentielle selon les souches Ces observations
indiquent que méme si I'E. globulus est reconnue pour son pouvoir antibactérien, ses valeurs
de CMI sont généralement plus élevées que celles constatées dans notre recherche avec I'E.
radiata, ou des CMI inférieures a 0,0001 mg/mL ont été relevées pour plusieurs souches.
Cette analyse soutient I'hypothese que I'E. radiata pourrait présenter une efficacité supérieure,
possiblement due a la synergie de ses composants chimiques ou a la présence de certains
composeés bioactifs spécifiques encore peu explorés (Merghni et al., 2018 ; Orchard et al.,
2017 ; Bachir & Benali, 2012) .

4 Effet des huiles essentiels sur les biofilms :

La figure ci-dessous présente les résultats du nombre des bactéries adhérées a 1’acier

inoxydables avant I’application de I’huile essentiel.
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Figure 06: Log 10 des cellules adhérentes (control positive).

Les résultats de la figure 0 montrent que les huiles essentielles ont un effet détachant contre
les souches former un biofilm sur I’acier inoxydable . Cette efficacité peut etre du a une
pénétration efficace des huiles essentielles riches en phénols ou aldéhydes, capables de
détruire les cellules persistantes au sein des biofilms denses (Kerekes et al., 2013). De plus,
les huiles essentielles peuvent inhiber les pompes a efflux bactériennes, augmentant la
sensibilité des biofilms aux agents antimicrobiens (Stermitz et al., 2000), et perturber la
matrice extracellulaire facilitant la pénétration des molécules actives (Hammer et al.,
2012).Ces meécanismes expliquent en partie la capacité des huiles essentielles a réduire
significativement la biomasse bactérienne méme en présence de charges bactériennes élevées.
Toutefois, ces résultats in vitro doivent étre interprétés avec prudence, car les conditions in
vivo, incluant les interactions avec le systétme immunitaire et la complexité des biofilms,
peuvent moduler cette efficacité (Bjarnsholt, 2013). Enfin, la standardisation des protocoles
d’application et la caractérisation chimique précise des huiles sont essentielles pour optimiser
leur usage clinique contre les infections biofilm-formantes (Burt, 2004). Ainsi, ces données
confirment le potentiel prometteur des huiles essentielles comme agents antibiofilms,
notamment dans la lutte contre les souches résistantes de S. aureus (Kavanaugh & Ribbeck,
2012).

Diverses recherches scientifiques ont examiné l'impact des huiles essentielles issues de
I'Eucalyptus globulus sur les biofilms de Staphylococcus aureus, incluant les souches
résistantes a la méthicilline (SARM). Par exemple, (Merghni et al., 2018) ont mis en
évidence que I'huile essentielle provenant d'Eucalyptus globulus ainsi que son composant
principal, le 1,8-cinéole, ont un effet significatif sur l'inhibition de la formation de biofilms

par des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM), tout en
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perturbant la communication cellulaire, également connue sous le nom de quorum sensing, de

ces bactéries.
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Conclusion
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En conclusion, notre étude montre que les huiles essentielles d’Eucalyptus radiata et
d’Eucalyptus globulus sont particulierement efficaces pour lutter contre les biofilms formés
par des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline. Nous avons observé
des zones d’inhibition importantes et des concentrations trés faibles nécessaires pour stopper
la croissance bactérienne, surtout avec 1’huile d’Eucalyptus radiata. Ce qui est encore plus
encourageant, c¢’est leur capacité a élimner les biofilms, ces structures protectrices qui rendent
les bactéries si difficiles a éliminer.Ces résultats sont tres prometteurs, car ils ouvrent la porte
a des alternatives naturelles pour combattre ces bactéries résistantes, notamment dans les
hopitaux ou les industries ou la désinfection est un défi quotidien. En plus, grace a des
techniques comme 1’encapsulation, il serait possible d’améliorer la stabilité et 1’efficacité de
ces huiles tout en limitant leur impact sur 1’odeur ou le gott, ce qui faciliterait leur utilisation
.Enfin, utiliser les huiles essentielles d’Eucalyptus pourrait étre méthode alternative de réduire
notre dépendance aux désinfectants chimiques, souvent agressifs pour I’environnement et
parfois inefficaces face aux résistances bactériennes. C’est une piste encourageante pour

mieux gérer les biofilms et protéger la santé, tout en respectant la nature.

De surcroit, I'élaboration de désinfectants naturels permettra d'atténuer les effets néfastes des
désinfectants chimiques synthétiques, en particulier en ce qui concerne leur impact
environnemental et I'émergence de résistances bactériennes. Ces résultats constituent une
contribution substantielle aux secteurs laitiers, en proposant de nouvelles alternatives pour

I'application de désinfectants efficaces sur les équipements de transformation alimentaire.
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Annexe



Matériaux chimiques
1/ Milieu Chapman :
peptone : 10 g.

extrait de beoeuf: 1 g.

chlorure de sodium : 75 g.

D-mannitol : 10 g.

E-rouge de phénol : 25 mg. agar: 15 g.

2 / BHIB (Brain Heart Infusion Broth — Bouillon coeur-cerveau) :
Infusion de cerveau de porc: 200 g

Ceeur de beeuf : 250 g

Peptone : 10 g Glucose : 2 g

Chlorure de sodium:5g

Phosphate disodique (Na,HPO,) : 2,5 g Eau distillée : 1 000 mL

3/ Bouillon Mueller-Hinton (Mueller-Hinton Broth) :
Caséine hydrolysée par acide : 17,5 g

Amidon soluble : 1,5 g

Chlorure de sodium: 5 g

Eau distillée : 1 000 mL

4 /Gélose Mueller-Hinton (Mueller-Hinton Agar) :
Caséine hydrolysée par acide : 17,59

Amidon soluble : 1,59

Chlorure de sodium: 5 g

Agar: 179

Eau distillée : 1 000 mL
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