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Au cours des années, plusieurs familles d’antibiotiques regroupant une centaine de 

molécules ont été développées et sont utilisées jusqu’à ce jour pour le traitement des maladies 

infectieuses. L’usage fréquent et non contrôlé de ces substances chimiques contre les maladies 

infectieuses d’origine bactérienne est l’un des facteurs essentiels dans l’apparition et la 

propagation des bactéries multi résistantes, ce qui constitue un problème major de santé à 

l’échelle mondiale.   

Cependant, l’efficacité des antibiotiques a décru, une grande variété des espèces 

bactériennes responsables des infections nosocomiales qui sont apparues. Parmi les bactéries 

les plus incriminées dans ces infections, les bacilles à Gram négatif (BGN), dont on cite, la 

famille des Enterobacteriaceae, ainsi que Pseudomonas aeruginosa, et aussi Staphylococcus 

aureus du groupe des cocci à Gram positif (CGP) (Oliveira et al., 2002).  

Actuellement, la problématique de la résistance aux antibiotiques interpelle les 

communautés scientifiques, car il est devenu très indispensable de trouver des nouveaux 

agents thérapeutiques. Pour cela, les chercheurs ont été orientés vers le monde végétal et 

particulièrement les plantes médicinales et culinaires représentant un potentiel inestimable 

pour la découverte  de phytomédicaments à pouvoir antibactérien. Ainsi les huiles essentielles 

commencent à avoir beaucoup d’intérêt comme source potentielle de molécules bioactives 

(Bruneton., 1999 ; Teuscher et al., 2005). Elles rentrent dans la composition de plusieurs 

médicaments, sous forme de crèmes, gélules et suppositoires, leur utilisation s'appelle 

"l'aromathérapie", qui consiste à utiliser les huiles essentielles comme alternative pour le 

traitement des maladies d’origine bactérienne (Deans et al., 1994 ; Chalchat et al., 1997 ; 

Baser et al., 2001 ; Miguel et al., 2003 ; Yahyaoui., 2005). 

L’Algérie, grâce à sa situation géographique, son relief, sa grande variété de climats et 

sols, possède une flore riche et diversifiée dans les régions côtières, les massifs montagneux, 

les hauts plateaux, le steppe et oasis sahariennes, renfermant plus de 3000 espèces végétales 

(Saad et al., 2005). Elle est considérée comme un pays riche en plantes aromatiques et 

médicinales susceptibles d’être utilisées dans différents domaines (pharmacie, parfumerie, 

cosmétique et agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et 

odorantes (Quézel et Santa., 1962). Ces plantes aromatiques sont à l’origine des produits à 

forte valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines…) qui se présentent presque souvent 
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comme des mélanges complexes dont il convient d’analyser la composition avant leur 

éventuelle valorisation (Bouhaddouda., 2016).  

Dans le but de valoriser les extraits des plantes médicinales nationales, nous nous 

sommes intéressés à évaluer l’activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits 

aqueux de deux plantes aromatique de l’est algérien très utilisées en médicine traditionnelle : 

 L’espèce Eucalyptus globulus  appartenant à la famille des Myrtacées de la région d’El 

Kala,  elle est l'une des plantes médicinales les plus utilisées à travers le monde. Les extraits 

des feuilles  de cette plante sont largement utilisés, dans la médecine traditionnelle, depuis des 

siècles contre la grippe, la toux, la sinusite, la bronchite et la rhinopharyngite et notamment 

comme anti-inflammatoire. Des études récentes soulignent des propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes de ces huiles essentielles. 

Ainsi que l’espèce Origanum vulgare appartenant à la famille des Lamiacées de la 

région de Guelma, cette plante est parmi les plantes médicinales de référence en médecine 

traditionnelle, elle est utilisée pour traiter la toux, la coqueluche, fièvre et la bronchite et aussi 

les rhumes et les troubles digestives. Des travaux scientifiques confirment une forte activité 

antibactérienne et antioxydante de ces extraits (Pizzal et al., 2002; Sari et al., 2006).  

Pour cela notre travail est structuré en trois parties : 

La première partie est consacrée à une étude bibliographique composée de trois sous 

parties : la première comprend des généralités sur les huiles essentielles, la deuxième donne 

un aperçu sur la description, la classification, et la répartition géographiques des deux plantes 

étudiées (Origanum vulgare et Eucalyptus globulus), leurs composition chimique et utilisation 

en médecine traditionnelle. Dans la troisième, nous rappelons des généralités sur les bactéries 

étudiées (les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus).  

Une deuxième partie expérimentale traitant le matériel et les méthodes expérimentales 

utilisées, cette partie est axée sur : 

 Isolement et identification des souches bactériennes étudiées. 

 Evaluation de leur antibiorésistance. 

 Sélection des souches les plus résistantes aux antibiotiques. 

 Extraction des huiles essentielles et détermination de leurs rendements. 
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 Evaluation in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles vis-à-vis des 

souches multirésistantes sélectionnées, en utilisant trois méthodes : la méthode des 

disques (aromatogramme),  la méthode des puits et la méthode des micro atmosphères. 

 Ainsi qu’une mise en évidence in vitro de la concentration minimale inhibitrice et 

bactéricide des huiles essentielles étudiées. 

 Etude de l’effet synergique entre les des deux huiles essentielles et chaque huile seule/ 

oxacilline pour les souches SARM. 

 Extraction des extraits aqueux et détermination de leur rendement. 

 Evaluation in vitro de l’effet antibactérien des extraits aqueux en utilisant la méthode 

des disques. 

La troisième partie portera sur une synthèse des résultats obtenus avec discussion. Ce travail 

terminera par une conclusion  et des perspectives. 
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I- Les huiles essentielles : 

I-1- Définition :  
Le terme huile essentielle dérive de « quinta essentia », un nom donné par le médecin suisse 

Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la fragrance et la 

quintessence de la plante (Hart et al., 2008). 

Il s’agit des substances odorantes, liquides, volatiles à température ambiante, hydrophobes, 

souvent colorées, totalement solubles dans l’alcool, ce type des huiles s'oppose aux huiles 

fixes qui sont des lipides par leur volatilité et leur composition chimique (Chapuis., 1997; 

Fernandez et al., 2002; Valnet., 2003; Baudoux., 2010). Elles sont obtenues à partir de 

feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de 

tiges ou de fruits (Burt, 2004), mais également à partir de gommes qui s’écoulent du tronc des 

arbres.  
Approximativement 3000 huiles essentielles sont connues, alors que 300 sont 

commercialement importantes. Grâce à leur activité antimicrobienne, antifongique, 

antiparasitaire et à leur fragrances, les huiles essentielles sont utilisées dans le domaine 

pharmaceutique, alimentaire, cosmétique…, néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs 

utilisations à la fois (Bakkali F et al., 2008). 

 

I-2- Répartition, localisation et biosynthèse : 
Les huiles essentielles sont largement réparties dans le règne végétal, les plantes capables 

d’élaborer les constituants qui composent ces essences sont connues sous le nom de plantes 

aromatiques, réparties dans un nombre limité de familles comme : Myrtacées, Lauracées, 

Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracées, Pipéracées. 

Elle peuvent être extraites à partir de tous les organes végétaux: sommités fleuries, écorces, 

racines, rhizomes, fruits, bois, etc. Au sein d’une même plante, elles peuvent être présentes à 

la fois dans différents organes. Leur composition peut varier d’une partie de la plante à 

l’autre, elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général 

dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes d’une 

cuticule (Belaiche., 1979 ; Paris et Hurabielle., 1981 ; Bruneton., 1999 ; Ghuestem et al., 2001). 

Elles sont alors soit stockées dans une cellule transformée en cellule à essence (Lamiacées), ou 

dans des poils glandulaires (Lamiacées), des poches sécrétrices, des canaux sécréteurs (Rahili., 

2002; Tenscher., 2005).  
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I-3- Composition chimique :  
Les huiles essentielles sont des composés naturels très complexes qui peuvent contenir 

environ 20 à 60 composantes à différentes concentrations. Ils sont caractérisés par deux ou 

trois composantes importantes à assez hautes concentrations (20-70%) comparés à d’autres 

composants présentées en quantités de trace (Croteau et al., 2000 ; Betts., 2001 ; Bowles., 

2003 ; Pichersky et al., 2006).  

En effet, les constituants des huiles essentielles peuvent être répartis en deux groupes 

conférant aux essences aromatiques leurs propriétés antibactériennes:  

• Le groupe des terpènoides (les composés terpéniques) : il s’agit d’une famille de 

composés largement répandus dans le règne végétal, ils sont formés par la 

combinaison de 5 atomes de carbones (C5) nommée : isoprène. Ce groupe est 

subdivisé en deux sous-groupes : les monoterpènes et les sesquiterpènes. 

• Le groupe des phénylpropanoides (les composés aromatiques) : sont beaucoup moins 

fréquents que les composés terpéniques. Ils comprennent plusieurs fonctions : alcool, 

phénols, dérivés méthoxy, composés méthylène dioxy. 

Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant 

en jeu des constituants non volatils (Buchanan et al., 2000, Seguin., 2001; Rhayour., 2002; 

Bowles., 2003; Chami., 2005; Clarke.,  2008; Baser et Buchbauer., 2010). 

 

I-4- Méthodes d’identification chimique des huiles essentielles :  
L’analyse chimique des huiles essentielles permet d’identifier et de quantifier ses composants. Les 

progrès des méthodes analytiques permettent d’identifier rapidement un très grand nombre de 

composés. En effet, la CPG est la méthode de référence utilisée pour analyser les huiles 

essentielles (Lehotay et al., 2002), elle permet l’analyse de mélanges, qui peuvent être de nature 

très complexe, et de volatilité très variée (Arpino et al., 1995). 

 

I-4-1- La chromatographie en phase gazeuse (CPG) :  

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux ou 

susceptibles d’être vaporisés par chauffage sans décomposition. C’est la technique de séparation 

la plus utilisée pour l‘analyse de la composition chimique des huiles essentielles, car elle permet 

d’effectuer l’individualisation des constituants à partir d’échantillons de l’ordre du millilitre voire 

du microlitre. Les progrès technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des 

phases stationnaires et des détecteurs à ionisation de flamme (FID) ont contribué à rendre la CPG 

incontournable pour l’analyse des huiles essentielles (Paolini., 2005).  
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Chaque constituant est caractérisé par un indice calculé à partir d’une gamme d’alcanes ou plus 

rarement d’esters méthyliques linéaires, dans les mêmes conditions d’analyse des échantillons 

(indice de Kováts) (Kováts E., 1965) ou en programmation de température (indices de rétention) 

(Van Den Dool H et al., 1963). Les temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont 

tendance à varier d’une analyse à l’autre, notamment du fait du vieillissement des colonnes 

(Paolini., 2005). 

 

I-4-2- Couplage chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de masse 

(CPG/SM) : 

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progrès accomplis dans le traitement en 

temps réel du signal, la constitution de banques de données de spectre de masse et le 

développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un composé inconnu avec ceux 

répertoriés dans la banque sont à l’origine de la généralisation de l’usage de la CPG/SM dans les 

laboratoires d’analyse des composés aromatisants. La CPG sur colonne capillaire constitue une 

excellente méthode d’introduction de l’échantillon dans le spectromètre de masse. Ainsi, la 

colonne capillaire est directement couplée à la source d’ions permettant l’ionisation en impact 

électronique (Fernandez et al., 1988). 

 

I-5- Toxicité des huiles essentielles :  
Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent être utilisés sans risque. Certaines 

huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en raison de leur 

pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergène (huiles riches en 

cinnamaldéhyde ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines). D'autres huiles 

essentielles ont un effet neurotoxique, les cétones comme l'α-thujone sont particulièrement 

toxiques pour les tissus nerveux (Guba., 2001). 

 

I-6- La conservation des huiles essentielles : 
A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité à l’air et à la lumière, les huiles 

essentielles doivent être conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement 

(Valnet., 1984 ; Salle et Pelletier., 1991). 
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I-7- Méthodes d’extraction : 
Parmi de nombreuses techniques d’extraction des huiles essentielles, la distillation est la 

méthode la plus ancienne et également la plus utilisée. D’autres techniques plus récentes ont 

été développées afin d’améliorer le rendement ou la qualité des huiles essentielles extraites, 

diminuer le temps d’extraction, réduire la quantité du solvant utilisé et accélérer la cinétique 

d’extraction (Besombes.,2008). 

 

I-7-1-  Distillation par entraînement à la vapeur : 

La distillation par entraînement à la vapeur est l’une des méthodes officielles pour l’obtention 

des huiles essentielles (Figure 1). Dans ce système d’extraction, le matériel végétal est placé 

dans l’alambic sur une plaque perforée située à une certaine distance au-dessus du fond rempli 

d’eau. Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau saturée mais pas avec l’eau bouillante. 

La vapeur provoque la rupture d’un grand nombre de glandes qui libèrent leurs composés 

aromatiques. Les huiles essentielles diffusent donc à travers le végétal pour entrer en contact 

avec la vapeur d’eau circulant à l’extérieur. Les vapeurs chargées en composés volatils sont 

ensuite condensées avant d’être décantées. Du fait de leur différence de densité, les HE et 

l’eau sont séparées en deux phases et les HE sont ensuite récupérées (Nixon et Mc Caw., 

2001). Cette technique permet d’éviter des réactions lors du contact des constituants des 

huiles essentielles avec l’eau conduisant à des changements dans la composition finale de 

l’extrait. En outre, elle agit mieux avec les huiles essentielles contenues dans les glandes 

situées à la surface du végétal. La distillation à la vapeur des huiles essentielles non 

superficielles est plus longue et exige plus de vapeur que celle des HE superficielles. 

 

 
Figure 1 : Schéma du montage de l’extraction par entraînement à la vapeur d’eau. 

(http://www.pranarom.com/informations/huiles-essentielles-footer-a) 
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I-7-2- Hydrodistillation :  

Dans un premier temps, l’extraction des huiles essentielles se fait en plongeant la matière 

première dans l’eau puis porter à ébullition, c‘est l’hydrodistillation (figure 2). Par la suite, la 

matière première et l’eau sont séparées : soit l’eau est placée au fond de la cuve avant d’être 

portée à ébullition pour qu’un courant de vapeur d‘eau traverse la matière première, c’est la vapo-

hydrodistillation ; soit la vapeur d’eau est générée dans une chaudière à l’extérieur de l’alambic, 

technique dite vapo-distillation. Dans ces divers cas, la vapeur d’eau chargée d’huile essentielle 

est dirigée vers un condenseur formé généralement d’un serpentin, à tubes parallèles, dans lequel 

circule de l’eau froide. Une fois condensées, eau et huile essentielle sont acheminées vers un 

essencier ou vase florentin. Dans ce dernier, les deux liquides, non miscibles : l’eau aromatisée et 

l’huile essentielle. La séparation se fait ensuite par une simple décantation (Besombes., 2008).  

 

 
Figure 2 : Schéma du montage de l’extraction par hydrodistillation (Lucchesi., 2005) 

 

1: Chauffe-ballon   2:Eau bouillante    3:Thermomètre   4:Réfrigérant à eau     5:Arrivée 

d'eau froide et Sortie d'eau tiédie     6:Essencier        7:Végétal              8:Huile Essentielle 

 

I-7-3- Extraction par expression à froid : 

Il s’agit du procédé d’extraction le plus simple et le plus limité. C’est une méthode artisanale 

qui est totalement abandonnée (figure 3). Les plantes sont pressées à froid (notamment les 

agrumes : citron, orange) de l’écorce ou des fruits (Benjilali B., 2004). Cette technique 

consiste à briser mécaniquement les poches oléifères de zestes frais d’agrumes pour libérer 

leur contenu aromatique. La rupture de la paroi des poches oléifères fait intervenir trois 

procédés: 
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- Une technique qui agit sur le fruit entier, elle utilise des machines exerçant une action 

abrasive. 

- Une technique qui agit sur le fruit sans endocarpe. Elle utilise des machines exerçant une 

pression suffisante pour libérer l’essence. 

- Un troisième procédé permet d’extraire en une seule opération l’essence et le jus sans 

mélanger les deux produits (Garnero J., 1991). Le produit obtenu se nomme « essence » et 

non huile essentielle, car aucune modification chimique liée à des solvants ou à la vapeur 

d’eau n’a lieu (Couic-Marinier F et al., 2013 ; Lamendin H., 2004). 

 

 
Figure 3 : Schéma du montage de l’extraction par la pression à froid (Farhat. A ., 2010). 

 

I-7-4- Extraction par micro-ondes : 

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée hydrodistillation par 

micro-ondes sous vide (Figure 4). Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par micro-

ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de manière séquentielle. Les 

composés volatils sont entraînés par la vapeur d'eau formée à partir de l'eau propre à la plante. Ils 

sont ensuite récupérés à l'aide des procédés classiques de condensation, refroidissement et 

décantation (Zenasni., 2014). 
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Figure 4 : Schéma du montage de l’extraction par micro-onde. 

(https://www.google.dz/ huile-essentielle2013.e-monsite.com%2Fpages%2Fi-1%2Fcat-). 
 

I-7-5- Extraction par CO2 supercritique : 

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO2 en phase 

supercritique. L’extraction consiste à comprimer le dioxyde de carbone à des pressions et à 

des températures au-delà de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). A l’état 

supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confère un excellent pouvoir 

d’extraction, modulable à volonté en jouant sur la température de mise en œuvre. Les fluides 

supercritiques comme le CO2 sont de bons solvants à l'état supercritique, et de mauvais 

solvants à l'état gazeux (Peron L., 1992). Les avantages de ce procédé sont les suivants (figure 

5)  : 

 Le CO2 est totalement inerte chimiquement, il est naturel, non toxique et peu coûteux 

(Bruneton J., 1999 ; Wichtel M et al., 1999). 

 En fin de cycle, la séparation entre le solvant d'extraction et le soluté pour obtenir l’extrait 

est facile (simple détente qui ramène le CO2 à l’état gazeux), avec une récupération quasi-

totale et peu coûteuse (Bruneton J., 1999 ) ; 

  L’extraction des huiles essentielles par le CO2 supercritique fournit des huiles de très 

bonne qualité et en temps d’extraction relativement court par rapport aux méthodes classiques 

(Scheffer., 1996). 

Cependant l’installation industrielle de ce procédé reste onéreuse, et l’appareillage est encore 

envahissant. 
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Figure5 : Schéma du montage de l’extraction par CO2 supercritique.  
(https://www.google.dz.soin-et-nature.com%2Fles-differentes-techniques-pour-obtenir-

des-huiles-essentielles). 
 

En conclusion, il n’existe pas de procédé meilleur que d’autre. Chaque méthode possède sa 

propre indication selon le végétal ou la partie du végétal et l’utilisation du produit obtenu 

commande ainsi que l’aspect économique qui est tout aussi important (Collin G., 2000). 

   

I-8- Méthodes d’évaluation de l’activité antibactérienne :  
La détermination du pouvoir antibactérien des huiles essentielles fait appel à plusieurs 

techniques expérimentales. Cependant, ces méthodes utilisées donnent parfois des résultats 

différents selon les conditions opératoires expérimentales pour chaque manipulateur (Surk., 

2003). L’ insolubilité des huiles essentielles dans l’eau et d’une manière générale dans les 

milieux aqueux largement utilisée en microbiologie, est une des explications de la variété des 

techniques d’évaluation, selon la souche bactérienne, l’huile essentielle et l’application 

choisie, divers techniques peuvent être mis en œuvre.  

 

I-8-1- Technique de diffusion en disque ou aromatogramme : 

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles 

(Girault., 1971). Cet examen est équivalent à un antibiogramme où les antibiotiques sont 

remplacés par des essences préalablement sélectionnées et reconnues. Il s'agit d'une méthode 

en milieu Muller-Hinton réalisée dans une boîte de Pétri. Le contact se fait par l'intermédiaire 

d'un disque de papier (de cellulose, Wattman ou filtre) de 6 mm sur lequel est disposé une 
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quantité donnée d'huile essentielle (Bondi., 1993). Après ensemencement et incubation, les 

diamètres des zones d’inhibition sont mesurés.  
Pour cette technique, la sensibilité de la bactérie testée peut être évaluée selon le diamètre 

d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’une bactérie est nulle pour un diamètre inférieur 

ou égal à 8 mm. Elle est limitée pour un diamètre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour 

un diamètre entre 14 et 20 mm. Pour un diamètre supérieur ou égale à 20 mm le germe est très 

sensible (Duraffourd., 1990). 

 

I-8-2- Technique de diffusion en puits : 

Un puits (d’environ 6mm) est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une 

quantité d’huile essentielle pure ou diluée. Après incubation, des zones d’inhibition de 

croissance bactérienne sont obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (Dorman., 2000). 

Pour cette technique, la sensibilité des bactéries est évaluée de la même façon que 

l’aromatogramme. 

 

I-8-3- Technique des micro-atmosphères : 

Cette méthode consiste à déposer un disque de papier filtre imprégné de l’huile essentielle au 

centre du couvercle d’une boite de Pétri, sans que l’huile essentielle entre en contact avec la 

gélose ensemencée par les bactéries. La boite est hermétiquement fermée et placée couvercle 

en bas à l’étuve à 37°C. 

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans l’enceinte de la boite et les cellules 

sensibles de l’inoculum sont inhibées, donc l’essence n’agit qu’à l’état des vapeurs qu’elle 

développe à 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de l’inoculum 

(Benjilali et al, 1986).  

 

I-9- Mode d’action contre les bactéries : 
L’activité antibactérienne des HE a fait l’objet d’un grand nombre de publications à l’échelle 

internationale. Cependant, la majorité des travaux cités dans ces publications s’arrêtent au 

niveau de la mise en évidence de l’activité antibactérienne de ces HE. Les études sur les 

mécanismes d’action de cette activité sont en nombre négligeable, jusqu’à présent, il n’existe 

pas d’étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le mode d’action des HE. Etant 

donné la complexité de leur composition chimique, tout laisse à penser que ce mode d’action 
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est assez complexe et difficile à cerner du point de vue moléculaire. Il est très probable que 

chacun des constituants des HE ait son propre mécanisme d’action (figure 6). 

D’une manière générale, leur action se déroule en trois phases : 

 Attaque de la paroi bactérienne par l’huile essentielle, provoquant une augmentation 

de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires. 

 Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de l’énergie cellulaire 

et la synthèse des composants de structure. 

 Destruction du matériel génétique, conduisant à la mort de la bactérie. 

Le mode d’action des HE dépend aussi du type de bactéries: en général, les bactéries Gram - 

sont plus résistantes que les Gram + grâce à la structure de leur membrane externe. Ainsi, la 

membrane extérieure des Gram - est plus riche en lipo-polysaccharides et en protéines que 

ceux de Gram+ qui la rend plus hydrophile, ce qui empêche les terpènes hydrophobes d’y 

adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le 

thymol et le carvacrol peuvent adhérer à ces bactéries par fixation aux protéines et aux 

lipopolysaccharides membranaires grâce à leurs groupements fonctionnels et atteindre ainsi la 

membrane intérieure plus vulnérable (Zani et al., 1991). 

 
Figure 6 : Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt., 2004). 
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II- Étude de l’espèce Eucalyptus globulus : 
Le genre Eucalyptus fait partie de la famille des Myrtacées, son nom a pour origine les mots 

grecs: eu «bien» et kaluptos «couvert». Il fut décrit et baptisé en 1788 par le botaniste français 

L'HERITIER, après qu'il eut examiné des échantillons d'Eucalyptus obliqua, parmi les plantes 

australiennes récoltées par NELSON. Dix-neuf espèces d'Eucalyptus avaient été nommées en 

1800 et 28 en 1820. En 1840, 71 espèces d'Eucalyptus avaient reçu des noms et 149 en 1890. 

Depuis lors, des savants botanistes se sont succédés dans la description des espèces 

d’Eucalyptus et W. F. BLAKELY, assistant de MAIDEN, décrivait 500 espèces dont 138 

variétés en 1938 (Bingendako., 2004). Le nombre d’espèces d’Eucalyptus introduites dans 

différents pays est supérieur à 150, moins d’une trentaine sont exploitées de façon 

significative en plantation et quatre espèces (E.camaldulensis, E. globulus, E. tereticornis et 

E. grandis) occupaient à la fin des années quatre-vingts, plus de la moitié des surfaces 

plantées (Elderidje et al., 1993). L’une de ses espèces Eucalyptus globulus fera l’objet de 

notre étude. 

 

II-1- Origine et répartition géographique : 
Le genre Eucalyptus est endémique en Australie et en Tasmanie. Il est cultivé de nos jours 

dans quelques régions subtropicales d’Afrique, d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) et d’Amérique 

du Sud ainsi qu’en Europe méridionale et aux États-Unis (Bouamer., 2004). 

Son introduction en Algérie fut par les français en 1860. L’espèce pionnière semble être 

l’E.camaldulensis, mais d’autres espèces furent introduites dans des placettes d’essais 

notamment à Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone d’introduction 

a été tellement favorable pour des croissements naturels qui ont donnés des hybrides dont 

l’Eucalyptus «Algériensis». Dans les années 40 et 50 les Eucalyptus furent introduits dans 18 

arboretums couvrant les étapes bioclimatiques humides et semi-arides. Dans ce cadre pas 

moins de 130 espèces ont été plantés sur le territoire national. Pendant les années 60 à 70, les 

reboisements à base d’Eucalyptus ont concernés notamment l’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), 

le centre (Tizi-Ouzou, Baïnem ) et l’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins 

nationaux en produits ligneux et papetiers (INRF., 1996). 
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II-2- Classification :  
La classification scientifique réalisée par l’AGP (Angiosperms Phylogeny Groupe) sur le 

genre Eucalyptus a permis de déterminer la systématique indiquée dans le tableau suivant : 

(Guignard., 2001). 

Tableau 1 : Systématique de l’espèce Eucalyptus globulus (Guignard., 2001). 

Règne Plantae 

Embranchement Phanerogames 

Sous embranchement Angiospermes 

Classe Eudicots 

Ordre Myrtales 

Sous ordre Rosids-Eurosids II 

Famille Myrtaceae 

Genre Eucalyptus 

Espèce Eucalyptus globulus 

 

II-3- Description botanique d’Eucalyptus globulus :  

Les Eucalyptus sont des arbres qui poussent très rapidement. L’Eucalyptus globulus mesure 

30 à 60 mètres de haut et il peut atteindre jusqu’à 100 mètres dans certains cas. Son tronc est 

lisse et sa couleur varie du blanc au gris. Son écorce se détache facilement en longues bandes. 

Les jeunes feuilles sont cireuses, ovales, claires, opposées et sessiles. Mais ce sont les feuilles 

poussant sur les vieilles branches qui sont officinales car ce sont les seules à posséder des 

poches à essences sur la face inférieure. 

 Ces feuilles peuvent atteindre 25 centimètres de long. Elles sont falciformes, alternes, 

pétiolées, de couleur gris-vert. Les feuilles ont une nervure principale surtout distincte sur la 

face inférieure. La plante coupée est reconnaissable par la présence de nombreuses poches 

sécrétrices sur la face inférieure de la feuille (figure 7). 

Les fleurs, visibles au printemps, naissent à l'aisselle des feuilles, le calice a la forme d'une 

toupie bosselée dont la partie large est couverte par un opercule qui se détache au moment de 

la floraison laissant apparaître de nombreuses étamines. Le fruit est la capsule anguleuse du 

calice, il renferme deux types de graines (Nathalie., 2016). 
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Figure 7:Fruits, feuilles, Fleurs et étamines d’Eucalyptus (Nathalie., 2016). 

II-4- Composition chimique :  
La famille Myrtacées comme d’autres familles de plantes médicinales, se caractérise par 

l’abondante de production d’huile. 

Les Eucalyptus sont aussi extrêmement intéressants pour leurs tanins, résines et huiles 

essentielles que renferment les feuilles, les tiges et même l’écorce et qui ont des applications 

très importantes en médecine (Bigendako., 2004). L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus 

contient environ 70% en eucalyptol (1,8- cinéole) et ce dernier considérer comme un composé 

majoritaire dans plusieurs espèce d’Eucalyptus : E. viridis et E. salubris…etc (Sroka., 2005). 

La composition chimique des huiles essentielles de feuilles de l’Eucalyptus globulus d’après 

certaines études est résumée dans le tableau 2. 

Tableau 2 : Composition chimique des huiles essentielles de feuilles de l’Eucalyptus 

globulus locales (Cimanga et al.,2001), (Manika et al., 2013), (Tyagi et al., 2010). 

 

les composants des 

huiles essentielles 

identifiés par 

CPG/MS 

Le pourcentage de chaque composant (℅) 

 

(Cimanga et al., 2001) (Manika et al., 2013) 

 

 

(Tyagi et al., 2010) 

 

 

α-Thuyene - 0.1 - 

α- Pinene      9.3 2.8 4.2 
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Camphene 23.1 0.3 - 

β- Pinene 2.7 - - 

Myrcene - - - 

Limonene 5.1 - 17.8 

1,8-Cineole 

(Eucalyptol) 

44.3 84.2 45.4 

α-Phellandrene - - 1.3 

β-Ocimene - - 1.0 

γ-Terpinene - 0.2 8.8 

ρ-Cymene 1.6 - 9.5 

cis-Linalool oxide - 0.5 9.5 

Citronellal - 0.1 - 

Linalool 0.3 - 0.5 

Isopugegol - - - 

β-Caryophyllene - - - 

Aromandendrene 1.3 1.6 - 

β-Terpineol - 0.2 - 

Terpin-4-ol 0.2 2.1 1.4 

Myrtenal - - - 

α-Humulene - - - 

Cryptone 1.3 - - 

α-Terpineol 0.3 0.2 3.6 

Borneol - 0.1 0.1 

α-Terpenyl acetate 1.2 - - 

Geranial - - - 

Carvacrol - - - 

β-Elemene - - - 

Cuminaldehyde - - - 

Citronellol 0.1 - - 

Myrtenol - - - 

Netrol - - - 

Geraniol 0.2 - 0.1 
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Citronellyl acetate - - - 

Neryl acetate - - - 

Geranyl acetate - -  

Globulol 7.3 1.7 - 

Spathulenol - 0.3 - 

Eugenol - 0.4 - 

Methyleugenol - - - 

Thymol - 0.2 - 

α-Eudesmol - 1.1 - 

β- Eudesmol - 0.1 - 

 

II-5- Propriétés des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus :  

Grâce à sa composition chimique et à son principe-actif qui est le 1.8 cinéole, l’HE 

d’Eucalyptus possède des vertus considérables, elle est très recherchée pour son action 

antiseptique et cicatrisante. Elle agit comme un antibiotique naturelle pour soigner certaines 

maladies respiratoires comme la grippe, la toux, la sinusite, la bronchite et la rhino-pharyngite 

tandis qu’en dermatologie, elle sert pour traiter l’acné, entre autres. Son action est 

particulièrement remarquable au niveau du poumon par sécrétion d’un mucus antiseptique. 

Pour ceux qui ont des problèmes de fièvre persistante, c’est un excellent fébrifuge qui a la 

propriété de faire baisser rapidement la fièvre et de réguler la température du corps. En outre, 

de nombreuses maladies gastro-intestinales peuvent également être soulagées par l’huile 

essentielle d’Eucalyptus grâce à ses propriétés anti-infectieuses et antibactériennes (Candy., 

1977). 
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III- Étude de l’espèce Origanum vulgare : 

Le genre Origanum fait partie de la famille Lamiacées connue également sous le nom des 

labiées. Le terme Origanum vient de deux mots grecs, "oros" qui veut dire montagne et 

"ganos" qui signifie éclat ; ce mot signifierait "ornement des montagnes" (Zenasni., 2014). 

Le genre Origanum comprend environ 70 espèces, sous-espèces, variétés et hybrides, 

caractérisés par une extrême variabilité dans leurs caractères morphologiques (longueur de la 

tige, arrangement, nombre et longueur des branches, formes des feuilles,…) (Kintzios., 2002). 

Origanum  vulgare (Origan) étant l’espèce la plus répandue et la plus connue de la famille des 

Lamiacées (Spada et Perrino, 1996), l’une de ses sous espèces Origanum vulgare ssp. 

synonyme d’O. glandulosum Desf  fera l’objet de notre étude. 

 

III-1- Classification :  

La classification des différentes espèces et hybrides est une tâche très délicate. D'après Quezel 

et Santa (1963), Ietswaart (1980), Guignard et Dupont (2004), l’espèce  Origanum vulgare 

occupe la systématique indiquée dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Systématique de l’espèce Origanum vulgare (Ietswaart., 1980; Quezel et 

Santa., 1963). 

Règne Plantae 

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes 

Sous embranchement Angiospermes 

Classe Eudicots 

Ordre Lamiales 

Sous ordre Rosids-EurosidsII 

Famille Lamiaceae 

Genre Origanum 

Espèce Origanum vulgare  

 

III-2- Origine et répartition géographique : 

Le genre Origanum est originaire de Sud-Est méditerranéen et de l'Asie occidentale (Vokou et al., 

1993).  Ce genre est largement présent dans les îles Canaries et les Açores, dans l’Europe du 

Nord et jusqu'à l’Est de l’Asie. On peut le rencontrer aussi en culture à Cuba ou dans l'ile de 
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la Réunion, mais la région méditerranéenne représente son aire de distribution la plus 

importante (figure 8). 

La plupart de ces espèces sont originaires du bassin méditerranéen. Environ 75% se trouvent 

dans l’Est méditerranéen et seulement quelques espèces se produisent dans la partie 

occidentale de la Méditerranée (Kokkini., 1996; Skoula et al., 1999 ; Baser., 2002) 

 

      Figure 8: Aire de distribution du genre Origanum (Ietswaart., 1980). 

III-3- Description botanique :  

L’origan est une herbacée vivace de 30 à 60 cm de hauteur, au feuillage et aux fleurs très 

odorants quand on les froisse (figure 9). Elle est ainsi reconnaissable à son odeur et à sa saveur 

phénolée, épicée et chaude (Arvy et Gallouin., 2003 ; Teuscher et al., 2004). 

Les tiges dressées, souvent rougeâtres et velues, portent les feuilles ovales opposées et 

espacées. Celles-ci possèdent des glandes sécrétrices sessiles non apparentes. Les fleurs 

blanches ou rose sont groupées en inflorescences. Chaque fleur est située à l'aisselle d'une 

bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est lui-même en tube gamosépale et persistant. 

La corolle, plus grande que le calice, est quant à elle bilabiée à tube saillant à la base et 

gamopétale. Le fruit est constitué d’akènes. La floraison se prolonge de mai à octobre (Baba 

Aissa,, 1990 ; Teuscher et al., 2004 ; Figueredo., 2007). 
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Figure 9 : Aspects morphologiques d’Origanum vulgare (Iserin., 2001) 

III-4- Composition chimique des huiles essentielles  

La composition chimique des huiles essentielles du genre Origanum varie selon les espèces et 

leur provenance. L’analyse chimique des constituants des huiles essentielles d’Origanum 

vulgare récoltés dans différentes régions en Algérie signalent la présence de deux chimiotypes  

majoritaires : l’un contient comme principaux composants des phénols : thymol et/ou 

carvacrol et l'autre est constitué principalement d’alcools monoterpéniques comme le 

terpinen-4-ol, seul ou en présence de cis- et  de trans-sabinène hydrate (Tableau 4). 

Tableau 4 : Teneur en thymol, carvacrol et para-cymène de l’huile essentielle 

d’Origanum vulgare de différentes régions d’Algérie. 

Composés 

identifiés 

Pourcentage de chaque composé (℅) 

Berrahal et al en 2010 

Constantine 

Semra et al en 2013 

Zigoud Youcef 

Bouhaddouda et al en 

2016 

Nechmaya (Guelma) 

Thymol 34,7 70.6 23.12 

Carvacrol 32,8 5.7 20.32 

Para-cymène 8,2 0,0 25,61 
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III-5- Propriétés des huiles essentielles d’Origanum vulgare : 

L’origan est connu depuis l'antiquité pour ses qualités médicinales. En fait, une décoction de 

cette plante est utilisée contre la coqueluche, la toux, la fièvre, la bronchite (Ruberto et al., 

2002), le rhume et le rhumatisme (Mahmoudi., 1990) alors que sous forme de poudre elle est 

employée pour soulager les douleurs rhumatismales (Ruberto et al., 2002). 

 C'est une plante apéritive, expectorante, carminative (Baba Aïssa, 1999), stomachique (Baba 

Aïssa., 1999; Sijelmassi., 1991), stimulante (Fourment et Roques., 1941) et possèdent des 

propriétés antiseptique, antitussif  et antispasmodique (Sijelmassi., 1991 ; Baba Aïssa., 1999).  

Cette plante jouit d'une grande faveur populaire en Algérie et en Tunisie comme remède 

contre la toux et les affections respiratoires. Par contre, l'origan du Maroc (Origanum 

compactum) est consommé sous forme d'infusion pour calmer les coliques (Baba Aïssa., 

1999).  

Belhattab et al. en 2004, rapportent que les huiles essentielles de cette plante ont montré un 

effet inhibiteur sur les levures et les moisissures isolées à partir de l'hôpital central de Sétif.  

Enfin, les huiles essentielles des différentes espèces d'Origanum ont des activités 

antibactériennes (Pizzal et al., 2002; Sari et al., 2006) et antifongiques (Paster et al., 1995; 

Sari et al., 2006).  
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IV- Généralités sur les souches bactériennes étudiées :  
IV-1- Staphylococcus aureus :  

Les staphylocoques ont été mis en évidence pour la première fois en 1878 dans le pus d’abcès 

par Koch en Allemagne. La dénomination de Staphylococcus a été introduite en 1883 par 

Ogston et provient de l’association des termes grecs Staphylê, grappe de raisin et Kokkos, 

grain. La classification des staphylocoques a connu de nombreux bouleversements; lors de la 

première édition en 1923 du « Bergey’s Manual ® of Determinative Bactériology », les 

staphylocoques étaient classés dans la famille des Streptococcaceae puis lors de la deuxième 

édition en 1926 dans la famille des Micrococcaceae (Touaitia., 2016). 

Actuellement sa position taxonomique est bien définie il s'agit de la famille 

Staphylococcaceae (Garrity et al., 2002). Cette famille comporte les genres Gemella, 

Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Macrococcus, ainsi que le plus important le genre 

Staphylococcus (Dworkin et al.,2006). Ce genre comprend actuellement 53 espèces et sous-

espèces. Néanmoins, le nombre d’espèce n’a cessé d’augmenter au cours des 20 dernières 

années et le genre a été remanié (Touaitia., 2016). 

 Selon la 9ème édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,  les staphylocoques 

sont classés comme suivant: 

 Règne :   Bacteria   

Division: Firmicutes  

Classe :   Bacilli  

Ordre :   Bacillales 

Famille : Staphylococcaceae  

Genre :   Staphylococcus  (Prescott., 2010). 

Les critères de base de la classification des espèces du genre staphylococcus restent la 

présence d’une catalase et la production de la coagulase libre, enzyme responsable de la 

coagulation du sérum humain. On distingue ainsi sept espèces et sous espèces à coagulase 

positive dont S.aureus, et quarante-six à coagulase négative (Le Loir Y et Gantier M., 2010). 
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S. aureus est un coque à Gram positif d’environ 0,7 à 1,2 micromètre de diamètre qui se 

trouve seul, en paires ou en grappe dans divers milieux liquides et solides. Cette bactérie 

aérobie ou anaérobie facultative a une température optimale de croissance de 37 ºC lui 

conférant le caractère de mésophile.  

 

Cette espèce est considérée avant tout comme une bactérie commensale. En effet, elle fait 

partie de la microflore normale de la peau, du tractus intestinal et du nasopharynx. Dix à 35 % 

de la population générale sont des porteurs sains permanents et 60 % des individus sont des 

porteurs sains temporaires de S. aureus (Edwards et Massey., 2011). Cependant, S. aureus 

peut se retrouver dans d’autres niches écologiques dont la terre, l’air, l’eau et les aliments 

dont les produits laitiers. Certaines souches infectent les mammifères incluant l’humain. C’est 

le staphylocoque à coagulase positif le plus isolé d’infections humaines puisqu’il est capable 

de produire l’enzyme menant à la coagulation du plasma sanguin.  

Ce pathogène provoque un large éventail d’infections cliniques, allant des infections courantes 

telles que les infections de la peau et des tissus mous à des infections meurtrières comme la 

septicémie, la pneumonie et les toxinoses, telles que le syndrome du choc toxique (Alouia., 2015). 

 
IV-2- Les entérobactéries :  
Le nom «Enterobacteriaceae» fait référence à la localisation de cette famille de bactéries dans 

le tube digestif et principalement le côlon de l’homme et des animaux, bien qu’ ils soient 

également présents dans l’environnement. C’est une famille hétérogène, regroupe des 

bactéries à Gram-négatif, fréquemment impliquée dans les infections humaines. Elle se 

compose d’environ 30 genres de bactéries et de plus de 100 espèces (Avril et al., 2000). Selon 

le manuel de Bergy’s, Cette famille est classée comme suit : 

Règne : Bacteria 

Division : Proteobacteria 

Classe : Gamma Proteobacteria 

Ordre : Enterobacteriales  (Grimont F et Grimont., 2002). 

 

La famille des entérobactéries regroupe l’ensemble des bacilles droits, ayant un diamètre de 

0,3-1,8 μm. Les cellules prennent une coloration à Gram négatif étant mobiles (flagelles 

péritriches) ou immobiles. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives et 

chimioorganotrophes ayant un métabolisme simultanément de type fermentatif et respiratoire. 
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De type oxydase négative, la plupart réduisent les nitrates, excepté certains genres ou espèces 

(Habi., 2010). 

Dans notre partie paratique, les espèces d’entérobactéries ciblées sont : E. coli, Klebsiella 

pneumoniae et Proteus mirabilis. Pour cela, nous rappelons brièvement quelques 

caractéristiques générales de ces espèces bactériennes. 

 

 Escherichia coli :  

C’est une bactérie très courant, son habitat est le colon humain où elle est la plus abondante, 

alors que sa survie est extrêmement difficile dans l’environnement. E. coli cause 

principalement des infections du tractus digestif, la plus connue étant la diarrhée du voyageur, 

en raison de la contamination de l’eau ou des aliments par la flore fécale des malades ou des 

porteurs. Il est également l’espèce préférentielle des infections urinaires. L’incidence de ces 

infections est plus marquée chez les personnes de sexe féminin en milieu extrahospitalier en 

raison notamment de la colonisation de la région péri-urétrale et de la longueur de l’urètre. En 

milieu hospitalier, l’incidence est égale entre les deux sexes en rapport essentiellement avec 

l’utilisation fréquente des sondes urinaires.  

Cette espèce est aussi à l’origine d’infections pulmonaires chez les personnes gravement 

malades, ces patients étant souvent colonisés au niveau des voies respiratoires supérieures. 

Elle peut coloniser le vagin et générer des méningites néonatales suite au passage du nouveau-

né à travers la voie génitale maternelle colonisée ou suite à l’infection du liquide amniotique 

consécutive à une rupture prolongée des membranes (Dioman., 2008). 

 

 Klebseilla pneumoniae :  

K.pneumoniae est une espèce ubiquiste, isolée des eaux de surface, des eaux usées, des effluents 

industriels, du sol, du bois, de végétaux divers (Dong et al., 2003) et des aliments. Elle est 

également retrouvée dans la flore fécale d'environ 30% des animaux et de l'homme, elle existe à 

l'état commensal sur la peau et les muqueuses, notamment respiratoires (Baerwolf et al., 2002). 

K.pneumoniae est responsable d’ infections spontanées dans 25% des cas, mais surtout 

d’ infections nosocomiales. Dans ce dernier cas, elle est transmise par la manipulation de matériel 

souillé (cathéter, masque à oxygène…) et par les mains sales. Elle est pathogène chez 

l’ immunodéprimé, souvent traité par les antibiotiques, chez lequel elle est parfois inoculée lors de 

manœuvres dans un but diagnostique ou thérapeutique. 

Cette espèce est responsable d'infections diverses : infections suppuratives, urinaires, 

respiratoires, biliaires, hépatiques intra-abdominales, bactériemies, septicémies, fasciites 
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nécrosantes…. etc et elle est responsable d'environ 10% des infections nosocomiales. L'arthrite à 

K.pneumoniae est rare mais elle peut détruire l'articulation provoquant un handicap définitif 

(Chung et al., 1992; Dong., 2003; Podschum et al., 1998). 

Classiquement, les Klebsielles ne sont pas considérées comme agents de toxi-infections 

alimentaires. Toutefois; lors d'une toxi-infection alimentaire, une souche de Klebsiella 

pneumoniae du type capsulaire 15 et capable de produire une exotoxine de type thermolabile 

(LT) a été isolée de la viande et des selles des malades (Guiraud., 1998). 

 

 Proteus mirabilis :  

Ce sont des saprophytes de l’intestin dans lequel se trouvent normalement qu’en petit nombre. 

Ces bactéries sont aussi des hôtes normaux des téguments, des voies respiratoires supérieures 

et des orifices naturels. Ils sont répandus dans la nature : dans le sol, les eaux, notamment les 

eaux d’égout. Ce sont des pathogènes occasionnels. On les rencontre dans les infections 

urinaires chroniques, dans les méningites otogènes du nourrisson, parfois dans des 

septicémies. Leur présence dans les selles est normale : elle est donc sans signification 

pathologique (Dioman., 2008). 

IV-3- Pseudomonas aeruginosa :  

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique ; du grec : puon : pus et kuanos : bleu foncé, 

elle est désignée sous le nom d’espèce Pseudomonas aeruginosa du latin : aeruginosa : 

couvert de rouille, le nom est lié à la pathogénecité initiale, elle a été isolée en 1882 par 

Gessard dans le pus d’un pansement (Avril et al., 2000 ; Eyquem A and Montagnier.L., 2000 ; 

Flandrois.J.P and Carret.G., 1997). D’après la huitième édition de Bregey’s Manuel, cette 

espèce est classée comme suit : 

Règne :   Bacteria   

Division: Proteobacteria  

Classe :   Gamma Proteobacteria 

Ordre :   Pseudomonadales 

Famille : Pseudomonadaceae  

Genre :   Pseudomonas   
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P.aeruginosa est un petit bacille à Gram négatif fin d’environ 1 à 3 µm de large, se présentant 

de manière isolé ou groupé en deux ou en courtes chainettes, mobile grâce à une ciliature de 

type polaire monotriche, asporulé, acapsulé mais certaines souches possèdent une pseudo-

capsule appelée « slime » constitue d’alginate qui peut jouer un rôle important dans la 

pathogénecité de cette bactérie (Liolios., 2009 ; Fraillery., 2001).   

C’est une bactérie ubiquiste, saprophyte dans les eaux douces et marines, dans l’air, dans les 

sols humides ou sur les végétaux. Elle est commensale des téguments et des muqueuses de 

l’homme et des animaux, mais aussi pathogène pour eux. Cette espèce se rencontre dans 

l’environnement hospitalier au niveau du matériel, médical ou chirurgical, et dans les 

solutions d’antiseptiques. 

Chez l’homme, P.aeruginosa est l’agent du pus bleu des infections cutanées post-

chirurgicales de septicémies, d’endocardites… ; cette espèce est aussi pathogène opportuniste 

et elle constitue une cause majeur d’infections nosocomiales  diverses chez des personnes 

fragilisées ou immunodéprimées (grands brûlés, cancéreux…) (Camille., 2007 ; Hélène., 

2008). 
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 Objectif de l'étude : 

Dans la présente étude, nous avons tenté de contribuer à la valorisation des extraits de deux 

plantes aromatiques: Eucalyptus globulus et Origanum vulgare de l’est algérien très utilisées 

en médicine traditionnelle dans les traitements des infections d’origine bactériennes.  

 

Pour cela nous avons fixé les objectifs suivants : 

 Isolement des souches d’origine cliniques à partir de différents établissements 

hospitaliers de la ville d’Annaba. 

 Purification et identification biochimique des souches isolées. 

 Évaluation de l’antibiorésistance des souches identifiées vis-à-vis une gamme 

d’antibiotiques. 

 Sélection des souches les plus résistantes aux antibiotiques et leur conservation.   

 Extraction des huiles essentielles des deux plantes étudiées et détermination de leur 

rendement. 

 Évaluation de l’activité antibactérienne des HE obtenues vis-à-vis des souches 

pathologiques sélectionnées. 

 Détermination de la CMI et CMB des huiles essentielles en milieu solide. 

 Évaluation de la synergie entre les deux huiles essentielles et entre chaque huile et un 

antibiotique.    

 Extraction des extraits aqueux et détermination de leur rendement. 

 Évaluation de l’activité antibactérienne des EAq obtenus vis-à-vis des souches 

pathologiques sélectionnées. 
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Figure 10 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental. 
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 Matériel : 

1- Souches étudiées :  

Durant notre travail expérimental, nous avons collecté un total de 102 souches d’origine 

cliniques à partir de différents établissements hospitaliers de la ville d’Annaba sur une période 

de 18 mois allant de mars 2013 à janvier 2015.  

L’étude bactériologique et l’antibiorésistance des souches ont été effectuées au sein du 

laboratoire de Biochimie et Microbiologie Appliquée du département de biochimie de 

l’Université Badji Mokhtar Annaba. 

 

2- Matériel végétal : 

2-1- Critères de choix des plantes :  

Dans le but de la valorisation de la biodiversité végétale de l’est algérien, nous avons étudié 

deux espèces de plantes aromatiques : Eucalyptus globulus et Origanum vulgare. Le choix de 

nos deux plantes est basé sur étude bibliographique et une enquête ethnobotanique. Ces deux 

espèces ont une large utilisation pour leur pouvoir curatif et guérisseur en médecine 

traditionnelle algérienne. Ainsi, les différents critères de choix de nos deux plantes dans notre 

étude sont les suivants : 

 La valorisation des plantes médicinales de l’est algérien. 

 L’abondance des deux espèces dans cette zone. 

 L’utilisation en médecine traditionnelle comme remède pour traiter des 

maladies de provenance bactérienne. 

 La richesse et la rentabilité des plantes de point de vue molécules bioactives 

(huiles essentielles). 

2-2- Cueillette, situation géographique et identification botanique : 

Les feuilles de la plante Eucalyptus globulus sont récoltées au niveau de la région Boumelek 

El Kala en Mai 2013 pendant la période de floraison, ensuite séchées à l’ombre à une 

température voisine à 25◦C (figure 12 et 13). 
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Figure 11 : Région de la récolte de la plante Eucalyptus globulus. 

 

Figure 12 : Feuilles sèches d’Eucalyptus globulus. 

Les feuilles de la plante Origanum vulgare sont récoltées au niveau de la montagne Houara, 

Guelma en juin 2014 à une altitude de 380 mètre pendant la période de floraison, puis elles 

sont traitées de la même manière que les feuilles de plante précédente (figure 13 et 14). 

L’identification botanique des deux espèces végétales a été par Dr. Zaafour, un membre de 

l’équipe de recherche de botanique de l’université Badji Mokhtar Annaba. 
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Figure 13 : Région de la récolte de la plante Origanum vulgare. 

 

 

Figure 14 : Feuilles sèches d’Origanum vulagre. 
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 Méthodes : 

1- Isolement :  

Les souches bactériennes nous ont été parvenues dans la gélose nutritive inclinée ; à l’aide 

d’une anse de platine stérile, Un isolement a été effectué pour chaque souche par la méthode 

des stries à la surface des milieux de culture suivants : 

 Gélose Chapman 

 Milieu Mac Conkey 

 Gélose au cétrimide 

L’incubation a été faite à 37◦C pendant 18 à 24 heures. 

2- Purification des souches :  

Cette étape est basée sur les caractères culturaux et la coloration de Gram. A partir des 

colonies isolées sur les différents milieux (chapman, Mac Conkey, cétrimide), procéder 

directement à la coloration de Gram. Ensuite, sélectionner les colonies présentant des cocci à 

Gram positif (Staphylococcus), et les colonies présentant des bacilles à Gram négatif (les 

entérobactéries, Pseudomonas). La purification se fait en poursuivant le repiquage sur le 

même type de milieu jusqu'à l’obtention d’un isolat pure présentant les mêmes 

caractéristiques que celui obtenu en premier isolement. La dernière culture pure doit être faite 

sur gélose nutritive pour faire l’objet d’autres tests (identification biochimique, 

antibiogramme, activité antibactérienne...). 

 

3- Identification des souches étudiées :  
Suite aux études macroscopiques et microscopiques, toutes les souches ont été identifiées 

grâce aux tests biochimiques (production d’oxydase pour les Gram négatif et production 

catalase, coagulase pour les Gram positif) ensuite confirmées par les galeries miniaturisées 

API  (Bio Mérieux) : API 20E, API Staph et API NE. 

 

3-1- Recherche de l’oxydase:    

3-1-2- Mode opératoire :     

Déposer sur une lame porte objet propre un disque d'oxydase "ox" et l'imbiber avec une 

goutte d'eau distillée ou d'eau physiologique stérile.   
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Prélever une partie de la colonie à étudier à partir d'une culture jeune sur gélose à l'aide d'une 

pipette Pasteur boutonnée stérile et l'étaler sur le disque.   

 Lecture:  

    Une coloration violet foncé puis noire apparaît immédiatement ou en quelque secondes 

signifie un test oxydase (+).      

  L'essai est négatif si la couleur n'a pas viré au violet dans les 10 secondes. 

 

3-2- Recherche de la catalase:  

 Principe : 

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries à métabolisme  respiratoire   qui 

peuvent détruire les peroxydes  H2O2  dont l’accumulation à un effet létal  pour les bactéries. 

La catalase a  la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogène (H2O2 avec dégagement 

d’O2).   

 Technique:  

A partir d’un milieu solide et aérobie, prélever une quantité suffisante de culture et la mettre 

en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame.  

 Lecture :  

La présence de catalase est   marquée  par la formation immédiate des bulles d’O2 (Touaitia., 

2016). 

 

3-3- Recherche de la coagulase:    

 Principe:  

La propriété de Staphylococcus aureus de provoquer la coagulation d’un plasma recueilli sur 

anticoagulant est un critère important de son identification. Elle est due à la sécrétion d’une 

enzyme thermostable ; la staphylocoagulase ou coagulase. La staphylocoagulase agit en 

liaison avec la prothrombine et en absence de calcium. 

Parmi les staphylococcus, pratiquement seul Staphylococcus aureus la possède, certaines 

souches de S. aureus peuvent en être dépourvues  (10 à 15 % en milieu hospitalier), la perte 

de la coagulase étant souvent reliée à un traitement antibiotique.   

Dans l’organisme, l’action de la coagulase est à l’origine de microcaillots de fibrine à 

l’intérieur desquels les bactéries peuvent proliférer à l’abri des défenses de l’organisme.    

La recherche de la coagulase de Staphylococcus est compliquée par la présence d’un 

récepteur au fibrinogène provoquant l’agglutination de la souche placée dans un plasma 

oxalaté (on parle de coagulase « liée »).   
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 Technique:  

- Réaliser une culture en bouillon BHIB.  

- Etuver 24h à 37°C.   

- Mettre dans un tube à hémolyse 4 gouttes de bouillon agité et 4 gouttes de plasma de  

lapin oxalaté.  

- Placer le tube au bain d’eau à 37°C durant 2 à 24h.   

 Lecture:   

Observer toutes les heures. Une coagulation pourra être observée par une prise en masse du 

liquide (Joffin et Leyral., 2001). 

 

3-4- Identification biochimique par système API : 

3-4-1- Identification biochimique par la galerie API Staph :  

API Staph est un système standardise pour l’identification des genres Staphylococcus, 

Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturises ainsi qu’une base de 

données. L’API staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les 

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans API Staph Medium 

qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent 

par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. La lecture de ces 

réactions se fait à l'aide du tableau de Lecture et l'identification est obtenue à l'aide du 

catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification (BioMérieux API 20E manual., 2010). 

 

3-4-2- Identification biochimique par la galerie API20E : 

L’API 20 E est un système standardisé pour l'identification des entérobactéries et autres BGN 

non fastidieux, comportant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de données. 

La galerie est commercialisée dans des boites stériles, elle comporte 20 microtubes contenant 

des substrats sous forme déshydratée, chaque microtube est partagé en deux parties : le tubule 

(en bas) et la cupule (en haut). 

Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les 

réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l'addition des réactifs. 

La lecture de ces réactions se fait à l'aide du tableau de lecture et l'identification est obtenue à 

l'aide du catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification (BioMérieux API 20E manual., 

2010). 
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3-4-3- Identification biochimique par la galerie API20NE :  

L’API 20 NE est un système standardisé pour l’identification des bacilles à Gram négatif non 

entérobactéries et non fastidieux (ex : Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium…), 

combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d’assimilation et une base de données. 

La galerie API 20 NE comporte 20 microtubes contenants des substrats déshydratés. Les tests 

conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les 

milieux. 

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l’addition de réactifs. 

Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent 

seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant. 

La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture et l’identification est obtenue à 

l’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification (BioMérieux API 20E 

manual., 2010). 

4- Test de sensibilité aux antibiotiques :  
La résistance aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion de disque  (Bio-

Rad, France) en milieu gélosé Mueller-Hinton (Bio-Rad) selon les recommandations décrites 

par la CA-SFM 2013 (comité de l’antibiogramme de la société française de Microbiologie).  

Les antibiotiques testés pour les différentes souches isolées sont indiqués dans les tableaux 5, 

6 et 7 (voir annexe). 

  Technique : 

A partir d’une colonie jeune de 24h, mesurer la densité optique de l’inoculum en utilisant 

spectrophotomètre et ajuster en ajoutant la culture s’il est très faible ou de l’eau physiologique 

stérile s’il est très fort, la densité optique doit être équivalente à 108UFC/ml (0,5 Mac 

Farland). 

-Après avoir ajusté la turbidité de l’inoculum, tremper l’écouvillon dans cette suspension. 

- Presser fermement contre la paroi intérieure du tube juste au-dessus du niveau du liquide, 

tourner l’écouvillon pour enlever l’excès du liquide. 

- Étaler à trois reprises sur la surface entière de la gélose Mueller Hinton, en tournant la boite 

à environ 60° après chaque application afin d’obtenir une distribution égale de l’inoculum. 

- Appliquer les disques d’antibiotiques sur les boites de Pétri après 15 minutes 

d’ensemencement à l’aide d’une pince stérile. 

- Incuber les boites à 37°C pendant 18 heures à 24h. 
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 Lecture et interprétation : 

Mesurer avec précision les diamètres de chaque zone d’inhibition en mm, et classer les 

bactéries dans l’une des catégories: sensible, intermédiaire ou résistante (voir annexe tableau 

5, 6 ,7) (CA-SFM., 2013). 

 

5- Détection de S.aureus  méthicillino-résistant : 
Il existe plusieurs méthodes de détection de la résistance à la méthicilline pour l’espèce 

Staphylococcus aureus, parmi lesquelles on a choisis la méthode de diffusion du disque 

d’oxacilline. 

5-1- Méthode de diffusion du disque d’Oxacilline (1ug) : 

 Principe : 

Un disque d’Oxacilline (1ug) a été appliqué sur une Gélose MH additionnée 2% de NaCl pour 

la détection des SARM selon les directives de CLSI (the Clinical Laboratory Standards 

Institute). 

 

 Lecture : 

Après une incubation à 37°C pendant 24 heures, les souches sont considérées résistantes pour 

diamètre d’inhibition ≤10 mm, intermédiaires pour 11-12 mm et sensibles pour diamètres ≥13 

mm (Rasheed et al., 2010).  

 

6- Conservation des souches : 
La conservation des souches sélectionnées a été réalisée par ensemencement sur gélose 

nutritive inclinée par l’anse de platine. Après incubation à 37°C pendant 24 heures, les tubes 

ont été conservés au réfrigérateur à 4°C. 

 

7- Extraction des huiles essentielles :  

Les huiles essentielles des deux espèces végétales (O.vulgare et E.globulus) sont extraites par 

la méthode d’hydrodistillation par un appareil de type Clevenger, au niveau du laboratoire de 

pharmacie de la faculté des médecines de l’Université Badji Mokhtar Annaba. 

Cet appareil est constitué d’un chauffe ballon qui permet la distribution homogène de la 

chaleur dans le ballon, où l’on place la matière végétale séchée et l’eau distillée et une 

colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant). 
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7-1- Principe : 

 La technique de l’hydrodistillation est basée sur l’immersion d’un matériel végétal dans l’eau 

portée à l’ébullition. La vapeur saturée en huiles essentielles traverse un serpentin ὸu elle se 

condense pour donner deux phases :  

 Phase organique : huileuse et très odorante appelée « huile essentielle » contenant 

la majorité des composés odorants. 

 Phase aqueuse : odorante appelée « eaux aromatiques » contenant que très peu 

des composés odorants (Benkeblia., 2004). 

7-2- Mode opératoire :  

L’opération consiste à introduire 100 g de masse végétale séchée dans un grand ballon en 

verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon 

pour éviter les débordements de l’ébullition. Le mélange est porté à ébullition à l’aide d’un 

chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent à travers le tube vertical puis 

dans le serpentin de refroidissement où aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi 

produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L’huile essentielle de 

faible densité par rapport à l’eau, surnage à la surface de cette dernière. L’huile ainsi obtenue 

est récupérée dans des flacons opaques bien scellés à température basse (4-5 Cº). L’opération 

d’extraction dure trois heures à partir du début d’ébullition (figure 15). 
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Figure 15 : Montage de l’hydrodistillateur employé pour l’extraction des huiles 

essentielles. 

7-3- Calcul du rendement :  

Le rendement en huile essentielle est le rapport de la quantité d’huile recueilliée après 

hydrodistillation sur la quantité de la plante à traiter exprimé en pourcentage (AFNOR., 

1986). 

Le rendement est calculé par la formule suivante : 

 

 

R : rendement de l'huile essentielle en %. 

PB: quantité de l'huile essentielle en g. 

PA : quantité de la plante en g. 

8- Évaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 

L’étude de l’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux plantes étudiées a été 

effectuée sur 36 souches bactériennes sélectionnées vue leur multi résistance aux antibiotiques 

disponibles et quatre souches de référence (S.aureus ATTC29233, E.coli ATTC29233, 

K.pneumoniae ATCC10031 et P.aeruginosa ATTC27853).  

R = PB / PA X 100 
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8-1- Préparation des suspensions bactériennes :  

Les souches bactériennes à tester sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant de la 

gélose nutritive, par la suite incubées à 37 °C pendant 18 à 24 heures. A partir de ces cultures 

jeunes, à l’aide d’une anse de platine stérile 3 à 5 colonies bien isolées et parfaitement 

identique sont prélevées, ensuite on décharge l’anse de platine dans 10 ml d’eau 

physiologique stérile à 0.9% de sel NaCl. Après, les suspensions bactériennes sont bien 

homogénéisées à l’aide d’un vortex, la densité optique est justifiée à 0.5 Mac Farland est 

réalisée par un spectrophotomètre. L’inoculum obtenu doit avoir une densité optique comprise 

entre 0.08 à 0.1 nm ce qui est équivalent à une concentration de 107 à 108 UFC/ml. 

8-2- Préparation des disques : 

A l’aide d’un emporte-pièce, des disques de  6mm de diamètre de papier Wattman N⁼°40 sont 

fabriqués. Ensuite, ces disques sont mis à l’autoclavage dans un tube à essai stérile. 

8-3- Tests de l’activité antibactérienne : 

L’activité antibactérienne des huiles essentielles des deux plantes étudiées a été mise en 

évidence par trois méthodes : la méthode des disques, la méthode des microatmosphères et la 

méthode des puits. Les concentration minimales inhibitrices et la concentration minimales 

bactéricides ont été déterminées par  la méthode de dilution agar. 

8-3-1- Méthode des disques ou aromatogramme :  

La méthode de diffusion par disque en milieu gélosé appliquée pour la détermination de 

l’activité antibactérienne des huiles essentielles est celle décrite par Gulluce et al en 2007. 

 Principe : 

L'aromatogramme est une méthode inspirée de l'antibiogramme qui permet de déterminer 

l'activité inhibitrice de croissance des extraits végétaux (Chapuis., 2007).  Le principe de cette 

méthode repose sur le pouvoir de la migration de l’huile essentielle ou de l’extrait aqueux  par 

diffusion dans la gélose. Cette méthode permet la mise en évidence de l’effet antibactérien 

d’un extrait par la mesure du diamètre d’inhibition en millimètres autour d’un disque 

imprégné par un extrait. En fonction du diamètre d’inhibition on peut classer les souches 

étudiées en souches sensibles ou résistantes (figure 16). 
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Figure 16 : Principe de la méthode des disques ou aromatogramme. 

 Mode opératoire :  

 Ensemencement :  

Le milieu Mueller-Hinton en surfusion est coulé dans des boites de Pétri en raison de 15ml 

dans chaque boite. Après solidification du milieu de culture, un écouvillon stérile imbibé par 

la suspension bactérienne est étalé sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas en stries 

serrées à trois reprises, en tournant la boite de 60° à chaque fois sans oublier de pivoter 

l’écouvillon sur lui-même, et finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie 

de la gélose.  

 Dépôts des disques : 

Dans des conditions aseptiques, trois disques de papier Wattman stériles de 6mm de diamètre 

sont déposées à la surface gélosé préalablement ensemencée, à l’aide d’une pince stérile. un 

disque est imbibés d’un volume de 5μl et le second par 10 μl d’huile essentielle des plantes 

étudiées. Le troisième disque est imprégné par 5 μl de DMSO pour servir comme contrôle 

négatif. 

 

 Incubation : 

Les boites de Pétri sont maintenues à 4°C pendant 1 heure pour que l’HE puisse diffuser, puis 

incubées à 37 °C pendant 24 heures. 
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 Expression des résultats : 

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamètre d’inhibition formé autour de disque 

en millimètres où les microorganismes testés n’ont pas poussés en tant que moyenne ± écart 

type (Chaque essai est répété en double) (El Hanbali., 2009). 

8-3-2- Méthode des microatmosphères :  

La méthode des microatmosphères appliquée pour la détermination de l’activité 

antibactérienne des huiles essentielles est celle décrite par Gulluce et al en 2007. 

 Principe : 

Cette méthode consiste à déposer un disque de papier filtre imprégné de l’huile essentielle au 

centre du couvercle d’une boite de pétri, sans que l’huile essentielle entre en contact avec la 

milieu ensemencé par les micro-organismes. La boite est hermétiquement fermée et placée 

couvercle en bas à l’étuve à 37°C (figure 17). 

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans l’enceinte de la boite et les cellules 

sensibles de l’inoculum sont inhibées, donc l’essence n’agit qu’à l’état des vapeurs qu’elle 

développe à 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de l’inoculum  

 
Figure 17 : Principe de la méthode des micro atmosphères. 
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 Mode opératoire : 

 Ensemencement :  

L’ensemencement des boites de Pétri pour cette méthode a été réalisé de la même façon que 

celle de la méthode des disques ou aromatogramme. 

 Dépôts des disques : 

Un disque de papier Wattman stérile de 6 mm de diamètre a été placé au centre du couvercle 

de chaque boite de Pétri, puis il est imbibés d’un volume (5μl, 10μl) de l’huile essentielle par 

la suite les boites sont hermétiquement fermées par le parafilm. 

 Incubation : 

Les boites de Pétri sont incubées en position inversée sur le couvercle, à 37 °C pendant 24 

heures. 

 Expression des résultats : 

Après la période d’incubation, la présence d’une activité se traduit par l’inhibition de la 

croissance de l’inoculum. 

8-3-3- Méthode des puits :  

La méthode des puits appliquée pour la détermination de l’activité antibactérienne des huiles 

essentielles et celle décrite par Gulluce et al., 2007. 

 

 Principe : 

Un puits (d’environ 6mm) est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une 

quantité d’huile essentielle (5µl et 10µl). Après incubation, des zones d’inhibition de 

croissance bactérienne sont obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (figure 18).  
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Figure 18 : Principe de la méthode des puits. 

 

 Mode opératoire : 

 Ensemencement : 

L’ensemencement des boites de Pétri pour cette méthode a été réalisé de la même façon que 

celle de la méthode des disques ou aromatogramme. Après ensemencement, un puits de 6mm 

de diamètre est creusé à l’aide d’un cône jaune stérile au centre de la gélose, au niveau  du 

quel est coulée un volume (5μl, 10μl) de l’huile essentielle.  

 Incubation : 

Les boites de Pétri sont maintenues à 4°C pendant 1 heure pour que l’extrait puisse diffuser, 

puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. 

 Expression des résultats : 

La lecture des résultats de la méthode des puits se fait par mesure des diamètres d’inhibitions 

autour du puits en millimètre en tant que moyenne ± écart type (Chaque essai est répété en 

double). 

 La sensibilité à l’huile essentielle dans cette technique  a été classée de la même façon que 

celle de la méthode des disques. 
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8-3-4-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration 

minimale bactéricide (CMB) :  

La CMI et la CMB des huiles essentielles ont été déterminées par la méthode de dilution en 

milieu solide ou la méthode de dilution agar décrite par Mayachiew et Devahastin (2008). 

Le choix de cette technique est basé sur un point de vue économique de la quantité des huiles 

essentielles, où plusieurs souches bactériennes sont testées dans la même boite de Pétri au 

même temps.   

 Principe : 

Le principe de cette technique consiste à l’incorporation d’un agent antibactérien dans un 

milieu gélosé à des concentrations variables, suivie d’un dépôt d’un inoculum bactérien à la 

surface de la gélose dans le but de déterminer le taux d’inhibition (El Kalamouni., 2010).  

 

 Mode opératoire : 

 Préparation des dilutions des huiles essentielles : 

A partir d’une solution mère des huiles essentielles à une concentration 100000 μg/ml, on 

prépare une gamme de dilutions de concentrations allant de 1000 μg/ml à 10000 μg/ml de la 

manière suivante (figure 19) : 

- A l’aide d’une balance analytique, peser 1g de l’huile essentielle. 

- Introduire cette quantité dans un tube à essai contenant 10 ml de DMSO pour obtenir 

une solution mère à concentration égale à 100000 μg/ml. 

- Des volumes de 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 ml de la solution mère préparée sont ajoutés 

respectivement dans des tubes contenant 9, 9.2, 9.4, 9.6, 9.8 et 9.9 ml de DMSO, pour 

obtenir une gamme de concentrations (10000, 8000, 6000, 4000, 2000, 1000 μg/ml).  
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Figure 19: Préparation des dilutions des huiles essentielles. 

 

 Préparation des dilutions d’agar : 

Introduire aseptiquement dans un tube à essai 19 ml de milieu Mueller Hinton fondues et 

refroidis à 45°C, additionnés de 0.5% de tween 80, en lui rajoutant par la suite 1ml de chaque 

concentration de l’huile essentielle préalablement préparée, pour obtenir une série de 

concentrations finales (500, 400, 300, 200, 100, 50 μg/ml) calculées par l’équation suivante : 

 

CF : est la concentration finale de l’huile essentielle testée dans l’agar 

CI : est la concentration initiale de l’huile essentielle dans le DMSO. 

 Dépôts de  l’inoculum : 

Les tubes contenant les concentrations finales (dilutions de l’huile essentielle+MH+tween80) 

sont homogénéisés puis coulés dans des boites de Pétri. Après solification du mélange, les 

               Solution mère 

(1g d’HE+10 ml de DMSO) 

100000 μg/ml 

1 ml 0.8ml 0.6 ml 0.4ml 0.2 ml 0.1 ml 

9 ml  9.2 ml 9.4 ml  9.6 ml  9.8 ml  9.9 ml  

10000 μg/ml 8000 μg/ml 6000 μg/ml 4000 μg/ml 2000 μg/ml 1000 μg/ml 

CF = CI / 20 
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boites sont divisées en six compartiments dans les quelles sont inoculées les cinq suspensions 

bactériennes, sous de dépôts 1μl correspondant à 105 UFC. Dans chaque boite, un contrôle 

négatif est réalisé par le DMSO (Figure 20). 

 Incubation :  

Après inoculation, on incube les boites de Pétri à l’étuve à une température égale à 37°C 

pendant 24h. 

 Expression des résultats : 

A la sortie de l’étuve, les boites de pétri qui montrent une absence de croissance bactérienne 

ont été maintenues pour déterminer les CMI et les CMB des huiles essentielles des deux 

plantes étudiées. 

La CMI est représentée par la boite qui contient la plus faible concentration d’huile essentielle 

qui inhibe sur la gélose toute croissance apparente à l’œil nu après 24 heures d’incubation à 

37°C. 

 La CMB est indiquée par la plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute culture 

visible à l’œil nu après 5 jours incubation à 37°C. 

Le calcul du rapport CMB/CMI, permet de déterminer le pouvoir bactéricide ou 

bactériostatique des deux huiles essentielles testées. Lorsque ce rapport est supérieur à 4, 

l’huile est qualifié bactériostatique et on dit que l’huile est bactéricide et lorsqu’il est inférieur 

ou égal à 4 (Canillac et Mourey., 2001). 

 Remarque :  

Les préparations des dilutions des huiles essentielles ont été effectuées au niveau du DMSO.  

Ce choix est basé sur des tests sur des souches bactériennes où le DMSO n’a pas présenté un 

pouvoir antibactérien. En plus, le DMSO est le solvant le plus utilisé par des auteurs, 

notamment, Gachkar et al., (2006) et également conseillé par le CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute). 
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 Figure 20 : Détermination de la CMI et la CMB par la méthode des dilutions en milieu 
solide. 

 

10000 μg/ml 8000 μg/ml 6000 μg/ml 4000 μg/ml 2000 μg/ml 1000 μg/ml 
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Incubation à 37°C pendant 24h  
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9- Tests de synergie :  

On a effectué deux tests de synergie, le premier entre les huiles essentielles des plantes 

étudiées et le second s’agit d’une combinaison entre les huiles essentielles et un antibiotique.  

9-1- Synergie entre les huiles essentielles des plantes étudiées : 

L’évaluation de l’effet synergique entre les deux huiles essentielles des deux plantes 

(Eucalyptus globulus et Origanum vulgare) est déterminé par la méthode des disques ou 

aromatogramme décrite précédemment. 

 Technique : 

Pour cela, deux disques de papier Wattman de 6 mm de diamètre sont déposés aseptiquement 

à la surface du milieu préalablement ensemencé par la suspension bactérienne, le premier 

disque est imprégné par 5μl de l’huile essentielle de l’Eucalyptus globulus ou Origanum 

vulgare et le deuxième par combinaison d’un volume de 5μl de chaque huile essentielle 

(figure 21). 

 Lecture : 

 Après incubation à 37°C  pendant 24 heures, Les effets antimicrobiens des associations de 

ces extraits, comme pour les associations aux  antibiotiques, sont définis en réponse aux 

interactions de  manières suivantes:  

- Indifférence: l'activité d'un extrait n'est pas affectée par l'autre: (A + B) = effet A ou effet B.  

- Addition: l'effet de l'association des extraits  est égal à la somme des effets de chaque extrait  

étudiée isolément: (A + B) = effet A + effet B.  

- Synergie: l'effet est significativement supérieur à la somme de chaque extraits étudiée 

isolément: (A + B) > effet A + effet B.  

- Antagonisme: l'association diminue l'activité. Elle est inférieure à la somme des effets de  

chaque extrait pris séparément: (A+B) < effet A ou effet B (Saffidine., 2015). 
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Figure 21: Test de synergie par combinaison des deux huiles essentielles. 

9-2- Synergie entre les huiles essentielles des plantes étudiées et l’oxacilline (1 μg) :  

Ces dernières années, les recherches scientifiques s’intéressent à l’utilisation des antibiotiques 

en combinaison avec des molécules bioactives de plantes médicinales, afin de réduire 

l’émergence de la résistance bactérienne à ces agents chimiques. Pour cela, nous avons axé ce 

test sur des souches de S.aureus resistantes à la méthicilline qui causent un problème de santé 

publique. 

   Technique : 

On procède de la même manière que la technique d’aromatogramme dans la préparation de 

l’inoculum et l’ensemencement, puis on dépose sur la surface de la gélose ensemencée deux 

disques d’oxacilline (1µg)  placé côté à côté, un des deux disques d’oxacilline est imbibé de 

5μl de l’huile essentielle de l’E.globulus /O.vulgare. On laisse diffuser pendant une heure de 

temps, à la température ambiante du laboratoire, ensuite on incube les boites à37°C pendant 

24 heures (figure 22). 

 Lecture : 

La lecture se fait de la même façon indiqué précédemment dans le test synergie HE/HE. 
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 Figure 22 : Test de synergie par combinaison de l’huile essentielle avec Oxacilline (1µg). 

10- Extraction des extraits aqueux : 

L’extraction des extraits aqueux a été réalisée par l’eau suivant les travaux de Beloued., (1998), 

Qujeq et al., (2011) et Zemmouri., (2015). 

10-1- Mode opératoire : 

L’opération consiste à macérer dix grammes (10g)  de broyat des feuilles sèches de chaque 

plantes dans 200ml d’eau distillée bouillante avec agitation occasionnelle pendant une durée 

de 20 minutes. Les préparations de la décoction sont ensuite filtrés à travers une mousseline 

suivie d’une filtration avec un papier filtre. Les extraits aqueux obtenus sont conservés à 4 ° C 

pour des utilisations ultérieures (figure 23). 

 

10-2- Calculs des rendements d'extraction : 

Les rendements d’extraction des extraits aqueux de chaque espèce végétale sont calculés selon 

la formule suivante (Zemmouri., 2015) : 

 

 

R : est le rendement en %; 

OX 

Disque 
d’Oxacilline (1µg) 
imprégné par 5µl 

d’HE de 
l’E.globulus ou 

O.vulgare 

Disque 
d’Oxacilline (1µg) 

seul 

R (%) = 100 Mext/Méch 
 

OX 
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Mext : est la masse de l’extrait en mg (après l'évaporation du solvant)  

Méch : est la masse sèche de la plante en mg.  
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Figure 23 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental d’extraction  des extraits 

aqueux. 

11- Évaluation de l’activité antibactérienne des extraits aqueux :  

L’activité antibactérienne des extraits aqueux a été évaluée par  la méthode des disques ou 

aromatogramme. 

  Technique : 

 Après ensemencement du milieu, 4 disques de papier Wattman de 6mm de diamètres sont 

déposés aseptiquement sur la gélose, ensuite chaque disque est imprégné par un volume de 

l’extrait aqueux des deux plantes étudiées (5µl, 10µl, 15µl et 20µl).  

 Lecture : 

Après incubation à 37°C pendant 24 heures, la lecture se fait par mesure du diamètre de la 

zone inhibition par mm et l’expression des résultats des extraits aqueux se fait de la même que 

celle des huiles essentielles décrite précédemment. 

12- Étude statistique : 

Cette étude a été réalisée par calcul de la moyenne et l’écart type à l’aide d’un logiciel 

statistique  Excel version 2007.lnk. 
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 Résultats :  

1- Isolement des souches bactériennes : 
Les isolats bactériens ont montré des aspects culturaux variables, en fonction du milieu de 

culture, permettant de suspecter leur appartenance à un groupe bactérien ou à un autre.  

 Sur le milieu Chapman : 

 Les colonies apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune, arrondies à 

bords régulier de 1 à 2 mm de diamètre 

 Sur le milieu MacConkey :  

- Colonies  jaunâtres, lisses, arrondies, et régulier de 1.5 à 3mm de diamètre. 

- Colonies jaunâtres, larges, muqueuses, bombées et brillantes de 3 à 4 mm de diamètre. 

- Colonies jaunes rondes bombées de 0,1 à 0,5 mm de diamètre. 

 Sur gélose au cétrimide : 

Colonies rondes, lisses, bombées à contour réguliers, de 1 à 2 mm de diamètre avec diffusion 

d’une coloration verte et  dégagement une odeur du jasmin caractéristique de P. aeruginosa. 

2- Aspect microscopiques : 

Après coloration de Gram, l'observation microscopique a montré la présence de cocci à Gram 

positif en diplocoque en grappes de raisin, ou des bacilles à Gram négatif droits, courts, 

moyens ou longs, épais ou fins, isolés ou regroupés en paires ou en chaînettes de longueur 

variable. 

Parmi les 102 souches bactériennes collectées, 40 appartiennent au groupe des Gram positif 

(39%) et 62 au groupe des Gram négatif (61%).  

 

3- Identification des souches : 
Parmi les 40 souches appartenant au groupe des cocci à Gram positif, un nombre de 34 

souches a été assigné à l’espèce S.aureus par la mise en évidence de la coagulase et la catalase 

qui les diffèrent des Streptocoques.   

Le système miniaturisé API Staph a confirmé que ces 34 souches répondent réellement aux 

profils numériques spécifiques à l’espèce Staphylococcus aureus, montrant trois biotypes 

variables : 6336153 (63%), 6736153 (22%) et 6736053 (15%). 
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A partir de 62 isolats bactériens à Gram négatif, 45 ont donné une réaction oxydase négative 

(-), ce qui indique leur appartenance à la famille des entérobactéries et 17 ont été oxydase 

positive (+) indiquant leur appartenances au genre Pseudomonas. Les souches à oxydase 

négative ont été identifiées par API20 E et les isolats à oxydase positive par API NE (Tableau 

8). 

 

Tableau 9: Réparation de 62 souches à Gram négatif. 

 

Groupes Espèces Effectif de l’espèce Pourcentage 

de l’espèce 

(%) 

 

 

Les entérobactéries 

(n=45) 

E.coli 19 42.22 

Klebseilla pneumoniae 15 33.33 

Klebseilla oxytoca 01 2.22 

Proteus mirabilis 06 13.33 

Proteus vulgaris 04 8.88 

Genre 

Pseudomonas 

(n=17) 

P. aeruginosa 14 82.35 

P.fluorescens 03 17.65 
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4- Répartition des souches isolées : 

4-1- Répartition des souches selon le sexe : 

Cinquante-trois pourcent (53%) des souches de S.aureus ont été isolées du sexe masculin 

alors que quarante-sept (47%) proviennent du sexe féminin (Figure 24). 

 

Figure 24 : Répartition des souches de S.aureus selon le sexe des patients. 

 

Concernant les entérobactéries, soi cent deux (62%) souches proviennent du sexe féminin et 

trente-huit (38%) du sexe masculin (Figure 25). 

 

           Figure 25 : Répartition des souches des entérobactéries selon le sexe des patients. 
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Le sexe masculin est le prédominant pour le genre Pseudomonas avec un pourcentage égal à 

80% (Figure 26). 

 

Figure 26 : Répartition des souches du genre Pseudomonas selon le sexe des patients. 

4-2- Répartition des souches selon l’âge : 

Les infections à S.aureus ont touché toutes les tranches d’âge avec des extrêmes variant entre 

17 ans et 70 ans. Les tranches d’âges les plus touchées dans notre étude sont la population des 

personnes âgées de plus de 50 ans et les adultes entre 20 ans et 50 ans, avec un pourcentage 

de 42% (Figure 27). 

 

Figure 27 : Répartition des souches de S.aureus selon l’âge des patients. 
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La figure 28  montre que la fréquence la plus élevé des entérobactéries est signalé chez les 

adultes de 20 à 50 ans (46%), suivi par les sujets âgés (de plus 50 ans) qui est de 38%. Chez 

les enfants (de 3 à 19 ans) la fréquence est relativement faible par rapport aux deux premières 

tranches (15%). 

 

Figure 28 : Répartition des souches des entérobactéries selon l’âge des patients. 

La tranche d’âge qui semble la plus touchée par le genre Pseudomonas dans notre étude est la 

population des personnes dont l’âge dépasse 50 ans soit un pourcentage de 80%. (Figure 29). 

 

             Figure 29 : Répartition des souches de Pseudomonas selon l’âge des patients. 
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4-3- Répartition des souches selon la nature du prélèvement : 

Cinquante-trois pourcent (53%) de S.aureus ont été isolées de pus, 10 souches (47%) des 

urines (figure 30). 

 

Figure 30 : Répartition des souches de S.aureus selon la nature de prélèvement. 

Nous avons noté pour les souches des entérobactéries que les urines constituent le 

prélèvement le plus répondu avec un pourcentage de 76%, suivit par le pus avec 24% (Figure 

31). 

 

   Figure 31 : Répartition des souches des entérobactéries selon la nature de prélèvement. 
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Dans notre étude, nous avons observé que 80% des souches appartenant au genre 

Pseudomonas ont été isolées à partir de pus et 20% des urines (figure 32). 

 

Figure 32 : Répartition des souches de Pseudomonas selon la nature de prélèvement. 

5- Test de sensibilité aux antibiotiques : 
Parmi les 102 souches collectées, 36 souches bactériennes les plus résistantes aux 

antibiotiques ont été sélectionnées, ces souches appartiennent aux espèces suivantes : 19 

Staphyloccus aureus, 4 E.coli, 4 K.pneumoniae, 4 P.mirabilis, et 5 P.aeruginosa. 

La provenance des souches sélectionnées pour l’étude de l’activité antibactérienne selon le 

sexe,  l’âge et la nature des prélèvements est indiquée dans le tableau 8 (voir annexe).  

5-1- Résistance des souches de S.aureus aux antibiotiques : 

Les résultats de l’antibiogramme des 19 souches de S.aureus (Figure 33) en utilisant la 

méthode de diffusion sur milieu gélosé, ont révélé des niveaux de résistances très élevés aux 

différentes familles d’antibiotique testées, particulièrement aux β-lactamines et aux 

aminosides. 

 Les β-lactamines : 
Toutes des souches ont été résistantes à la pénicilline, on note aussi des niveaux de résistances 

très élevés vis-à-vis des autres β-lactamines avec un taux de 76% vis-à-vis de l’oxacilline et 

68% vis-à-vis de la céfoxitine. 
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 Les aminosides : 

Les souches ont montré une résistance très importante pour les aminosides, traduisant un taux 

de résistance de 89 % pour la kanamycine et la gentamycine suivi par un taux de 73. % pour 

l’amikacine. 

 Les macrolites : 

On note une résistance assez élevée pour les macrolites : 43% vis-à-vis la pristinamycine, 

31% vis-à-vis l’érythromycine et un taux de 21% pour la lincomycine. 

 Les glycopepetides : 

Trois isolats ont montré une résistance vis-à-vis la vancomycine avec un taux de 15%. 

 Les cyclines : 

La résistance à la tétracycline a été remarquée chez 68% des souches. 

 Autres  antibiotiques : 

La résistance à l’ofloxacine et la fosfomycine était également importante avec un taux égal à 

58%. 

La rifampicine et le chloramphénicol ont présenté respectivement des pourcentages de 

résistance de 21% et 26%. 

 
Figure 33: Sensibilité des 19 souches de S. aureus aux antibiotiques testés. 
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5-2- Résistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques : 
Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques des 12 souches appartenant à la famille des 

entérobactéries sont illustrés dans l’histogramme (Figure 34). 

 Les β-lactamines : 
Durant cette étude, les entérobactéries ont montré un taux de résistance très élevé vis-à-vis les 

7 β-lactamines testées. 

- La résistance à l’amoxicilline, l’amoxicilline associée à l’acide clavulanique et la 

ticarcilline a été observée chez 100% des souches. 

- la céftazidime et la céfoxitine ont présenté respectivement des taux de résistance de 

84% et 53%. 

- Bien que les souches, ont montré une résistance assez élevée exprimant un taux de 

38% pour l’imipénème et la céfotaxime. 

 Les aminosides : 

Concernant les aminosides, on observe une résistance assez marquée pour la gentamicine de 

38%, en revanche toutes les souches (100%) étaient sensibles à L’amikacine. 

 Les quinolones : 

En analysant les profils de résistance aux antibiotiques des 12 souches étudiées, on note une 

résistance de 58% vis-à-vis l’acide nalidixique et un taux de résistance le plus faible a été 

observé pour la ciprofloxacine (15%). 

 Les autres antibiotiques : 

Pour les autres antibiotiques testés, la fosfomycine s’est montré le plus efficace avec un taux 

de sensibilité de 100%, suivie du Co-trimoxazole (46%). Concernant la colistine, une activité a 

été maintenue sur 7% des souches. 
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Figure 34: Sensibilité des  entérobactéries aux antibiotiques testés. 

 

5-3- Résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques : 
Les résultats du test de sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa aux 11 

antibiotiques choisis sont présentés dans la figure 35. 

 Les β-lactamines : 
La totalité des souches sélectionnées ont montré une résistance à la pipéracilline et la 

céftazidime. 

Un taux de résistance très élevé (80%) a été observé vis-à-vis l’aztréonam et la ticarcilline et 

un pourcentage de 40% vis-à-vis de l’imipénème. 

 Les aminosides : 

Pour les aminosides, La tobramycine  s’est montré le plus efficace avec un taux de sensibilité 

de 80%, suivie de la gentamicine et l’amikacine (60%). 

 Les quinolones : 

La résistance à la ciprofloxacine a été observée chez 20% des souches testées. 

 Les autres antibiotiques : 

Une résistance assez remarqué vis-à-vis la colistine avec un taux de 20%. En revanche,  

aucune souche n’a été résistante à la fosfomycine. 
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Figure 35: Sensibilité des  souches de P.aeruginosa aux antibiotiques testés. 

 

6- Détection de S.aureus  méthicillino-résistant: 
La recherche phénotypique des souches SARM par la méthode de diffusion du disque 

d’oxacilline (1µg) a montré que parmi les 19 souches de S.aureus sélectionnées, 08 souches 

(42%) ont présenté des zones d’inhibitions autour du disque d’oxacilline inférieur à 10 mm, 

ce qui indique leur résistantes à la méthicilline (figure 36). 

 

 
Figure 36: Répartition des 19 souches S.aureus sélectionnées selon leur résistance et 

sensibilité à la méthicilline. 
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7- Extraction des huiles essentielles : 

7-1- Propriétés organoleptiques : 

Les feuilles des deux plantes étudiées ont été soumises à une hydrodistillation dans un 

appareil de type Clenvenger pendant 3 heures. L’huile essentielle d’Origanum vulgare 

obtenue est hautement volatile de couleur jaune, d’une odeur aromatique forte et saveur 

fortement piquante. Concernant la plante Eucalyptus globulus, l’huile essentielle obtenue est 

de couleur jaune pâle, d’une odeur aromatique forte et saveur piquante (figure 37 et 38).  

                                 

Figure 37 : Extraction de l’HE d’O. vulgare.                     Figure 38 : Extraction de l’HE d’E. globulus. 

7-2- Les rendements d’extraction : 

L’hydrodistillation de 100g des feuilles sèches d’Origanum vulgare provenant de la montagne 

Houara de la wilaya de Guelma a donné un rendement en huile essentielle égale à 2.9%, et 

celle des feuilles d’Eucalyptus globulus  provenant de la région Boumelek d’El Kala a donné 

un rendement de 2.25%. 

8- Évaluation de l’activité antibactérienne : 

L’évaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles issues des deux plantes 

aromatiques de l’est algérien, Eucalyptus globulus d’El kala et Origanum vulgare de Guelma 

a été effectuée en utilisant trois différentes méthodes : la méthode des disques, la méthode des 

puits et la méthode des microatmosphères. 
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8-1- Évaluation de l’activité antibactérienne des HE d’Eucalyptus globulus : 

8-1-1- La méthode des disques ou aromatogramme : 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle des feuilles de la plante 

Eucalyptus globulus sur 20 souches appartenant à l’espèce Staphylococcus aureus sont 

regroupés dans le tableau 10. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart 

type de deux mesures. 

Suivant le diamètre de la zone d’inhibition exprimé en (mm) autour de chaque disque, la 

lecture des résultats a été faite comme suit (Elaissi et al., 2011 ; Djabou et al., 2013) : 

(-) : résistante pour un diamètre inférieur à 8mm 

(+) : sensible pour les diamètres entre 8 et 14mm 

(++) : très sensible pour les diamètres entre 14 et 20mm 

(+++) : extrêmement sensible pour les diamètres égales ou supérieurs à 20mm. 

D’après  les valeurs enregistrées, l’huile essentielle obtenue à partir des feuilles d’E.globulus 

montre un effet antibactérien considérable contre la majorité des souches de S.aureus sensible 

à la méthicilline ainsi que les SARM. Les diamètres d’inhibitions obtenues varient entre 

8.0±0.0 et 12.0±0.0 mm pour le volume de 5µl et entre 8.5±0.7 et 16.0±1.4 mm pour 10µl 

d’HE (figure 39). 

Tableau 10 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis 

de 20 souches de S. aureus par la méthode des disques.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

S.aureus 

ATTC29233 

0.0±0.0 9.5±0.70 12.0±0.0 + + 

S.aureus 1 0.0±0.0 10.0±1.41 13.0±1.4 + + 

S.aureus 2 0.0±0.0 10.5±2.12 12.5±0.0 + + 

S.aureus 3 0.0±0.0 9.0±0.0 14.0±1.8 + ++ 

S.aureus 4 0.0±0.0 9.5±0.7 13.0±0.0 + + 
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S.aureus 5 0.0±0.0 10.0±0.0 16.0±1.4 + ++ 

S.aureus 6 0.0±0.0 13.5±0.5 16.0±1.4 + ++ 

S.aureus 7 0.0±0.0 8.5±0.7 12.0±0.0 + + 

S.aureus 8 0.0±0.0 9.5±0.0 12.0±1.4 + + 

S.aureus 9 0.0±0.0 10.5±0.7 16.0±0.0 + ++ 

S.aureus 10 0.0±0.0 9.0±0.0 14.5±0.7 + ++ 

S.aureus 11 0.0±0.0 10.0±0.0 14.0±0.0 + + 

SARM 45 0.0±0.0 8.0±0.0 10.0±0.0 - + 

SARM 58 0.0±0.0 10.0±1.41 12.5±2.1 + + 

SARM 47 0.0±0.0 0.0±0.0 9.5±2.1 - + 

SARM 40 0.0±0.0 0.0±0.0 8.5±0.7 - + 

SARM 05 0.0±0.0 9.0±0.0 14.5±0.7 + ++ 

SARM 41 0.0±0.0 8.0±0.0 14.5±0.7 + ++ 

SARM 59 0.0±0.0 12.0±0.0 15.5±0.7 + ++ 

SARM 23 0.0±0.0 10.0±1.41 15.0±1.41 + ++ 

 

 

Figure 39 : Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis la 

souche SARM 45 par la méthode des disques. 

 

 

5 µl HE de 
l’E.globulus 

10 µl HE de 
l’E.globulus 
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Les données des zones d’inhibitions de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur 14 

souches appartenant au groupe des entérobactéries ont été déterminées et regroupées dans le 

tableau 11. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux 

mesures. 

Les résultats obtenues indiquent que l’huile essentielle de cette plante affiche un grand 

potentiel antibactérien contre la totalité des entérobactéries testées qui ont montré des zones 

d’inhibitions allant de 11.0±1.41 et 24.0±1.41mm pour 5µl d’HE et entre 15.5±0.70 et 

34.0±1.41mm pour 10µl (figure 40). 

Tableau 11 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis 

de 14 souches d’entérobactéries par la méthode des disques.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

E.coli 

ATTC29233 

0.0±0.0 20.0±.141 31.5±2.12 ++ +++ 

E.coli 1 0.0±0.0 11.0±1.41 15.5±0.70 + ++ 

E.coli 2 0.0±0.0 13.0±1.41 25.5±0.70 + ++ 

E.coli 3 0.0±0.0 16.0±1.41 25.5±0.70 ++ +++ 

E.coli 4 0.0±0.0 24.0±1.41 30.0±1.41 +++ +++ 

K.pneumoniae 

ATCC10031 

0.0±0.0 22.5±0.70 34.0±1.41 +++ +++ 

K.peumoniae 1 0.0±0.0 15.0±1.41 31.0±2.82 ++ +++ 

K.peumoniae 2 0.0±0.0 16.0±1.41 21.5±2.12 ++ +++ 

K.peumoniae 3 0.0±0.0 18.5±2.12 32.5±0.70 ++ +++ 

K.peumoniae 4 0.0±0.0 18.0±1.70 29.5±0.70 ++ +++ 

P.mirabilis 1 0.0±0.0 11.0±1.41 18.5±0.70 + ++ 

P.mirabilis 2 0.0±0.0 12.5±0.70 19.5±0.70 + ++ 

P.mirabilis 3 0.0±0.0 15.0±1.41 19.5±2.12 ++ ++ 

P.mirabilis 4 0.0±0.0 15.0±1.41 20.5±1.41 ++ +++ 
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Figure 40: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis la 

souche E.coli 4 par la méthode des disques. 

Les résultats de la sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa à l’huile essentielle de 

la plante E.globulus par la méthode des disques sont représentés dans le tableau 12. Les 

données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux mesures. 

Selon les valeurs obtenues, trois souches de P.aeruginosa c’est montré sensible à l’huile 

essentielle d’Eucalyptus globulus (10.5±0.70 et 12.0±1.41 mm pour 5µl d’HE et entre 

11.5±0.7 et 13.0±0.70 mm pour 10µl d’HE) (figure 41).  

Tableau 12 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis 

de 06 souches appartenant à l’espèce Pseudomonas aeruginosa  par la méthode des 

disques.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

P.aeruginosa 

ATTC27853 

0.0±0.0 12.0±1.41 13.0±0.70 + + 

P.aeruginosa 1 0.0±0.0 11.0±0.0 12.5±.70 + + 

P.aeruginosa 2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 - - 

P.aeruginosa 3 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 - - 

P.aeruginosa 4 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 - - 

5 µl HE de 
l’E.globulus 

10 µl HE de 
l’E.globulus 
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P.aeruginosa 5 0.0±0.0 10.5±0.70 11.5±0.70 + + 

 

 

Figure 41 : Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Eucalyptus globulus vis-à-vis la 

souche P.aeruginosa ATTC27853 par la méthode des disques. 

8-1-2- La méthode des micro-atmosphères : 

Pour la méthode des micro-atmosphères, aucune zone d’inhibition n’a été enregistrée vis-à-vis 

les 40 souches testées. 

8-1-3- La méthode des puits :   

Toutes les souches testées se sont montrées totalement résistantes à l’huile essentielle de la 

plante Eucalyptus golobulus en utilisant la méthode des puits. 

8-2- Évaluation de l’activité antibactérienne de L’HE d’Origanum vulgare: 

L’étude de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’Origanum vulgare a été évaluée 

par les trois méthodes précédentes.  

8-2-1- La méthode des disques ou aromatogramme : 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’Origanum vulagare contre 

les souches Staphylococcus aureus sont regroupés dans le tableau 13. Les données ont été 

exprimées sous forme de moyenne ± écart type. La lecture des résultats se fait de la même 

façon décrite précédemment.   

5 µl HE de 
l’E.globulus 

10 µl HE de 
l’E.globulus 
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L’essence des feuilles d’Origanum vulgare de la zone de Guelma a montré un potentiel effet 

antibactérien sur toutes les souches de S.aureus testées inclus les 8 souches SARM. Les 

diamètres d’inhibitions sont compris entre  21.5±0.70 et 53.5±2.12 mm pour 5µl d’HE et 

entre 33.5±3.53 et 82.5±3.53 mm pour 10µl d’HE (figure 42). 

Tableau 13: Diamètres des zones d’inhibitions de l’huile essentielle d’Origanum vulgare 

vis-à-vis de 20 souches de Staphylococcus aureus par la méthode des disques. 

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

S.aureus 

ATTC29233 

0.0±0.0 21.5±0.70 38.0±1.41 +++ +++ 

S.aureus 1 0.0±0.0 52.0±0.00 71.0±1.70 +++ +++ 

S.aureus 2 0.0±0.0 27.0±1.41 40.0±0.00 +++ +++ 

S.aureus 3 0.0±0.0 22.5±2.12 40.0±0.00 +++ +++ 

S.aureus 4 0.0±0.0 29.0±0.00 55.5±3.53 +++ +++ 

S.aureus 5 0.0±0.0 28.0±1.41 39.5±0.70 +++ +++ 

S.aureus 6 0.0±0.0 21.5±2.12 33.5±3.53 +++ +++ 

S.aureus 7 0.0±0.0 30.0±0.00 41.5±1.41 +++ +++ 

S.aureus 8 0.0±0.0 44.0±0.0 70.5±0.70 +++ +++ 

S.aureus 9 0.0±0.0 48.0±1.41 75.0±0.00 +++ +++ 

S.aureus 10 0.0±0.0 41.5±2.12 60.0±0.00 +++ +++ 

S.aureus 11 0.0±0.0 31.5±2.12 66.5±2.12 +++ +++ 

SARM 45 0.0±0.0 51.0±1.41 72.5±3.53 +++ +++ 

SARM 58 0.0±0.0 30.0±0.0 50.5±0.70 +++ +++ 

SARM 47 0.0±0.0 25.5±0.70 46.0±0.0 +++ +++ 

SARM 40 0.0±0.0 26.0±1.41 61.0±1.41 +++ +++ 

SARM 05 0.0±0.0 31.5±0.70 55.0±0.00 +++ +++ 

SARM 41 0.0±0.0 30.0±0.00 70.5±0.70 +++ +++ 

SARM 59 0.0±0.0 53.5±2.12 82.5±3.53 +++ +++ 

SARM 23 0.0±0.0 46.0±1.41 57.0±2.82 +++ +++ 
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Figure 42: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche SARM 45 par la méthode des disques. 

Les résultats des tests de la sensibilité des souches d’entérobactéries sélectionnées à l’huile 

essentielle O.vulgare par la méthode d’aromatogramme sont indiqués dans le tableau 14. Les 

données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux mesures. 

L’huile essentielle de cette espèce locale exerce une activité antibactérienne puissante sur la 

totalité des entérobactéries étudiées, avec un intervalle de diamètres d’inhibition qui varie 

entre de 19.5±2.12 et 49.5±0.70 mm pour 5µl d’HE et entre 36.0±1.41 et 72.5±3.53 mm pour 

10µl d’HE (figure 43). 

Tableau 14: Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis de 

14 souches d’entérobactéries par la méthode des disques.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

E.coli 

ATTC29233 

0.0±0.0 49.5±0.70 80.0±0.00 +++ ++++ 

E.coli 1 0.0±0.0 35.0±1.41 69.5±0.70 +++ +++ 

E.coli 2 0.0±0.0 35.0±1.41 69.5±3.53 +++ ++ 

E.coli 3 0.0±0.0 31.0±1.41 47.0±2.82 +++ +++ 

5 µl HE de 
l’O.vulgare 

10 µl HE de 
l’O.vulgare 
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E.coli 4 0.0±0.0 39.0±1.41 71.5±3.53 +++ +++ 

K.pneumoniae 

ATCC10031 

0.0±0.0 32.0±1.41 72.5±3.53 +++ +++ 

K.peumoniae 1 0.0±0.0 28.0±1.41 50.0±0.00 +++ +++ 

K.peumoniae 2 0.0±0.0 22.0±1.41 33.5±2.12 +++ +++ 

K.peumoniae 3 0.0±0.0 19.5±2.12 36.0±1.41 +++ +++ 

K.peumoniae 4 0.0±0.0 22.5±2.12 36.5±2.12 +++ +++ 

P.mirabilis 1 0.0±0.0 38.0±0.70 59.0±1.41 +++ +++ 

P.mirabilis 2 0.0±0.0 41.0±1.41 52.0±0.00 +++ +++ 

P.mirabilis 3 0.0±0.0 42.0±1.41 60.5±2.12 +++ +++ 

P.mirabilis 4 0.0±0.0 40.0±1.41 52.0±2.82 +++ +++ 

 

   

Figure 43 : Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche E.coli 03 par la méthode des disques. 

Les diamètres des zones d’inhibitions de l’activité antibactérienne de l’essence de la plante 

O.vulgare contre les souches de P.aeruginosa sont regroupés dans le tableau 15. Les données 

ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux mesures. 

D’après les résultats obtenus, l’essence d’O.vulgare a enregistré un effet inhibiteur très 

important contre les six souches de P.aeruginosa connues par leur grande résistante aux 

agents antibactérien, dont les zones inhibitions allant de 20.5±0.70 et 35.5±0.70 mm pour 5µl 

d’HE et entre 24.5±0.70  et 50.0±1.41 mm pour 10µl d’HE (figure 44). 

5 µl HE de 
l’O.vulgare 

10 µl HE de 
l’O.vulgare 
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Tableau15 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis de 

06 souches appartenant à l’espèce Pseudomonas aeruginosa  par la méthode des disques.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

P.aeruginosa 

ATTC27853 

0.0±0.0 35.5±0.70 50.0±1.41 +++ +++ 

P.aeruginosa 1 0.0±0.0 21.0±1.41 30.5±.70 +++ +++ 

P.aeruginosa 2 0.0±0.0 21.0±1.41 28.5±0.70 +++ +++ 

P.aeruginosa 3 0.0±0.0 20.5±0.70 24.5±0.70 + +++ 

P.aeruginosa 4 0.0±0.0 21.0±1.41 31.0±1.41 ++ +++ 

P.aeruginosa 5 0.0±0.0 30.0±0.00 42.5±3.53 +++ +++ 

 

 

Figure 44 : Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche P.aeruginosa 01 par la méthode des disques. 

8-2-2- La méthode des microatmosphères : 

Les résultats de la sensibilité des souches de S.aureus à l’huile essentielle d’Origanum 

vulgare par la méthode des microatmosphères sont représentés dans le tableau 16. La 

présence d’une activité antibactérienne se traduit par l’inhibition de la croissance de 

l’inoculum. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux 

mesures. 

5 µl HE de 
l’O.vulgare 

10 µl HE de 
l’O.vulgare 
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Toutes les souches appartenant à l’espèce S.aureus testées ont été inhibées par l’huile 

essentielle d’O.vulgare montrant des zones d’inhibitions très importantes (10.±0.0 à 

28.5±2.12 mm pour 5µl d’HE et entre 15.0±1.41 à 38.0±1.41 mm pour 10µl d’HE) (figure 

45). 

Tableau 16 : Diamètres des zones d’inhibition de l’huile essentielle d’Origanum vulgare 

vis-à-vis de 20 souches de S. aureus par la méthode des microatmosphères. 

Souches Zones d’inhibitions 

(mm) 

Inhibition de la croissance de 

l’inoculum. 

5µl 10µl 5µl 10µl 

S.aureus 

ATTC29233 

16.5±0.70 21.5±0.70 I I 

S.aureus 1 21.5±0.70 32.0±2.82 I I 

S.aureus 2 23.0±1.41 30.0±0.00 I I 

S.aureus 3 22.5±0.70 29.0±0.70 I I 

S.aureus 4 10.0±1.41 20.0±0.00 I I 

S.aureus 5 26.0±1.41 35.5±0.70 I I 

S.aureus 6 21.5±0.70 29.0±1.41 I I 

S.aureus 7 10.0±0.00 15.0±1.41 I I 

S.aureus 8 23.5±2.12 38.0±1.41 I I 

S.aureus 9 19.0±1.41 25.0±1.41 I I 

S.aureus 10 10.5±0.70 19.0±1.41 I I 

S.aureus 11 14.±1.41 19.5±0.70 I I 

SARM 45 21.0±1.41 30.5±0.70 I I 

SARM 58 21.0±1.41 34.5±0.70 I I 

SARM 47 20.5±0.70 36.0±1.41 I I 

SARM 40 21.0±1.41 31.0±1.41 I I 

SARM 05 16.5±0.70 25.0±0.70 I I 

SARM 41 28.0±1.41 35.5±2.12 I I 

SARM 59 28.5±2.12 36.5±3.53 I I 

SARM 23 13.0±1.41 25.5±0.70 I I 

I : Inhibition de la croissance de l’inoculum.              AI : Absence d’inhibition de l’inoculum. 
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Figure 45: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche SARM 45 par la méthode des microatmosphères. 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle des feuilles de la plante 

Origanum vulgare sur 14 souches appartenant au groupe des entérobactéries sont regroupés 

dans le tableau 17. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de 

deux mesures. 

L’huile essentielle de cette espèce exerce un effet inhibiteur considérable sur la majorité des 

entérobactéries étudiées. Les plus sensible sont Klebseilla pneumoniae et Proteus mirabilis, 

alors que les moins sensible sont les souches appartenant à l’espèce Escherichia coli (figure 

46). 

Tableau 17: Diamètres des zones d’inhibition de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis de 

14 souche d’entérobactéries par la méthode des microatmosphères. 

Souches Zones d’inhibitions 

(mm) 

Inhibition de la croissance de 

l’inoculum. 

5µl 10µl 5µl 10µl 

E.coli 

ATTC29233 

11.5±2.12 21.5±2.12 I I 

E.coli 1 0.0±0.00 9.5±0.70 AI I 

E.coli 2 9.5±.70 21.0±1.41 I I 

E.coli 3 0.0±0.00 11.0±1.41 AI I 

5µL 
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E.coli 4 9.5±0.70 17.0±1.41 I I 

K.pneumoniae 

ATCC10031 

11.0±1.41 21.5±2.12 I I 

K.peumoniae 1 10.0±1.41 19.0±1.41 I I 

K.peumoniae 2 12.0±1.41 21.0±1.41 I I 

K.peumoniae 3 10.0±1.41 17.0±1.41 I I 

K.peumoniae 4 11.0±2.12 21.5±2.12 I I 

P.mirabilis 1 12.0±1.41 19.0±1.41 I I 

P.mirabilis 2 11.0±1.41 19.5±0.70 I I 

P.mirabilis 3 10.0±1.41 20.5±0.70 I I 

P.mirabilis 4 11.5±0.70 17.0±1.41 I I 

I : Inhibition de la croissance de l’inoculum.              AI : Absence d’inhibition de l’inoculum. 

 

Figure 46: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche E.coli 02 par la méthode des microatmosphères. 

Les résultats de l’effet antibactérien de l’essence d’Origanum vulgare contre les souches de 

P.aeruginosa par la méthode des microatmosphères sont indiqués dans le tableau 18. Les 

données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux mesures. 

P.aeruginosa semble être l’espèce la plus résistante à l’huile essentielle d’O.vulgare, dont 

l’inhibition de la croissance bactérienne a été remarquée que pour trois souches (figure47). 

 

5µL 



 Résultats 
 

 77 

 

Tableau 18 : Diamètres des zones d’inhibition de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis de 6 

souches de P.aeruginosa par la méthode des microatmosphères. 

Souches Zones d’inhibitions 

(mm) 

Inhibition de la croissance de 

l’inoculum. 

5µl 10µl 5µl 10µl 

P.aeruginosa 

ATTC27853 

9.5±0.70 13.5±1.41 I I 

P.aeruginosa 1 0.0±0.00 0.0±0.00 AI AI 

P.aeruginosa 2 0.0±0.00 0.0±0.00 AI AI 

P.aeruginosa 3 0.0±0.00 0.0±0.00 AI AI 

P.aeruginosa 4 10.5±0.70 16.5±0.70 I I 

P.aeruginosa 5 11.0±0.00 12.5±3.53 I I 

I : Inhibition de la croissance de l’inoculum.            AI : Absence d’inhibition de l’inoculum. 

 

Figure 47: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche P.aeruginosa 05 par la méthode des microatmosphères. 

 

 

 

 

10µL 
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8-2-3- La méthode des puits : 

Les diamètres des zones d’inhibitions de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 

d’Origanum vulgare contre les vingt souches de S. aureus testées par la méthode des puits 

sont regroupés dans le tableau 19. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± 

écart type de deux mesures. La lecture des résultats se fait de la même façon décrite 

précédemment pour la méthode des disques.  

Les résultats indiqués dans le tableau montrent un potentiel effet antibactérien de l’HE issue 

des feuilles d’O.vulgare contre 100% de souches de S.aureus testées. Les diamètres 

d’inhibitions obtenues varient de 12.0±1.41 à 59.0±1.41 mm pour 5µl d’HE et entre 

14.0±1.41 à 63.5±2.12 mm pour 10µl d’HE (figure48). 

Tableau 19 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis de 

20 souches appartenant à l’espèce Staphylococcus aureus par la méthode des puits. 

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

S.aureus 

ATTC29233 

0.0±0.0 24.0±1.41 36.0±1.41 +++ +++ 

S.aureus 1 0.0±0.0 35.0±1.41 54.5±0.70 +++ +++ 

S.aureus 2 0.0±0.0 12.0±1.41 14.0±1.41 + ++ 

S.aureus 3 0.0±0.0 26.5±2.12 53.0±2.82 +++ +++ 

S.aureus 4 0.0±0.0 26.0±1.41 35.0±0.00 +++ +++ 

S.aureus 5 0.0±0.0 24.0±1.41 31.5±2.12 +++ +++ 

S.aureus 6 0.0±0.0 29.0±1.41 37.5±2.82 +++ +++ 

S.aureus 7 0.0±0.0 12.5±0.70 37.0±1.41 + +++ 

S.aureus 8 0.0±0.0 59.0±1.41 60.0±1.41 +++ +++ 

S.aureus 9 0.0±0.0 25.0±1.41 38.0±2.82 +++ +++ 

S.aureus 10 0.0±0.0 34.0±1.41 45.5±2.12 +++ +++ 

S.aureus 11 0.0±0.0 21.0±1.41 26.5±2.12 +++ +++ 

SARM 45 0.0±0.0 19.5±0.70 25.5±0.70 ++ +++ 

SARM 58 0.0±0.0 13.5±0.70 21.0±1.41 ++ +++ 

SARM 47 0.0±0.0 23.5±0.70 29.5±0.70 +++ +++ 
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SARM 40 0.0±0.0 46.0±1.41 63.5±2.12 +++ +++ 

SARM 05 0.0±0.0 26.0±1.41 38.0±2.82 +++ +++ 

SARM 41 0.0±0.0 49.0±1.41 62.5±3.53 +++ +++ 

SARM 59 0.0±0.0 26.0±0.70 33.5±2.12 +++ +++ 

SARM 23 0.0±0.0 21.0±1.41 27.5±2.82 +++ +++ 

 

 

Figure 48: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche SARM 45 par la méthode des puits. 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’Origanum vulgare contre les 

souches d’entérobactéries par la méthode des puits sont regroupés dans le tableau 20. 

Selon les résultats obtenus, les entérobactéries sont montrées extrêmement sensible à cette 

essence locale, dont les zones d’inhibitions ont été comprises entre 19.0±1.41 à 36.0±1.41 

mm pour 5µl d’HE et entre 24.0±1.41 à 56.0±1.41 mm pour 10µl d’HE (figure 49). 

Tableau 20 : Diamètres des zones d’inhibitions de l’huile essentielle d’O.vulgare vis-à-vis  

de 14 souches appartenant au groupe des entérobactéries  par la méthode des puits.  

Souches DMSO (control négatif) Zones d’inhibitions 

(mm) 

Sensibilité 

bactérienne 

5µl 10µl 5µl 10µl 

E.coli 

ATTC29233 

0.0±0.0 32.5±2.12 41.0±1.41 +++ ++++ 

5µL 10µL 
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E.coli 1 0.0±0.0 24.0±1.41 28.5±2.12 +++ +++ 

E.coli 2 0.0±0.0 36.0±1.41 56.0±1.41 +++ ++ 

E.coli 3 0.0±0.0 31.0±1.41 34.0±1.41 +++ +++ 

E.coli 4 0.0±0.0 41.0±1.41 46.0±1.41 +++ +++ 

K.pneumoniae 

ATCC10031 

0.0±0.0 19.0±1.41 36.0±1.41 ++ +++ 

K.peumoniae 1 0.0±0.0 24.0±1.41 31.0±1.41 +++ +++ 

K.peumoniae 2 0.0±0.0 31.5±2.12 43.5±2.12 +++ +++ 

K.peumoniae 3 0.0±0.0 25.5±0.70 34.0±1.41 +++ +++ 

K.peumoniae 4 0.0±0.0 21.0±1.41 31.0±1.41 +++ +++ 

P.mirabilis 1 0.0±0.0 21.0±1.41 24.0±1.41 +++ +++ 

P.mirabilis 2 0.0±0.0 23.0±1.41 29.0±0.00 +++ +++ 

P.mirabilis 3 0.0±0.0 31.0±1.41 36.5±2.12 +++ +++ 

P.mirabilis 4 0.0±0.0 29.0±0.00 39.0±1.41 +++ +++ 

 

 

Figure 49: Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche K.pneumoniae 2 par la méthode des puits. 

 

 

5µL 10µL 
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Les résultats de l’effet antibactérien de l’huile essentielle d’Origanum vulgare vis-à-vis les 6 

souches appartenant à l’espèce Pseudomona aeruginosa en utilisant la méthode des puits sont 

indiqués dans le tableau 21. 

La majorité des souches du bacille pyocyanique ont montré une sensibilité importante pour 

l’HE testée, dont les zones d’inhibitions varient entre 10.5±0.70  à 20.5±0.70  mm pour 5µl 

d’HE et entre 12.0±1.41 à 36.0±1.41 mm pour 10µl d’HE (figure 50). 

Tableau 21: Diamètres des zones d’inhibitions de l’HE d’O.vulgare contre les six souches 

de P. aeruginosa par la méthode des puits. 

Souches Zones d’inhibitions 

(mm) 

Inhibition de la croissance de 

l’inoculum. 

5µl 10µl 5µl 10µl 

P.aeruginosa 

ATTC27853 

20.5±0.70 36.0±1.41 +++ +++ 

P.aeruginosa 1 13.5±2.12 18.5±2.12 + ++ 

P.aeruginosa 2 0.0±0.00 0.0±0.00 - - 

P.aeruginosa 3 0.0±0.00 0.0±0.00 - - 

P.aeruginosa 4 19.5±0.70 25.0±1.41 ++ +++ 

P.aeruginosa 5 10.5±0.70 12.0±1.41 + + 

 

 

Figure 50 : Exemple de l’effet antibactérien de l’HE d’Origanum vulgare vis-à-vis la 

souche P.aeruginosa 1 par la méthode des puits. 

5µL 10µL 
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8-3- Détermination des CMI et CMB des huiles essentielles: 

Les concentrations minimales inhibitrices et les concentrations minimales bactéricides doivent 

être estimées avant d’utiliser une molécule bioactif comme agent antibactérien, dans le but de 

définir les frontières de l’acceptabilité sensorielle et l’efficacité antibactérienne des huiles 

essentielles. 

 Les CMI et CMB de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus ont été évalué par la méthode 

de dilution en milieu solide (tableau 22). 

D’après les résultats obtenus dans le tableau 22, les valeurs des CMI et CMB des souches de 

S.aureus varient respectivement entre 200 à 500 µg/ml et entre 300 à 500 µg/ml. Concernant 

les entérobactéries, les valeurs ont été entre 100 à 400 µg/ml pour la CMI et entre 200 à 500 

µg/ml pour la CMB. 

Notant que les valeurs des CMI et CMB des souches de P.aeruginosa sont comprises entre 

300 à 400 µg/ml pour la CMI et entre 300 à 500 µg/ml pour la CMB. 

Les rapports CMB /CMI indiquent des valeurs inférieurs à 4, ce qui prouve l’effet bactéricide 

de l’huile essentielle d’E.globulus sur toutes les souches bactériennes testées.  

Tableau 22 : Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides de l’huile essentielle 

d’Eucalyptus globulus vis-à-vis de 40 souches testées. 

Souches bactériennes CMI (µg/ml) CMB (µg/ml) CMB/CMI 

S.aureus ATTC29233 200 400 2.00 

S.aureus 1 200 500 2.50 

S.aureus 2 300 400 1.33 

S.aureus 3 400 400 1.00 

S.aureus 4 400 500 1.26 

S.aureus 5 300 400 1.33 

S.aureus 6 300 400 1.33 

S.aureus 7 200 300 1.50 

S.aureus 8 200 400 2.00 

S.aureus 9 300 500 1.60 

S.aureus 10 500 500 1.00 
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S.aureus 11 200 300 1.50 

SARM 45 500 500 1.00 

SARM 48 400 500 1.25 

SARM 47 500 500 1.00 

SARM 40 500 500 1.00 

SARM 05 500 500 1.00 

SARM 41 400 500 1.25 

SARM 59 500 500 1.00 

SARM 23 400 500 1.25 

E.coli ATTC29233 200 300 1.50 

E.coli 1 200 400 2.00 

E.coli 2 200 400 2.00 

E.coli 3 300 400 1.33 

E.coli 4 200 400 2.00 

K.pneumoniae ATCC10031 100 200 2.00 

K.pneumoniae 1 200 400 2.00 

K.pneumoniae 2 300 400 1.33 

K.pneumoniae 3 400 500 1.25 

K.pneumoniae 4 400 500 1.25 

P.mirabilis 1 300 400 1.33 

P.mirabilis 2 300 500 1.66 

P.mirabilis 3 200 400 2.00 

P.mirabilis 4 300 400 1.33 

P.aeruginosa ATTC27853 300 400 1.33 

P.aeruginosa 1 500 500 1.00 

P.aeruginosa 2 500 500 1.00 

P.aeruginosa 3 500 500 1.00 

P.aeruginosa 4 300 400 1.33 

P.aeruginosa 5 500 500 1.00 
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Les résultats des CMI et CMB de l’huile essentielle extraite d’Origanum vulgare sont 

présentées dans le tableau 23. 

Les valeurs des CMI  de S.aureus varient de 100 à 200 µg/ml, alors les CMB allant de 200 à 

400 µg/ml.  Les entérobactéries ont enregistré des CMI allant de 100 à 300 µg/ml et des CMB 

entre 200 à 400 µg/ml. 

Concernant les six souches de P.aeruginosa testées, les valeurs des CMI et CMB ont été 

respectivement : 200 à 300 µg/ml et 300 à 400 µg/ml 

D’après les résultats obtenues, le rapport CMB /CMI de toute les souches est compris entre 1 

à 2.5 (inférieur à 4), ce qui confère à l’huile essentielle d’Origanum vulgare un pouvoir 

bactéricide vis-à-vis des souches testées. 

Tableau 23 : Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides de l’huile essentielle 

d’Origanum vulgare vis-à-vis de 40 souches testées. 

Souches bactériennes CMI (µg/ml) CMB (µg/ml) CMI/CMB 

S.aureus ATTC29233 100 200 2.00 

S.aureus 1 200 400 2.00 

S.aureus 2 100 300 3.00 

S.aureus 3 200 300 1.50 

S.aureus 4 200 300 1.50 

S.aureus 5 100 200 2.00 

S.aureus 6 100 300 3.00 

S.aureus 7 200 300 1.50 

S.aureus 8 100 200 2.00 

S.aureus 9 100 200 2.00 

S.aureus 10 100 200 2.00 

S.aureus 11 200 300 1.50 

SARM 45 200 400 2.00 

SARM 48 100 300 3.00 

SARM 47 200 400 2.00 

SARM 40 200 400 2.00 

SARM 05 200 300 1.50 
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SARM 41 200 300 1.50 

SARM 59 200 400 2.00 

SARM 23 200 400 2.00 

E.coli ATTC29233 100 200 2.00 

E.coli 1 100 200 2.00 

E.coli 2 200 300 1.50 

E.coli 3 200 300 1.50 

E.coli 4 100 200 2.00 

K.pneumoniae ATCC10031 100 200 2.00 

K.pneumoniae 1 100 200 2.00 

K.pneumoniae 2 200 300 1.50 

K.pneumoniae 3 200 300 1.50 

K.pneumoniae 4 200 300 1.50 

P.mirabilis 1 300 400 1.33 

P.mirabilis 2 200 400 2.00 

P.mirabilis 3 100 200 2.00 

P.mirabilis 4 200 300 1.50 

P.aeruginosa ATTC27853 200 300 1.50 

P.aeruginosa 1 200 300 1.50 

P.aeruginosa 2 300 400 1.33 

P.aeruginosa 3 300 400 1.33 

P.aeruginosa 4 200 300 1.50 

P.aeruginosa 5 200 300 1.50 

 

9- Tests de synergie: 

9-1- Synergie entre les huiles essentielles des plantes étudiées :  

Une combinaison entre les deux huiles essentielles  extraites des feuilles d’Eucalyptus 

globulus et Origanum vulgare sont testées sur huit souches de SARM pour déterminer une 

éventuelle synergie. 
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Les résultats obtenus sont exprimés en mesurant les diamètres des zones d’inhibitions autour 

des disques, comparés aux diamètres des deux huiles essentielles obtenus isolément (tableau 

24). 

Les effets antimicrobiens des associations de ces extraits, comme pour les associations aux  

antibiotiques, sont définis en réponse aux interactions de  manières suivantes:  

- Indifférence: l'activité d'un extrait n'est pas affectée par l'autre: (A + B) = effet A ou effet B.  

- Addition: l'effet de l'association des extraits  est égal à la somme des effets de chaque extrait  

étudiée isolément: (A + B) = effet A + effet B.  

- Synergie: l'effet est significativement supérieur à la somme de chaque extraits étudiée 

isolément: (A + B) > effet A + effet B.  

- Antagonisme: l'association diminue l'activité. Elle est inférieure à la somme des effets de  

chaque extrait pris séparément: (A+B) < effet A ou effet B (Saffidine K., 2015).    

Des activités antibactériennes significatives sont obtenues en combinant l’huile essentielle 

d’E.globulus et l’huile essentielle d’O.vulgare, les zones d’inhibition sont supérieures à celles 

des fractions testées isolément ce qui confère l’effet synergique de nos huiles essentielle. 

Tableau 24: Diamètres des zones d’inhibitions (mm) de la combinaison des deux HE 

d’E.globulus et O.vulgare contre les SARM. 

Souches 

bactériennes 

HE d’E.globulus 

(5µl) 

HE d’O.vulgare 

(5µl) 

 

Combinaison  des HE 

d’E.globulus et O.vulgare 

5µl /5µl 

SARM 45 08.0±0.0 51.0±1.41 60.5±0.70 

SARM 48 10.0±1.41 30.0±0.0 42.0±1.41 

SARM 47 0.0±0.0 25.5±0.70 31.0±0.0 

SARM 40 0.0±0.0 26.0±1.41 34.5±0.70 

SARM 05 08.0±0.0 31.5±0.70                  41.0±0.0 

SARM 41 08.0±0.0 30.0±0.0 42.5±0.70 

SARM 59 12.0±0.0 53.5±0.70 66.5±0.70 

SARM 23 10.0±1.41 46.0±1.41 59.5±0.70 
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9-2- Synergie entre les huiles essentielles des plantes étudiées et l’oxacilline (1 μg) : 

D’après les résultats obtenus dans le tableau 25, un effet synergique relativement élevé a été 

distingué pour les huit SARM testées en combinant l’oxacilline et l’HE Eucalyptus globulus, 

avec des zones d’inhibitions allant de 18.5±0.70 à 22.5±0.70 mm. Une importante synergie a 

été constatée par la combinaison de l’oxacilline et l’huile essentielle d’O. vulgare, avec des 

diamètres d’inhibitions comprissent entre 56.0±1.41 à 87.5±0.70 mm, les zones d’inhibition 

obtenues dans les deux cas sont supérieures à celles de l’antibiotique testé seul (figure 51). 

Tableau 25: Diamètres des zones d’inhibitions  (mm) de la combinaison d’oxacilline avec 

des deux huiles essentielles étudiés. 

Souches 

bactériennes 

Oxacilline seul 

(1µg) 

Combinaison OX / HE 

E.globulus (5µl) 

Combinaison OX / HE 

O.vulgare (5µl) 

SARM 45 0.00 19.5±0.70 79.5±0.70 

SARM 48 0.00 21.5±0.70 60.5±0.70 

SARM 47 0.00 18.5±0.70 56.0±1.41 

SARM 40 0.00 18.5±0.70 69.0±1.41 

SARM 05 0.00 21.0±0.0 65.0±1.41 

SARM 41 0.00 22.5±0.70 76.5±0.70 

SARM 59 0.00 20.5±0.70 87.5±0.70 

SARM 23 0.00 28.0±1.41 65.0±0.00 

              

Figure 51 : Exemple de l’effet synergique obtenu par de la combinaison oxacilline /huile 

essentielle vis-à-vis la souche SARM 23. 

OX +HE 
O.vulgare OX seul OX seul 

OX +HE 
E.globulus 
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10- Extraction des extraits aqueux : 

10-1- Rendements d’extraction des extraits aqueux : 

Les rendements d’extractions des deux espèces végétales Eucalyptus globulus et Origanum 

vulgare en utilisant la macération avec l’eau bouillante sont indiqués dans le tableau 26.  

Tableau 26 : Rendements d’extraction des extraits aqueux pour les deux plantes 

étudiées. 

Plantes Etat de l’extrait Rendement 

Eucalyptus globulus Liquide marron clair 50.5±0.70 

Origanum vulgare Liquide visqueux marron foncé 45.5±3.53 

Les valeurs des rendements représentent la moyenne de deux mesures. 

11- Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits aqueux : 

L’activité  antibactérienne de l’extrait aqueux de la plante d’Eucalyptus globulus a été mise en 

évidence par la méthode de diffusion en disques. Les diamètres des zones d’inhibitions 

obtenus contre les 40 souches sont regroupés dans le tableau 27. Les données ont été 

exprimées sous forme de moyenne ± écart type de deux mesures. La lecture des résultats se 

fait de la même façon décrite précédemment pour la méthode des disques. 

Selon les valeurs obtenues, des effets antibactériens significatifs et variables ont été obtenus 

avec l’extrait aqueux des feuilles d’E.globulus, aussi bien sur les bactéries à Gram positif que 

les Gram négatives. L’espèce Staphylococcus aureus  montré une forte sensibilité à l’EAq 

aussi bien élevée que l’huile essentielle de la même plante, avec des diamètres d’inhibition 

allant de 13.5±0.70 à 25.5±0.70 mm (figure 52).  

L’extrait aqueux d’E.globulus exerce des activités antibactériennes significatives contre la 

totalité des entérobactéries testées, dont les zones d’inhibitions obtenues comprissent entre 

09.0±0.00 à 23.5±0.70 mm.  

D’autre part, toutes les souches appartenant à l’espèce P.aeruginosa ont été inhibées par 

l’extrait aqueux d’E.globulus mieux que l’huile essentielle (11.5±0.00 à 16.5±0.70 mm). 

De manière générale, l’extrait aqueux d’E.globulus montre un effet antibactérien plus élevé 

que l’huile essentielle issue de la même plante contre S.aureus et P.aeruginosa, en revanche 
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une activité moins importante que l’HE contre les entérobactéries. Nous notons aussi plus  

que le volume de l’extrait augmente l’activité antibactérienne devient plus élevée. 

Tableau 27: Diamètres des zones d’inhibitions (mm) de l’extrait aqueux d’Eucalyptus 

globulus vis-à-vis de 40 souches testées par la méthode des disques. 

Souches bactériennes 5µl 10µl 15µl 20µl 

S.aureus ATTC29233 17.50±0.70 19.00±1.41 20.5±0.70 22.5±0.70 

S.aureus  1 15.50±0.70 17.00±0.00 19.50±0.70 21.5±0.70 

S.aureus  2 13.50±0.70 15.00±0.00 17.50±0.70 19.00±1.41 

S.aureus  3 16.00±0.00 17.00±0.00 19.00±1.41 21.00±1.41 

S.aureus  4 14.00±0.00 15.50±0.70 17.00±0.00 19.00±1.41 

S.aureus  5 14.00±1.41 19.00±1.41 21.50±0.70 23.00±1.41 

S.aureus  6 13.00±0.00 15.50±0.70 17.50±0.70 20.5±0.70 

S.aureus  7 15.50±0.70 19.50±0.70 21.50±0.70 23.00±1.41 

S.aureus  8 17.00±0.00 19.00±0.00 20.5±0.70 22.50±0.70 

S.aureus  9 14.00±0.00 16.00±0.00 18.50±0.70 21.50±0.70 

S.aureus  10 25.50±0.70 31.50±0.70 33.50±0.70 36.00±1.41 

S.aureus  11 18.00±0.00 20.00±0.00 22.50±0.70 24.50±0.70 

SARM 45 15.00±0.00 20.00±0.00 21.50±0.70 23.00±1.41 

SARM 58 16.50±0.70 20.50±0.70 22.50±0.70 25.50±0.70 

SARM 47 13.50±0.70 15.00±0.00 17.50±0.70 20.50±0.70 

SARM 40 16.00±0.00 19.50±0.70 21.50±0.70 23.00±1.41 

SARM 05 16.00±0.00 19.50±0.70 22.50±0.70 24.50±0.70 

SARM 41 15.50±0.70 20.00±0.00 22.50±0.70 25.50±0.70 

SARM 59 15.00±0.00 17.00±0.00 18.50±0.70 23.00±1.41 

SARM 23 16.50±0.70 20.00±0.00 22.50±0.70 25.50±0.70 

E.coli ATCC 29233 18.50±0.70 21.00±1.41 22.50±0.70 23.50±0.70 

E.coli 1 14.00±1.41 15.00±1.41 16.50±0.70 18.50±0.70 

E.coli 2 16.00±1.41 20.50±0.70 21.50±0.70 23.00±1.41 

E.coli 3 13.50±0.70 15.00±1.41 17.50±0.70 19.50±0.70 

E.coli 4 15.50±0.70 17.00±1.41 19.50±0.70 22.50±0.70 

K.pneumoniae 13.00±1.41 16.00±0.00 17.50±0.70 19.50±0.70 
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ATCC10031 

K.pneumoniae 1 10.00±1.41 13.50±0.70 15.00±1.41 17.00±1.41 

K.pneumoniae 2 09.50±0.70 12.50±0.70 14.00±1.41 16.50±0.70 

K.pneumoniae 3 09.50±0.70 11.50±0.70 13.50±0.70 15.00±1.41 

K.pneumoniae 4 09.00±0.00 10.50±0.70 13.00±1.41 15.00±1.41 

P.mirabilis 1 13.50±0.70 14.00±1.41 15.50±0.70 16.50±0.70 

P.mirabilis 2 12.50±0.70 13.50±0.70 14.00±1.41 15.50±0.70 

P.mirabilis 3 11.50±0.70 12.50±0.70 14.00±1.41 15.00±1.41 

P.mirabilis 4 12.50±0.70 14.50±0.70 15.50±0.70 16.50±0.70 

P.aeruginosa  ATTC27853 11.00±0.00 12.50±0.70 13.50±0.70 14.50±0.70 

P.aeruginosa 1 10.00±1.41 11.50±0.70 13.00±0.00 15.50±0.70 

P.aeruginosa 2 09.00±0.00 10.00±1.41 11.50±0.70 13.00±1.41 

P.aeruginosa 3 09.50±1.41 10.50±0.70 12.50±0.70 13.50±0.70 

P.aeruginosa 4 10.50±0.70 11.50±0.70 12.00±0.00 13.50±0.70 

  

 

Figure 52: Exemple de l’effet antibactérien de l’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus 

vis-à-vis la souche SARM 40. 

Les diamètres des zones d’inhibitions de l’activité antibactérienne des extraits aqueux 

d’Origanum vulgare contre les 40 souches testées par la méthode des disques sont regroupés 

dans le tableau 28. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne ± écart type de 

20µl 

10µl 

15µl 

5µl 
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deux mesures. La lecture des résultats se fait de la même façon décrite précédemment pour la 

méthode des disques.  

L’analyse des données a montré que l’extrait aqueux des feuilles d’O.vulgare est moins actif 

que l’huile essentielle vis-à-vis des bactéries Gram positives aussi bien sur les Gram 

négatives. En effet, l’extrait aqueux génère une activité considérable contre les souches de 

S.aureus (09.5±0.70 à 22.0±1.41 mm). 

Les entérobactéries et P.aeruginosa ont montré une sensibilité presque similaire avec des 

zones d’inhibitions respectivement entre 11.0±1.41 à 19.5±0.70 mm et 10.0±0.00 à 15.5±0.70 

mm. Nous remarquons que les zones d’inhibitions deviennent plus importantes avec 

l’augmentation du volume de l’extrait (figure 53). 

Tableau 28 : Diamètres des zones d’inhibitions (mm) de l’extrait aqueux d’Origanum 

vulgare vis-à-vis de 40 souches testées par la méthode des disques. 

Souches bactériennes 5µl 10µl 15µl 20µl 

S.aureus ATTC 29233 14.50±0.70 16.50±0.70 17.00±1.41 18.5±0.70 

S.aureus  1 13.50±0.70 14.50±0.70 16.50±0.70 18.5±0.70 

S.aureus  2 11.50±0.70 13.50±0.70 15.50±0.70 17.00±1.41 

S.aureus  3 12.50±0.70 14.00±0.00 16.50±2.12 20.00±1.41 

S.aureus  4 09.50±0.70 10.50±0.70 12.00±0.00 14.00±1.41 

S.aureus  5 14.00±1.41 15.50±0.70 16.50±0.70 19.00±1.41 

S.aureus  6 12.00±0.00 14.50±0.70 16.50±0.70 18.5±0.70 

S.aureus  7 12.50±0.70 15.50±0.70 17.50±0.70 21.00±1.41 

S.aureus  8 11.50±0.70 13.50±0.70 15.50±0.70 19.00±1.41 

S.aureus  9 13.00±0.00 14.50±0.70 16.50±0.70 20.50±0.70 

S.aureus  10 12.50±0.70 13.50±0.70 15.50±0.70 17.00±1.41 

S.aureus  11 11.00±0.00 12.50±1.41 14.50±0.70 17.50±0.70 

SARM 45 10.00±0.00 12.50±0.70 14.50±0.70 17.00±1.41 

SARM 58 11.50±0.70 13.50±0.70 14.50±0.70 16.50±0.70 

SARM 47 13.50±0.70 14.50±0.70 16.50±0.70 19.50±0.70 

SARM 40 10.00±0.00 11.50±0.70 12.50±0.70 14.00±1.41 

SARM 05 11.00±0.00 12.50±0.70 14.50±0.70 16.50±0.70 
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SARM 41 12.50±0.70 14.00±0.00 15.50±0.70 17.50±0.70 

SARM 59 11.50±0.70 14.00±0.00 15.50±0.70 17.00±1.41 

SARM 23 10.50±0.70 12.00±0.00 13.50±0.70 15.50±0.70 

E.coli ATCC 29233 13.50±0.70 15.50±0.70 16.50±0.70 18.50±0.70 

E.coli 1 12.00±1.41 14.00±1.41 15.50±0.70 17.50±0.70 

E.coli 2 11.00±1.41 12.50±0.70 14.50±0.70 16.00±1.41 

E.coli 3 12.50±0.70 14.00±1.41 16.50±0.70 17.50±0.70 

E.coli 4 11.50±0.70 13.00±1.41 14.50±0.70 16.50±0.70 

K.pneumoniae ATCC10031 12.00±1.41 13.00±0.00 15.50±0.70 18.50±0.70 

K.pneumoniae 1 11.00±1.41 13.50±0.70 15.00±1.41 18.00±1.41 

K.pneumoniae 2 11.50±0.70 13.50±0.70 14.00±1.41 16.50±0.70 

K.pneumoniae 3 11.50±0.70 14.50±0.70 15.50±0.70 17.00±1.41 

K.pneumoniae 4 13.00±0.00 14.50±0.70 16.00±1.41 18.00±1.41 

P.mirabilis 1 14.50±0.70 16.00±1.41 17.50±0.70 19.50±0.70 

P.mirabilis 2 11.50±0.70 13.50±0.70 14.50±0.70 16.50±0.70 

P.mirabilis 3 12.50±0.70 13.50±0.70 15.00±1.41 17.00±1.41 

P.mirabilis 4 11.50±0.70 13.50±0.70 15.50±0.70 17.50±0.70 

P.aeruginosa ATTC27853 11.00±0.00 12.50±0.70 14.50±0.70 15.50±0.70 

P.aeruginosa 1 11.00±1.41 12.50±0.70 14.00±0.00 15.50±0.70 

P.aeruginosa 2 10.00±0.00 11.00±1.41 12.50±0.70 13.00±1.41 

P.aeruginosa 3 10.50±1.41 11.50±0.70 12.50±0.70 14.00±1.41 

P.aeruginosa 4 10.00±1.41 11.50±0.70 12.50±0.70 13.50±0.70 

 

 

5µl 10µl 

15µl 20µl 
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Figure 53 : Exemple de l’effet antibactérien de l’extrait aqueux d’Origanum vulgare vis-

à-vis la souche S.aureus ATTC 29233. 
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Notre travail a porté sur l’isolement, l’identification et l’évaluation de la résistance de 102 

souches isolées à partir de différents établissements de santé de la wilaya d’Annaba. Ainsi 

que, sur l’évaluation de l’activité antibactérienne des extraits (huile essentielle et extrait 

aqueux) de deux plantes aromatiques de l’est algérien : Eucalyptus globulus d’El Kala et 

Origanum vulgare de Guelma.  

Pour cela, notre étude a été faite selon la procédure suivante: 

 Identification des souches : 

Les souches isolées ont été identifiées par le système API (BIO Mérieux) : API Staph, API 

20E, API NE. Parmi un total de 102 souches cliniques, une fréquence d’isolement de 61% (62 

souche) des bacilles à Gram négatif, suivie d’un taux de 39% (40 souche)  pour les cocci à 

Gram positif. Nos résultats concordent avec ceux retrouvés dans des études récentes, à 

Guelma (Bouguenoun., 2017), à l’ouest algérien, Oran (Dali., 2015), au Maroc (Quassimi., 

2010) et en Inde (Sahu et al., 2016).  

Parmi un total de 40 souches de CGP identifiées, un nombre de 34 souches (54,85%) 

appartient à l’espèce S.aureus révélant 3 biotypes différents avec prédominance du biotype 

6336153 chez 63% des souches suivie par le biotype 6736053 chez 22% des souches et le 

biotype 6736053 chez 15% des souches. Ces résultats sont en accords avec d’autres études 

(Touaitia et al., 2015 ; Rebiahi et al., 2011) qui ont confirmé la prédominance du biotype 

6336153 suivis par le biotype 6736053 dans les infections causées par le germe S. aureus.  

L’analyse des BGN identifiés par API système, montre une prédominance des entérobactéries 

avec un taux de 72% (45), suivie par le genre Pseudomonas avec un pourcentage égale à 28% 

(17), ces pourcentages concordent avec ceux obtenus à Guelma (Bouguenoun., 2017), au 

Maroc (Elouennas., 2008) et en France (Zogheib et Bupont., 2005). En revanche, d’autres 

études ont montré la fréquence des Pseudomonas par rapport aux BGN (Mesli., 2014; Zenati 

et al., 2014 ; Sefraoui., 2015 et Dali., 2015). 

L’analyse des espèces identifiées par rapport à l’ensemble des souches d’entérobactéries 

isolées, indique une nette prédominance de l’espèce E.coli avec un taux de 42,22%, suivie de 

K. pneumoniae (33,33%), après P.mirabilis et P.vulgaris avec des taux respectifs de 15,33% 

et 8,88%, alors que K.oxytoca vient en dernière position avec un pourcentage de 2,22%. Ces 
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résultats sont similaires à ceux retrouvés dans le 17ème rapport du AARN en 2016 qui rapporte 

la prédominance d’E.coli avec un taux de 54%, suivie par K.pneumoniae (17,45%) et après 

P.mirabilis avec un pourcentage égale à 5,6%, nos résultats sont similaires aussi avec ceux 

retrouvés par Messai et al en 2007. 

Concernant le genre Pseudomonas, l’espèce Pseudomonas aeruginosa reste la plus dominante 

(82,35%) suivie par P. fluorescens (17,65%), comme cela a été rapporté par plusieurs études 

(Touati et al., 2015 ; Mesli,. 2014 ; Bakour et al., 2013 ; Zenati et al., 2015).   

 Prévalence des souches : 

La prévalence des femmes infectées par les souches de S.aureus, des entérobactéries et  de 

P.aeruginosa est supérieure à celle des hommes avec des taux respectifs de 53%, 62% et 

80%. 

Dans notre étude le facteur d’âge a révélé des taux différents d’une espèce à l’autre. 

Concernant les infections causées par les souches appartenant à l’espèce S.aureus, les 

tranches d’âge les plus touchées sont la catégorie des adultes de 20 à 50 ans et la catégorie des 

personnes âgées de plus de 50 ans par un pourcentage similaire égale à 42%. Pour les 

entérobactéries, la tranche d’âge la plus touchée est de 20 à 50 ans suivie par la tranche des 

personnes âgées, alors que chez les Pseudomonas la catégorie la plus touchée est les 

personnes âgées dont l’âge dépasse 50 ans avec un taux égal à 80. 

La relation entre le taux des infections cliniques, le sexe et l’âge diffère en fonction de la 

raison sous-jacente aigue pour l’hospitalisation. Certaines étude ont rapporté un risque plus 

élevé pour les infections cliniques chez le sexe masculin (Dalé., 2015 ; Bouguenoun., 2017), 

alors que d’autres s’opposent à ces résultats (Kakupa., 2016).     

Les caractéristiques des patients influent sur le risque de développement de diverses 

infections cliniques. Les personnes âgées sont les plus à risque de développer des infections 

cliniques, peut-être d’une part, à cause d’immuno-sénescence, le déclin du système 

immunitaire et d’autre part, la prévalence très élevée de comorbidités. Le sexe joue également 

un rôle dans le développement de certaines infections cliniques (Eckenrode et al., 2014 ; 

Bouguenoun., 2017)  

Dans une étude rétrospective, Eckenrode et al. ont trouvé qu’il n'y avait pas un risque accru 

d'ensemble des infections cliniques chez les patients âgés hospitalisés et qu’il n’y a aucune 
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relation globale entre l'âge et les taux des infections cliniques et que le risque lié au sexe varie 

en fonction de la cause d'admission à l'hôpital (Eckenrode et al., 2014 ; Bouguenoun, 2017). 

La distribution de CGP en fonction des sites de prélèvements révèle que  les souches de 

S.aureus sont essentiellement retrouvées dans les prélèvements de pus (53%) suivie par les 

prélèvements des urines (47%), nos résultats sont similaires avec ceux retrouvés par (Touati et 

al., 2014) cependant s’opposent à d’autres études qui ont rapporté une prévalence dominante 

de S.aureus dans les urines (Masrouri et al., 2005).  

Concernant les entérobactéries, les infections urinaires prédominent les infections cliniques 

(76%), suivie par les infections des sites opératoires (24%). Ceci concorde avec les données 

présentées par Amazian et al en 2010 dans une étude sur les pays du bassin méditerranéen et 

aussi avec le 17ème rapport de l’AARN en 2016.  

D’une autre part, le bacille pyocyanique occupe une place prépondérante dans les infections 

cutanées dont les grands brûlés avec une prévalence de 80%, suivi par les infections du tractus 

urinaire. Ceci est comparable à ce qui a été retrouvé dans l’étude de Nyaledome en 2016.  

 Résistance aux antibiotiques : 
 Résistance des souches de S.aureus aux antibiotiques : 

Les tests de sensibilité aux antibiotiques révèlent la présence d’une résistance très importante  

de 19 souches de S.aureus isolées. Actuellement il n’existe pas une définition universelle 

précise à la multi résistance aux antibiotiques. Certains auteurs définissent les bactéries multi 

résistantes comme des bactéries résistantes à une ou plusieurs classes d’antibiotiques (Siegel 

et al., 2007), et d’autres auteurs qualifiant une bactérie multi résistante, lorsqu’elle résiste au 

moins à trois molécules d’antibiotiques (Schwarz et al., 2010). 

Les Staphylococcus aureus résistants à la méthicilline (SARM), sont apparues dans les années 

60 peu de temps après l'introduction de la méthicilline dans la thérapeutique clinique et 

depuis, les SARM ont été considéré comme un pathogène nosocomial sérieux et courant dans 

les milieux hospitaliers ainsi que les établissements de soins à long terme dans le monde 

entier (EARS-Net., 2014).  

Dans notre étude, la recherche phénotypique des souches SARM a détecté la présence de 8 

souches de SARM parmi 19 souches multi résistantes avec un taux égale à 42,1%. Ce 

pourcentage est presque similaire à celui obtenue par Touatia et al en 2015 à Annaba (44,6%), 
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par contre moins important à celui obtenue par Alioua et al en 2014 (62,2%) et plus élevé que 

celui rapporté par Bouguenoun en 2016 à Guelma (24%). 

En Algérie, le taux de SARM  est en augmentation avec 4,5% en 2002 (Kesah et al., 2006)  

33,2% en 2004 (Ramdani-Bouguessa et al., 2006), 45% en 2006 (Bekkhoucha et al., 2009) et 

de 62,2% en 2014 (Alioua et al., 2014). 

• Bêtalactamines : 

Toutes nos souches ont été résistantes à la pénicilline, ces résultats obtenus sont similaires  à 

ceux retrouvés par Rebiahi et al en 2011, Basset et al en 2013 et Touatia et al en 2015. 

Concernant l’oxacilline et la céfoxitine, les taux de résistance sont respectivement 76% et 

68%, ces taux sont plus élevés à ceux indiqués par le 17ème rapport du AARN en 2016 qui 

montre un pourcentage de résistance égale à 37,34%, par contre inférieur à d’autres études qui 

ont trouvés une total résistance de S.aureus à ces deux molécules (Basset et al., 2015 et 

Touatia et al., 2015).   

Cette résistance élevée des souches de S.aureus aux bêtalactamines pourrait être expliqué par 

l’acquisition de plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques (Hiramatsu., 2001 ; 

Abbanat et al., 2008). Selon Daurel et Leclercq (2008), 80 % à 95 % des souches produisent 

une pénicillinase qui inactive la pénicilline G et l’ampicilline, rendant leurs indications 

obsolètes dans le cadre d’une infection à S. aureus. Une hyperproduction de pénicillinase peut 

être responsable de l’hydrolyse des pénicillines M, céphalosporines et des carbapénèmes, 

mais le mécanisme le plus connu pour que les S. aureus acquiert une résistance à la méticilline 

et à tous les autres agents β-lactames est l'expression du gène mecA exogène. Ce gène, code 

pour une variante de la protéine de liaison à la pénicilline PLP2' (PLP2a) avec une faible 

affinité pour les β-lactamines, empêchant ainsi l'inhibition de la synthèse de la paroi cellulaire 

par ces molécules. (EARS-Net., 2014). 

• Les aminosides : 

Dans la présente étude, les taux de résistance de S.aureus aux aminosides ont été très élevés, 

notant un pourcentage de 89% vis-à-vis la gentamycine et la kanamycine et celui contre 

l’amikacine est de 73%. Nos pourcentages sont supérieurs à celui retrouvés par l’AARN en 

2016 dont les taux de la gentamycine, la kanamycine et l’amikacine ont été respectivement 

25,64%, 48,14% et 18,76%.  
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L’analyse de la résistance des SARM aux aminosides en Algérie montre que les taux sont 

absolument en progression, actuellement, le taux de la résistance vis-à-vis de la gentamycine 

est de 33,65% et celui contre la kanamycine est de 52,04% (AARN., 2014), plus récemment à 

Annaba, Touaitia a décrit des taux de 60% et 100% vis-à-vis de la kanamycine et la 

gentamycine respectivement (Touaitia, 2016). 

• Les macrolides : 

Avec un taux de résistance à l’érythromycine de 31%, notre résultat est plus élevé à celui 

rapporté par Bouguenoun en 2016 avec un taux de 28%, mais il reste inférieur à ce qui a été 

rapporté par Alioua en 2015 (64,1%). 

Ce taux de résistance relativement élevé peut être expliqué par le fait que le traitement des 

infections à Staphylocoques fait appel essentiellement à cet antibiotique, avec bien sûr la 

disponibilité de ces médicaments sur le marché algérien et leur accessibilité sans prescription 

médicale (Alioua., 2015). 

Les résultats montrent que la résistance à l’érythromycine a été souvent associée à celle  de  la 

lincomycine (21%) ce qui nous incite à penser au même mécanisme de résistance (MLSB) qui 

confère  la résistance aux Macrolides, Lincosamides et Streptogramines (Bismuth et Leclercq 

.,2000). On note aussi que notre taux de résistance à la lincomycine est significativement 

supérieur à ce qui a été rapporté par Touaitia et al en 2015(9 %) , mais reste inférieur à celui 

de Bouguenoun en 2016 (39 %). La résistance à cette  molécule  chez les SARM varie d’un 

pays à un autre  allant de 10%  en 2003 au Liban  jusqu’à 93.9% aux  Etats Unis (Ouchenane 

et al., 2001; Gus et al., 2009). 

La lincomycine n'est pas un antibiotique largement utilisé en Algérie  pour le traitement des 

infections à SARM, ce qui peut expliquer le peu de résistance retrouvée comparativement aux 

autres pays (Touaitia., 2016). 

Le taux de résistance de nos souches de S.aureus vis-à-vis de la pristinamycine était de 43%. 

Ce taux est très important par rapport à celui indiquée par Bouguenoun en 2016 (6%), 

cependant ce taux concorde avec celui retrouvé dans les études de précédentes (Touaitia., 

2016 ; Alioua., 2014).  
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• Glycopeptides : 

Dans notre étude, l’antibiogramme a révélé une moyenne de 15% des souches de S.aureus ont 

présenté une résistance vis-à-vis la vancomycine. Ce taux de résistance est inférieur à celui 

obtenu par Bouguenoun en 2016 à Guelma, mais plus important à celui obtenu par Touaitia et 

al en 2015 qui ont isolé des S.aureus cliniques avec  résistance intermédiaire à la 

vancomycine à Annaba.  

La résistance aux glycopeptides chez S. aureus pourrait être liée à une diversité de 

mécanismes moléculaires. Ces souches ont une paroi épaissie résultant d’une réorganisation 

complexe du métabolisme du peptidoglycane liée probablement à des mutations dans de 

multiples gènes. Ces réorganisations pourraient empêcher l’accès de la vancomycine à sa 

cible.  Une autre hypothèse non exclusive serait l’hyperproduction de précurseurs du 

peptidoglycane agissant comme autant de leurres pour les glycopeptides (Joly-Guillou et al., 

2004).  

L’augmentation des SARM dans les hôpitaux algériens a favorisé l’intégration des 

glycopeptides  dans les schémas thérapeutiques permettant l’élimination de ces souches, ces 

molécules étaient jusqu'à ces dernières années préservées du phénomène de résistance. 

D’autres auteurs ont déclaré que  l’augmentation des SARM a accompagné l’utilisation  

abusive de la vancomycine  (Awad et al, 2007).  

• Cyclines : 

Les souches de S.aureus ont montré un niveau de résistance important vis-à-vis la tétracycline 

où seulement 33%  des souches ont été sensibles. Ce taux de résistance est supérieur à celui 

retrouvé par Basset et al en 2015 à Guelma, mais reste inférieur à celui rapporté par Touaitia 

et al en 2015 à Annaba. 

• Autres : 

Les autres antibiotiques testés ont gardé une considérable activité antimicrobienne sur les 

isolats de SARM et SASM révélant des taux de résistance inférieur à 27%, mis à part 

l’ofloxacine et la rifampicine (58%). Ces résultats obtenus concordent avec ceux rapportés par 

le 17ème rapport de l’AARN en 2016 à travers les hôpitaux d’Algérie. 
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 Résistance des entérobactéries aux antibiotiques : 

A partir des résultats de l’antibiogramme des entérobactéries de notre collection, 12 souches 

multirésistantes aux molécules testées (4 E.coli, 4 K.pneumoniae, 4 Proteus mirabilis) ont été 

ciblé pour l’étude de l’activité antibactérienne des extraits de plantes étudiées.  

• Bêtalactamines : 

L’étude de la résistance des entérobactéries sélectionnées révèle des taux de résistance totale 

pour l’amoxicilline,  l’amoxicilline+acide clavulanique et la ticarcilline. Ces résultats sont 

supérieurs à ceux retrouvés par Debabza en 2015 à Annaba (l’amoxicilline (99%),  

l’amoxicilline+acide clavulanique (81,91%) et la ticarcilline (89,91%)) et également plus 

élevés à ceux  indiqués dans le 17ème rapport d’AARN en 2016. 

Une faible activité de la céftazidime (84%) et la céfoxtine (53%) a été remarquée. Ces taux de 

résistance sont supérieur à ceux retrouvés par Djahida en 2011 (céftazidime (47,1%) et la 

céfoxtine (29,5%)), mais reste inférieurs à ceux observés dans une autre étude (Debabza ; 

2015). 

Le taux de résistance le plus faible pour les souches des entérobactéries est observé avec 38% 

pour l’imipenème et la céfotaxime. Pour l’imipénème, on note une augmentation remarquable  

du taux de résistance en comparant nos résultats avec d’autres études (Djahida., 2011 ; 

Debabza., 2015) 

La résistances des entérobactéries aux carbapénèmes n'est pas limitée à la production de 

carbapénémases, mais peut impliquer d'autres mécanismes, y compris des changements 

structurels dans la membrane externe et/ou l'hyperproduction d'AmpC en plus des BLSE    

(Uz et al., 2014).  

• Les aminosides : 

L’amikacine présente une bonne activité sur toutes les souches avec une sensibilité totale, 

contrairement à la gentamcine qui reste plus au moins inactive avec une résistance égale à 

38%. Selon les résultats obtenus et plusieurs études, l’amikacine reste la molécule la plus 

efficace avec 100%  de souches sensibles (Gangoue Piebouji., 2004; Wu et al., 2007 ; 

Djahida., 2011) 
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• Les quinolones : 

L’analyse du profil d’antibiorésistance des entérobactéries montre un pourcentage de 

résistance assez important de l’acide nalidixique (58%). Ce taux de résistance exprimé par nos 

souches est plus élevé par rapport à celui rapporté par plusieurs études (Debabza., 2015 ; 

Djahida., 2015).  

En revanche, la ciprofloxacine permet une récupération de l’activité de l’antibiotique soit 75% 

des souches sensibles, mais ce taux reste plus faible à celui rapporté par Debabza en 2015. 

• Autres : 

Toutes nos souches ont montré une résistance totale à la fosfomycine. Concernant cette 

molécule, Dbebza en 2015 a rapporté un taux de résistance inférieur à celui trouvé dans notre 

travail .Une activité moins importante est détectée pour la co-trimexazole avec 46%. Ce taux 

reste supérieur à celui décrit dans la littérature par plusieurs études (Ammari et al., 2001; 

Kahlmeter., 2003; Guneysel et al., 2009 ; Debabza .,2015)  

En ce qui concerne la colistine, c’est l’une des molécules gardant le taux de sensibilité le plus 

élevé (93%) sur  toutes les espèces appartenant à la famille des entérobactériaceae. Cela est 

vraisemblablement lié à une moindre utilisation de cet antibiotique en pratique courante 

(Mahamat et al., 2006 ; Rbahia et al,2015). 

 Résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques : 

Au vu des résultats obtenus, nous avons constaté que les antibiotiques ont montré une grande 

hétérogénéité des souches. Généralement, les souches du bacille pyocyanique ont exprimé une 

résistance à tous les antibiotiques des différentes familles, mais à des degrés variables d’une 

souche à l’autre. 

• Bêtalactamines : 

Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques ont montré que les souches de 

P.aeruginosa sont totalement résistantes à deux antibiotiques : la pipéracilline et la 

céftazidime. Ce taux de résistance de 100% à la pipéracilline, dépasse largement celui 

rapporté par Nyaledome en 2016 qui étaient respectivement 26,80% et 37,7% . Cependant le 

taux de 100% à la céftazidime est supérieur à celui trouvé par Debabza., 2015 (80%) alors 
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qu’il dépasse largement celui rapporté par Liazid (2012) et Bouguenoun (2016) qui étaient 

respectivement 7,14% et 28%. 

Une résistance très élevée a été constatée pour l’aztréonam et la ticarcilline exprimant un taux 

égal à 80%. Dans son étude, Debabza (2015) a rapporté des taux de résistance à ces deux 

antibiotiques supérieurs à ceux trouvés dans notre étude.  

Le taux de résistance le plus faible dans notre travail est observé avec 40% à l’imipénème. Ce 

pourcentage de résistance est supérieurs à celui rapporté dans plusieurs études (Nyaledome., 

2016 ; Debabza., 2015), mais reste inférieur à celui rapporté par Bouguenoun (2016) à 

Guelma qui était 100%. 

  La résistance à la ticarcilline est due probablement à un mécanisme non enzymatique, elle 

est liée à l’association d’une faible perméabilité de la membrane externe de P. aeruginosa 

associée à une hyper expression du phénomène d’efflux. Elle confère souvent un faible niveau 

de résistance aux β-lactamines anti-Pseudomonas autre l’imipénème. Elle touche 

essentiellement la ticarcilline puis l’aztréonam (Cavallo et al., 1998). Quant à la résistance à 

l'imipénème, elle est souvent liée à une perte de la porine D2 (OprD) et couplée à une faible 

hydrolyse par la céphalosporinase périplasmique (Bricha et al., 2009). 

• Les aminosides : 

Les trois molécules testées (tobramycine, amikacine, gentamycine) présentent une bonne 

activité sur les souches de P.aeruginosa avec une sensibilité comprise entre 80% pour la 

tobramycine et 60% pour l’amikacine et la gentamycine. Ces taux sont supérieurs à celui 

rapporté par Liazid en 2012. 

• Les quinolones : 

La ciprofloxacine s’est montré active, dont 80% des souches ont été sensibles à cette 

molécule. Ce résultat est supérieur à celui retrouvé par Liazid (2012) (10%), cependant 

inférieur à celui noté dans étude de Bouguenoun en 2016 (57%). 

• Autres : 

L’analyse des résultats obtenus nous a permis de constater que la fosfomycine est très efficace 

avec une sensibilité totale. Cette sensibilité est largement supérieur par rapport à celle obtenue 

par plusieurs études (Debabza., 2015 ; Bouguenoun., 2016 ; Nyaledom., 2016). Nous avons 
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noté aussi une bonne activité de la colistine avec un taux de sensibilité égal à 80%, 

contrairement à d’autres études qui ont montré une sensibilité totale à cet antibiotique 

(Debabza., 2015 ; Bouguenoun., 2016 ; Nyaledome., 2016). 

A partir de nos résultats, les antibiotiques les plus actifs sur nos isolats de P.aeruginosa sont 

par ordre décroissant : la fosfomycine (active sur 100% des souches), la colistine - la 

ciprofloxacine - la tobramycine (80%) et enfin l’amikacine - la gentamycine et l’impénème 

(60%). 

 Rendements d’extraction des huiles essentielles : 

Les rendements moyes en huiles essentielles ont été calculés par rapport à la plante séchée. 

Origanum vulgare de la montagne Houara de la région de Guelma a fourni un rendement de 

2,9% révélant sa richesse en molécules bioactifs. Ce résultat est légèrement supérieur à celui 

rapporté par Bouhadouda et al en 2016 avec un rendement de 2,52% de la même espèce 

récoltée dans la région Nechemya de Guelma, mais plus élevé à ceux trouvés par Semra et al 

en 2013  de la wilaya de Constantine  et Sahraoui et al en 2017 de la région de Sétif, dont les 

rendements sont estimés respectivement 2,2 et 2,5%. En revanche, un rendement plus élevé 

était estimé à 4,8% par Bendahou et al (2008) de la région de Tlemcen. 

Il ressort aussi que le rendement moyen en HE de l’espèce Eucalyptus globulus récoltée de la 

région de Boumelek d’EL Kale est de l’ordre de 2,25%. Cette productivité est très élevée à 

celle de Mulyaningsih et al. (2014) (0,71%) et meilleur que celle obtenue par Modeste et al. 

(2014) et Selvakumar et al. (2012) (0,72 à 0,82%). 

Ces variations dans le rendement en huile essentielle des deux plantes peuvent être attribuées 

à plusieurs facteurs environnementaux prenant en compte que l’huile essentielle est un produit 

métabolique de cellules végétales et sa composition quantitative et qualitative peut être 

influencée par les conditions climatiques (notamment le type de climat, l’altitude, le taux 

d’exposition au soleil) le type de sol, le stade de croissance de la plante en question, le 

moment de la récolte et la méthode d’extraction (Besombes, 2008 ; Béjaoui et al., 2013 ; 

Bennadja et al., 2013).  

 Évaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles : 
L’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum vulgare et d’Eucalyptus 

globulus contre 36 souches multirésistantes aux antibiotiques et 4 souches de référence est 



 Discussion 
 

 104 

 

expérimentée par trois méthodes : la méthode de diffusion à partir d’un disque, la méthode 

des puits et la méthode des microatmosphères. Rappelons que nous avons utilisé deux 

volumes d’huile essentielle 5et 10µl. 

Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides ont été déterminées par la méthode 

de dilution en milieu solide en exposant nos souches à diverses concentrations d’huile 

essentielle. 

L’huile essentielle d’O.vulgare est plus active que celle d’E.globulus, elle a provoqué une 

puissante inhibition de croissance vis-à-vis la totalité des souches mutirésistantes testées en 

utilisant les trois méthodes précédentes, où les meilleurs zones d’inhibitions ont été 

enregistrées par la méthode de diffusion à partir d’un disque ou l’aromatogramme. 

Contrairement, l’essence d’E.globulus a approuvé un pouvoir inhibiteur important seulement 

en utilisant la méthode des disques par contre aucune zone d’inhibition n’a été enregistré pour 

les deux autres méthodes. Ceci confirme que la méthode de diffusion à partir d’un disque est 

la méthode de référence pour l’évaluation de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 

selon plusieurs auteurs (Benjilali et al., 1986 ; Satrani et al., 2007 ; Billerbeck et al., 2002 ; 

Pibiri et al., 2005 ; Mehani et al., 2014), parce qu’elle permet le contact direct de l’HE  avec 

le microorganisme testé.      

En se référant aux résultats présentés dans les tableaux du 9 au 20 nous constatons que les 

diamètres d’inhibition obtenus par le volume de 10µl d’HE pour les 41 souches testées sont 

supérieurs à ceux obtenus par le volume de 5µl, par conséquent l’accroissement du volume 

d’HE induit l’amélioration de son pouvoir inhibiteur. Ceci peut être expliqué par 

l’augmentation du pourcentage des molécules bioactives responsable de son effet 

antibactérien, dont on cite le carvacrol et le thymol pour le cas de l’HE de l’O.vulgare et le 

1,8 cineole ou eucalyptol  pour l’HE de l’E.globulus.  

D’après les résultats obtenus, l’HE d’E.globulus est qualifié d’une bonne activité 

antibactérienne particulièrement large sur les différentes espèces bactériennes testées. Les 

niveaux de sensibilité des bactéries vis-à-vis cette essence sont relativement proches pour les 

souches de S.aureus et P.aeruginosa avec des diamètres qui varient respectivement entre 

8,0±0,00 à 16,5±0,70 mm et entre 10,5±0,70 à 13,0±0,70 mm. Une sensibilité plus élevée a 

été remarquée par les entérobactéries, dont les diamètres d’inhibition pour les deux volumes 5 

et 10 µl ont été respectivement entre  11,0±1,41à 24,0±1,41 mm et entre 15,5±0,70 à 

30,0±1,41 mm. 
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 Ces résultats constatés sont nettement plus élevés comparés aux précédents rapportant sur 

l’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’E.globulus. Elaissi et al. (2011) ont évalué 

l’activité antibactérienne de cette huile vis-à-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25932 

(7,7±0,06mm), Pseudomonas aeruginosa ATCC 22753 (8,2±1,2 mm) et Escherichia coli 

ATCC 25922 (10,0±0,00 mm), Boulekbach-Makhlouf et al. (2013) de Sétif ont également 

évalué l’effet antibactérien de cette essence contre S.aureus (8,67±0,58 mm) et Klebseilla 

pneumoniae qui s’est montré résistance à cette HE. 

Ainsi les travaux de Mekaddem-Draoui. (2011) sur l’HE d’E. globulus avec une composition 

en huile essentielle riche en 1,8 cinéol, ont démontré une activité antibactérienne relativement 

proche à nos résultats, dont les zones d’inhibition ont été comme suit Staphylococcus aureus 

ATCC 25932 (16mm), Pseudomonas aeruginosa ATCC 22853 (18mm), E.coli (20mm) et 

Proteus mirbilis (18mm). 

Dans une autre étude de Bachir Raho. (2017), l’huile essentielle d’E.globulus a généré des 

diamètres d’inhibition supérieures à nos résultats, dont S. aureus a donné des larges zones 

d’inhibition allant de 69 à 75 mm, P.aeruginosa et E.coli ont donné un diamètre égal à 14mm. 

Dans la présente étude, l’huile essentielle des feuilles d’Origanum vulgare récoltées de la 

région de Guelma a exercé un pouvoir inhibiteur très puissant, où la totalité des souches 

multirésistantes testées ont été extrêmement sensible à cette essence avec des diamètres 

d’inhibition supérieurs à 20mm.  

Staphylococcus aureus semble être l’espèce la plus sensible avec des zones d’inhibition de 

21,5±0,70 à 53,5±2,12 mm pour 5µl et de 33,5± 3,53 à 82,5±3,53 mm pour 10µl. Les huit 

souches de SARM ont été également extrêmement sensibles à cette essence qui est plus 

efficace que l’antibiotique d’oxacilline. 

Ces résultats sont nettement plus élevés comparés aux précédentes études sur l’activité 

antibactérienne de l’huile essentielle d’O.vulgare. Imtara et al. (2018) du Maroc ont évalué 

l’effet antibactérien de cette HE vis-à-vis Staphylococcus aureus. Les résultats de cette étude 

ont donné un diamètre d’inhibition égale à 16,0±1,41 mm. Yotova et al. (2015) ont également 

décrit une zone d’inhibition inférieure à nos résultats (29,10±0,20mm). 

Ainsi les travaux de Bouhadouda et al. (2016) sur l’HE d’O.vulgare avec un profil chimique 

riche en thymol (23,129%) et le carvacrol (20,312%), ont montré un pouvoir inhibiteur contre 
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Staphylococcus aureus relativement proche à nos résultats (63,33±3,05mm pour un volume de 

5µL d’HE).  

L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus peut s’expliquer probablement par la 

nature des parois des bactéries Gram (+) qui est dépourvue de membrane externe et qui 

semble être sensible aux changements environnementaux externes, tels que la température, le 

pH, et les extraits naturels (Balentine et al., 2006). En revanche, de rares travaux rapportent 

l’inexistence de lien apparent, ni aucune corrélation entre l’activité inhibitrice des essences 

aromatiques et la nature de la paroi bactérienne (Zaika, 1988, Boukhatem et al., 2014).  

Les entérobactéries sont également extrêmement sensibles : E.coli, K.pneumoniae et 

P.mirabilis ont montré des zones d’inhibition allant de 19,5±2,12 à 49,5±0,70 mm pour un 

volume de 5µl d’HE et de 33,5±2,12 à 80,0±0,00mm pour 10µl. 

Nos zones d’inhibition obtenues pour E.coli dépassent largement ceux rapportées par Imtara 

et al. (2018) et Mahfoud et al. (2017) qui étaient respectivement 32,5±3,54mm et 21,3 à 

32,6mm. Cependant le diamètre d’inhibition de la souche de référence K.pneumoniae 

ATCC10031 (32,0±1,41mm) est inférieur à celui rapporté dans étude de Bouhadouda et al. 

(2016) dont le diamètre a été égal à 54,83±1,24mm. 

Les quatre souches de Proteus mirabilis testées ont montré une hypersensibilité à l’essence 

d’O.vulgare avec des zones d’inhibition allant de 38,0±0,70 à 42,0±1,41mm pour un volume 

de 5ul d’HE. Ce résultat obtenu est presque similaire à celui  rapporté par Bouhadouda et al 

en 2016 (43,66±1,44mm pour 5µl d’HE). 

Contrairement à beaucoup d’études précédentes (Dorman et Dean., 2000 ; Sari et al., 2006 ;  

Bendahou et al., 2008 ; Béjaoui et al., 2013 ; Bouhadouda et al., 2016 ; Jnaid et al., 2016), 

l’espèce Pseudomonas aeruginosa s’est montré extrêmement sensible à l’essence d’O.vulgare 

avec une meilleure zone d’inhibition égale à 50,0±1,41mm. 

 Les valeurs des CMI des deux essences sont en accord avec les résultats obtenus dans le test 

préliminaire par la méthode de diffusion à partir d’un disque ou aromatogramme,  autrement 

dit les bactéries ayant les diamètres d’inhibition les plus élevés sont celles qui possèdent les 

CMI les plus faibles, et les bactéries ayant les diamètres les plus faibles sont celles qui 

donnent les CMI les plus élevés. 
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Les rapports CMB/CMI des deux huiles d’E.globulus  et O.vulgare sont entre 1 et 2,5 ce qui 

confirme que les deux huiles exercent un effet bactéricide sur toutes les souches bactériennes 

testées. 

La bonne activité antibactérienne des deux huiles essentielles est due principalement à leur 

composition chimique. Concernant l’HE d’E.globulus, beaucoup d’études expérimentales 

indiquent que cette essence est caractérisée par  une forte teneur en 1,8-cinéole apparaît 

comme constituant majoritaire. Ce composant essentiel est connu par son potentiel effet 

antibactérien vis-à-vis d’un grand nombre de bactéries (E.coli, S.aureus et P.aeruginosa), ce 

qui confère à l’HE d’E.globulus son effet d’antibiotique naturel (Manika et al ., 

2013 ;Mulyaningnih et al., 2010, Gilles et al., 2010). 

Selon plusieurs travaux scientifiques (Cetin et al., 2011 ; Wallar et al., 2016 ; Gong et al., 

2014 et Jnaid et al., 2016  ), le carvacrol et thymol ont été qualifié comme des composants 

majoritaires dans l’HE d’O.vulgare. Ces deux substances structurellement similaires semblent 

jouer un rôle synergique en rendant la membrane cellulaire perméable (Lambert et al., 2001). 

Le thymol a été précédemment décrit comme capable d'interrompre la membrane bactérienne, 

en affectant à la fois le gradient de pH et le flux d'électrons à travers la membrane (Helander 

et al., 1998 ; Lambert et al., 2001). On pense que le carvacrol forme des canaux à travers la 

membrane en s’intercalant entre les chaînes d'acides gras des phospholipides (Ultee et al., 

1999). Cette déstabilisation de la membrane, augmenterait la fluidité membranaire, 

augmentant à son tour la perméabilité passive (Ultee et al., 2002).  

 Tests de synergie : 

Deux tests d’évaluation de l’effet synergique ont été effectués sur huit souches de SARM, le 

premier correspond à une combinaison entre les deux HE étudiées et le second s’agit d’une 

combinaison entre chaque huile essentielle et l’oxacilline. 

La combinaison des deux HE d’E.globulus et O.vulgare a donné des diamètres d’inhibition 

supérieurs à la somme de chaque essence étudiée isolément, ce qui confirme la présence d’un  

effet synergique significatif à nos huiles essentielles. 

Cet effet synergique est probablement dû à une complémentarité entre les composants 

chimiques majoritaires ou minoritaire présents dans chaque HE qui agissant en synergie  ce 

qui permet l’augmentation du pouvoir bactéricide des HE, ou bien à la formation de 
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complexes entre les agents antibactériens contenus dans ces extraits, qui devient effective 

dans la lyse de la paroi cellulaire des microorganismes (Saffidine K., 2015).   

Des activités antibactériennes variables et significatives sont obtenues vis-à-vis les SARM en 

combinant les essences des deux plantes étudiées à l’oxacilline. Les diamètres d’inhibition  

des combinaisons sont nettement supérieurs à ceux d’oxacilline seul qui n’a montré aucune 

zone d’inhibition de croissance. Le meilleur effet synergique est obtenu en combinant l’HE 

d’O.vulgare avec l’oxacilline. Cependant la combinaison d’HE d’E.globulus/OX présente un 

bon effet synergique mais reste inférieur à celle d’HE d’O.vulgare/OX. 

L’effet synergique des combinaisons des extraits de plantes avec des antibiotiques peut être 

exploité pour améliorer l’activité d’antibiotique, ou bien réduire la dose d’antibiotique et 

minimiser ces effets indésirables. 

A l’heure actuelle, les mécanismes par lesquels les composés chimiques des extraits agissent 

en synergie avec les antibiotiques ne sont pas encore élucidés, mais certains auteurs pensent 

qu’il s’agit d’un effet conjuguée sur la perméabilité de la membrane cytoplasmique des 

germes, facilitant l’influx des antibiotiques (Sibanda., 2007) ; ou bien l’inhibition des β-

lactamases (Kusuda et al., 2006 ; Eumkeb et al., 2010).  

 Rendements d’extraction des extraits aqueux : 

Le calcul des rendements par rapport au poids total de la poudre d’Eucalyptus globulus et 

d’Origanum vulgare montre des proportions très élevées de l’ordre de 50,5±0,70 et 45,5± 

3,53 pour les deux plantes, respectivement. 

Pour ces deux plantes, il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie 

étant donné que notre étude est la première à mettre en évidence les rendements en extraits 

aqueux de ces deux plantes aromatiques. 

Les rendements peuvent être influencés par plusieurs paramètres et dépendent entre autre de  

la composition chimique et les caractéristiques physiques de la matière végétale ainsi que la 

méthode et les conditions dans lesquelles l’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003 ; Dai et  

Mumper, 2010 ; Bouhadouda, 2016).  
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 Évaluation de l’activité antibactérienne des extraits aqueux : 

L’étude de l’effet antibactérien des extraits aqueux des deux plantes aromatiques : Eucalyptus 

globulus et Origanum vulgare contre les 41 souches testées est expérimentée par la méthode 

des disques ou aromatogramme. Rappelons que nous avons utilisé quatre volumes d’EAq 5, 

10, 15 et 20 µl. Les extraits des deux plantes aromatiques de l’est algérien ont exercé un 

pouvoir inhibiteur important et relativement similaire contre la totalité des souches 

multirésistantes testées. 

D’après les résultats obtenus, l’EAq d’E.globulus récolté de la région d’El Kala a approuvé 

une activité antibactérienne importante, où la totalité des souches multirésistantes testées ont 

été sensible à extrêmement sensible à cet extrait. 

L’espèce S.aureus s’est montré la plus sensible avec des zones inhibition allant de 13,5±0,70 

à 25,5±0,70 mm. Ces résultats sont nettement plus élevés comparés à d’autres études sur 

l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus. Sasikala et al. (2014) de 

l’Inde ont évalué l’effet antibactérien de cet extrait vis-à-vis Staphylococcus aureus. Les 

résultats de cette étude ont donné un diamètre égal à 10,0±0, 3 mm. Amabye et al. (2016) ont 

également décrit un diamètre d’inhibition inférieur à nos résultats (15mm). 

Ainsi les travaux de Bahbahani et al. (2013) de l’Iran sur l’extrait aqueux d’Eucalyptus, ont 

montré un pouvoir inhibiteur contre cette espèce bactérienne relativement proche à nos 

résultats (15 à 24,5 mm). 

Les 14 souches d’entérobactéries se sont montrées également sensibles à cet extrait végétal 

montrant des diamètres d’inhibition de 9,0±0,0 à 23,5±0,70mm. Nos zones d’inhibition 

obtenues pour les deux espèces E.coli et K.pneumoniae  sont supérieures à ceux rapportées 

par Sasikala et al. (2014) et Amabye et al. (2016). 

Contrairement à une précédente étude de Khan et al. (2009), l’espèce P.aeruginosa a 

approuvé une sensibilité importante à l’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus avec des zones 

d’inhibition allant de 11,5±0,70 à 16,5±0,70 mm.   

Concernant l’extrait aqueux de la plante spontanée Origanum vulgare, un effet antibactérien 

assez élevé a été constaté vis-à-vis de toutes les souches bactériennes testées. Ce pouvoir 

antibactérien remarqué reste largement inférieur à l’HE de la même plante.  
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Les niveaux de sensibilité à cet extrait sont relativement proches pour les souches de 

S.aureus, les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa avec des diamètres qui varient 

respectivement de 9,5±0,70 à 22,0±1,41 mm, 11,0±1,41 à 19,5±0,70 mm et de 10,0±0,00 à 

15,5±0,70 mm. Nos résultats obtenues pour les trois espèces S.aureus, E.coli et K.pneumoniae 

sont largement supérieures à ceux rapportés par Kandasamy et al. (2017) qui étaient 

respectivement  13,5±0,70, 10,9±4,40 et 6,9±1,50 mm. Bankova et Teodora. (2017) ont 

trouvé des résultats inférieurs à nos résultats concernant l’espèce K.pneumoniae (14,25±1,92 

mm)  et P.aeruginosa (11,75±1,48 mm). 

Une étude réalisée sur l’extrait aqueux de la même espèce végétale par Chaudhry et al. (2009) 

sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae et Pseudomonas 

aeruginosa a montré une résistante totale de ces bactéries à l’extrait aqueux d’Origanum 

vulgare.  

Le bon effet antibactérien prouvé par les deux extraits aqueux étudiés est attribué 

principalement à leur profil chimique qui n’est pas encore élucidé par des travaux 

scientifiques. 
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L’Algérie par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un grand 

nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément. L’intérêt porté à ces plantes n’a pas 

cessé de croitre au cours de ces dernières années.  

Notre travail a porté sur l’isolement et l’évaluation des niveaux de la résistance aux 

antibiotiques de 102 souches provenant des établissements de santé de la wilaya d’Annaba.  

Eucalyptus globulus récoltée de la région Boumelek (El Kala) en Mai 2013 et Origanum 

vulgare récoltée de la montagne Houara (Guelma) en Juin 2014 ont fait l’objet d’une étude 

phytochimique, une extraction de leurs huiles essentielles par hydrodistillation et une 

réalisation d’extraits aqueux ainsi qu’une évaluation de leur effet antibactérien. 

Les résultats d’identification bactérienne par système API ont indiqué que sur les 102 souches 

collectées : 40 appartient au Gram positif dont 34 souches répondent aux profils numérique de 

l’espèce S.aureus et 62 appartinnent au Gram positif dont 45 étaient des entérobactéries (19 

E.coli, 15 K.pneumoniae, 1 K.oxytoca, 6 P.mirabilis, 4 P.vulgaris) ainsi 17 appartenent au 

genre Pseudomonas (14 P.aeruginosa et 3 P.fluorescens). 

Cette étude nous a révélé des taux inquiétants de la résistance bactérienne pour l’ensemble des 

souches isolées, 42% des souches de S.aureus ont été résistantes à la méthicilline, 87% et 

73% respectivement des souches ont montré une résistante élevée à la gentamycine et 

l’amikacine. Ainsi que 15% des isolats avaient une résistance vis-à-vis la vancomycine. 

La détermination des niveaux de la résistance aux antibiotiques des entérobactéries et de 

Pseudomonas aeruginosa montre une résistance considérablement élevée vis-à-vis des β-

lactamines, les aminosides et les fluoroquinolones.  

Les pourcentages de la résistance vis-à-vis l’imipénème pour les souches d’entérobactéries et 

P.aeruginosa étaient respectivement de l’ordre de 38% et 40%, ces taux sont aussi alarmants, 

vue la rareté de ce phénotype en Algérie et la menace de la dissémination de cette résistance 

dans le monde. 

Le rendement moyen d’extraction a été respectivement 2,25% et 2,9%  pour les huiles 

essentielles, et de 50,5±0,70 et 45,5± 3,53 pour les extraits aqueux d’E.globulus et O.vulgare. 



 Conclusion et perspectives  
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L’ensemble des résultats obtenus in vitro montre que les deux plantes aromatiques récoltées 

de l’est algérien, Eucalyptus globulus et Origanum vulgare ont exrercé un pouvoir inhibiteur 

élevé sur la totalité des 36 souches multi résistantes testées. 

Il est important de noter que l’huile essentielle d’O.vulgare s’est montrée plus puissante que 

l’huile essentielle d’E.globulus, alors que l’extrait aqueux d’E.globulus est plus efficace que 

son huile essentielle. Cependant, les combinaisons entre les deux huiles essentielles et chaque 

huile essentielle avec l’oxacilline effectués pour les SARM ont montré la présence d’un effet 

synergique. 

En effet, cette sensibilité importante des souches bactériennes à ces extraits suggère leur 

possible exploitation en thérapie comme alternative aux antibiotiques, dont l’efficacité 

d’action se décroit de façon continue à cause de leurs utilisations anarchiques conduisant à la 

propagation des bactéries multirésistantes. 

Enfin, cette activité antibactérienne exercée par les huiles essentielles et les extraits aqueux 

résulte principalement à leurs compositions chimiques, riches en molécules bioactives à 

pouvoir antibactérien. 

Comme perspectives pour ce travail, il serait intéressant de : 

- Identifier les supports génétiques chez les SARM ainsi que les souches 

d’entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa résistantes à l’imipènéme. 

- Déterminer la composition chimique des huiles essentielles par CPG/MS et les extraits 

aqueux par HPLC/MS. 

- Isoler les différents composants des HE et des EAq, afin de cibler la ou les substances 

responsables de leur effet antibactérien et la synergie entre les deux HE. 

- Etudier l’activité antioxydante et l’éventuelle synergie entre les extraits aqueux des 

deux plantes. 

- Utiliser ces extraits aromatiques pour la stérilisation de l’atmosphère des milieux 

hospitaliers vue leur volatilité. 

-  Evaluer l’utilisation de ces extraits en agroalimentaire pour augmenter la durée de 

conservation des produits alimentaires. 
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Tableau 5: Famille des antibiotiques testés et leurs diamètres critiques pour S.aureus. 

 

Famille Antibiotique Abréviation charge du disque Diamètres critiques 

S R 

 

Bêtalactamines 

Pénicilline G P 6µg ≥ 29 < 29 

Oxacilline OX 1µg ≥ 20 < 20 

Céfoxitine FOX 30µg ≥ 27 < 25 

 

Aminosides 

Kanamycine K 30UI ≥ 15 < 13 

Amikacine AK 30µg ≥ 15 < 13 

Gentamicine GN 15µg ≥ 20 < 20 

 

Macrolides 

Erythromycine E 15UI ≥ 22 < 19 

Lincomycine L 15µg ≥ 21 < 17 

Pristinamycine RP 15µg ≥ 22 < 9 

Glycopeptides Vancomycine Va 30µg ≥ 17 - 

Cyclines Tétracycline TE 30UI ≥ 23 < 21 

Autres Ofloxacine OFX 5µg ≥ 22 < 22 

Chloramphénicol C 30µg ≥ 23 < 23 

Rifampicine RF 30µg ≥ 29 < 24 

Fosfomycine FOS 50µg ≥ 14 < 14 

Acide fusique FC 10µg ≥ 24 < 24 
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Tableau 6: Famille des antibiotiques testés et leurs diamètres critiques pour les 

entérobactéries. 

Famille Antibiotique 

 

Abréviation charge du disque Diamètres critiques 

S R 

 

Bêtalactamines 

 

 

Amoxicilline AMX 25µg ≥ 21 < 14 

Ticarcilline TIC 75µg ≥ 22 < 18 

Imipénème IPM 10µg ≥ 24 < 17 

Amoxicilline+Acide 

clavulanique 

AMC 10µg ≥ 21 < 14 

Céfotaxime FOX 30µg ≥ 22 <15 

Céfotaxime CTX 30µg ≥ 26 < 23 

Céftazidime CAZ 30µg ≥ 26 < 19 

 

Aminosides 

Amikacine AK 30µg ≥ 17 < 15 

Gentamicine GN 15µg ≥ 18 < 16 

Quinolones Acide nalidixique NA 30µg ≥ 20 < 15 

Ciprofloxacine CIP 5µg ≥ 25 < 22 

Autres Fosfomycine FOS 50µg ≥ 14 < 14 

Co-trimoxazole COT 25µg ≥ 16 < 10 

Colistine CS 50µg ≥ 15 ≥ 15 
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Tableau 7: Famille des antibiotiques testés et leurs diamètres critiques pour 

Pseudomonas. 

Famille Antibiotique Abréviation charge du 

disque 

Diamètres 

critiques 

S R 

 

Bêtalactamines 

 

 

Ticarcilline TIC 75µg ≥ 22 < 18 

Imipénème IPM 10µg ≥ 24 < 17 

Aztréonam ATM 30µg ≥ 27 < 19 

Pipéracilline PIP 30µg ≥ 18 < 12 

Céftazidime CAZ 30µg ≥ 19 < 19 

 

Aminosides 

Amikacine AK 30µg ≥ 17 < 15 

Gentamicine GN 15µg ≥ 16 < 16 

Tobramycine TOB 10µg ≥ 16 < 16 

Quinolones Ciprofloxacine CIP 5µg ≥ 25 < 22 

Autres Fosfomycine FOS 50µg ≥ 14 < 14 

Colistine CS 50µg ≥ 15 ≥ 15 

 

Tableau 8 : Provenance des souches sélectionnées selon le sexe,  l’âge et la nature des 

prélèvements.  

Souches Sexe Age Nature de 

prélèvements 

Service Espèce 

identifiée 

BM1 Femme 56 Urine Urologie S.aureus 

BM2 Femme 45 Urine Urologie S.aureus 

BM3 Homme 35 Urine Urologie S.aureus 

BM4 Homme 25 Urine Urologie S.aureus 

BM5 Homme 45 Urine Urologie S.aureus 

BM6 Femme 69 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM7 Homme 47 Pus Grands brûlés S.aureus 
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BM8 Homme 53 Urine Urologie S.aureus 

BM9 Femme 69 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM10 Homme 27 Urine Urologie S.aureus 

BM11 Homme 17 Urine Urologie S.aureus 

BM12 Femme 55 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM13 Femme 45 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM14 Homme 70 Urine Urologie S.aureus 

BM15 Femme 42 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM16 Femme 35 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM17 Femme 52 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM18 Homme 61 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM19 Femme 54 Pus Grands brûlés S.aureus 

BM20 Femme 27 Urine Gynécologie E.coli 

BM21 Homme 59 Urine Gynécologie E.coli 

BM22 Femme 51 Urine Urologie E.coli 

BM23 Femme 29 Pus Gynécologie E.coli 

BM25 Homme 47 Urine Urologie K.pneumoniae 

BM26 Femme 58 Pus Gynécologie K.pneumoniae 

BM27 Homme 60 Urine Urologie K.pneumoniae 

BM28 Femme 39 Pus Gynécologie K.pneumoniae 

BM29 Enfant 3 ans Urine Pédiatrie P.mirabilis 

BM30 Enfant 4 ans Urine Pédiatrie P.mirabilis 

BM31 Femme 38 Urine Urologie P.mirabilis 

BM32 Femme 52 Urine Urologie P.mirabilis 

BM33 Homme 58 Pus Grands brûlés P.aeruginosa 

BM34 Femme 62 Pus Grands brûlés P.aeruginosa 

BM35 Homme 70 Pus Grands brûlés P.aeruginosa 

BM36 Homme 42 Pus Grands brûlés P.aeruginosa 

BM37 Homme 59 Pus Grands brûlés P.aeruginosa 
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Résumé 

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et aromatiques de l’est algérien, nous 

avons entrepris un travail qui consiste à évaluer l’activité antibactérienne des huiles 

essentielles et des extraits aqueux obtenus à partir des feuilles d’Eucalyptus globulus et 

Origanum vulgare vis-à-vis des souches multi résistantes aux antibiotiques. 

Durant notre travail expérimental, nous avons collecté un total de 102 souches d’origine 

cliniques à partir de différents établissements hospitaliers de la ville d’Annaba, sur une 

période de 18 mois allant de mars 2013 à janvier 2015. 

Les résultats d’identification bactérienne ont indiqué que sur les 102 souches collectées : 40 

appartient au Gram positif dont 34 souches répondent aux profils numérique de l’espèce 

S.aureus et 62 appartiennent au Gram négatif dont 45 étaient des entérobactéries (19 E.coli, 

15 K.pneumoniae, 1 K.oxytoca, 6 P.mirabilis, 4 P.vulgaris) ainsi 17 appartenant au genre 

Pseudomonas (14 P.aeruginosa et 3 P.fluorescens). 

Les résultats de l’antibiogramme ont montré des taux de résistance bactérienne très élevés 

pour l’ensemble des souches isolées, 42% des souches de S.aureus ont été résistantes à la 

méthicilline, 87% et 73% respectivement des souches ont montré une résistante élevée à la 

gentamycine et l’amikacine. Ainsi que 15% des isolats avaient une résistance vis-à-vis la 

vancomycine. 

La détermination des niveaux de la résistance aux antibiotiques des entérobactéries et de 

Pseudomonas aeruginosa montre une résistance considérablement élevée vis-à-vis les β-

lactamines, les aminosides et les fluoroquinolones. 

Les pourcentages de la résistance vis-à-vis l’imipénème pour les souches d’entérobactéries et 

P.aeruginosa étaient respectivement de l’ordre de 38% et 40%, ces taux sont aussi alarmants, 

vue la rareté de ce phénotype en Algérie ainsi que dans la monde. 

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été testée sur 36 souches cliniques multi 

résistantes et quatre souches de référence par la méthode de diffusion en disque, la méthode 

des puits et la méthode des micro atmosphères. Les CMI et CMB ont été obtenues par la 

méthode de dilution en milieu solide. 

Les résultats de l’activité antibactérienne sont exprimés sous formes de diamètres de zones 

d’inhibition. Les huiles essentielles ont révélé un pouvoir inhibiteur important vis-à-vis la 
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totalité des souches testées. Les rapports CMI/CMB obtenus par la méthode de dilution en 

milieu solide ont montré que les huiles essentielles étudiées sont dotées d'une action 

bactéricide vis-à-vis des souches testées. 

La détermination de l’effet antibactérien des extraits aqueux a été expérimentée par la 

méthode de diffusion en disque. Les extraits aqueux étudiés ont été particulièrement efficaces 

contre toutes les souches bactériennes testées. 

A l’issu de ce travail nous pouvons conclure que les huiles essentielles et les extraits aqueux 

d’E.globulus et O.vulgare de l’est algérien pourraient être exploités comme des 

phytomédicaments pour soulever le problème des infections causées par des bactéries multi 

résistantes aux agents chimiques disponibles. 

 

Mots clés: activité antibactérienne, huiles essentielles, extraits aqueux, Eucalyptus globulus, 

Origanum vulgare. 
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Abstract 

In the context of the valorisation of medicinal and aromatic plants in eastern Algeria, we have 

undertaken a stady which consists in evaluating the antibacterial activity of essential oils and 

aqueous extracts obtained from the leaves of Eucalyptus globulus and Origanum vulgare 

against multidrug resistant strains of antibiotics. 

During our experimental work, we collected a total of 102 strains of clinical origin from 

various hospital etablishments in the city of Annaba over an 18month period from March 

2013 to January 2015. 

Bacterial identification results indicated that of the 102 strains collected: 40 belongs to Gram 

positive, of which 34 strains respond to the numerical profiles of the species S. aureus and 62 

belongs to Gram negative, of which 45 were Enterobacteria (19 E. coli, 15 K. pneumoniae, 1 

K. Oxytoca, 6 P. mirabilis, 4 P. vulgaris) thus 17 belong to the genus Pseudomonas (14 P. 

aeruginosa and 3 P. fluorescens). 

The antibiogram results showed very high rates of bacterial multiresistance for all isolated 

strains, 42% of S. aureus strains were methicillin-resistant, 87% and 73% respectively of 

strains showed a High resistance to gentamycin and amikacin. As well as 15% of isolates had 

a sensitivity to voncomycine. 

The determination of antibiotic resistance levels of enterobacteria and Pseudomonas 

aeruginosa showed a significantly high resistance to β-lactamines, aminosides, and 

fluoroquinolones. 

The percentages of resistance to imipenem for strains of Enterobacteria and P. aeruginosa 

were respectively in the order of 38% and 40%, these rates are also alarming, in view of the 

rarity of this phenotype in Algeria and in the world. 

The antibacterial activity of essential oils was tested on 36 multidrug-resistant clinical strains 

and four reference strains by the disc diffusion method, the well method, and the 

Microatmosphere method. The MICS and CMB were obtained by the solid-medium dilution 

method. 

The results of antibacterial activity are expressed in the form of diameters of inhibition zones. 

Essential Oils revealed a significant inhibitory power to all strains tested. The CMI/CMB 
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ratios obtained by the solid-medium dilution method have shown that the essential oils studied 

are equipped with bactericidal action against the strains tested. 

The determination of the antibacterial effect of aqueous extracts has been tested by the disc 

diffusion method. The aqueous extracts studied were particularly effective against all bacterial 

strains tested. 

At the end of this stady we can conclude that the essential oils and aqueous extracts of 

Eucalyptus globulus and Origanum vulgare of eastern Algeria could be exploited as 

phytomedicament to raise the problem of infections caused by multidrug-resistant bacteria to 

chemical agents avaible. 

 

Keyword : Antibacterial activity, essential oils, aqueous extracts, Eucalyptus globulus, 
Origanum vulgare. 
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 ملخص

 

نشاط المضاد قمنا بإنجاز ھذا العمل الذي یھدف الي تقییم ال’ ت الطبیة العطریة للشرق الجزائريفي إطار تثمین النباتا

 vulgareو globulus Eucalyptusللبكتیریا للزیوت العطریة والمستخلصات المائیة المتحصل علیھا من أوراق 
Origanum ضد سلالات متعددة المقاومة للمضادات الحیویة.  

شھر من  18ابة خلال سلالة سریریة من مختلف المؤسسات الاستشفائیة لولایة عن 102نا التجریبي قمنا بجمع لخلال عم
.2015ي فمارس الي جان  

تحدیدیھا  34منھا   fisop marGالي ینتمي 40سلالة التي تم جمعھا : 102اشارت نتائج تحدید سلالات البكتیریا الي ان 
و  entérobactériesسلالة من  45منھا  négatif Gram تنتمي الي 62و  aureus Sthaphylocccus یشیر الي انھا

.Pseudomonasالباقیة تنتمي إلي  17  

بالمئة من   42حیث ’ قاومة للسلالات المعزولةنتائج اختبار المقاومة للمضادات الحیویة وضحت نسب مرتفعة من الم
aureus Sthaphylocccus مقاومة لméthicilline  بالمئة علي التولي مقاومة ل  73. 87وGentamycine  و

.Vancomycineبالمئة كانت مقاومة ل  15و كذلك  Amikacineل  

 من وضح مقاومة تعتبر مرتفعة لكل Pseudomonasو  entérobactériesمن  مستویات المقاومة للمضادات الحیویة ل
senimatcalateB  وaminosides  وfluoroquinolones.  

بالمئة وھي  40و  38كانت علي التواب  Pseudomonasو  entérobactériesلكل من  imipnèmeنسب المقاومة ل 
 نسب جد مرتفعة لان ھذا النوع من المقاومة نادر في الجزائر والعالم.

سلالة سریریة واربعة سلالات مرجعیة بواسطة طریقة الانتشار  36النشاط البكتیري للزیوت العطریة جرب علي 

طریقة الثقوب وطریقة الاجواء الصغیرة.’ القرصي  

ط صلب.التراكیز المثبطة الدني والتراكیز القاتلة الدني تم الحصول علیھا بطریقة التخفیف المتسلسل في وس  

ة اظھرت مفعول تثبیط لمضاد للبكتیریا تم تقدیرھا من خلال حساب قطر تثبیط لنم البكتیریا. الزیوت العطرینتائج النشاط ا

 نمو مھم ضد جمیع السلالات المختبرة.

’ ل في وسط صلبنسب التراكیز المثبطة الدني علي التراكیز القاتلة الدني المتحصل علیھا بطریقة التخفیف المتسلس

طریة المدروسة تكتسب عمل مثبط قاتل للنمو اتجاه الجمیع السلالات المختبرة.اظھرت ان الزیوت الع  

لمستخلصات المائیة البحث عن الفعل المضاد للبكتیریا للمستخلصات المائیة تم تجریبھ بطریقة الانتشار القرصي حیث ا

 المدروسة أثبتت فعالیتھا ضد السلالات المستخدمة في التجربة.
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و globulus Eucalyptusمن عمل نستطیع ان نختم بان الزیوت العطریة والمستخلصات المائیة لكل وفي نھایة ھذا ال  

vulgare Origanum تیریا متعددة للشرق الجزائري یمكن استغلالھا كأدویة عشبیة لحل مشكل الالتھابات الناتجة عن البك

 المقاومة للمواد الكیمیائیة المتوفرة.

 

’globulus sEucalyptu’ المستخلصات المائیة’ الزیوت العطریة’ النشاط المضاد للبكتیریا :الكلمات المفتاحیة  

vulgare Origanum  



Available online on www.ijppr.com 

International Journal of Pharmacognosy and Phytochemical Research 2016; 8(10); 1717-1721 

  

   ISSN: 0975-4873 

 Research Article  

 

*Author for Correspondence: marwabouras75@gmail.com 

Antibacterial Activity of Essential Oil and Aqueous Extract of 

Eucalyptus globulus Against Methicillin Resistance Staphylococcus 

aureus and Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus 

 

Marwa Bouras1*, Naffisa Boutefnouchet Abbaci1, Salima Bennadja2 

 
1Faculty of Nature and Life Sciences, Departement of Biochemistry, Biochimie and applied Microbiology Laboratory, 

University Badji Mokhtar of Annaba 23000, Algeria 
2Medecin faculty, Departement of pharmacy, University Badji Mokhtar of Annaba 23000, Algeria 

 

Available Online: 15th October, 2016 

 

ABSTRACT 

Objective: Our work was focused on the stady of antibacterial activity of essential oil and aqueous extract of Eucalyptus 

globulus leaves, plant that is widespred in the Algerian traditional pharmacology. 

Methods: The essential oil of this plant was obtained by hydrodistillation method and aqueous by decoction in volume of 

destilled water. The extracts were subjected to screening of their possible antibacterial activity in vitro against eleven strains 

of methicillin sensitive Staphylococcus aureus and eight strains methicillin resistance Staphylococcus aureus isolated of 

different hospitalized patients, using agar disc diffusion method. Both minimum inhibitory concentration and minimum 

bactericidal concentration by agar dilution method.n Results: The essential oil has demonstrated a considerable 

antibacterial activity against all strains tested with best inhibition zone equal to 16,0±1,41mm for methicillin sensitive 

Stahylococcus aureus and 15,5±0,70mm for methicillin resistance S. aureus. Studied aqueous extact showed a good 

antibacterial activity higher than essential oil of some plant, when the best inhibition zone was 31,0±0,70mm for methicillin 

sensitive S. aureus and 20,5±0,70mm for methicillin resistance S. aureus. Conclusion: The results obtained showed that 

aqueous extract and essential oil of Eucalyptus globulus may be constitute a naturel antibiotic to exploited for raising 

problems of infectious diseases caused by Staphylococcus aureus. 

 

Keywords: Essential oil, aqueous extract, Eucalyptus globulus, Staphylococcus aureus, hydrodistillation 

 

INTRODUCTION 

Aromatic and medicinal plant which push in the whole 

world have therapeutic virtues, because they produce 

certain bioactives molecules which react with other 

organisms in the environment, inhbiting bacterial or fungal 

growth. The molecules that can inhibit pathogens and have 

little toxicity to host cells are considered candidates for 

developing new antimicrobial drugs13,19. Today, 

treatements by plants comeback on the first plan because 

the efficacy of medicaments such as antibiotics, considered 

as almost universel resolution of infectious diseases 

decreasing, in reason of usage general of this chemical 

agents and prescript on a large scale and sometimes 

inappropriate have causing the strong adaptability of 

bacterial strains and selection of multiresistants strains 

which cause a public health problem10. Staphylococcus 

aureus is one of opportunistic pathogens that cause severe 

and life threatening infections in immunocompromised 

patients. The Gram-positive Bacterium S. aureus is mainly 

responsible for post-operative wound infection, toxic 

shock syndrome and food poisoning2,6. The Eucalyptus, a 

native genus from Australia belongs to Myrtaceae family 

and comprises about 900 species and subspecies15,17. 

Eucalyptus species are also know to contain bioactive 

products that display antibacterial, antifungal, analgestic, 

antioxidative and anti-inflamatory effects9. This research 

was conducted to evaluate the antibacterial activity of 

essential oil and aqueous extract of Eucalyptus globulus 

leaves were done twenty S. aureus strains isolated of 

different hospitalized patients by disc diffusion method 

and determination of minimum inhibitory concentration 

and minimum bactericidal concentration by used agar 

dilution method. 

 

MATERIALS AND METHODS 

plant material 

Fresh leaves of Eucalyptus golobulus were collected from 

the region El- Kala (north east Algeria) during march 2013. 

Leaves were air-dried at room temperature (20-25°C) for 

one week and then stored in cloth paper bags. 

Microbial strains 

The essential oil and aqueous extract of E. golobulus were 

tested against twenty strains of Staphylococcus aureus. 

These microorganisms were clinical isolates from different 

hospitalized patients having various infections. A 

pathologic source and antibiotic resistance of 

microorganisms was represented in table 1. 
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P : Penicillin, OX : Oxacillin, FOX : Cefoxitin, E : 

Erythromycin, Fc : Fusidic Acid, Fos : Fosfomycin, TE : 

Tetracyclin, RD : Rifampicin, RP : Pristinamycin, CD :  

Clindamycin, Gn : Gentamycin, AK : Amikacine, OFX : 

Ofloxacine, C : Chloromphenicol, K : Kanamycin 

Extraction of aqueous extract 

Ten grams of leaves powder were boiled with 200ml of 

disllited water for 20min with an occasional stirring. The 

decoction preparation was then filtred through a muslin 

cloth followed by filtration paper. The extract was kept at 

4°C12. 

Extraction of essential oil 

The essential oil was extracted by hydrodistillation method 

using a Clevenger type apparatus for 2h. The oil was 

conserved at 4°C until antibacterial activity testing1,14. 

Yield was calculated according to dry weight of the plant 

materials by using following formula18: 

 
Sensitivity test of essential oil and aqueous extract 

The agar disc diffusion method was employed for 

determination of antibacterial activity of E. globulus 

essential oil and aqueous extract. The inoculums were 

suspended in sterile saline water and diluted according to 

0.5 Mac Farland standard and then spread on a solid agar 

medium in Petri dishes (Mueller Hinton agar). Two filter 

discs (6mm in diameter) was deposited on the agar surface 

then impregnated by 5 and 10ɥl of essential and two discs 

by 5 and 10ɥl of aqueous extract and another by 10ɥl of 

dimethylsulfoxid (DMSO) used as a negative control. The 

Petri dishes were incubated at 37°C for 24h3,4,20,22. 

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) 

and minimum bactericidal concentration (MBC) by agar 

dilution method 

minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) of extracts was 

determined by agar dilution method described by 

Mayachiew and Davahastin. (2008). Different 

concentrations of extracts 

(1000,2000,3000,4000,6000,8000,10000ɥg/ml) were 

tested; 1ml of each concentration were mixed with 9ml of 

Mueller Hinton medium to obtain final concentrations (50, 

100, 200,300,400,500 ɥg/ml) and poured into sterilized 

Petri dishes. Immediately after solidification the dishes 

were spot inoculated with 10ɥl of suspension containing 

106CFU/ml of bacterium. The inoculated dishes were 

incubated at 37°C for 24h. The MIC represent the lowest 

concentration inhibit any growth visible after 24h of 

incubation at 37°C. Furthermore, the MBC represent the 

lowest concentration of extract inhibit any growth visible 

after 5 days of incubation at 37°C18,16. 

 

RESULTS 
The essential oils of Eucalyptus globulus leaves obtained 

have pale yellow color, and aromatic smell spicy with a 

density less than of water. The percentage yield was 

2.25‰ for 100g of powder leaves. The antibacterial 

activity of essential oil and aqueous extract of E. golobulus 

was represented in table 2. According to the width of the 

inhibition zone diameter expressed in mm, results were  

Table 1: pathologic sources and antibiotic resistance of microorganisms selected 

Microorganisms Age sex Sources Antibiotic resistance 

S. aureus ATTC - - ATCC29223 Susceptible 

S. aureus12 56 Female Urine P 

S. aureus34 45 Female Urine P 

S. aureus01 35 Male Urine P, Fos, K 

S. aureus60 25 Male Urine P 

S. aureus25 45 Male Urine Ox, P, E, RP 

S. aureus37 69 Female Wound OX, P, Gn, K, TE 

S. aureus49 47 Male Wound Ox,Fc, P 

S. aureus04 53 Male Urine P, Fos 

S. aureus52 69 Female Wound P, Gn, OFX, K, TE 

S. aureus28 27 Male Urine P, Fos, K 

S. aureus27 17 Male Urine P, Fos, K 

MRSA45 55 Female Wound OX, P, FC, FOX 

MRSA58 45 Female Wound OX, P, Fc, FOX, Gn, AK, OFX, K, E, 

TE, RP 

MRSA47 70 Male Urine OX, Fc, P, FOX, K 

MRSA40 42 Female Wound OX, Fc, P, FOX, Gn, AK, OFX, K, 

CD, Fos, TE, RD, RP 

MRSA05 35 Female Wound OX, Fc, P, FOX, Gn, C, K, E, CD, Fos, 

TE, RD, RP 

MRSA 41 52 Female Wound OX, Fc, P, FOX, Gn, AK, OFX, K, E, 

TE, RP 

MRSA59 61 Male Wound OX, P, FOX, OFX, K, E, TE 

MRSA23 54 Female Wound OX, Fc, P, FOX, Gn, AK, OFX, K, 

FosTE, RP 

S. aureus : Staphylococcus aureus, MRSA : Methicillin Resistance Staphylococcus aureus 

 

‰Yield =  
weight of oil 

weight of dried powder  
x100 
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appreciated as follows: not sensitive (-) for diameter equal 

to 8mm or below; sensitive (+) for diameter between 8 and  

14mm; very sensitive (++) for diameter 14 to 20mm and 

extremely sensitive (+++) for diameter equal or larger than 

20mm1. DMSO: Dimethylsulfoxid, (-) not sensitive, (+): 

sensitive, (++) very sensitive, (+++): extremely sensitive. 

The values of MIC and MBC determineted by agar dilution 

method were shown in the table 3. According to the values 

of MIC and MBC; the report CMB/CMI was calculated to 

determine bacteriostatic or bactericidal effect of extracts  

study. When this report is superior to 4, extract have a 

bacteriostatic effect, and bactericidal effect when it is less 

than or equal 45.  

 

DISCUSSION 
The yield of essential oils was higher (2.25‰) than that 

obtained by Selvakumar P et al (0.72 to 0.8‰) and Manika 

N et al (1.7 to 2.1‰)14,18. Difference with these yields 

compared to those previously reported in the literature for 

some aromatic plants such as Eucalyptus species collected 

in the other geographic areas in the world, could be 

attributed to some factors such as climate, nature of the sol, 

age of the tree, time of collection, mode of extraction7. The 

antibacterial activity of essential oil displayed considerable 

against different strains tested, but stayed lower than that 

of aqueous extract which showed highest antibacterial  

Table 2: Antibacterial activity of Eucalyptus globulus essential oil and aqueous extract using disc diffusion method. 

Bacterial 

strains 

DMSO 

(10ɥl) 

Oxacillin Essential oil Bacterial 

sensitivity 

Aqueous extract Bacterial 

sensitivity 

5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 

S. aureus 

ATTC2923

3 

00,0±0,0

0 

- 09,5±0,70 12,00±0,0

0 

+ + 17,50±0,0

0 

19,00±1,4

1 

++ ++ 

S. aureus12 00,0±0,0

0 

18,00±0,7

0 

10,0±1,41 13,00±1,4

1 

+ + 15,50±0,7

0 

17,00±0,0

0 

++ ++ 

S. aureus34 00,0±0,0

0 

14,00±0,0

0 

10,5±2,12 12,50±0,0

0 

+ + 13,50±0,7

0 

15,00±0,0

0 

+ ++ 

S. aureus01 00,0±0,0

0 

13,00±1,4

1 

09,00±0,0

0 

14,00±1,8

2 

+ ++ 16,00±0,0

0 

17,00±0,0

0 

++ ++ 

S. aureus60 00,0±0,0

0 

17,00±0,0

0 

09,50±0,7

0 

13,00±0,0

0 

+ + 14,00±0,0

0 

15,50±0,7

0 

++ ++ 

S. aureus25 00,0±0,0

0 

10,00±1,4

1 

10,00±0,0

0 

16,00±1,4

1 

+ ++ 14,00±1,4

1 

19,00±1,4

1 

++ ++ 

S. aureus37 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 13,5±0,50 16,00±1,4

1 

+ ++ 13,00±0,0

0 

15,50±0,7

0 

+ ++ 

S. aureus49 00,0±0,0

0 

08,50±0,7

0 

08,50±0,7

0 

12,00±0,0

0 

+ + 15,50±0,7

0 

19,50±0,7

0 

++ ++ 

S. aureus04 00,0±0,0

0 

16,0±0,00 09,50±0,0

0 

12,00±1,4

1 

+ + 17,00±0,0

0 

19,00±0,0

0 

++ ++ 

S. aureus52 00,0±0,0

0 

12,00±0,0

0 

10,50±0,7

0 

16,00±0,0

0 

+ ++ 14,00±0,0

0 

16,00±0,0

0 

++ ++ 

S. aureus28 00,0±0,0

0 

11,00±0,0

0 

09,00±0,0

0 

14,50±0,7

0 

+ ++ 25,50±0,7

0 

31,00±0,7

0 

+++ +++ 

S. aureus27 00,0±0,0

0 

11,00±0,0

0 

10,00±0,0

0 

14,00±0,0

0 

+ + 18,00±0,0

0 

20,00±0,0

0 

++ +++ 

MRSA45 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 08,00±0,0

0 

10,00±0,0

0 

- + 15,00±0,0

0 

20,00±0,0

0 

++ +++ 

MRSA58 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 10,00±1,4

1 

12,50±2,1

2 

+ + 16,50±0,7

0 

20,50±0,7

0 

++ +++ 

MRSA47 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 00,00±0,0

0 

09,50±2,1

2 

- + 13,50±0,7

0 

15,00±0,0

0 

++ ++ 

MRSA40 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 00,00±0,0

0 

08,50±0,7

0 

- + 16,00±0,0

0 

19,50±0,7

0 

++ ++ 

MRSA05 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 09,00±0,0

0 

14,50±0,7

0 

+ ++ 16,00±0,0

0 

19,50±0,7

0 

++ ++ 

MRSA 41 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 08,00±0,0

0 

14,50±0,7

0 

- ++ 15,50±0,7

0 

20,00±0,0

0 

++ +++ 

MRSA59 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 12,00±0,0

0 

15,50±0,7

0 

+ ++ 15,00±0,0

0 

17,00±0,0

0 

++ ++ 

MRSA23 00,0±0,0

0 

00,0±0,00 10,00±1,4

1 

15,00±1,4

1 

+ + 16,50±0,7

0 

20,00±0,0

0 

++ +++ 
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activity; this variability in antibacterial effect could be 

attributed to the chemical composition of these extracts.  

The best inhibition of essential oil was observed with S. 

aureus 37 (13,50±0.50 for 5ɥl and 16,00±1,41 for 10ɥl) 

and for aqueous extract with S. aureus 28 (25,50±0,70 for 

5ɥl and 31,00±0,70 for 10ɥl), but it stayed less important 

than with methicillin resistance S. aureus strains; where 

the highest activity of essential oil was observed against 

MRSA59 (12,00±0,00 for 5ɥl and 15,50±0,70 for 10ɥl) 

and with MRSA58 (16,50±0,70 for 5ɥl and 20,50±0,70 for  

10ɥl) for aqueous extract. In general, the essential oil and 

aqueous extract of E. globulus had a superior inhibitory 

activity against twenty strains tested, compared with the 

best antibiotic used for treatment of infectious diseases 

caused by Staphylococcus aureus: oxacillin. These results 

are in agreement with literature which reported that the 

Gram positive bacterium S. aureus was highly sensitive to 

the essential oils of E. globulus then Gram positive 

bacteria2,15,21. The MIC and MBC of extracts showed 

varying values against twenty strains tested, the best MIC 

and MBC of essential oil and aqueous extract was 

respectively 200mg/ml and 300mg/ml. All reports 

MBC/MIC of two extracts were less than four which 

determine bactericidal effect of essential oil and aqueous 

extract of Eucalyptus globules leaves.   

 

CONCLUSION 

Our results confirmed antibacterial proprieties of 

Eucalyptus globulus essential oil and aqueous extract. The 

aqueous extract has more effective antibacterial than 

essential oil extracted from the leaves of some plant, that 

showed potentienl inhibition against eleven strains of 

methicillin sensitive Staphylococcus aureus and eight 

strains methicillin resistance Staphylococcus aureus. 

These extracts may be suggested as naturel antibiotic for 

the treatement of infectious diseases caused by 

Staphylococcus aureus after testing the toxic effects on 

human.  
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ABSTRACT 
 
The present study was conducted to evaluate the antibacterial activity of aqueous extract and essential oil obtained 
from Eucalyptus globulus leaves. The aqueous extract was obtained by decoction in volume of distilled and essential 
oil by hydrodistillation method. The antibacterial effect was studied in vitro in five strains: Klebseilla pneumoniae 
ATCC10031 and four multi-resistant strains of Klebseilla pneumoniae isolated from hospitalized patients. Minimum 
inhibitory concentration (CMI) and minimum bactericidal concentration (MBC) was determined by agar dilution 
method. The essential oil has demonstrated a good antibacterial activity against all strains tested with best 
inhibition zone equal to 18,5±2,12mm for 5ɥl and 32,50±0,70mm for 10ɥl. Studied aqueous extract showed a 
considerable antibacterial effect less than essential oil of the some plant, when the best inhibition zone was 
10,0±1,41mm for 5ɥl and 13,5±0,70mm for10ɥl. The MIC and MBC of essential oil was ranging respectively from 
100 to 400ɥg/ml and 200ɥg/ml to 500ɥg/ml, and for aqueous extract from 300 to 400ɥg/ml and 400 to 500ɥg/ml. 
The results obtained indicated that Eucalyptus globulus essential oil could be used as a potential source of naturel 
antibiotic for raising problems of infectious diseases caused by multi-resistant Klebseilla pneumoniae after testing 
the toxic effects on human. 
 
Keywords: Essential oil, aqueous extract, Eucalyptus globulus, Klebseilla pneumoniae, dics diffusion method, 
hydrodistillation 
_____________________________________________________________________________________________ 
 

INTRODUCTION 
 

The current problem associated with emerging multi-resistant bacteria presents a serious global medical crisis, 
requiring constant surveillance, with continuously challenges the scientific community [4]. 
 
Traditionally used medicinal plants produce a variety of substances of know therapeutic properties. One of the vital 
activities possessed by these medicinal plants is antimicrobial. The substances that can either inhibit the growth of 
bacteria or kill them, with no toxicity or minimum toxicity to host cells are considered candidates for developing 
new antimicrobial drugs [4]. 
 
The Eucalyptus, a native genus from Australia belongs to Myrtaceae family and comprises about 900 species and 
subspecies [3, 9, 21]. Eucalyptus species are also know to contain bioactive products that display antibacterial, 
antifungal, analgestic, antioxidative and anti-inflamatory effects [20]. 
 
Klebseilla pneumoniae is a Gram negative bacterium, included in enterobacteriaceae. It was recognized as a cause of 
community acquired pneumonia and is the opportunistic pathogen that can cause pneumonia, urinary tract pathogen 
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infections, and bacteremia. K.pneumoniae is one of the most common nosocomial pathogens, its ability to produce 
extended spectrum β-lactamases has caused great concern worldwide [10, 11] 
 
 In view of this, it was aimed to conduct the study to evaluate the antibacterial activity of aqueous extract and 
essential oil of Eucalyptus globulus leaves against multi-resistant Klebseilla pneumoniae strains isolated from 
hospitalized patients by used disc diffusion method and determination of minimum inhibitory concentration and 
minimum bactericidal concentration by agar dilution method. 
 

MATERIALS AND METHODS 
 

2-1- plant material 
Fresh leaves of Eucalyptus golobulus were collected from the region El- Kala (north east Algeria) during march 
2013. Leaves were air-dried at room temperature (20-25°C) for one week and then stored in cloth paper bags. 
 
2-2- Microbial strains 
The essential oil and aqueous extract of E.golobulus were tested against four strains of Klebseilla pneumoniae 
isolated from hospitalized patients. The antibiotic resistance and pathologic sources of strains tested was represented 
in table 1. 

 
Table 1: Antibiotic resistance and pathologic sources and microorganisms selected 

 
Microorganisms Age Sex Sources Antibiotic resistance 

K.pneumoniae ATCC - - ATCC 10031 - 
K.pneumoniae 01 47 Male Urine AMC, AM, TIC, CIP, SXT 

K.pneumoniae 02 58 Female Wound AMC, AM, TIC, CAZ, CTX, GN, SXT 
K.pneumoniae 03 60 Male Urine AMC, AM, TIC, CAZ, CTX, GN 
K.pneumoniae 04 39 Female Wound AMC, AM, TIC, IPM, CAZ, CTX, GN, CIP 

AMC: Amoxicilline+clavulanic acid, AM: Ampicillin, TIC: Ticarcillin, CIP: Ciprofloxacin, SXT: Co-Trimethoprim, CAZ: Ceftazidim, GN: 
Gentamycin, CTX: Cefotaxim 

 

2-3- Extraction of aqueous extract 
Ten grams of leaves powder were boiled with 200ml of disllited water for 20min with an occasional stirring. The 
decoction preparation was then filtred through a muslin cloth followed by filtration paper. The extract was kept at 
4°C [22]. 
 
2-4- Extraction of essential oil 
The hydrodistillation method was using for extraction of E.globulus essential oil. The extraction was performed in 
Clevenger apparatus for 2h. After hydrodistillation, the essential oil obtained was stored at 4°C and protected against 
light to ovoid alteration in its composition. Yield was calculated according to dry weight of the plant materials by 
using following formula: [2, 18]  
 
 
 
 
 
2-5- Disc diffusion method 
Antibacterial activity of E.globulus aqueous extract and essential oil was determinate by agar disc diffusion method. 
The inoculums were suspended in sterile saline water and diluted according to 0.5 Mac Farland standard and then 
spread on a solid agar medium in Petri dishes (Mueller Hinton agar). Two filter discs (6mm in diameter) was 
deposited on the agar surface then impregnated by  5ɥl and 10ɥl of essential and two discs by 5ɥl and 10ɥl of 
aqueous extract and another disc by 10ɥl of dimethylsulfoxid (DMSO) used as a negative control. The Petri dishes 
were incubated at 37°C for 24h [1, 7, 14, 16]. 
 
2-6- Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 
(MBC) by agar dilution method 
The MIC and MBC of extracts were performed using agar dilution method reported by Mayachiew and Davahastin. 
Different concentrations of extracts (1000, 2000, 3000, 4000, 6000, 8000, 10000ɥg/ml) were tested; 1ml of each 
concentrations was mixed with 9ml of Mueller Hinton medium to obtain final concentrations (50, 100, 200, 300, 
400, 500 ɥg/ml) and poured into sterilized Petri dishes. Immediately after solidification the dishes were spot 
inoculated with 10ɥl of suspension containing 106CFU/ml of bacterium. The inoculated dishes were incubated at 
37°C for 24h. The MIC represent the lowest concentration inhibit any growth visible after 24h of incubation at 

‰Yield= weight of oil/ weight of dried powder of Eucalyptus globulus leaves x 100 
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37°C. Furthermore, the MBC represent the lowest concentration of extract inhibit any growth visible after 5 days of 
incubation at 37°C [8, 17, 18]. 

RESULTS AND DISCUSION 
 

The percentage yield of essential oil extract from E.globulus leaves was 2,25‰ for 100g of powder leaves. The yield 
obtained was higher (2,25‰) than that obtained by Selvakumar P et al (0.72 to 0.8‰) and Manika N et al (1.7 to 
2.1‰) [13, 18]. The difference with these yields could be attributed to some factors such as climate, nature of the 
sol, age of the tree, time of collection and mode of extraction [12]. 
 
The antibacterial activity of essential oil and aqueous extract of E.golobulus was represented in table 2. According to 
the width of the inhibition zone diameter expressed in mm, results were appreciated as follows: not sensitive (-) for 
diameter equal to 8mm or below; sensitive (+) for diameter between 8 and 14mm; very sensitive (++) for diameter 
14 to 20mm and extremely sensitive (+++) for diameter equal or larger than 20mm [6]. 

 
Table2: Antibacterial effect of Eucalyptus globulus essential oil and aqueous extract by used  disc diffusion method 

 

Bacterial strains 
DMSO 
(10ɥl) 

Essential oil 
Bacterial 
sensitivity 

Aqueous extract Bacterial sensitivity 

5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 5ɥl 10ɥl 
K.pneumoniae ATCC 10031 00,0±0,00 22,5±0,70 34,00±1,41 +++ +++ 13,00±1,41 16,00±0,00 + ++ 
K.pneumoniae01 00,0±0,00 15,00±1,41 31,00±2,82 ++ +++ 10,00±1,41 13,50±0,70 + + 
K.pneumoniae02 00,0±0,00 16,00±1,41 21,50±2,12 ++ +++ 09,50±0,70 12,50±0,70 + + 
K.pneumoniae03 00,0±0,00 18,50±2,12 32,50±0,70 ++ +++ 09,50±0,70 11,50±0,70 + + 
K.pneumoniae04 00,0±0,00 18,00±1,70 29,50±0,70 ++ +++ 09,00±0,00 10,50±0,70 + + 

DMSO: Dimethylsulfoxid, (-) not sensitive, (+): sensitive, (++) very sensitive, (+++): extremely sensitive 
 
Eucalyptus globulus essential oil showed a potential antibacterial activity, when all strains tested were very sensitive 
to extremely sensitive. Aqueous extract of the some plant displayed considerable antibacterial effect, but stayed less 
important than observed with essential oil, when all of the strains tested have been sensitive to aqueous extract; this 
variability in antibacterial activity could be attributed to the difference of chemical composition between these 
extracts.    
 
The best inhibition zone of essential oil was observed with K.pneumoniae ATCC 10031 (22,5±0,70 for 5ɥl and 
34,00±1,41 for 10ɥl) and for nosocomial strains with K.pneumoniae03 (18,50±2,12 for 5ɥl and 32,50±0,70 for 
10ɥl). Aqueous extract was showed best inhibition zone with K.pneumoniae ATCC 10031 (13,00±1,41 for 5ɥl and 
16,00±0,00 for 10ɥl) and for multi-resistant strains with K.pneumoniae01 (10,00±1,41 for 5ɥl and 13,50±0,70 for 
10ɥl). These results are in agreement with literature which reported that the Gram negative bacterium K.pneumoniae 
was highly sensitive to the essential oils of E.globulus [5, 10, 19] 
 
The values of MIC and MBC determined by agar dilution method were shown in the table 3. According to the 
values of MIC and MBC; the report CMB/CMI was calculated to determine bacteriostatic or bactericidal effect of 
extracts study. When this report is superior to 4, extract have a bacteriostatic effect, and bactericidal effect when it is 
less than or equal 4 [15].  

 
Table 3: MIC and MBC of extracts determined by agar dilution method 

 

Bacterial strains 
Essential oil  Aqueous extract 

MIC (ɥg/ml) MBC(ɥg/ml) MBC/MIC MIC (ɥg/ml) MBC (ɥg/ml) MBC/MIC 
K.pneumoniae ATCC 10031 100 200 2,00 300 400 1,33 
K.pneumoniae01 200 400 2,50 300 400 1,33 
K.pneumoniae02 300 400 1,33 300 500 1,66 
K.pneumoniae03 400 500 1,25 400 500 1,25 
K.pneumoniae04 400 500 1,25 400 500 1,25 

 
The MIC and MBC of extracts showed varying values against twenty strains tested, it was respectively between 100 
to 400ɥg/ml and 200 to 500ɥg/ml for essential oil and for aqueous extract ranging from 300 to 400ɥg/ml and 400 to 
500ɥg/ml.  All reports MBC/MIC of two extracts were less than four which determine bactericidal effect of essential 
oil and aqueous extract of Eucalyptus globules leaves.   

 
CONCLUSION 

 
Our results suggested antibacterial proprieties of aqueous extract and essential oil extracted from of Eucalyptus 
globulus leaves collected from Algerian east. The essential oil have more effective antibacterial than aqueous 
extract, that showed potential inhibition against four strains multi-resistant Klebseilla pneumonia. These extracts can 
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be exploited as naturel antibiotic for raising problems of infectious diseases caused by multi-resistant Klebesiella 
pneumoniae which cause a public health problem. 
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