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Introduction

La sphére Oto-Rhino-Laryngologie (ORL) est le carrefour d’un grand nombre d’affections et
de pathologies touchant aussi bien les enfants que les adultes, les maladies les plus
courantes : angines, rhinites, sinusites, otites, bronchiolites sont souvent bénignes et elles

peuvent survenir en toute saison.

Au niveau de cette sphere la région de I’oreille qui joue un réle trés important dans le corps
humain comprend différentes structures anatomiques qui peuvent étre le point de départ des
Iésions variées.(Wassef, 2009)

La pathologie de I’oreille la plus fréquente est 1’otite, dans le langage médical ce terme
englobe toutes les infections ou les inflammations de 1’oreille qui sont soit causées par des
virus, des champignons ou des bactéries, 1’otite peut atteindre séparément les trois parties de

I’oreille et avoir des signes cliniques complétement différents (Mudry, 2015).

Actuellement, du fait de 1’augmentation de la résistance microbienne, et a cause de
I’inefficacité des traitements avec les antibiotiques actuels, il est indispensable de rechercher
de nouvelles substances antimicrobiennes efficaces, a large spectre d’action et surtout qui ne
sont pas nocifs a I’lhomme et a ’environnement. Une des stratégies pour cette recherche

consiste a explorer les plantes utilisées en médecine traditionnelle (El-Haci et al., 2012).

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que environ 80% des habitants de la
planéte ont recours a la médecine traditionnelle a base de plante en tant que soins de santé
primaire (Krishnaiah et al., 2012) En plus dans le monde, prés de 25% des prescriptions sont a
base de plantes et 60 a 70% des médicaments antibactériens et anticancéreux sont des

substances d’origine naturelle (Diallo, 2005).

En raison de sa position géographique particuliere qui lui accorde une large bonde de
végétation environ 3000 especes de plantes aromatiques et médicinales, 1’art de guérir par ces
plantes est connu et pratiqué en Algérie depuis bien longtemps il exploite des savoirs

transmis oralement d’une génération a une génération.

Un exemple de ces plantes I’Eucalyptus qui est considéré comme un arbre aromatique,
indigéne en Australie et introduits dans de nombreux pays, notamment en Algeérie en 1857
pour drainer les terrains de régions touchées par le malaria (Treiner, 2000 ; Boulekbache-
Makhlouf et al., 2010).

En outre I’Eucalyptus a beaucoup d'utilisations thérapeutiques ; il est recommandé surtout
lors des infections respiratoires comme 1’asthme ; les rhino-pharyngites, les sinusites, les

bronchites et la toux (Haddad et al., 201

-



Introduction

Les composées chimiques des plantes sont utilisées dans les industries pharmaceutiques,

cosmeétiques et agroalimentaires. (Bouzouita et al., 2008).

A cette effet, nous avons essayé de mettre en évidence I’activité antimicrobienne de 1’extrait

méthanolique de I’Eucalyptus globulus sur les souches cliniques responsables des otites .

Nous avons organisé notre travail en quatre grandes parties:

La partie I consiste a une simple synthese bibliographique sur les otites.

La partie Il représente une illustration sur la plante utilisée.

La partie III représente 1’étude expérimentale et les méthodes analytiques de notre
travail

La partie 1V est consacrée a la présentation des résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin, notre travail est cléturé par une conclusion.
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|.Généralités sur les otites
|.1. Définition de Poreille

L’oreille est un organe neurosensoriel, pair et symétrique, a double fonction : I’audition et un
role trés important dans 1’équilibre, elle occupe de cavités creusées dans le rocher de 1’oreille

(Leger-Boucher, 1966 ; Ayache et Bonflis, 2006).

1.2. Anatomie de ’oreille
La région de l’oreille est divisée en trois grandes zones de structures et de fonction
différentes (figure 1) (Wainsten et al., 2006)

L’oreille externe : capte les ondes sonores et les canaliser vers la profondeur (Wassef, 2009).

L’oreille moyenne : transmet les vibrations de 1’oreille externe a 1’oreille interne (Leger-
Boucher, 1966).

L’oreille interne : contient les organes sensoriels de 1’audition et de 1’équilibre ainsi que

leurs nerfs afférents (Wassef, 2009).

Pavillon
Labylln(ho Marteau Enclume v. I'oreille

Lo son est
une sensation
ey auditive

) due & une
vibration
acoustique.

Stimulus
nerveux

Nerf Cochlée Etrier Tympan Conduit Lobule
cochléaire auditif de l'oreille

Oreille Oreille externe
interne moyenne

Figurel : structure anatomique de I’oreille (Wainsten et al., 2012)
1.3. Définition de I’otite

L’otite est 1’une des pathologies de la sphére ORL ; c’est une inflammation de la peau ou de

la muqueuse située au niveau de 1’oreille. En fonction de la position et des caractéristiques de
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I’inflammation I’otite va porter un nom spécifique : otite externe (figure 2), moyenne ou

interne. (Wainsten et al, 2012).

Figure2 : Otite externe (Wainsten et al., 2012)
1.4. Les différents types d’otites
1.4.1. Otite externe
Souvent appelée I’otite du baigneur, c’est une pathologie tres fréquente de ’oreille externe
qui touche particulierement tous les ages, elle est essentiellement estivale, liée aux baignades
et aux traumatismes du conduit (Grauzard et al., 2016).Ce type d’otite est favorisé par

plusieurs facteurs :

1.4.1.1. Facteurs environnementaux

L’inflammation diffuse suite & un traumatisme ou a une irritation de la mince couche de la
peau dans le conduit auditif, cette irritation peut étre causée par le grattage ou par
I’introduction d’objets dans le canal externe de ’oreille (utilisation de coton-tige ou d’autre
manceuvre intempestive de nettoyage des oreilles).Elle peut aussi étre secondaire a I’humidité
dans le canal apres une longue durée dans 1’eau (piscine, mer, douche), I’eau qui entre dans le
conduit auditif dégrade le revétement protecteur de la peau ce qui provoque des otalgies
intenses(Nicollas et Trigia, 2002 ; Lepére, 2004).

1.4.1.2. Facteurs cutanés

L’inflammation peut résulter d’une 1ésion de la peau causée par 1’eczéma, qui est un facteur
indéniable de fragilisation cutanée face a I’infection, hypohidrose par la modification du pH
de surface qu’elle entraine, hyposécrétion de cérumen favorise la survenue d’otite externe
(Nicollas et Trigia, 2002 ; Lepere, 2004 ; Tremblay, 2008). D’autres facteurs cutanés sont
connus comme la desquamation de la peau qui entraine des fissures constituant la porte
d’entrée de nombreux organismes infectieux (Charles, 2013). Ces facteurs favorisent la

prolifération non seulement des bactéries (Staphylococcus aureus et Pseudomonas
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aeruginosa) mais aussi des champignons (Dans 10 % des cas, il s’agit d’une mycose

essentiellement a Aspergillus), I’infection n’est pas contagieuse (Grauzard et al., 2016).

1.4.2. Otite moyenne

Il s’agit de I’infection la plus fréquente parmi les maladies pédiatriques qui touchent les
enfants de moins de 3 ans. C’est une inflammation aigue d’origine infecticuse avec ou sans
suppuration du revétement conjonctivo-épithélial des cavités de 1’oreille moyenne(Kurz, 2011).
La contamination infectieuse provient du rhinopharynx et des cavités nasales par
I’intermédiaire de la trompe d’Eustache (Debry et al., 2011).L’otite moyenne (OM) est

influencée par plusieurs facteurs :

1.4.2.1. Facteurs anatomiques

L’oreille moyenne est reliée a la gorge par un petit conduit appelé trompe d’Eustache,
permettant le drainage physiologique du mucus sécrété dans 1’oreille moyenne et d’assurer
I’équilibre de pression entre 1’oreille moyenne et rhinopharynx. Chez les nourrissons, la
trompe d’Eustache est, anatomiquement, courte et horizontale. Au plan fonctionnel, elle est
immature, ses mouvements d’ouverture-fermeture étant incoordonnés et moins efficaces.
L’inflammation nasale résultant d’une rhinite allergique ou bien d’une infection des voies
respiratoires hautes est un facteur de risque de dysfonctionnement de la trompe d’Eustache ;
provoquant I’accumulation des sécrétions dans 1’oreille moyenne ;les virus et les bactéries qui
sont normalement presents dans le pharynx atteignent 1’oreille moyenne par la trompe
d’Eustache et y causent une infection, le pus ainsi formé pousse sur le tympan qui devient

rouge, bombé et douloureux(Barry, 2005 ; Melancon, 2008 ; Sarlandie, 2012 ; Mutuelle, 2015).

1.4.2.2. Facteurs liés a I’hote

Le jeune age est le principal facteur de risque de survenue d’une otite. L’otite moyenne est
une pathologie qui survient le plus souvent chez 1I’enfant de moins de 4 ans avec un pic dans
la période de 6 a 12 mois. Le sexe masculin serait plus exposé (Barry, 2005 ; Baculard, 2007 ;
Mutuelle, 2015). Il existe une incidence plus grande de la survenue d’otite moyenne chez les
enfants ayant une fente palatine, aussi le reflux gastro-cesophagien, la survenue d’épisodes
d’OM est plus importante chez les enfants anémiques que chez les enfants non anémiques,
ainsi que I'immaturité du systéme immunitaire de I’enfant est certainement un facteur

important de survenue d’OM (Lescanne et al., 2006 ; Baculard, 2007).

W
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1.4.2.3.Facteurs environnementaux et sociaux

Le mode de garde des enfants en collectivité, notamment en créche augmente le risque
d’exposition aux germes pathogénes responsables des infections respiratoires et les otites en
particulier.

Le tabagisme passif notamment le tabagisme maternel pendant la grossesse est un facteur de
risque de survenue d’OM a répétition .Certaines études montrent que 1’allaitement aurait une
protection immunologique contre I’OM, Il a souvent été reconnu comme un facteur qui
permet de protéger des OM chez I’enfant normal ou I’enfant avec une fente palatine. Ce lait
maternel contient des anticorps, de 1’interféron, la lactoferrine et du lysozyme qui renforcent

les défenses immunitaires (Barry, 2005 ; Baculard, 2007 ; Melangon, 2008 ; Mutuelle, 2015).

1.4.3. Otite interne

Aussi appelée la labyrinthite, c’est une inflammation a la fois de la cochlée et du systeme
vestibulaire situé¢ dans I’oreille interne. C’est une infection qui peut étre d’origine bactérienne
ou virale, sévére, rare et redoutée, car elle provoque souvent des dégats irréversibles se
manifestant par une perte de I’audition plus ou moins importante (Marchal, 2013 ; Richard et
al., 2016).

L’otite interne se développe le plus souvent dans le cadre d’une otite moyenne aigue ou des
méninges de D’oreille interne, parfois méme elle est le résultat d’une maladie comme la
syphilis lorsque les agents pathogénes pénéetrent dans la circulation sanguine au niveau de
I’oreille interne. Chez les nourrissons qui souffrent d’une infection virale comme les
rougeoles, les oreillons ou la grippe, une infection de 1’oreille interne survient fréquemment.
Elle peut étre rencontrée aussi aprés une chirurgie de I’oreille moyenne. Dans des trés rares
cas, il existe une corrélation entre une maladie auto-immune et la labyrinthite (Mudry, 2009 ;
Theoleyre, 2012).

I.5.Microorganismes responsables des otites

1.5.1.Haemophilus

Ce sont des bacilles a Gram négative qui nécessitent pour leur croissance des milieux enrichis
de sang, toujours immobiles, peuvent étre pléomorphes ou filamenteuses .lls existent de
nombreux espéces d’Haemophilus mais I’espéce la plus importante en pathologie humaine est
nommée Haemophilus influenzae (Berche et al., 1991). Cette espéce fait partie des
coccobacilles a Gram négative aérobies, asporulés. Les souches virulentes ont des capsules
polysaccharidiques, alors que les souches non encapsulés font partie de la flore commensale

des voies respiratoires chez la totalité des étres humains (Agrawal et Murphy, 2011).
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Ces especes sont responsable de nombreuses infections aigues chez 1’enfant en particulier des
méningites, en outre de trés grandes infections & H.influenzaes sont localisés a la sphere oto-
rhino-laryngologique provoquant des angines, pharyngites, sinusites, otites, parfois méme des
infections cutanées par extension locale de I’infection et des inflammations des voies

aériennes (King, 2012).

1.5.2.Staphylococcus

Ce sont des pathogenes humains anciens, fréquents, polyvalents et importants, anaérobies a
métabolisme respiratoire et fermentaires, se cultivent sur le milieu ordinaire en 24 heures,
apparaissent a I’examen microscopique comme des cocci a Gram positive, sphériques de 0,8 a
14 um de diametre. Ces germes disposés en grappe de raisin, immobiles, asporulés et capsulés
(Berche et al., 1991).

1.5.2.1. Staphylococcus aureus

Se cultive sur milieu hyper salé, les colonies apparaissent lisses, convexes de 1a 4 mm de
diametre capable de produire un pigment jaune doré ou citrin, catalase positive, capable de
fermenté le mannitol et de produire des enzymes extracellulaires (Franklin et Lowy, 1998).
C’est un pyogene, source d’abces dans la peau, et la plupart d’organes des bactériémies et des
endocardites et producteur de nombreuses toxines. Toutes lésions méme minime du
revétement cutanéo-mugueux (traumatismes, blessures, brulures .....), peut permettre la
colonisation des tissus par les staphylocoques dorés de la flore commensale, la présence d’un
corps étranger entraine la pullulation d’un nombre parfois tres faible de genre a son contact.
Le mécanisme de virulence du S.aureus est surtout due a la sécrétion de nombreuses toxines
et enzymes qui ont un effet dermo-nécrotique et anti-phagocytose (Foster, 2004 ; Tong et
al., 2015).

1.5.3.Streptococcus

Ce sont des cocci a Gram positive, se disposant en chainette plus au moins longues, elles ont
un métabolisme anaérobie mais peuvent cultiver en présence de 1’air, nécessite habituellement
des milieux riches (Jevitz-Patersson, 1996 ; Nauciel et Vildé, 2005 ; Bousseboua, 2012 ).Catalase
négative, nitrate négative et fermente les sucres en acide lactique et produits aromatiques (Ait
Abdelouahab, 2008). L’espéce le plus répondus dans les otites est Streptococcus pneumoniae,
cette derniére ayant les mémes caractéres morphologiques du genre, cependant la pluparts des
souches tolérent 1’oxygéne, nécessitent généralement des milieux de culture complexes et qui

sont exigeants en nombreux facteurs de croissance tel que le sang (Jevitz-Patersson, 1996).

-
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Les pathologies broncho-pulmonaires associés a ce germe sont des pneumonies, des
bronchites, et des infections ORL, des otites, des sinusites, et des mastoides, se compliquant le

plus souvent a des méningites. (Alonso et al., 1995).

I.5.4.Maroxella catarrhalis

Anciennement appelé Branhamella catarrhalis est un coccus a Gram négative immobile
associé en diplocoque ou en tétrades, aérobie strict, catalase positive, oxydase positive, nitrate
réductase positive, et saccharose négative. Aprés 24 heures d’incubation, les colonies sont
géneralement grises a blanches, opaques et lisses. La bactérie pousse aussi bien sur les

milieux au sang que sur les géloses chocolat (Hamedelnil et al., 2013).

Etant considéré comme pathogene strictement humain, Maroxella catarrhalis a tendance a
étre associée a des infections des voies respiratoires supérieures, provoquant des laryngites,
des otites moyennes et des sinusites chez les enfants. D’autres infections ont été décrites chez
les adultes, elles peuvent étre impliquées également dans les infections des voies respiratoires
inférieures chez les adultes présentant une maladie pulmonaire préexistante (Furano et al.,
2005; Hays, 2009; Sano et al., 2010).Lors des otites moyennes, Maroxella catarrhalis est le
troisieme pathogéne responsable de I’infection aprés S.pneumoniae et H.influenzae (Hays.,
2009).

1.5.5. Aspergillus sp

Le nom Aspergillus est destiné au genre des champignons imparfait (Deutéromycetes), il
s’agit des especes anamorphes (asexuées) ayant des formes télomorphes, filamenteux septés
de 7 a 10 um de diamétre et plusieurs centaines de um de long, les colonies apparaissent de
couleur blanche, verte, jaune ou noire, le genre est subdivisé en sept sous genres qui
regroupent chacun plusieurs especes. On répertorie plus de 185 espéces du genre Aspergillus,
dont 40 sont responsables d’infections chez I’homme et I’animal.(Verweij et al., 2007 ; Samson
et al., 2009).

Dans la plupart des cas 1’aspergillose humaine qui survient primitivement dans 1’oreille
externe y reste limitée (otomycose), la forme la plus grave est une atteinte broncho-
pulmonaire qui rassemble cliniquement a la tuberculose (Bennet, 2009 ; Thompson et Stewart,
2016).

1.5.6. Virus
La plupart des virus responsables d’infections respiratoires sont également capables d’étre

responsables ou de participer aux otites. Parmi les principaux virus, citons le virus respiratoire

-
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syncytial (VRS), les virus para-influenza 1, 2 et 3, les virus grippaux A et B, les adénovirus,

les rhinovirus et certains entérovirus (Lescanne et al, 2006).
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I1. Généralités sur I’Eucalypyus

I1.1. Description botanique et géographique d’Eucalyptus

Le genre Eucalyptus fait partie de la famille des Myrtacées, son nom a pour origine Eu= bien,
kaluptos=couvert, originaire d’Australie notamment de la province de Tasmanie. Les
Eucalyptus sont des grands arbres dont certaines espéces peuvent atteindre les 100 metres
d’hauteur, ils furent rapidement plantés dans les régions subtropicales de 1’Asie et du bassin
méditerranéen (Beloued, 2005).

Les jeunes feuilles d’Eucalyptus sont sereuses, claires, opposées, mais ce sont les feuilles
pausant sur les veilles branches qui sont officinales (figure 2). Elles sont alors falciformes,
alterne, pétiolés d’une odeur agréables(Baba-Aissa, 1990).Son introduction en Algérie fut
par les francais en 1860,pendant les annees 60 a 70, le reboisement & base
d’Eucalyptus ont concernés notamment I’Est, le centre, et 1’Ouest et ceci afin de

répondre aux besoins nationaux (Belkou, 2005).

Figure 3 : La plante de I’Eucalyptus (Vieille, 2015)

11.2. Composition chimique d’Eucalyptus
11.2.1.Les huiles essentielles
En phytothérapie, les parties utilisées d’Eucalyptus sont les feuilles des arbres arrivées a

maturité fraiches ou séches (Goetz et Ghédira, 2012).

Les composants les plus importants des feuilles (figure 4) sont le 1-8 Cineol ou Eucalyptol
avec une teneur exceptionnelle de 49% a 83%, et d’alpha pinéne avec une teneur de 1 a 26 %

(Herchi et al., 2015).
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H,C HsGC

CH, CHaq

Nom chimique : 1-8cineol ou eucalyptol Nom chimique : Alpha-pinéne

Formule brute : C19H150 Formule brute : CioHis

Figure 4 : Structure chimiques des deux composants des huiles essentielles de 1’Eucalyptus.
(Zrira, 1992)

11.2.2. Autres constituants chimiques
Les feuilles d’Eucalyptus renferment des tanins, un pigment flavonoique,leucaliptine, de

I'alcool cérylique, un diphénol, et une résine acide (Schauenberget et Paris, 2005).

11.3. Usages d’Eucalyptus

11.3.1. Usages thérapeutiques

11.3.1.1. Usages antimicrobiens

Grace a sa richesse en huiles essentielles et aux polyphénoles, 1’Eucalyptus peut étre
considéré comme un antibiotique naturel dans le cas des maladies broncho-pulmonaire : les

grippes, les toux, les rhinopharyngites. (Ficher et Dethlesfen, 2013 ; Haddad et al., 2016).

L’Eucalyptus est recommandé comme un traitement antifongique dans le cas des candidoses
(Zhou et al., 2016).
Sur le cuir chevelu, il débarrassera des poux et des différents parasites de I'homme et de

I'animal, et éloigne les insectes et soigne les piqdres.(Luis et al., 2016)

11.3.1.2. Usage anti-inflammatoire
En raison de ses principes actifs : 1’eucalyptol, le thymol, les flavonoides, I’Eucalyptus peut
étre appliqué dans le traitement de certaines inflammations : maladies gastro-intestinales. Il

stimule les villosités qui couvrent les passages nasaux (Fabre et al., 1992).
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Outre I’eucalyptol que contient I’Eucalyptus s’est révélé étre efficace pour réduire la
dose de corticostéroides utilisées par des sujets souffrant d’asthme (Juergens, 2003).
11.3.1.3. Usage dermatologique et antiseptique

Les propriétés antiseptiques d’Eucalyptus peuvent étre appliquées dans I’utilisation externe
pour le traitement d’affection cutané comme par exemple 1’acné, I’herpés, les blessures, les

brulures, les ulceres de la peau et pour lutter contre la peau grasse (Gille et al., 2010).

11.3.2. Usage industriels

11.3.2.1. Usage pharmaceutique

L’Eucalyptus est utilisé dans I’industrie pharmaceutique pour la fabrication des sirops, des
huiles, pommades, et baumes (Raho et Benali, 2012 ; Harkat et al., 2015).

11.3.2.2.Usage cosmétique

L’Eucalyptus est largement utilisé dans 1’industrie cosmétique en raison de 1’eucalyptol qu’il
contient qui est un composant aromatique, ce qui permet a I’eucalyptus d’étre présent comme
un ingrédient majeur dans beaucoup de produits : savon, créme, désodorisant (Baba-Aissa,
1990 ; Elaissi et al., 2012 ; Raho et Benali, 2012).

11.3.3. Autres usage

L’Eucalyptus posséde des propriétés hypoglycémiantes pour diminuer la concentration du
sucre chez un diabétique, il agit aussi contre les rhumatismes, les douleurs articulaires et les
migraines et stimule le systtme immunitaire (Tesche et al., 2008). Il Soulage les muscles
douloureux, C'est un analgésique, il est stimulant et tonique et servira avant et apres le sport

ou pour lutter contre la fatigue, il joue un rdéle préventif (Raho et Benali, 2012).
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111.1. Objectif

L’objectif de notre étude est I’extraction et I’évaluation de I’activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique d’eucalyptus sur les souches microbiennes responsables d’otites. Cette
étude est réalisée au laboratoire pédagogique de Microbiologie au niveau de la faculté des

sciences et de la nature a I’université de Jijel, durant la période Avril-Juin de I’année 2017.

111.2.Matériel végétal

L’espece utilisée est nommeé Eucalyptus globulus, elle a aussi été introduite sous plusieurs
noms botaniques Gommier bleu, Eucalyptus globuleux, Eucalyptus officinal. Elle est connue
aussi par les noms vernaculaires : Calitouss, o=s4\S « le nom le plus connue en Algérie »,
Calibtus, Kafor. Ces noms sont les plus populaires en Algérie dans plusieurs différentes
régions (Amit et al., 2011).

111.2.1. Taxonomie (Goetz et Ghedira, 2012)

Reégne :Plantae

Sousregne:Tracheobionta

Division :Magnoliophyta

Classe : Dicotylédones

Ordre :Myrtales

Famille :Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus

111.2.2. Description de |’Eucalyptus globulus

Trés bel arbre est qui peut atteindre 30 a 40 m de hauteur. L’écorce de son tronc et de ses
branches est de couleur gris-bleu a tendance a se détacher naturellement. La partie utilisée
c’est les feuilles (figureb); ces feuilles agréablement odorantes sont persistantes a base
cordée, apparaissent par paires opposees, sessiles et ovales étroitement attachés sur des tiges
carrées, de couleur bleu-vert avec une surface cireuse de 8 a 15 cm de long et 4 a 8cm de large
lorsqu’elles sont jeunes. Lorsqu’elles sont adultes elles sont portés alternativement sur la tige
et sont brillantes de couleur vert a vert foncé, ils ont des pétioles et sont plus étroite et plus
long (jusqu'a 37cm de long et 3 cm de large) que les jeunes feuilles et sont de forme de

faucille avec de nombreuses glandes pétrolieres.

Les fleurs sont blanches ou creme visibles au printemps, naissent a 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 apparaitre de nombreuses étamines mais sans

0
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pétales, ni sépales. Le fruit est la capsule anguleuse du calice, il renferme deux types de

graines (Pierre et Lis, 2012).

~

i

Figure 5 : Photo des feuilles d’Eucalyptus globulus
111.3.Matériel de laboratoire
111.3.1.Réactifs consommables et milieux de culture

e Méthanol

Papier filtre et papier Watman N°3

Eau distillé, eau physiologie stérile

Bouillon nutritif

Gélose Chapman, Gélose Baird-Parker, Gélose nutritive, Gélose PDA, Gélose

Columbia, Gélose Mueller-Hinton

e Violet de Gentiane, lugol , alcool , Fuschine et huile a émersion ( coloration de Gram).
111.3.2. Matériel et appareils

e Ecouvillons stériles, micropipette et anse de platine

Boites de Pétri, pipettes Pasteur et pipettes graduees.

Bécher, spatule, entonnoir et tubes a essai

Balance, balance analytique, agitateur et rotavapeur

Bain-marie, réfrigérateur, autoclave

e Etuve, spectrophotométre et microscope a camera
111.4.Préparation de I’extrait méthanoique

111.4.1.Echantillonnage
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Les feuilles de I’Eucalyptus globulus proviennent de la région de la wilaya de Jijel (Jijel
ville). La récolte était entreprise manuellement durant le mois de Mars 2017.Les feuilles

récoltées sont séchées a 1’abri de la lumiére et a la température ambiante.

111.4.2.Broyage

Les échantillons séchés sont broyés dans un broyeur de cuisine jusqu’a 1’obtention d’une
poudre seche fine puis mis dans un bocal hermétique et conservés a sec (température
ambiante) a I'abri de I'humidité.

Le broyage de la plante permet daugmenter la surface de contact solvant-échantillon, une
meilleure filtration du solvant au sein du matériel végétal ce qui a pour conséquence une

augmentation du rendement d’extraction.

Figure6 : Photo de I’échantillon broyé

111.4.3.Extraction des composés phénoliques

111.4.3.1.Macération

L’extrait total est obtenu par la macération de trente grammes (30g) de poudre de
I’E.globulus avec 200 ml de méthanol a 80% dans une fiole sur un agitateur pendant 48

heures a températures ambiante. (El-Haci et al., 2012).
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Figure 7 : photo de macération sous agitateur

111.4.3.2. Filtration

Aprés la macération, la solution de I’E.globulus est filtrée a ’aide de papier filtre n°l
La filtration permet de clarifier les solutions d'échantillons et d'éliminer les particules solides

issues des déchets de la plante.

Photo8 : Photo de filtration a 1’aide de papier filtre n°1

111.4.3.3.Evaporation

Les filtras a obtenus de I’E.gobulus sont soumis a une évaporation sous vide a basse pression
a 45°C a I’aide d’un rotavapeur de type Heidolph jusqu’au 1’évaporation totale du solvant

méthanolique et 1’obtention de I’extrait sec (Diabete et al., 2009 ;Anejka et Joshi, 2009).
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Figure 9: photo de I’évaporation de I’extrait méthanolique

111.4.3.4.Conservation de I’extrait obtenu
La conservation de I’extrait méthanolique exige certaines précautions indispensables ;

Il doit étre conservé a une température voisine de 4°C, dans un flacon en verre stérile fermé
hermétiquement pour le préserver de l'air et de la lumiére (en utilisant le papier Aluminium)

jusqu’a I’utilisation (photol, annexe2). (Mahmoudi et al., 2012).
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Le Protocole d’extraction des composés phénoliques est résumé dans la figure 10

Matiére végétale séché et broyée
Extraction des composés phénoliques

L )

30g de poudre 200 ml de
‘ | ‘ méthanole (80%) ’

d’E.globulus

sous agitation

Filtration a I’aide de papier filtre n°1

@ Macération magnétique pendant 48h

\ Evaporation du filtrat a laide d’un rota
I vapeur a 45°C

L’extrait brut
‘ méthanolique ’

Figure 10: Protocole générale de I’extraction des polyphénols (El-Haci et al., 2012).
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111.4.4.Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de 1’extraction méthanolique est le rapport entre le poids de 1’extrait sec et le

poids de la plante en poudre utilisée (Cheurfa et al., 2013).

Le rendement est exprimé en pourcentage, calculé par la formule suivante :
R(%)= Ps /P, *100

R : rendement de I’extraction en pourcentage

Ps: Poids de I’extrait sec en gramme

P, : poids de la poudre en gramme

I11.5.Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique

111.5.1.Préléevement microbiologique

Six prélevements (6) ont été effectués chez un médecin ORL dans la wilaya de Jijel (Photo2,
annexe2) a partir des patients de différents &ges et sexes a des dates différentes souffrant des
otites a 1’aide des écouvillons stériles (tableau I). Ces prélevements mis dans des tubes a
essaies stériles contenant le bouillon nutritif étaient acheminés vers le laboratoire de
microbiologie de I’université de Jijel , ensuite mises a 1’étuves de 37°C pendant 24h pour la
recherche des bactéries et a I’étuve de 28°C pendant 72h pour la recherches des champignons.
(Mentouri et al., 2013).

Tableau | : Prélevements microbiologiques a partir des patients soufrant des otites.

Prélevement Date de Sexe Age (ans) Type d’otite
prélévement
1 14/05/2017 Femme 74 Externe
2 14/05/2017 Homme 35 Externe
3 16/05/2017 Femme 38 Moyenne
4 22/05/2017 Femme 36 Moyenne
5 26/05/2017 Femme 12 Externe
6 01/06/2017 Femme 29 Externe

111.5.1.1.1solement des germes
Aprés I’incubation des échantillons, les isolements ont été réalisés sur géloses nutritifs et PDA

pour la recherche des germes responsables des otites.

Des écouvillons stériles ont été imbibés dans les bouillons nutritifs correspondant a chaque

prélevements et déposés a la surface des milieux préalablement coulée en boite de Pétri et
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refroidie puis ensemenceés selon la technique des stries. Les boites étaient ensuite incubées a
37°C pendant 24h et 28°C pendant 72h a I’étuve (Mentouri et al., 2013).

111.5.1.2.1dentification des germes isolés

Apres incubation, I’identification comporte une série d’étape, se commence d’abord par :

e Examen macroscopique : La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées
apartir des cultures obtenues sur les milieux gélosés de Columbia et de Baird Parker.

e Examen microscopique : Cette examen est effectué sur un frottis bactérien, préparé a partir

des colonies suspectes en cultures pures, puis fixé et coloré par la coloration de Gram.

v Identification des Staphylocoques
Les souches a Gram positif isolées ont été identifiées par des techniques microbiologiques
standards (la coloration de Gram, catalase et test de coagulase).

% Recherche de la catalase
La catalase (Ferro porphyrine de poids moléculaire élevé) a la propriété de décomposer 1’eau
oxygénée avec dégagement d’oxygene .C’est ’action directe de 1’enzyme qui est mise en
évidence dans la masse bactérienne.(Tabak et Bensoltane, 2012 ; Uju et Obioma, 2011)

H,0, —» H,0+1/20,

“ Recherche de la coagulase La coagulase libre est présente chez S.aureus, mais aussi
peut étre produite, Ce test consiste a mettre en évidence la coagulase libérée dans le
milieu extérieur. Un test positif se traduit par la formation d’un coagulum (Garnier et
Denis, 2007).

111.5.2.Conservation des souches
Les souches sont conservées sur gélose nutritive a une température de 4°C (ces bactéries sont
placées dans un état de vie ralentie ou momentanément suspendue donc dans des conditions

peu favorables pour leur multiplication).
111.5.3.Repiquage des souches microbiennes

Avant les tests de I’activité antimicrobienne, les différentes souches bactériennes et fongiques
ont été repiquees sur les milieux géloses appropries par la méthode des stries, puis incubées a
I’étuve a 37°C pendant24 h et de 28°C afin d’obtenir une culture fraiche et des colonies
isolées (La et al., 2008).

111.5.4. Préparation de I’inoculum

-
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Des colonies bien isolées a partir des cultures fraiches de 24h ont été transférées dans des
tubes contenant de 1’eau physiologique stérile afin d’avoir des suspensions bactériennes et
fongiques ayant une turbidité voisine & celle de 0.5 Mc Farland (10° UFC/ml) (Kablan et al.,
2008 ; Athamena et al., 2010 ; Kuete et al., 2010)

I11.5.5.Activité antimicrobienne

Le milieu de culture Mueller-Hinton est coulé dans des boites de Pétri de 90mm. Apres
solidification, chaqu’une des boites est ensemencée a 1’aide d’un écouvillon stérile trempé
dans I’inoculum bactérien. Apres I’ensemencement, des disques stériles en papier Wattman
n°3 de 6 mm de diamétre sont déposés sur la gélose déja ensemencée a 1’aide d’une pince
stérile. Celle-ci ont été ensuite imprégné avec un volume de 10ul de [D’extrait
méthanolique (Athamena et al., 2010 ; Chebaibi et al., 2011).

Les boites sont fermées et laissées pendant 15 & 30 min a une T°ambiante pour une pré
diffusion des substances avant d’étre incubées a 37 C° a I’étuve pendant 24 h (Kablan et al.,
2008 ; Djenadi, 2011).

L’absence de croissance microbienne autour des disques se traduit par un halo translucide
(zone d’inhibition) (Karou et al., 2005 ; Cheurfa, et al., 2013).

La sensibilité des différentes souches vis-a vis I’extrait étudié est classée selon les diameétres
des zones d’inhibitions (Djenadi, 2011; Djahra et al., 2013 ; Gauniyal et Teotia, 2014 ).

Ces diametres sont mésurés en millimétre (mm). Plus 1’halo est grande, plus la souche est
sensible.(Athamena et al., 2010 ; Djenadi, 2011 ; Djahra et al., 2013 ; Gauniyal et Teotia, 2014 ).
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1V: Résultats et discussion

1V.1. Rendement de I’extraction

Apreés calcul selon la formule donné en partie matériel et méthodes, le poids de résidu sec est

équivalent a 18,33 g (tableau I1).

Tableau I1: Rendement d’extraction méthanolique d’Eucalyptus globulus.

Solvant Poids initial de la Poids du résidu sec Rendement
prise d’essai (g) (9) d’extraction (%)
Méthanol 30 18,33 61,1

D’apres ce résultat, I’extrait méthanolique de 1’Eucalyptus globulus a fourni un rendement éleveé de

61.1 %.Un examen de la littérature indique que le méthanol est habituellement identifié comme un

solvant efficace pour I'extraction des composés phénoliques en raison de sa propriété polaire et sa

capacité de solubiliser et de récupérer des quantités optimales des composants actifs des plantes

(Sultana et al., 2014), pour cela I'extrait méthanolique d’E.globulus possede un rendement important

en libérant la plupart des métabolites secondaires (Mohamed et al., 2013)

1V.2. Résultats de ’identification

IV.2.1.1dentification macroscopique et microscopique des souches isolées

L’aspect macroscopique et microscopique des souches isolées est représenté par les tableaux III,

IV, V, Vl et VII.
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Tableau I11 : Aspect macroscopique des germes isolés sur gélose nutritive et PDA (Photo3 et 4

annex2).
Observation macroscopique Milieu N° de
d’isolement Interprétation prélevement
Colonies sous
Gélose forme d’un tapis 3,4,5,6
Nutritive de couleur
blanche.
Colonies sous
forme d’un tapis 2
noirs a fond verts
PDA
Colonies isolées 5,6
lisses de couleur
crémeuse
Colonies isolées
de couleur 1,4

crémeux bombé

Tableau IV : Aspect macroscopiques des colonies bactériennes isolées sur milieux sélectives
(photo 5 et 6 annex2)
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Observation macroscopique

Milieu Interprétation N° de
d’isolement prélevement
Baird Colonies sous 1,3,4,5,6
Parker forme d’un tapis
de couleur
blanche.
Columbia Colonies sous 1,3,4,5,6
forme d’un tapis
de couleur
crémeuse et
brillante.

Tableau V : Aspect macroscopique des bactéries isolées sur milieu Baird-Parker aprés repiquage
sur milieu Chapman (Photo7, annexe 2)

Observation macroscopique

Milieu Interprétation N° de
d’isolement prélévement
Des colonies 1,3,4,56
Chapman pigmentées et

entourées d’une
auréole jaune
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Tableau VI : Observation microscopique des souches fongiques(Grossissementx40)

Observation microscopique Résultats Germe N° de
prélevement

Téte
‘aspergillaire

Aspergillus sp

Mycélium 2
septé

Conidies

Cellules
rondes a
ovales Levure 1,4,5,6,
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Tableau VI1I: les résultats de la coloration de Gram (Grossissement x100)

Observation microscopique Résultats de Bactérie N°
coloration de -
Gram de prélevements

Gram positif, | Streptocoque
cocci
arrondies
isolées en 3,456
chainette

Gram positif | Staphylocoque

Cocci
arrondies,
regroupeés en
amas (Grappe

de raisin)

3,4,56

NB : La numérotation 1-6 signifie le numéro de prélevements
1VV.2.2. Identification biochimique

1VV.2.2.1. Test de Catalase

Apparition des bulles d’air lors du contacte de la bactérie avec I’eau oxygéné. La présence de ces

bulles d’air confirme 1’activité enzymatique de la bactérie Staphylocoque sp (photo8 ; annexe3).
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1V.2.2.2. Test de Coagulase

Formation d’un coagulum donc la bactérie posséde 1’enzyme coagulase (photo 9, annexe 3).
A la lumiere des résultats de ces deux tests on peut conclure qu’il s’agit catégoriquement de

I’espece S.aureus

Sur le plan bactériologique, les méthodes d’identification et de culture étaient des techniques

conventionnelles.

Aprés la culture des échantillons, 1’observation microscopique et les résultats du test catalase et
coagulase, on peut conclure que nos prélévements sont poly microbiens ; nous avons pu mettre en
évidence la présence de deux bactéries a Gram positif : Streptococcus sp et S.aureus en plus deux
genre de champignons Aspergillus sp et levures ( En raison du manque de la galerie biochimigue on
a pas pu distinguer de qu’elle genre de levure s’agit-il) .Ces résultats sont confirmés avec les études
de Kurono et al., 1988 ; Giebink et al., 1991 ; Roland et Stroman, 2002 et Vergison, 2008 qui ont
montrés que la microbiologie des otites est dominée par les bactéries a Gram positif le plus souvent

S.aureus et Streptocoques pyogenes.

D’autre part nos résultats s’accordent aussi avec les travaux de Vennewald et Klemm, 2010 et
Roland et Stroman, 2002 qui ont montrés qu’Aspergillus et Candida sp sont les champignons les
plus freqguemment isolés chez les patients souffrant d'otomycose.

IV.3. Résultats de ’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les
souches bactériennes et fongiques isolées a partir des différents prélévements sous forme d’halos

d’inhibition de la croissance microbiennes autour des disques sont représentés comme suit :
IV.3.1. Effet sur la bactérie Streptoccus sp

Les diamétres des zones d’inhibition obtenus par I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus et le

méthanol sur les streptocoques isolés sont présentés dans le tableau V111 (photo 10 et 11, annexe 4).

Tableau VII1 : Diamétres des zones d’inhibitions en mm obtenues par 1’extrait méthanolique

d’E.globulus et le méthanol sur Streptococcus sp

Bactéries Extrait méthanolique E.globulus Méthanol (80%)
Streptocoque 1 26.67+£1.42 0
Streptocoque 3 28.33 +2.35 0
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Streptocoque 4 26.67 £1.70 0
Streptocoque 5 23.33x4.71 0
Streptocoque 6 0 0

D’apres le tableau VIII, I’extrait méthanolique d’E.globulus exécre son activité inhibitrice sur toutes
les souches des Streptocoques a I’exception de la souche Streptocoques 6 ou on n’a identifi¢ aucune

zone d’inhibition (0 mm).

En ce qui concerne ’activité antibactérienne du méthanol, aucune activité n’a été remarquée sur les

souches de streptocoques .
1VV.3.2. Effet sur I’espéce Staphylococcus aureus

Les diametres des zones d’inhibition obtenus par I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus et le
méthanol sur S.aureus isolés sont présentés dans le tableau IX (photo 12 et 13, annexe4).

Tableau IX : Diametres des zones d’inhibition obtenus par 1’extrait méthanolique d’E.globulus et

le méthanol sur S.aureus .

Bactéries Extrait méthanolique E.globulus Meéthanol (80%)
S.aureus 1 19,33 +0.95 0
S.aureus 3 29 +1.42 0
S.aureus 4 28+ 1.64 0
S.aureus 5 35+ 7.07 0
S.aureus 6 29 +7.25 0

Selon le tableau IX les S.aureus montrent une hypersensibilité caractérisée par des larges diamétres
des zones d’inhibition par rapport a celle des souches des streptocoques mais aucune sensibilité vis-
a-vis du méthanol. Donc on peut conclure que les deux souches sont sensibles vis-a-vis de I’extrait

méthanolique .
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1V.3. 3. Effet sur les levures

Les diametres des zones d’inhibition obtenus par I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus et le

méthanol sur les levures sont présentés dans le tableau X (photo 14, annexe 5).

Tableau X : Diamétres des zones d’inhibitions obtenues par 1’extrait méthanolique d’E.globulus et

le méthanol sur les levures.

Levures Extrait méthanolique E.globulus Méthanol (80%)
Levure 3 12,66 +1, 69 0
Levure 4 14,33 + 2,05 0
Levure 5 11 +0,81 0
Levure 6 10,33 + 2,49 0

Selon le tableau X les levures montrent une sensibilité caractérisée par des faibles diametres des
zones d’inhibition par apport a celle des souches des streptocoques et staphylocoques mais aucune
sensibilité vis-a-vis du méthanol. Donc on peut conclure que les levures sont moins sensibles vis-a-

vis de I’extrait méthanolique par apport aux S. aureus et les streptocoques.
1VV.3. 4. Effet sur Aspergillus sp

Tableau XI : Diameétres des zones d’inhibitions obtenus par I’extrait méthanolique d’E.globulus et

le méthanol sur Aspergillus sp.(photol15,annexe 5)

Champignon Extrait methanolique E.globulus Méthanol (80%)

Aspergillus 1 0 0

D’aprés le tableau XI D’extrait méthanolique d’E.globulus n’a aucune activité inhibitrice sur

Aspergillus sp de méme que pour le méthanol.
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Beaucoup de recherche ont montré I’action effectrice d’extrait des plantes contre différentes

bactéries et champignons pathogénes (RifagatAmmer et al., 2016).

D’apres les résultats obtenus dans notre travail ; il apparait nettement que 1’extrait méthanolique
d’E.globulus montre une action inhibitrice plus importante sur la croissance des Staphylocoques et
les Streptocoques par rapport a celle des levures tandis qu’il n’a aucune activité inhibitrice sur les
souches d’Aspergillus. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Jafad et Afeteh, 2010 et
Valéria et al., 2015 qui ont montré que 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus inhibe la croissance des

souches a Gram positif essentiellement S.aures avec un moins degré d’action sur Candida albicans.

Habituellement les bactéries a Gram(+) sont plus sensibles aux composants naturelles et autres
substances antimicrobiennes par rapport aux bactéries a Gram(-) et aux champignons (Dabbah et
al., 1970). Ceci est expliqué par la richesse des bactéries a Gram(+) en protéine alors que les
bactéries a Gram(-) sont surtout assemblées en Lipopolysaccharide (Palombo et Semple, 2001) de
plus cette sensibilité peut étre due aux changements environnementaux externes, tels que la
température, le pH, la nature de I’extrait, et due aussi a l'absence de la membrane externe

(Athamena et al., 2010).

D’aprés Cox, 2000 ; Giordani et Kaloustian, 2006 les composeés terpéniques d’E.globulus et plus
précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les
enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique entrainant une fuite du contenu

cytoplasmique et donc la mort de la levure.

Durant I’étude realisée par Freeman et Carel, 2006, il a été signalé que les groupes moléculaires
avec les plus puissantes actions antibactériennes sont également des antifongiques efficaces, mais

ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes.

Selon Oshomoh et al., 2015 la variation observés des zones d’inhibition est due soit a la différence

dans la composition en molécule bioactif dans I’extrait ou a leur mécanisme d’action sur les germes.

Grace a ’action des composants phyto-chimique: tannins, huiles volatiles les phénoles 1-8cineol,
I’extrait méthanolique d’E.globulus exerce son action inhibitrice sur les microorganismes testés de
fagon variable contre un large gamme de microorganismes(Bahadar et al., 2016 ; Takahashi et
al., 2004 ; Ayepola et Adeniyi, 2008) .

Les composants phytochimiques d’E.globulus sont capables de se fixer sur certaines protéines et
enzymes en modifiant I’équilibre enzymatique, parfois méme la destruction de certains systemes
enzymatiques incluant ceux qui participent dans la production d'énergie cellulaire et la production

des composés structuraux. (Gordon et al., 1973 ; Ayepola et Adeniyi, 2008 ; Joseph et Sugatha, 2011).
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(Mahmoud et al., 2004 ; Guesmi et Boudabous, 2006) quant a eux, ont avancé I'hypothése
d'inactivation et destruction du matériel génétique et, enfin Caillet et al., 2007 ont signalé que les
composants phytochimiques empéchent la multiplication des bactéries, leur sporulation et la

synthese de leurs toxines

Dans ce méme contexte,les huiles essentielles,les flavonoides et les polyphénols peuvent perturber
la perméabilité de la membrane cellulaire tout en provoquant des fuites d’ions potassium (K*) au
niveau des membranes cellulaires des germes et par voie de conséquences des lésions irréversibles
au niveau de cette membrane. Cette perméabilité au potassium a un effet précurseur de leur mort
(Freeman et Carel, 2006 ; Ayepola et Adeniyi, 2008 ; Joseph et Sugatha, 2011 ; El-Haci et al., 2012 ).

En outre, il a été montré que le mécanisme de toxicité des flavonoides vis-a-vis des
microorganismes se fait soit par privation des ions métalliques tels que le fer, soit par des
interactions non spécifiques telles que I’établissement des ponts hydrogénes avec les protéines des

parois cellulaires des micro-organismes (les adhésines) ou encore les enzymes (Basli et al., 2012).
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Conclusion

A T’origine, la nature constituée d’étres végétaux, servait d’alimentation aux animaux et aux
étres vivants peuplant la terre. Mais a coté de cette fonction nutritionnelle, I’homme découvrit
bien d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment le pouvoir de
guérison, ces plantes qui ont servi depuis 1’antiquité et certainement bien avant de pharmaco-
théque naturelle et pragmatique pour I'homme personne ne cherchait a savoir pourquoi ou

comment elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique.

En effet cette faculté de guérison des plante est deviendra plus tard la médecine traditionnelle

avec toutes les avancées notoires qu’on peut lui attribuer.

Dans notre travail, on s’est intéressé a 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de ’extrait
méthanolique d’Eucalyptus et d’étudier leur effet sur la croissance de différentes souches

microbiennes isolées a partir des otites.

Dans ce contexte, I’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la
valorisation de ces principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui
préservent leurs propriétés biologiques. De cette étude, il ressort que la macération par le

méthanol est une meilleure technique d’extraction des polyphénols totaux.

L’étude des propriétés antimicrobiennes de I’extrait méthanolique d’E.globulus nous a permis
d’obtenir des résultats intéressants. D’ailleurs les résultats de 1’activité antibactériennes ont
révélé une efficacité importante de I’extrait sur les souches testées Strepcoccus sp et S.aureus
ou on a enregistré des zones d’inhibition de 20 a 30 et de 18 a 40 mm respectivement, plus
d’une activité moins importante sur les souches fongiques a 1’exception d’Aspergillus sp qui

apparait résistant a I’action de I’extrait.

D’une fagon générale, les résultats obtenus indiquent que I’E.globulus a une activité
antibactérienne importante sur les bactéries a Gram positif par rapport a I’activité

antifongique.

En perspective, des recherches complémentaires sont nécessaires pour identifier, isoler et

purifier les constituants bioactives d’Eucalyptus et de les impliquer dans la thérapie des otites.
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}lnnexe 1: Préparation des milieux de culture

1. Préparation de la gélose PDA
1.1. Constituants pour 1 litre

e 200g de pomme de terre
e 20gd’agar
e 20g de glucose

1.2. Préparation

Laver et couper en petits cubes 200g de pomme de terre, les mettre dans 1 litre d’eau distillée

et porter a ébullition pendant 30mins sur une plaque chauffante.

Ecraser la pomme de terre puis les filtrer dans un bécher a I’aide d’une compresse stérile.
Ajouter de I’eau distillée au filtrat jusqu’a 1’obtention d’un volume final d’un litre, puis mettre
le tout sur une plaque chauffante avec faible agitation et ajouter graduellement 20g de glucose
et 20g d’agar. Le pH du milieu était ajusté a 6.5 et la stérilisation effectuée a 1’autoclave a
120°C pendant 20mins (Botton et al., 1990).

2. Préparation de la gélose nutritive

2.1. Constituants pour 1 litre
e lgd’extrait de viande
e 25g d’extrait de levure
e 5g de Peptone
e 5¢g de chlorure de sodium

e 15gd’agar
2.2. Préparation

Prélever 1g d’extrait de viande, 2.5 g d’extrait de levures ,5g de peptone ,5g de I’Na Cl et les
poser dans un bécher. Ajouter I’eau distillée jusqu’a 1’obtention d’un volume final d’un litre
puis mettre le tout sur une plague chauffante avec faible agitation et ajouter graduellement

15g d’agar. Le pH du milieu était ajusté a 7 et la stérilisation effectuée a 1’autoclave a 120°C.
3. Préparation du bouillon nutritif
3.1. Constituants pour 11

e 5.2 gde Peptone
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e 3.2 g d’extrait de viande

3.2. Préparation
Dans un bécher mettre 5.2 g de peptone et 3.2 g d’extrait de viande ajouter 1’eau distillée
jusqu'a 1’obtention d’un volume final de 1 litre puis mettre le tout sur une plaque chauffante

avec faible agitation. Le pH du milieu était ajusté & 7 et la stérilisation a 1’autoclave.
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ﬁnnex,e 2 : Extrait méthanolique d’E.globulus, prélévements microbiologiques, et culture
des germes sur les milieux GN, PDA, Baird-Parker, Columbia et Chapman.

Photo 1: I’extrait brut d’Eucalyptus globulus

Photo 2: les six préléevements a partir des otites
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Photo 3 : la culture des germes isolés sur la GN

Photo4 : la culture des germes isolés sur PDA a partir du prélévement 1,2, 4, 5,6



Annexes

Photo 5: Les cultures des souches de Staphylocoques sur la gélose Baird Parker a partir des
prélevements 1, 3, 4, 5, 6.

Photo 6: Les cultures des souches de Streptocoques sur gélose Columbia a partir des
prélevements 1, 3, 4, 5, 6.
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Photo 7: repiquage des souches de Staphylocoques sur Chapman
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ﬁnneace 3 : Résultats des tests biochimiques

Photo 8 : test de catalase pour les souches de Staphylocoques

Photo 9 : test de coagulase pour les souches de Staphylocoques



Annexes

}lnnexe 4 :activité de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus et de méthanol sur les
staphylocoques.

Photo 10 :I’activité de 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les S.aureus a partir
des prélevements 1, 3, 4,5, 6

Photo 11 : test de ’activité du méthanol sur les S.aureus
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j?lnnexe 4 : I’activité de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus et de méthanol sur
les streptocoques.

Photo 12 :I’activité de 1’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les souches de
streptocoques.

Photo 13 : test de I’activité du méthanol sur les souches de streptocoques.
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ﬁnnex,e 3 : Pactivité de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les champignons.

Photo 14 :I’activité de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les levures a partir
des prélévements 1, 4, 5,6.

Photo 15 :I’activité de I’extrait méthanolique d’Eucalyptus globulus sur I’Aspergillus a partir
de prélévement 2.
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Theme : Activité antimicrobienne de I’extrait methanolique d’Eucalyptus globulus sur
les souches microbiennes cliniques responsables d’otites

Résumé

Dans cette étude nous avons essayé d’évaluer 1’activité antimicrobienne de 1’extrait
méthanolique d’Eucalyptus globulus sur les souches microbiennes cliniques responsables
d’otites.Apres 1’extraction des composés phénoliques par macération dans le méthanol, on a
obtenu un rendement important avec un pourcentage de 61.1%. Les résultats de ’activité
antimicrobienne obtenus ont montré que 1’extrait méthanolique exerce un effet antibactérien
plus important que I’effet antifongique vis a vis des souches microbiennes isolées a partir des
otites, les résultats obtenus se reflétent par les diameétres des zones d’inhibition. Les résultats
aussi révelent que les souches de Staphylococcus aureus sont plus sensibles que les souches
des Streptocoques qui sont plus sensibles que les levures. Par contre aucune activité
inhibitrice n’est obtenue sur Aspergillus sp.

Mot clé : Eucalyptus, Otites, activité antimicrobienne, extrait méthanolique, souches
bactériennes, souches fongiques.

Abstract

In this study wetried to evaluate the antimicrobial activity of the methanol extract of
Eucaluptus globulus on the clinical microbials strains responsible for otitis .After the
extraction of phenolic compounds by maceration in methanol there was obtained a high yield
with a percentage of 61.1 %. The results of the antimicrobial activity obtained showed that
the methanol extract exerts an antibacterial effect more than the antifungal effect against
microbials strains isolated from otitis, the result obtained is reflected in the diameters of the
zones of inhibition.The results also indicate that the Streptococcus strains are more
susceptible than Streptococcus strains compared to yeasts. By cons no inhibitory activity is
obtained on Aspergillus sp.

Key word: Eucalyptus ,Otitis , antimicrobial activity, Antifungal Activity, methanolic
extract , bacterial strains, Fungal strains.
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