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Résumé:

L’extraction des huiles essentielles (HE) des feuilles et des fruits de Myrtus communis L., récolté de la région
nord-ouest de I'Algérie (Zeboudja et Ténes) a été réalisée par hydrodistillation et le rendement était variable
en fonction du stade de récolte (0.55-1.15% en floraison vs 0.34- 0.39% en fructification pour les feuilles) et
de I'organe (0.34-0.39% pour les fruits). La composition chimique des HE extraites a été déterminée par
I'utilisation de la chromatographie en phase gazeuse (CG) et du couplage chromatographie en phase
gazeuse/spectrométrie de masse (CG/MS). Les résultats obtenus ont permis de révéler l'existence de
nouveaux chémotypes d'HE des feuilles de myrte; celle extraite du myrte récolté de la forét de Bissa (Chlef)
durant la floraison avec les composants majoritaires: limonéne (23.4%), linalool (15.4%), géranyl acétate
(10.9%), a-pinéne (10.7%), linalyl acétate (8.2%) et 1,8-cinéole (6.6%) et celles extraites du myrte récolté de
14 sites dans les régions de Zeboudja et Ténés riches en linalool et classées en deux groupes (groupe |
caractérisé par la dominance de : a-pinéne 32-49%, limonéne 11-30%, 1,8-cinéole 10-24% et linalool 2—
20% ; groupe Il @ dominance linalool 20-32%, a-pinéne 23-28%, 1,8-cinéole 16-19% et limonéne 15-17%).
Les HE des fruits étaient qualitativement similaires a celles des feuilles mais quantitativement différentes
(groupe 1 : a-pinéne 21-43%, limonéne 25-35%, 1,8-cinéole 5-12% et linalool 1-7% ; groupe II : a-pinéne
34-43%, 1,8-cinéole 13-31%, limonéne 9-13% et linalool 2-5%). L'HE extraite durant la floraison possédait
un pouvoir antimicrobien remarquable. Staphylococcus aureus (Gram +) était le plus sensible (36,67mm /
8uL vs 16,67mm / 20uL noté pour Escherichia coli). Egalement, Proteus mirabilis (ATCC 43862) s'est
montré fort sensible & la présence de I'HE (CMI=0.12 et CMB=16 pg / mL). Des CMI de 0.25-4 pg/mL ont
été notées pour Proteus mirabilis (clinique), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Klebsiella pneumoniae
(ATCC 35657). Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) était résistant a toutes les doses testées. A la dose
maximale de 0,5%, le taux d’inhibition de la croissance mycélienne le plus marqué est noté pour Alternaria
solani (92%) suivie de Fusarium oxysporum (85%), Aschocyta rabiei (64%) et Aspergilus ochraceus (68%).
Les meilleurs pouvoirs réducteurs du DPPH (90-91%) ont été notés pour le myrte récolté des sites (Oued
Goussine, Teraghnia, Dalas et Bissa ). Les échantillons d'HE récoltés des sites Oued khdhar et QOued
Goussine (Ténés) possédaient les meilleurs pouvoirs réducteurs du fer alors que les HE du myrte récolté de
Oued Goussine -place el Khazna- et Tigharghar (Ténés) avaient des pouvoirs chélatants du fer supérieures
au reste des échantillons. Or pour le test de réduction de I'ABTS, les HE des échantillons récoltés des sites

(Tifless, Oued khdhar, Teraghnia, et Boucheral) affichaient des activités réductrices supérieures a 50%.

Mots clés : Myrtus communis L.- huile essentielle - composition chimique - activité antimicrobienne -

capacité antioxydante.
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Summary :

Extraction of leaves and fruits Myrtus communis L. essential oils (EO), harvested from the north west region
of Algeria (Zeboudja and Ténes) was performed by steam distillation and the yield was variable depending
on the harvest stage (0.55-1.15% on flowering vs 0.34- 0.39% on fruiting for leaves) and the organ (0.34-
0.39% for fruits). The chemical composition of EO extracted was determined by using gas chromatography
(GC) and gas chromatography coupling to mass spectrometry (GC / MS). The results have revealed the
existence of new chemotypes of EO myrtle leaves; that extracted from myrtle harvested at forest Bissa
(Chlef) during flowering stage with major components: limonene (23.4%), linalool (15.4%), geranyl acetate
(10.9%), a-pinene (10.7%), linalyl acetate (8.2%) and 1,8-cineole (6.6%) and those extracted from myrtle
harvested in 14 sites in regions of Zeboudja and Ténés rich on linalool and classified into two groups (group |
characterized by the dominance of a-pinene 32-49%, limonenel1-30%, 1,8-cineole 10-24% and linalool 2-
20%; group 11 dominated by linalool 20-32%, a-pinene 23-28% 1,8-cineole 16-19% and limonene 15-17%).
Fruits EO were qualitatively similar to leaf EO but quantitatively different (group I: a-pinene, 21-43%,
limonene 25-35%, 1,8-cineole 5-12% and linalool 1-7% ; group II : a-pinene 34-43%, 1,8-cineole 13-31%,
limonene 9-13% and linalool 2-5%). EO extracted during flowering stage had a remarkable antimicrobial
power. Staphylococcus aureus (Gram +) was the most sensitive (36,67mm / 8uL vs 16,67mm / 20uL noted
for Escherichia coli). Also, Proteus mirabilis (ATCC 43862) was very sensitive to the presence of EO (MIC
= 0.12 and MBC = 16 pg / mL). MIC of 0.25-4 ug / mL were noted for Proteus mirabilis (clinical),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Klebsiella pneumoniae (ATCC 35657). Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) was resistant to all tested doses. At the maximum dose of 0.5%, the rate of inhibition of
mycelial growth was most marked for Alternaria solani (92%) followed by Fusarium oxysporum (85%),
Aschocyta rabiei (64%) and Aspergillus ochraceus ( 68%). Best reducing powers of DPPH (90-91%) were
noted for the myrtle harvested from the sites (Oued Gousine, Teraghnia, Dalas and Bissa). EO of samples
harvested from Oued khdhar and Oued Gousine (Ténés) had the best iron reducing powers while those of
myrtle harvested at Oued Gousine -Place el Khazna- and Tigharghar (Ténés) had superior iron chelating
powers of the remaining samples. However, for the reducing power of ABTS test, EO samples harvested

from Tifless, Oued khdhar, Teraghnia and Boucheral showed reducing activities above 50%.

Keywords : Myrtus communis L.- essential oil - chemical composition - antimicrobial activity - antioxidant

capacity.
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Introduction générale

Face au probleme soulevé depuis plusieurs années de I'accroissement de I'apparition
de souches bactériennes pathogenes multirésistantes en milieu hospitalier forcant les
industries pharmaceutiques a concevoir de nouveaux médicaments efficaces (Carle, 2009),
de nombreux chercheurs se sont intéressés a I'emploi de molécules naturelles dotées
d'activités antibactériennes puissantes ne pouvant présenter un risque de développement de
la résistance chez ces germes opportunistes. De plus, I'évolution des esprits et le refus du
"tout chimique" qui se manifeste de plus en plus, ouvrent un peu plus la porte au "retour au
naturel”. La gravité des toxi-infections alimentaires collectives, couplée a la tendance des
bactéries a résister aux agents antimicrobiens nous a conduit a nous intéresser a

I'inépuisable source de produits naturels a vertu antimicrobienne : les plantes médicinales.

Selon le rapport de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), plus de 80% de la
population mondiale utilise la médecine traditionnelle comme outil de traitement
(Issazadeh et al cités par Sadeghi Nejad et al., 2014). Actuellement, la population
algérienne utilise un bon nombre de plantes aromatiques et médicinales endémiques entre

autres Myrtus communis.

Myrtus communis L., communément appelé Myrte, est un arbuste aromatique de la
famille des Myrtacées, répandu tout autour du bassin méditerranéen. En Algérie, il pousse
de facon spontanée a travers 1’Atlas tellien, les régions cotiéres d'Alger et de Constantine,
ou il est connu sous les noms de «Rihan» ou «mersin» (Quézel et Santa, 1962). En
médecine traditionnelle, le myrte est souvent consommé en infusion et décoction
(LeFloc'h, 1983). Une infusion des feuilles et jeunes branches est stimulante, antiseptique,
astringente et hypoglycémiante et a été considérée comme un remede de santé pour
I'eczéma, le psoriasis, I'asthme, les troubles gastro-intestinaux, les infections urinaires et la
diarrhée (Ziyyat et al., 1997).

Des études antérieures faites sur les parties aériennes de Myrtus communis ont
révéelé la présence de plusieurs composés chimiques susceptibles d'exercer ses effets
biologiques trés intéressants. Les feuilles et les fleurs contiennent des huiles essentielles,
des tanins, des acides phénoliques et flavonoides (Messaoud et al., 2005 ; Aidi et al.,
2010). Les fruits sont principalement composés de matieres volatiles, de tanins, de sucres,
d'anthocyanes, d'acides gras et d'acides organiques tels que l'acide citrique et l'acide
malique (Martin et al., 1990 ; Messaoud et Boussaid, 2011).
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Les huiles essentielles (HE) offrent dans ce contexte une solution alternative de part
les activités biologiques intéressantes diverses rapportées par plusieurs chercheurs. En
effet, la complexité du mélange pose obstacle au développement de la résistance
bactérienne (Enrico et al., 2004). Comme l'oxydation est un processus lié a l'apparition de
certaines maladies humaines et états pathologiques (maladies cardio-vasulaires et
inflammatoires), ainsi que responsables de la détérioration de plusieurs denrées
alimentaires, il serait intéressant d'explorer leurs potentiels antioxydants. Le pouvoir
antifongique mis en évidence des HE offre de son c6té une possibilité de substitution des
fongicides de synthése posant le probléme de toxicité comme celui de pollution par ce

mélange de molécules naturelles.

Afin de contribuer a une éventuelle application de ces HE en Algérie, nous nous
sommes intéressés, dans cette étude, a la valorisation du myrte, plante aromatique et
médicinale endémique. Pour une exploration large des activités biologiques de ses HE, les

démarches expérimentales suivantes ont été fixées :

- Extraction et caractérisation des HE des feuilles et des fruits de M. communis L.,
récolté de différents sites de la région nord-ouest de I'Algérie, durant deux stades

physiologiques de la plante (floraison et fructification);

- Exploration de l'activité antimicrobienne de ces HE a savoir antibactérienne sur
une gamme de bactéries pathogénes d'origine clinique et de référence par I'application de
techniques microbiologiques standardisées servant a déterminer la sensibilité des germes
aux antibiotiques ou drogues susceptibles d'exercer une activité antimicrobienne ainsi
gu'antifongique par des méthodes référenciées justifiant leur emploi comme agent

antimicrobien;

- Evaluation de la capacité antioxydante des HE extraites par différents tests
usuellement pratiqués tels la capacité de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS, le

pouvoir réducteur ainsi que chélatant du fer.
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Chapitre 1 : Myrtus communis L.

1. Généralités
Le genre Myrtus est a la fois le type botanique d’une grande famille végétale, La
famille des Myrtaceae Jussieu, la huitieme plus grande famille de plantes a fleurs, en
comptant plus de 140 genres et environ 5 600 espéces (Kew Gardens check-list). La
classification APGIII (2009) et les travaux récents de Soltis et al. (2011) classent la famille
des Myrtaceae au sein des clades suivants: les Angiospermes, les Eudicotyledoneae, les
Rosidae, les Malvidae et enfin 1’ordre des Myrtales (Figure 1). Au sein des Myrtaceae, on
trouve des arbres et des arbustes trés fréqguemment producteurs d’huiles aromatiques
(Eucalyptus, Melaleuca, Myrtus...) a usage thérapeutique ou pour la parfumerie, avec
également production de fruits (Eugenia ou Psidium dont fait partie le goyavier) ou

d’épices (Syzygium dont le giroflier) (Migliore, 2011).

Alzateaceae
Oliniaceae
Penaeaceae
Rhynchocalycaceae
Memecylaceae
Melastomataceae
Heteropyxidaceae
Psiloxylaceae
Vochysiaceae

Myrtaceae

Onagraceae

Ium~>~1:n-<§|

Lythraceae
Combretaceae

Figure 1 : Position phylogénétique des Myrtaceae et présentation des taxons les plus
connus (Sytsma et Hapeman, 1996 in Migliore 2011).
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2. Origine

Le genre Myrtus est le seul genre qui soit indigene en Méditerranée et au Sahara
(Figure 2). Au sein de cette famille d’affinité tropicale, Myrtus communis L. a une
distribution circum-méditerranéenne, puisqu’il s’étend en Macaronésie (Agores et
Madeére), mais aussi en zone irano-touranienne (montagnes de 1’Alborz, du Zagros et
région de Kerman en Iran), et méme, peut-étre, en Asie (en Afghanistan voire au Pakistan)
(Migliore 2011 ; Figure 2). En Algérie, il pousse spontanément sur I'Atlas tellien et les
régions cotieres d'Alger et de Constantine, ou il est connu sous le nom de «rihan» ou
«mersin» (Quézel et Santa, 1962). D’ innombrables variétés de myrtes ont été décrites par
de nombreux botanistes. Cependant, cela refléte plus le polymorphisme foliaire du myrte
commun, que sa phylogénie. Ainsi, il n’existe officiellement qu’un seul autre taxon au sein

du genre Myrtus : il s’agit du myrte de Nivelle ou Myrtus nivellei (Migliore 2011).
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Myrtus communis =" gchantillonnges Myrtus niveller échantillonnies

Figure 2 : Distribution du genre Myrtus (Migliore, 2011)
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3. Caractéristiques botaniques et physiologiques

Le myrte commun est une phanérophyte sempervirente, en général de 1 a 3 m de
hauteur, mais qui peut former un véritable arbre dans des conditions favorables de sol
profond a humidité quasi-permanente. Les rameaux sont quadrangulaires et a légere
pubescence les deux premiéres années, ils présentent une écorce de couleur cannelle, lisse,
se détachant en lambeaux (Figure 3[4]). Le myrte se caractérise par des feuilles opposées,
munies d’un pétiole trés court. Mesurant 20-24 x 4-11 mm (forte variation en fonction de
I’exposition), les feuilles sont entieres, ovales, un peu convexes et a extrémités aigués-
pointues. Elles ont une consistance ferme, en étant lisses, coriaces et d’un vert foncé
brillant (quelques petits poils transparents les parsement). Elément important dans la
valorisation du myrte, les feuilles renferment de nombreuses petites glandes translucides a
huiles essentielles qui les rendent trés aromatiques au froissement (Figure 3 [10-11]). La
floraison peut débuter a partir de mai - juin et s’étale jusqu’en aofit sous la forme de fleurs
odorantes, aux pétales d’un blanc éclatant ou taché de rose (Figure 3 [2-3-6]). Les fleurs
sont solitaires, jusqu’a 3 cm de diametre, isolées a 1’aisselle des feuilles et portées par de
longs pédoncules. Elles sont régulieres de type 5 et abritent un bouquet d’étamines
proéminentes. Le pistil est constitué de deux ou trois carpelles soudés et I’ovaire est
surmonté d’un trés long style, qui traverse un disque nectarifére blanc et pentagonal. La
pollinisation est effectuée par les insectes (abeilles, par exemple). Le fruit est une baie
ovale (7-10 x 6-8 mm), au sommet d’un pédoncule ténu, couronnée par le calice et de
couleur noir-bleuatre, quelquefois blanche (Figure 3 [7-8]). Sous la peau bleu foncé, la
chair blanche est plus ou moins épaisse, parfois presque entiérement résorbée, de saveur
apre, résineuse et astringente. Devenus bleus, eux aussi, les lobes libres des sépales se sont
rabattus vers I’intérieur. Les graines sont nombreuses avec des irrégularités de formes et de
tailles. Elles sont généralement réniformes, luisantes, couleur ivoire et de saveur résineuse
(Figure 3 [9]) (Migliore, 2011).
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Figure 3 : Caractéristiques botaniques de Myrtus communis L. a partir de dessins [1-3], de
photographies [4-9] et d’images au microscope électronique a balayage [10-
11] (Migliore, 2011).
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4. Utilisations traditionnelles du myrte

Myrtus communis L. a été utilisé depuis I'antiquité aussi bien comme une épice
dans les préparations alimentaires que pour des fins médicinales. Le myrte, malgré son
odeur agréable, ne trouve pas d'application a grande échelle comme épice. Le godt est tres
intense, tres désagréable et fortement amer et son application culinaire est limitée a la
région d'origine comme [I'ltalie (Gortzi et al., 2008). En Italie, notamment en Sardaigne, les
baies et les feuilles sont utilisées pour produire des liqueurs bien connues (Messaoud et al.,
2012). Toutefois, certaines parties de la plante sont utilisées dans l'industrie alimentaire

pour améliorer le godt de la viande et des sauces (Chalchat et al., 1998).

Il est traditionnellement utilisé comme antiseptique, désinfectant et agent hypo-
glycémique (Elfellah et al., 1984). En Turquie, aussi bien les feuilles que les fruits du
myrte ont été utilisés comme un médicament antiseptique (Baytop, 1999). De méme, dans
la médecine populaire italienne, le fruit de cette plante est utilisé dans le traitement de
nombreux types de maladies infectieuses, y compris la diarrhée et la dysenterie; les feuilles
sont utilisées comme agent antiseptique et anti-inflammatoire, aussi comme un rince-
bouche et pour le traitement de la candidose (Gortzi et al., 2008). L'huile essentielle
obtenue a partir de feuilles de myrte a été utilisée dans le traitement de troubles
pulmonaires (Clark, 1996). En médecine traditionnelle, le myrte est souvent consommeé en
infusion et décoction (Le Floch, 1983). Généralement, dans la médecine populaire, une
décoction de feuilles et de fruits est utilisée par voie orale pour le traitement de maux
d'estomac, I'hyperglycémie, la toux, la constipation, la perte d'appétit aussi bien qu'en
usage externe pour la cicatrisation (Serce et al., 2010). Différentes parties de la plante ont
traditionnellement des applications spécifiques. Les infusions préparées a partir des feuilles
et des jeunes branches sont connues pour étre stimulantes, antiseptiques, astringentes et
hypoglycémiques et elles sont considérées comme étant un remede de santé pour l'asthme,
I'eczéma, le psoriasis, la diarrhée, les troubles gastro-intestinaux et les infections urinaires
(Ziyyat et al., 1997). La décoction de feuilles est utilisée pour le lavage vaginal, les
lavements et contre les maladies respiratoires (Marchini et Maccioni, 1998), tandis que la
décoction a partir des fruits est utilisée comme antidiarrhéique, antihémorrhoidale et dans
le traitement des maladies de la bouche et des yeux (Ziyyat et al., 1997). Les fleurs, par
contre, sont traditionnellement utilisées contre les varices et pour la préparation de lotions
capillaires (Le Floch, 1983).
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Chapitre 2 : Vertus thérapeutiques du myrte

Introduction

Myrtus communis a été largement utilisé en meédecine traditionnelle, pour la préservation
des aliments, comme épice, en parfumerie, en cosmétiques et en industries
pharmaceutiques. En Algérie, les feuilles de M. communis sont traditionnellement utilisées
dans le traitement des troubles respiratoires, la bronchite, la sinusite, l'otite, la diarrhée et
les hémorroides (Beloued, 1998). Ses baies sont consommées comme fruit par la
population locale pour le traitement d'ulcere gastrique alors que l'infusion des feuilles est
utilisée comme boisson reméde pour traiter les troubles digestifs notamment ceux du colon
aussi pour le probleme d'otite. Durant les dernieres années, plusieurs chercheurs se sont
intéresses au myrte comme plante aromatique et médicinale et ont mené des travaux
d'identification de ses composants ainsi que de prospections de leurs éventuelles activités
biologiques. Globalement, ces travaux tournent autours de deux axes de recherches a
savoir la détermination de la composition chimique des extraits obtenus et la mise en
évidence de l'activité biologique. Le premier volet de notre approche de synthese est la

composition chimique de I'huile essentielle du myrte.
1. Composition chimique de I'huile essentielle du myrte

Plusieurs travaux réalisés sur Myrtus communis L. montrent que la composition chimique
des huiles essentielles extraites du myrte ainsi que le rendement varient selon l'origine de
la plante, son mode d'existence (cultivé ou spontané), I'organe concerné et son stade
végeétatif (Tableau I).

Savikin-Fodulovic et al. (2000) rapportent une différence significative du rendement en
HE extraite des feuilles du myrte de Belgrade pendant I'été pour les plantes cultivées in
vitro (0.37%) et les plantes poussant a I'état naturel (0.76%) ; Ce rendement en HE du
myrte cultive est comparable a celui signalé par Boelens et Jimenez (1991) pour les feuilles
et les pousses du myrte cultivé d'Espagne (0.4%) qui reste inférieur a celui du myrte
sauvage (0.5%). Le site de récolte ou localité ainsi que les conditions pédo-climatiques qui
s’y reportent semblent influencer le rendement en HE des feuilles de M. communis d'lran
récolté pendant le mois de juillet (période de floraison), Weyerstahl et Marschall (1994)
notent un rendement de 2.5% pour le myrte récolté du nord-ouest d'lran, Pezhmanmehr et
al. (2010) rapportent une valeur de 1.8-2.61 % pour les deux provinces Booshehr et

Lorestan en Iran et Ghasemi et al. (2011) notent un rendement de 0.47% pour la région de
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Manjil (Iran). Pour le mois de mai (période de préfloraison), le rendement en HE des
feuilles est de 0.69 % pour le myrte commun récolté en province de Fars, au sud d'lran
(Zomorodian et al., 2013).

Par contre, Tuberoso et al. (2006) ne rapportent pas de variation de ce rendement en
HE des feuilles de M. communis (0.52 + 0.03%) collecté de 11 localités en Sardaigne
(Italie) entre les mois de novembre et décembre (stade de maturation industrielle). De
méme, Asllani (2000) observe des différences de rendement en fonction du lieu de récolte
quel que soit I'organe collecté du myrte poussant en Albanie : feuilles 0.48-0.8% (juin-
septembre), fleurs 0.14-0.25%, feuilles et fleurs 0.2- 0.35% (juin) et fruits madrs 0.1-0.15%
(octobre). Bouzabata et al. (2013a, 2013b et 2015) dans leurs travaux sur les populations
du myrte endémique algérien (M. communis et M. nivellei) appuient aussi cette variation
du rendement en fonction du site de récolte (0.5 - 2.0% pour M. nivellei, 0.4 - 1% pour M.

communis).

Mais, il apparait que le rendement est aussi influencé par le stade physiologique de
la plante, Pezhmanmehr et al. (2010) signalent pour la région de Lorestan en Iran un
rendement en HE des feuilles de 2.61% pendant la période de floraison contre 1.3%
pendant le stade de maturation des fruits. Les rendements signalés par Chalchat et al.
(2010) et Ozek et al.(2000) pour le myrte collecté de sites différents en Turquie confirment
aussi cette variabilité (0.62 % et 1.10%) pour les mois d'ao(t et mai, respectivement. Le
fruit de M. communis renferme beaucoup moins d'HE que les autres parties de la plante
(feuilles, fleurs et tiges); la feuille étant I'organe le plus riche (Aboutabl et al., 2011,
Tuberoso et al., 2006; Barboni et al., 2010 et Aidi Wannes et al., 2007). De méme pour le
myrte algérien de la région de Miliana récolté pendant le mois de novembre (période de
fructification compléte), les rendements sont de I'ordre de 0.3% et 0.1% pour les feuilles et
les fruits, respectivement (Brada et al., 2012). Cette variabilité entre organes est d'autant
plus affirmée durant tout le cycle végétatif de la plante dans les travaux de Jerkovic et al.
(2002) (feuilles 0.19-0.37%, fleurs 0.21- 0.26% et fruits 0.03-0.13%) montrant que le
rendement des feuilles reste supérieur et atteint son maximum pendant la période de
floraison. Plusieurs auteurs relevent l'influence du stade physiologique (Bradesi et al.,
1997 ; Chryssavgi et al., 2008 ; Pereira et al., 2009 ; Aidi Wannes et al., 2010 et 2011 et
Aidi Wannes et Marzouk, 2012). Toutefois, Viuda-Martos et al. (2011) n'observent pas de
différence significative entre les feuilles (2.0%) et les fruits (1.8% ) pour le myrte du
Maroc durant la période Vegeétative.
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Cette différence entre organe reste constante en présence de variétés différentes du myrte
commun avec des rendements en HE des feuilles de 0.5% pour var. italica et 0.3% pour
var. baetica et ceux des HE des fruits de 0.1% pour var. italica et 0.07% pour var. baetica
(Aidi Wannes et al., 2007). Alors que, le changement de la couleur du fruit (blanc et bleu-
violacé) ne parait nullement influencer le rendement des feuilles (0.44 - 0.52%) au sein des
populations de Myrtus communis L. var. italica selon I'étude faite par Messaoud et al.
(2011). Cependant, Bradesi et al. (1997) ainsi que Mulas et Melis (2011) remarquent des
variations individuelles dans le rendement des feuilles que ce soit pour le myrte commun
poussant a I'état naturel ou celui des cultivars. Il varie de 0.13 a 0.46% pour le myrte
sauvage de Corse et de 0.16 - 1.07 % pour le myrte cultivé d'ltalie. Ce type de variation ne
pouvant étre expliqué que par l'existence de caractéristiques génétiques individuelles.
Ghasemi et al. (2011), Koukos et al. (2001), Jerkovic et al. (2002), Tuberoso et al. (2006),
Ozek et al. (2000), Farah et al. (2006), Pereira et al. (2009), Messaoud et al. (2011),
Berka-Zougali et al. (2010), Aboutabl et al. (2011) ainsi que Khan et al. (2014) montrent,
par ailleurs, que M. communis provenant de différentes origines ou pays (lran, Grece,
Croatie, Italie, Turquie, Maroc, Portugal, Tunisie, Algérie, Egypte et Arabie Saoudite)
fournit des quantités différentes en HE extraites a partir des feuilles (0.47%, 0.22%, 0.19-
0.37%, 0.52%, 1.10%, 0.3 -0.4%, 0.33% - 0.74%, 0.44 - 0.52%, 0.51%, 3.5% et 0.68%,
respectivement) tous mois de récolte confondus. Alors que, Senatore et al. (2006) dans leur
étude comparative des HE obtenues a partir des feuilles et fleurs du myrte d'ltalie et celui
de la Turquie récoltés en juin, ne soulevent pas de différence significative en notant des
rendements respectifs de 0.33% et 0.38%.

Vu la diversité pédoclimatique et génétique entre pays, il est par conséquent évident
d'apercevoir une telle variabilité qui d'ailleurs est fortement présente dans I'analyse de la
composition chimiques des HE extraites. Dans des études antérieures, les huiles de myrte
ont été séparées en deux groupes: le premier est caractérisé par une teneur élevée en
myrtényl acétate et une faible teneur en a-pinéne; le deuxiéme groupe est caractérisé par
I'absence de myrtényl acétate et des tencurs élevées en a-pinene et 1,8-cinéole comme
principaux constituants (Bradesi et al., 1997). Le myrtényl acétate est I'un des principaux
composants qui distingue les myrtes de différentes origines. Sa présence a été signalée
dans les huiles essentielles de myrte de certains pays tels que le Portugal (Pereira et al.,
2009), la Tunisie (Messaoud et al,. 2011), le Maroc (Viuda-Martos et al., 2011), I'Espagne
(Boelens et Jimenez, 1991), la Croatie (Jerkovic et al., 2002), I'Albanie (Asllani, 2000), la

38



Bulgarie (Savikin-Fodulovic et al., 2000), ex-Yougoslavie (Chalchat et al., 1998) et la
Turquie (Ozek et al., 2000). L'absence de ce dernier a été rapporté dans les pays comme
I'lran (Weyerstahl et Marschall, 1994), la Corse (Bradesi et al., 1997), la Grece (Koukos et
al. (2001), I'ltalie (Flamini et al. 2004 ; Tuberoso et al., 2006), la Turquie (Senatore et al.,
2006), la France (Barboni et al. (2010), I'Egypte (Aboutabl et al., 2011), I'Arabie Saoudite
(Khan et al., 2014) et I'Algérie (Brada et al., 2012 ; Bouzabata et al. 2013a, 2013b et
2015). En revanche, il convient de mentionner l'apparition dans les HE dépourvues de
myrtényl acétate d'une di-one 3,3,5,5,8,8 hexamethyl-7-oxabicyclo[4.3.0]non-1(6)-éne-2,4-
dione, découverte pour la premiére fois dans le myrte iranien (Weyerstahl et Marschall,
1994).

Dans les huiles essentielles des feuilles de myrte algérien, quelle que soit la méthode
d'extraction utilisée, l'a-pinene et le 1,8-cinéole sont les principaux composants (Berka-
Zougali et al., 2010 et 2012 ; Brada et al., 2012 ; Bouzabata et al. 2013a, 2013b et 2014),
semblable au myrte tunisien (Messaoud et al., 2011; Aidi Wannes et al., 2009) ainsi qu’au
myrte francais (Chalchat et al., 1998). Pour le myrte d'Espagne (Boelens et Jimenez, 1991)
et celui de la Gréce (Chryssavgi et al., 2008), les principaux composants sont le myrtényl
acetate et le 1,8-cinéole. Cependant, les composants majoritaires des HE des feuilles du
myrte frais en provenance du Maroc, de I'ex-Yougoslavie et du Liban sont 1'a-pinéne, le
1,8-cinéole et le limonéne (Chalchat et al., 1998). Il a également été rapporté (Owlia et al.,
2009; Ashnagar et al., 2009 et Moradi et al., 2012) que les quatre principaux composants
qui caracterisent les HE du myrte iranien sont I'a-pinene, le limonene, le 1,8-cinéole et le

linalool. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Yadegarinia et al. (2006).

Ghasemi et al. (2011) ont mené une autre étude comparative réalisee sur le myrte
iranien en utilisant I'hydrodistillation (HD) et I'extraction au CO; supercritique ou au fluide
supercritique (SFE). Sept composants majoritaires ont été identifiés dans HE-HD : o-
pinéne, 1,8-cinéole, limonéne, linalool, a-terpinolene, linalyl acétate et a-terpényl acétate.
Les principaux composés de I'HE extraite des feuilles de myrte albanais (Asllani, 2000) ont
été : 1,8-cinéole, a-pinene, limonene, myrtényl acetate et linalool. Dans le cas du myrte
turque (Ozek et al., 2000), trois principaux composés ont été trouvés: 1,8-cinéole, linalool
et myrtényl acétate. Quant au myrte portugais, Pereira et al. (2009) a cité quatre principaux
composés dont la domination est étroitement liée au cycle végétatif. 1l s'agit du myrtényl
acétate, a-pinéne, limonéne et 1,8-cinéole. Récemment, dans le cas du myrte égyptien,

Aboutabl et al. (2011) ont rapporté que les principaux composés de I'HE étaient le 1,8-
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cinéole (27,19%) et l'a-pinene (25,53%). La composition de I'HE est enrichie par la
présence de B-linalool (11,75%), p-menth-1-énol (6.95%), myrtényl acétate (4.2%), linalyl
acétate (3.39%), néryl acétate (2.94%), limonéne (1.6%) et a- terpényl acétate (1.4%).

La variation quantitative et qualitative sur le plan chimique est aussi présente entre organes
(Brada et al., 2012), les feuilles sont riches en monoterpenes (51,30%) tandis que les fruits
sont riches en monoterpénes oxygénes (71,2%). Par contre, le contenu en sesquiterpénes
est tres faible (1%) pour les feuilles et assez grande (16%) pour les baies. Les résultats
montrent également que I'HE des feuilles est riche en a-pinéne et 1,8-cinéole alors que
I'HE du fruit se caractérise par une grande quantité de linalool, estragole, 1,8 cinéole et une
quantité appréciable de bergamoténe et E-caryophyllene. L'HE des fruits de myrte algérien
est différente de celles rapportées par la littérature et se caractérise par une composition

typique: linalol/estragole/1,8 cinéole.

Aidi Wannes et al. (2010) rapportent aussi de fortes fluctuations dans la
composition chimique des HE obtenues des différentes parties de Myrtus communis var.
italica durant tout le cycle végétatif. Pour les feuilles, les composants majoritaires sont o-
pinéne (28.3-58.0%), 1,8-cineole (12.7-30.7%), linalool (2.4-21.5%) et limonéne (0.1-
13.3%). Pour les fruits, les principaux constituants sont 1,8-cinéole (7.3—44.9%), géranyl
acetate (1.8-20.5%), linalool (0.7-18.9%) et a-pinéne (1.2-12.6%) et pour les tiges, les
composés majeurs sont 1,8-cinéole (21.0-52.4%), linalool (3.1-18.4%) et a-pinene (1.5—
16.1%). Des variations saisonnieres similaires sont rapportées par Jerkovic et al. (2002),
Chryssavgi et al. (2008), Pereira et al. (2009), Aidi Wannes et al. (2011) et Aidi Wannes et
Marzouk (2012). Aussi, Aidi Wannes et al. (2009) signalent dans leurs travaux une
variation de la composition chimique des HE extraites a partir de feuilles de deux variétés
de Myrtus communis (baetica et italica), poussant a I'état sauvage dans le nord de Tunisie,
au cours du cycle végétatif et notent I'a-pinéne comme principal composant des deux
variétés mais il atteint un maximum au stade de fructification pour baetica (49,14%) et au

stade de floraison pour italica (58,05%).

De méme, le lieu de récolte ou la localité semble influencer les proportions des
composants majoritaires des HE obtenues des feuilles de myrte italien récolté de deux
localites differentes (Flamini et al., 2004). Les auteurs ont rapporté que le type de sol joue
un role important dans la variabilité de la composition de I'HE car lI'a-pinene et le limonéne

ont été identifiés en plus grandes quantités dans les plantes qui poussent sur des sols
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calcaires alors que le linalool, le linalyl acétate et le trans-myrtanol acétate ont été détectés
a des pourcentages plus élevés sur les sols siliceux. Le trans-myrtanol acétate étant

identifié pour la premiére fois comme un constituant naturel de I'HE de M. communis.

Méme si la composition de I'HE de myrte est déterminée essentiellement par des facteurs
génétiques, elle varie aussi avec les saisons. Bradesi et al. (1997), Jerkovic et al. (2002),
Chryssavgi et al. (2008), Pereira et al. (2009) et Aidi Wannes et al. (2009, 2010 et 2011)
signalent des variations saisonnieres significatives dans les proportions des principaux
constituants des HE de myrte qui pourrait étre di a la dynamique génétique (Bouzabata et
al., 2013b) et des facteurs environnementaux tels que la geographie, la temperature, les
précipitations, la durée du jour, nutriments, etc. Ces facteurs influencent probablement les
voies de biosynthese de la plante et par conséquent la proportion relative des principaux

COmMpOosés.

Différentes parties de M. communis L. telles que ses feuilles et ses fruits ont largement été
utilisés en médecine populaire depuis plusieurs siecles. Cette plante est utilisée
traditionnellement pour le traitement de troubles tels que la diarrhée, l'ulcere gastro-
duodénal, les hémorroides, I'inflammation, les maladies pulmonaires et les maladies de la
peau bien que les études cliniques et expérimentales suggerent qu'elle possede un spectre
plus large d'effets pharmacologiques et thérapeutigues comme antioxydante,
anticancéreuse, anti-diabétique, antivirale, antibactérienne, antifongique, hépatoprotective
et activité neuroprotectrice (Alipour et al., 2014). Un apercu de ces activités est donné dans

la partie qui suit.
2. Activités biologiques du myrte

Les nombreuses études phytochimiques, pharmacologiques, toxicologiques et cliniques
d'HE, de divers extraits et d'ingrédients actifs de M. communis sont listées aux Tableaux Il
et I1I.

2.1. Activité antimicrobienne

Un grand nombre d'études a été fait sur I'activité antimicrobienne du myrte (Tableau Il). La
plupart portaient sur I'exploration du potentiel antibactérien et celui antifongique de I'huile
essentielle extraite des parties aériennes de la plante principalement les feuilles et peu de

travaux étaient réalisés sur les différents extraits.
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Akin et al. (2010) et Rosato et al. (2007) ont montré dans leurs travaux l'activité inhibitrice
de I'HE de M. communis contre huit bactéries pathogénes Gram positives et Gram
négatives (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus durans,
Salmonella typhi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Bacillus
subtilis). L'efficacité de M. communis a été confirmée par la méthode de dilution en milieu
gélosé. Owlia et al. (2009 ; 2010) rapportent aussi un effet inhibiteur appréciable de I'HE
sur P. aeruginosa, bactérie pathogene réputée pour sa résistance, avec une CMI
(concentration minimale inhibitrice) et une CMB (concentration minimale bactéricide) de
64pg/mL et une réduction significative des facteurs de virulence testés (production
d'alginates, formation de biofilm, mobilité et adhérence) aux 1/2 et 1/4 de cette

concentration effective.

Selon Deriu et al. (2007), I'HE du myrte a été aussi efficace contre plusieurs souches
cliniques d'Helicobacter pylori, agent pathogéne responsable d'ulceres gastriques, avec des
concentrations allant de 0.075 a 2.5% (v/v) et celle extraite lors de la floraison fut trés
active contre Mycobacterium tuberculosis et modérement active contre Mycobacterium
paratuberculosis (agents tuberculeux multirésistants) avec des CMI respectives de 0.17 et
>2% (v/v) (Zanetti et al., 2010). Par contre, une CMI >1000 (ug/mL) et une dose de
10000 pg/mL d'HE des feuilles de myrte iranien est nécessaire pour assurer 39.77%

d'inhibition de la croissance de Streptococcus iniae (Pirbalouti et al., 2011).

Zomorodian et al. (2013) avaient testé I'HE extraite des feuilles de myrte avant la floraison
sur une large gamme de bactéries pathogénes (Gram + et -), levures et champignons et
montré son efficacité a inhiber 90% de la croissance de ces germes en présence des CMlgg
allant de 0.5 a 64 pl/mL. Les CMI signalées pour les bactéries a Gram positif étaient plus
faibles que celles notées pour les bactéries a Gram négatif; ces différences pourraient étre
dues a la structure multicouche et la présence du lipopolysaccharide dans la membrane
cellulaire de ces derniéres. En outre, HE avait deux activités inhibitrice et bactéricide
contre toutes les bactéries a Gram négatif examinées avec I'égalité des CMI et CMB.
Toutes les espéces de Candida testées, incriminées dans plusieurs infections nosocomiales,
étaient aussi inhibées a des concentrations de l'ordre de 0.65-2 pl/mL. Résultats
concordants a ceux trouves par Yadegarinia et al. (2006) qui rapportent une CMI de 2
pl/mL pour Candida albicans. Les CMF (concentrations minimales fongicides) etaient
aussi comparatives avec 3.85 et 4 ul/mL, respectivement. Ben Hsouna et al. (2014)

confirment ces observations avec une activité inhibitrice élevée de I'HE contre les bactéries
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Gram positives par rapport aux bactéries Gram-négatives (CMI allant de 0.078 a 2.5
mg/mL) et un effet remarquable contre plusieurs souches fongiques. L'étude du mode
d'action de I'HE par la détermination de la courbe de la cinétique bactérienne (the time-Kkill
curve) de Listeria monocytogenes (isolat alimentaire) a montré un effet bactéricide
drastique apres 5 min en appliquant une concentration de 312 mg/mL. Ces résultats sont la
preuve que M. communis L. posséde des propriétés antimicrobiennes et par conséquent est
une source potentielle pour des ingrédients actifs pour les industries alimentaires et

pharmaceutiques.

Par ailleurs, Aboutabl et al. (2011) trouvent une meilleure efficacité de I'HE des fruits du
myrte comparativement a celle des feuilles sur des bactéries Gram +, celles a Gram - et
bacilles acido-résistants (Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Mycobacterium phlei et Candida
albicans) et explique cette différence par le pourcentage relativement élevé en composés
phénoliques (eugénol) et oxydes (cinéole) de ces huiles. Ce qui ouvre par conséquent une
voie d'utilisation prometteuse en phytomédecine comme agents antibactériens et

antituberculeux.

Bouzouita et al. (2003) signalent des concentrations effectives relativement plus élevées de
I'HE des feuilles du myrte tunisien (2.5 a 3.5%, v/v) sur Escherichia coli, Lactobacillus
plantarum et Geotrichum candidum, ces derniers ayant appliqué la méthode de culture en
milieu submergé (submerged broth culture method). Cherrat et al. (2014) appuient aussi
cette hypothése en confirmant dans leurs résultats la sensibilité des bactéries Gram
positives a l'inhibition par les HE comparativement aux bactéries Gram négatives a
I'exception de Campylobacter jejuni (Rossi et al., 2007). Une CMlso de 1 pl/mL a pu en
I'occurrence inhiber de 50% la croissance de Porphyromonas gingivalis, bactérie & Gram
négatif considérée comme l'espece la plus parodonto-pathogene et un effet bactéricide a
raison de 8ul/mL (Hedayati et al., 2013). En outre, le lavage de la laitue (Lactuca sativa) et
de la tomate (Lycopersicon lycopersicum L.) innoculées par une population de Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (nalidixic acid resistant strain) avec
1000ppm de I'HE obtenue des feuilles du myrte turque a permis de la réduire a raison de
1.66 UFC/g -1.89 UFC/tomate, respectivement et ce sans aucun traitement de ringage a
I'eau distillée sterile. Ces résultats suggerent que l'utilisation de I'HE de myrte peut étre un
outil innovant et utile pour la désinfection et la conservation des fruits et Iégumes a la place

du chlore ou d'autres désinfectants synthétiques ou autres produits biologiques (Gundiiz et
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al., 2009). Cependant, I'HE extraite des feuilles de myrte égyptien pendant la période de
floraison affichait une faible activité inhibitrice contre deux bactéries phytopathogénes:
Agrobacterium tumefaciens responsable du crown gall ou galle du collet et Erwinia
carotovora var. carotovora incriminée dans la moisissure molle ou soft mold disease avec
une CMI >1000 mg/L aussi bien pour un champignon phytopathogéne Fusarium solani
avec une ECsp (concentration effective réduisant de 50% la croissance mycélienne)
>1000mg/L contrairement a Alternaria alternata (ECso = 328); Botrytis cinerea (ECso =
458) et Fusarium oxysporum (ECso = 724). La germination des spores de tous ces
champignons telluriques phytopathogenes était significativement affectée par la présence
de I'HE du myrte avec des ECso de l'ordre de (216, 357, 169 et 351 mg/L) pour Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et Fusarium solani, respectivement
(Badawy et Abdelgaleil, 2014).

Ces résultats sont comparables a ceux de Curini et al. (2003) qui observent 60%
d'inhibition de la croissance de Rhizoctonia solani a une dose de 1600 ppm avec altération
morphologique des hyphes des trois champignons phytopathogénes étudiés (dommages
structurels des hyphes de Rhizoctonia solani, bien que le diamétre des hyphes traités n'a
pas changé par rapport a ceux du témoin 7,16 mm et 7,15 mm, respectivement). Les
hyphes de Fusarium solani semblaient plus épais et ondulés que ceux non traités, qui
semblaient croitre linéairement et parus plus ramifiés et de forme irréguliere comme ceux
de Colletotrichum lindemuthianum. Selon ces auteurs, ce phénomeéne est probablement dd
a la déshydratation induite par les composants de I'HE du myrte.

Dans I'étude récente de Bouzabata et al. (2015), les HE extraites des parties feuilles et
fleurs du myrte algérien récolté durant la période de floraison ont montré divers degrés
d'inhibition contre tous les champignons testés (levures: Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, Candida guillermondii et
Candida krusei; champignons: Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus et Aspergillus
flavus et dermatophytes: Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes var. interdigitale et Trichophyton verrucosum). Pour la plupart des
dermatophytes testés, y compris M. canis, T. rubrum et E. floccosum, la CMI était
équivalente a la CML ou concentration minimale létale (0,64 mg/mL), ce qui indique un
effet fongicide pour I'HE de myrte. Cette derniére était moins efficace contre les souches

de Candida sp. et Aspergillus sp. avec des valeurs de CMI de 1,25 mg/mL et 5Smg/mL,
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respectivement. Cette activité antifongique était semblable pour les deux échantillons d'HE
étudiés en dépit de leurs compositions chimiques différentes. Ces résultats justifient
I'utilisation traditionnelle de I'HE de myrte comme désinfectant et antiseptique (Sumbul et
al., 2011).

Des résultats inverses ont été rapportés par Omidbaigi et al. (2007) qui notent une trés
faible activité inhibitrice de I'HE du myrte iranien sur la croissance d'Aspergillus flavus,
important agent pathogéne de plantes, d'animaux et de I'étre humain produisant des toxines
dangereuses: les aflatoxines. Les pourcentages d'inhibitions étaient de 3.7 - 9.7% aux doses
de 600 et 900 pul/L, respectivement par la méthode de contact direct en milieu gélosé et
3.4% a une dose de 24pL d'HE brute par la méthode de micro-atmosphére. Selon ces
chercheurs, la faible activité de I'HE de myrte pourrait étre attribuée a des composants non

phénoliques ayant une activité fongitoxique connue tels que le limonene.

Une étude comparative des HE extraites des feuilles de M. communis L. d'Algérie par deux
méthodes d'extraction différentes : micro-ondes ou solvent-free-microwave-extraction
(SFME) et hydrodistillation (HD) a montré une meilleure activité antimicrobienne de I'HE
extraite par SFME que celle par HD vis-a-vis de tous les micro-organismes testés, a
I'exception de Candida albicans, qui a affiché une résistance similaire. Des bactéries
hautement résistantes telles que Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica et
Enterobacter cloaca ont été trés sensibles a la présence des deux huiles essentielles;
Toutefois, elle a été plus prononcée avec HE-SFME probablement en raison de la teneur
plus élevée des composés oxygénés et phénoliques (57,12% vs 40,33% pour les composés
oxygeénés et 39,34% vs 56,10% pour les composés hydrocarbonés) (Bekhechi et al., 2008).
L'efficacité des deux huiles essentielles est similaire pour la levure Candida albicans.
Malgré une certaine résistance par rapport a d'autres souches, la CMI est encore tres
importante car elle ne dépasse pas 50 pl/mL. Les champignons Aspergillus ochraceus et

Fusarium culmorum ont montré une plus grande sensibilité pour 'HE-SFME.

L'emploi de I'extrait brut de M. communis contre des agents pathogénes humains communs
par Alem et al. (2008) a permis de déterminer des CMI et CMB similaires de I'ordre de
0,5mg/mL pour Saphylococus aureus, 2,5 mg/mL pour Proteus mirabilis et Proteus
vulgaris, 15 mg/mL pour Salmonella typhi et Klebsiella aerogenes et 20 mg/mL pour
Pseudomonas aeruginosa. Les CMB de I'extrait brut pour les deux especes relativement

moins sensibles, Shigiella shigie et Escherichia coli ont été de 40 mg/mL et 45 mg/mL,
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respectivement. L'activité antibactérienne a été nettement augmentée par 18 fois apres
autoclavage a 121°C pendant 15 minutes. L'extrait aqueux des feuilles de myrte iraquien a
aussi donné un excellent effet inhibiteur de la croissance de Pseudomonas aeruginosa isolé
de plusieurs cas de brulés et Al-Saimary et al. (2002) rapportent des CMI de 140-150
pg/mL pour les brulés non traités avec la tétracycline et 300-320 pg/mL pour les cas traités
alors que des concentrations semblables d'autres extraits n'ont pas éte efficaces. Ce qui

donne une nouvelle approche pour le traitement des cas de bralures.

En médecine traditionnelle, Myrtus communis L. est souvent consommeé en infusions et
décoctions. Dans I'étude réalisée par Messaoud et al. (2012), les infusions des feuilles de
myrte tunisien présentaient une activité antibactérienne appréciable contre toutes les
bactéries testées (Escherichia coli, Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae et Shigella flexneri). Les valeurs de CMI et CMB contre les différents isolats
pathogénes étaient de I'ordre de 12,5 a 25mg MS/mL et 12,5 a 50 mg de MS/mL (poids des
feuilles séchées/mL d'infusion), respectivement. Les inhibitions les plus fortes ont été
obtenues contre P. mirabilis et S. flexneri. Pour les deux souches, les valeurs de CMI
étaient de 12,5mg de MS/mL et les valeurs de CMB variaient de 12,5 a 25 mg de MS/mL.
Ces résultats concordent avec des études antérieures (Yadegarinia et al., 2006 ; Gundiz et
al., 2009), ou des extraits de myrte ont démontré une activité inhibitrice contre différentes
espéces bactériennes, y compris E. coli, S. typhimurium, K. pneumoniae, S. aureus et C.
albicans. L'effet antimicrobien de I'extrait de la plante peut étre attribué éventuellement a
leurs huiles essentielles et composés phénoliques qui sont connus pour endommager les
membranes cellulaires, ce qui provoque des fuites de matériaux cellulaires et finalement la
mort des micro-organismes (Cox et al., 2001). Les propriétés antimicrobiennes des
infusions de myrte sont soupgonnées d'étre associées a leurs teneurs élevées en
polyphénols et monoterpénes oxygénés. Il est généralement admis que les composés
phénoliques présents dans les extraits végétaux jouent un réle majeur dans I'expression de
leurs effets antimicrobiens et plusieurs études prétendent que des terpenes oxygénés tels
que le 1,8-cinéole, le linalool, et l'a-terpinéol présentent une activité antibactérienne
puissante (Randrianarivelo et al., 2009). Ces résultats sont intéressants puisque certaines de
ces bactéries sont couramment impliquées dans les diarrhées aigués et peut expliquer
I'utilisation du myrte en médecine traditionnelle pour le traitement ou la prévention de

diverses maladies dont les symptémes pourrait impliquer des infections bactériennes.
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Mansouri et al. (2001) avaient évalué I'activité antibactérienne de I'extrait méthanolique
brut des feuilles de myrte iranien avec ses différentes fractions ainsi que les HE contre 10
bactéries pathogenes incluant 6 bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae et Listeria monocytogenes) et 4 bactéries a Gram négatif (Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa et Campylobacter jejuni). L'extrait brut a
inhibé la croissance de toutes les bactéries testées a I'exception de C. jejuni. Le diametre de
la zone d'inhibition de 0,5 mg/mL de I'extrait brut (fraction M) variait de 18mm pour S.
aureus a 8mm pour S. agalactiae et les CMI variaient de 0,1 pour S. aureus et M. luteus a
plus de 2 mg/mL pour E. coli. En outre l'extraction de la fraction M avec de I'éther
diéthylique, l'acétate d'éthyle et I'éthanol a donné 6 fractions différentes (M1-M6). Ces
fractions ont été criblées pour une activité antibactérienne contre les bactéries pathogénes
testées (S. aureus, M. luteus, E. coli, P. vulgaris et P. aeruginosa). La fraction extraite par
I'éther diéthylique (fraction M1) a montré le plus haut niveau d'activité par rapport a la
fraction M et les autres fractions. Les CMI pour S. aureus et M. luteus ont été réduites de
0,1 dans la fraction M a 0,025 mg/mL dans la fraction M1 et pour E. coli et P. aeruginosa
a été réduite de plus de 1 mg/mL dans la fraction M a 0,1 mg/mL dans la fraction M1.
L'HE a été également active contre les bactéries testées et M. luteus a montré le plus haut
niveau de sensibilitt (MIC = 1:1600). Selon ces auteurs, la présence de l'activité
antibactérienne dans les différentes fractions et I'huile essentielle indique que I'extrait

possede différents composés qui ont différentes activités.

L'extrait méthanolique des feuilles de M. communis de la Grece a également été étudié
pour son activité antimicrobienne, avant et aprés encapsulation dans des liposomes contre
quatre bactéries pathogenes a Gram positif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus mutans et Staphylococcus viridans, quatre a Gram negatif
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae et Klebsiella
pneumoniae), trois levures pathogenes (Candida albicans, Candida tropicalis et Candida
glabrata) et une bactérie pathogene alimentaire (Listeria monocytogenes). A la dose de
1mg/mL, I'extrait paru actif contre la plupart des micro-organismes étudiés (10-14 mm de
zone d'inhibition). Aprés son encapsulation, l'activité antimicrobienne est apparue forte
(12-18 mm zone d'inhibition). En général, les bactéries Gram positives se montraient
moins résistantes que L. monocytogenes et C. albicans. Apres encapsulation, l'activité

antimicrobienne est devenue significativement plus forte, la plupart du temps contre les
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bactéries a Gram positif (Gortzi et al., 2008). Lors de l'utilisation des liposomes comme
vecteurs ou transporteurs pour le ciblage ou l'orientation de composés bioactifs (Fang et
al., 2005), les propriétés physico-chimiques des formulations liposomales sont sans aucun
doute les principaux déterminants de leur efficacité finale en ciblage. Il est bien connu et
documenté que la taille des liposomes, leurs propriétés de surface et leur stabilité ont un
profond effet sur leur biodistribution et ainsi vont fortement influencer la possibilité
d'orienter ou de vectoriser tout composé bioactif encapsulé a des tissus spécifiques
(Schiffelers et al., 1999). L'encapsulation dans des liposomes a permis par conséquent
d'améliorer I'activité antimicrobienne de I'extrait et son application commerciale dans la
conservation des aliments pourrait étre considérée. Cependant, une enquéte plus
approfondie doit étre effectuée sur la modification de la solubilité de I'extrait, ainsi que le
taux de libération de ses composants antioxydants et antimicrobiens des liposomes (Gortzi
et al., 2008).

L'extrait hydroalcoolique des feuilles de myrte iranien a aussi été évalué a 4 concentrations
allant de 10 a 80 mg/mL sur quatre souches de bactéries pathogenes (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae serovar Ogawa et E. coli) en utilisant la
technique de diffusion et les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides ont été
déterminées en utilisant la méthode des macro-dilutions (Taheri et al., 2013). Le traitement
par la concentration de 80 mg/mL d'extrait de cette plante a montré le plus grand effet sur
la bactérie Staphylococcus aureus et Vibrio cholerae serovar Ogawa comparativement aux
autres traitements et antibiotiques standards. L'extrait n'a montré aucun effet sur la bactérie
Pseudomonas aeruginosa et juste la concentration de 80 mg/mL a montré un peu d'effet
sur E. coli et les autres antibiotiques n‘ont eu aucun effet significatif sauf la tétracycline qui
a eu peu deffet sur cette souche. La CMI a été de 0,2mg/mL pour la bactérie
Staphylococcus aureus et un maximum pour E. coli (8 mg/mL). L'effet positif de I'extrait
sur S. aureus a aussi €té reporté par Salvagnini et al. (2008) avec 12mm de diamétre de
zone d'inhibition mais I'HE était plus active (15mm) par contre E. coli s'est montrée trés

résistante.

Une activité antibactérienne remarquable avec des zones d'inhibition supérieures a 15mm
et des valeurs de CMI entre 62,5 et 250 pg/mL a été remarquée pour les extraits
méthanoliques des feuilles et fruits de M. communis du Yemen sur les bactéries pathogenes

Gram négatives notamment celles multi-résistantes (Staphylococcus epidermidis,
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Staphylococcus haemolyticus et Staphylococcus aureus) avec des zones d'inhibitions de 24,
22 et 26mm de diamétre, respectivement (Mothana et al., 2011).

Cet effet antibactérien des extraits de M. communis a aussi été révelé par les travaux de
Amensour et al. (2010) sur une large gamme d'agents pathogenes d'origine alimentaire
(Escherchia coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Enteroccus faecium,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus et Proteus vulgaris) et de bactéries de
contamination alimentaire (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescence et
Bacillus subtilis). Les extraits méthanolique et éthanolique des feuilles et des fruits ont
présenté un effet antibactérien potentiel contre toutes les bactéries testées a I'exception d'
E. coli. Aucun effet antibactérien des extraits d'éthyle acétate (feuilles ou fruits) n'a été
observé contre I'une des souches de Pseudomonas (P. aeruginosa IH, P. aeruginosa CECT
118, P. aeruginosa CECT 110T, P. aeruginosa CECT 378), Proteus vulgaris CECT 484 et
S. aureus MBLA. Par contre, tous les extraits de M. communis présentaient
significativement une activité antibactérienne plus élevé (P <0,05) contre les bactéries
Gram positives (Bacillus subtilis, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Enterococcus
faecium et Staphylococcus aureus) que les bactéries Gram négatives (P. aeruginosa, E.
coli et Proteus vulgaris). Il est souvent indiqué que les bactéries Gram négatives sont plus
résistantes aux extraits a base de plantes et aux HE car la structure hydrophile de la paroi
cellulaire de ces dernieres est constitué essentiellement d'un lipopolysaccharide (LPS) qui
bloque la pénétration de I'huile hydrophobe et permet d'éviter I'accumulation des HE dans
la membrane de la cellule cible. Ceci est la raison pour laquelle les bactéries a Gram positif
se révélent étre plus sensibles aux extraits de M. communis que les bactéries a Gram
négatif (Bezi¢ et al., 2003). Dans l'ensemble, I'extrait méthanolique des feuilles de M.
communis a montré Il'activité antibactérienne la plus élevée par rapport aux autres extraits.
En outre, cet extrait a exposé son effet antibactérien le plus élevé contre une bactérie Gram
positive d'origine alimentaire (L. monocytogenes CECT 4032) et une bactérie Gram
négative de contamination alimentaire (P. aeruginosa IH). De méme, Farnaz et al. (2010)
ont signalé une activité antibactérienne appréciable des extraits aqueux et éthanolique des
fruits de myrte du Pakistan sur cingq bactéries pathogénes (Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Shigella dysentriae, Vibrio cholerae et Escherichia coli) avec une zone
maximale d'inhibition de 16 mm pour Shigella dysentriae.
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2.2. Activité antioxydante

Les plantes aromatiques et médicinales sont une source d'antioxydants naturels grace a
leurs métabolites secondaires comme les polyphénols et les huiles essentielles. Emanant de
ce constat, Myrtus communis L. a fait I'objet de plusieurs études portant sur I'exploration de
son potentiel antioxydant. Une faible activité antioxydante de I'HE du myrte d'lran a été
observée par Yadegarinia et al. (2006) en terme de pouvoir de piégeage du radical libre -
DPPH- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a raison de 3.53% seulement. Par contre, cette
activité a été estimée de 42.98% par le test d'inhibition de la peroxydation lipidique ou le
test du B-caroténe-acide linoléique. Selon ces chercheurs, cette différence dans les résultats
est probablement due a la grande spécificité du second test aux composés lipophiles. L'a-
pinene (29.1%), le limonéne (21.5%), le 1,8-cineole (17.9%) et le linalool (10.4%) étaient
les majeurs composants de I'HE. Pour I'HE extraite des feuilles du myrte marocain,
l'activité antioxydante a été aussi faible méme pour le test du B-caroténe-acide linoléique
(8% a la dose maximale de 10ul/mL). A cette méme dose, la méthode du DPPH a donné
une activité inferieure a 20% et celle du pouvoir réducteur une DO7q inferieure a 0.5 alors
que celle du BHT (antioxydant de référence) était égale a 5. L'HE contenait une forte
proportion de composes monoterpéniques avec myrtényl acétate (49.27%), 1,8-cinéole
(26.93%) et a-pinéne (16.52%) comme composants majoritaires. Les HE des feuilles de
myrte de Monténégro (les Balkans) ont été évaluées par Mimica-Dukic¢ et al. (2010) et leur
pouvoir de réduire 50% le radical DPPH stable a la couleur jaune a des 1Csy de 5,99
mg/mL et de 6,24 mg/mL, pour les deux sites de récolte respectifs. Ces valeurs sont
nettement supérieures a celles notées pour les antioxydants standards (BHT et BHA) qui
étaient de 8.62 et 3.09 pg/mL, respectivement. Les composants majoritaires de ces HE
étaient l'a-pinéne (14.7%—-35.9%), le linalool (10.1%-10.9%), le 1,8-cinéole (23.9-25.7) et
le myrtényl acétate (5,4%-21,6%) or le test dot-blot a permis de mettre en évidence le
pouvoir considérable du 1,8-cinéole et du méthyl eugénol pour le piégeage du radical
DPPH. Ce dernier était présent a raison de 0.8% a 1.0% justifiant leur activité antioxydante
comparable. Les deux composés ont déja été signalés comme puissants piégeurs de
radicaux libres, en particulier le méthyl eugénol, trés probablement en raison de sa fraction

phénylpropanoide (Bozin et al., 2006).

L'évaluation de I'activité antioxydante des infusions des feuilles de myrte tunisien pendant
15mn a révélé, par ailleurs, un potentiel considérable par les test de DPPH, de la réduction

du B-carotene, du pouvoir chélatant et celui du pouvoir réducteur du fer avec des 1Cso de
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282.53 ug MS/mL, 84.88 pg MS/mL, 206.44 ug MS/mL et 38.93 mmol Fe?*/mL alors que
les valeurs des I1Cso des standards étaient comme suit : Trolox 75.36 pg/mL (activité de
piégeage du DPPH), BHT 29.42 ug/mL (réduction du p-carotene) et EDTA 18.91 pg/mL
(pouvoir chélatant). Les teneurs en phénols totaux et flavonoides de ces infusions étaient
de 179.55mg (équivalents acide gallique ou EAG)/g MS et 7.16mg (équivalents rutine)
ER/g MS, respectivement et I'analyse par HPLC (chromatographie en phase liquide a haute
pression) a permis d'identifier 11 composants phénoliques avec les acides phénoliques
(7.64 a 14.28 umol/g MS) et les glycosides flavonoliques (7.05 a 12.11 umol/g MS)
comme majeures fractions phénoliques de ces infusions. En outre, l'analyse de la
composition chimique de la fraction volatile des infusions des feuilles récupérées par
extraction liquide-liquide avec de I'hexane a révélé des niveaux élevés de monoterpénes
oxygeénés et la présence majoritaire du 1,8-cineole (42.58%), a-terpineol (9.45%), méthyle
eugénol (6.69%) et linalool (5.91%). Selon Messaoud et al., (2012), cette activité
antioxydante intéressante est en corrélation avec la forte teneur en phénols totaux et la

présence des composes actifs de la fraction volatile.

Les effets antioxydants de I'HE extraite des feuilles du myrte de la Turquie sur les huiles
comestibles du noyau de grenade, du pavot, du raisin et celle du lin ont été déterminés par
Inan et al. (2012). L'addition d'une dose de 0.05% a permis de prévenir l'augmentation des
valeurs de la viscosité, du peroxyde et de l'acidité libre de toutes les huiles testées et
conservées en contact d'oxygéne a 60°C. Ces résultats ont appuyé l'utilisation de I'HE
comme conservateur alimentaire notamment des huiles comestibles afin de stabiliser
I'oxydation de ces derniéres durant la conservation. De méme, I'HE extraite des boutons
floraux du myrte tunisien a montré une forte activité antioxydante. Le test de réduction du
B-carotene & permis de déterminer le coefficient d'activité antioxydante (CAA) & 200 ppm,
qui était de 670,49 et 581,97 pour I'HE et le BHT, respectivement. Contrairement a la
methode du DPPH, I'ICsy notée pour I'HE était de 240 pg/mL et 20pug/mL pour le BHT
révélant la faible activité antioxydante de I'HE par rapport a ce dernier. D'apres ces auteurs,
cette forte activité peut étre attribuée a la présence d'une quantité élevee du 1,8-cinéole
(15.3%) dans I'HE.

Les activités antioxydantes de I'HE et de I'extrait méthanolique des parties aériennes du
myrte tunisien (M. communis var. italica L.) collectées pendant la période de floraison ont
été evaluées par Aidi wannes et al. (2010) a l'aide des tests de piégeage des radicaux libres

du DPPH, du blanchissement du j3-carotene et pouvoirs chélatant et réducteur du fer. Dans
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tous les tests, les extraits méthanoliques des différentes parties de myrte ont montré une
meilleure activité antioxydante que les HE. Les HE des feuilles et de la tige n‘ont montré
aucun effet chélatant alors que I'lCsy enregistrée pour I'HE extraite des fleurs était de 5
mg/mL. Les extraits méthanoliques, par contre, ont montré la meilleure activité
antioxydante avec des 1Cso de 8ug/mL, 70pug/mL, 10pg/mL et Smg/mL pour les tests de
DPPH, du blanchissement du p-caroténe, du pouvoir réducteur et du pouvoir chélatant du
fer, respectivement. L'ICsy enregistrée pour le test DPPH était inferieure a celle du BHT
(25pug/mL) et celle du B-carotene comparable (70ug/mL), I'effet chélatant était appréciable
mais I'lCsp de I'EDTA restait meilleure (0.03mg/mL) alors que le pouvoir réducteur de
I'extrait méthanolique des feuilles était nettement supérieur a celui de I'acide ascorbique
dont I'lCsp était de 40pg/mL. L'extrait méthanolique des fleurs affichait aussi une activité
antioxydante intéressante comparativement a celui des tiges avec des ICsy de 3ug/mL,
78ug/mL, 50pg/mL et 46mg/mL pour les tests de DPPH, du blanchissement du caroténe,
du pouvoir réducteur et du pouvoir chélatant du fer, respectivement. Cette activité distincte
des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs revient probablement au contenu riche
des feuilles (79.39%, 8.90 mg/qg) et des fleurs (60.00%, 3.50 mg/g) en tanins hydrolysables
(gallotanins) alors que les tiges étaient riches en flavonoides (61.38%, 1.86 mg/g) a forte
teneur en catéchine (36.91%, 1.12 mg/g). Plusieurs chercheurs ont conféré des activités
biologiques intéressantes aux tanins comme l'activité antioxydante, le pouvoir anti-
génotoxique (Hayder et al., 2004), l'activité antivirale (Pousset et al., 1993) et I'effet
antihypertenseur (Yokozawa et al., 1994).

D'autre part, I'étude saisonniére de la composition chimique de I'HE et de l'activité
antioxydante des extraits méthanoliques des feuilles du myrte de Zakynthos (ile grecque)
avant et pendant la floraison ainsi qu'en fructification menée par Chryssavgi et al. (2008) a
mis en évidence une meilleure activité antioxydante de I'extrait méthanolique des feuilles
en pleine floraison correspondante a un contenu maximal en phénols totaux de 373mg
(EAG)/g de plante. Le pouvoir réducteur du fer a été estimé & 70.2 mmol Fe*%/L d'extrait
de plante et I'ICs relevée pour le test DPPH de 9.54 mg/L pendant la floraison contre
0.51mg/L notée pour l'acide ascorbique. A l'issue de leurs résultats, ces chercheurs ont
confirmé I'utilisation potentielle de M. communis L. en technologie alimentaire et en

médecine.

Gortzi et al. (2008) ont déterminé l'activité antioxydante de I'extrait méthanolique des

feuilles du myrte de Gréce par trois méthodes différentes des précédentes : le test
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Rancimat, la formation du malonaldialdéhyde (MDA) et la détermination de I'action
antioxydante par analyse calorimétrique différentielle (ACD). La méthode Rancimat
permettant de calculer le facteur de protection (= période d'induction avec Il'antioxydant /
période d'induction sans I'antioxydant). Un facteur de protection supérieur a 1 indique une
inhibition de l'oxydation des lipides. Plus la valeur est grande, meilleure est Il'activité
antioxydante. A des concentrations allant jusqu'a 160 ppm, I'extrait méthanolique pur a
montré une action antioxydante supérieure a celle de I'a-tocophérol dans I'huile de
tournesol (facteur de protection >1.15). A 150 ppm, la concentration en malondialdehyde
dans le tournesol est moindre avec I'extrait méthanolique pur qu'avec I'a-tocophérol ou le
BHT. A la dose de 160ppm, I'encapsulation de I'extrait dans des liposomes (PC:C 10:2
mg/mL ou L-a-phosphatidylcholine de 1'ccuf (PC) a 10 mg/mL et cholestérol (C) a 2
mg/mL) a permis d'améliorer de 25% l'action antioxydante par rapport a I'extrait pur.
L'efficacité d'un antioxydant représente la possibilité de bloquer le processus de la chaine
de formation des radicaux par interaction avec les radicaux peroxyles, qui sont
responsables de la durée de la période d'incubation (29.5h pour I'extrait encapsulé contre
23.5h pour I'extrait pur). Il est bien établit que l'auto-oxydation des graisses, des acides
gras et des lipides est un procédé exothermique et les méthodes de I'analyse thermique sont
utiles pour I'étude de la thermo-stabilité et la thermo-oxydation (Litwinienko et al., 1997 in
Gortzi et al., 2008). La DSC est par conséguent une bonne technique pour déterminer les
parametres cinétiques de l'oxydation des acides gras non-inhibée et celle inhibée. A la
méme vitesse de chauffage, la température du début de la réaction d'oxydation est
nettement plus élevée pour la préparation liposomale que celle signalée pour I'extrait pur.
Par conséquent, l'addition de l'extrait encapsulé dans des liposomes a eu une action
antioxydante plus intense que l'extrait a I'état pur. En finalité, ces résultats ouvrent une
possibilité d'application commerciale du myrte dans la conservation des aliments

susceptibles a I'oxydation (Gortzi et al., 2008).

Des résultats comparables ont été rapportés par Mothana et al. (2011) en confirmant la
forte activité antioxydante de I'extrait méthanolique des feuilles et fruits de myrte du
Yémen évaluee par le test du DPPH avec 94,5% d'activité contre 23,7% observé pour
I'extrait aqueux chaud a la dose de 1000 pg/mL alors que celle de I'acide ascorbique était
de 96.3%. De plus, Messaoud et Boussaid (2011) ont collecté les fruits mdrs bleu-violacé
et blancs de Myrtus communis var. italica de la Tunisie en pleine fructification et évalue

les activités antioxydantes de leurs extraits methanoliques par le test du DPPH et la
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méthode de FRAP (pouvoir réducteur du fer). Les ICsy relevées ont montré une bonne
activité antioxydante et plus élevée pour les extraits méthanoliques des fruits bleu-violace
(2.1mg/mL et 2.7 mmol Fe*?/g vs 2.8 mg/mL et 2.1 mmol Fe*¥g pour les extraits
méthanoliques des fruits blancs alors que I'lCsp du Trolox était de 0.2 mg/mL). Cette
différence dans la capacité antioxydante entre les deux formes de myrte observée dans
cette étude pourrait étre attribuée selon ces auteurs a leurs différents contenus phénoliques.
Il existerait des variations intraspécifiques entre les deux formes de myrte étudié car le fruit
blanc était riche en myrtényl acétate et acides gras insaturés alors que le fruit bleu-violacé
a montré des teneurs élevées en a-pinene, linalol, a-terpinéol et polyphénols. En effet, les
teneurs en phénols totaux pour les fruits bleu-violacé et les fruits blancs étaient de 63.2 et
53 mg (EAG/g MS), celles en flavonoides de 25.6 et 15 mg (ER/g MS) et en flavonols de
3.5 et 1.4 mg (équivalents catéchine EC/g MS). La part des anthocyanes était aussi
importante dans les fruits bleu-violacé (625.8 mg en équivalents malvidine 3-O-glucoside
ou M-3-GE/100 g MS) contre 5.4 mg M-3-GE/100 g MS pour les fruits blancs.

L'activité antioxydante de la myricétine-3-0-galactoside et la myricétine-3-o-rhamnoside,
isolées a partir de feuilles de M. communis, a été déterminée par la capacité de chaque
composé a inhiber l'activité de la xanthine oxydase, la peroxydation lipidique et a piéger le
radical libre DPPH. Les valeurs des ICsy de la peroxydation lipidique pour la myricétine-3-
o-galactoside et la myricétine-3-o-rhamnoside sont respectivement de 160ug/mL et 220
pg/mL. A une concentration de 100 pug/mL, les deux composés ont montré I'effet inhibiteur
le plus puissant de l'activité de la xanthine oxydase par 57% et 59%, respectivement. La
myricétine-3-0-rhamnoside est un piégeur de radicaux tres puissant avec une valeur d'ICsg
de 1,4 pg/mL (Hayder et al., 2008).

2.3. Activités pharmacologiques

En plus des activités mentionnées précédemment, il y a aussi d'autres nombreuses activités
biologiques importantes de M. communis qui peuvent étre sous-classifiées comme des
effets biochimiques c'est-a-dire pharmacologiques, y compris les effets anti-inflammatoire,
anti-diabétique, anti-mutagénique, pro-apoptotique dans les cellules cancereuses, anti-
atherogene, antiischemique hépatique, aussi bien qu'insecticide, molluscicide et
antiprotozoaire. lls sont listés dans le Tableau Ill avec des références indiquées confirmant

l'activité  spécifigue de [I'HE du myrte, d'extraits ou de ses Ccomposés.
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Le terme "activité pharmacologique™ se réfere aux interactions biochimiques d'extraits de
myrte, des huiles ou ses composés dans la circulation sanguine, comme des interactions
avec différentes hormones et enzymes. Les activités pharmacologiques sont d'habitude
examinées in vivo sur des organismes modeéles différents considérant la biodisponibilite
des huiles essentielles. Le terme “biodisponibilité" représente une des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques principales des médicaments et il est utilisé
pour décrire la fraction d'une dose administrée d'un médicament (ou drogue) inchangée qui
atteint la circulation générale et peut étre utilisée pour une fonction spécifique et/ou
stockee. Par définition, quand un médicament (une drogue) est administré en intraveineux,
sa biodisponibilité est de 100 %. Cependant, quand un médicament est administré par
d'autres voies (par exemple orale), il doit franchir les barriéres de I'absorption et celles
métaboliques, avant d'atteindre le systéme de circulation générale et sa biodisponibilité est
sujette a diminuer (en raison du métabolisme gastro-intestinal, de I'absorption incompléte
ou du métabolisme de premier passage). La biodisponibilité est mesurée par analyse
pharmacocinétique de préléevements de sang pris de la circulation systémique et reflete la
fraction du médicament atteignant la circulation systémique. Si un composé est mal
absorbé ou largement métabolisé au préalable, seule une fraction limitée de la dose
administrée va atteindre la circulation systémique. Ainsi, afin de parvenir a une
biodisponibilité élevée, le composé doit avoir une absorption suffisamment élevée et une
faible clairance rénale (mesure de la capacité d'excrétion rénale ou d'autres organes)
(Djilani et Dicko, 2012).

2.3.1. Activité antidiabétique

Le myrte est utilisé comme un agent antidiabétique dans la médecine populaire (Sepici et
al., 2004). Certaines expériences ont été menées pour évaluer I'effet hypoglycémiant du
myrte et son mécanisme d'action chez des modeles animaux. Elfellah et al. (1984) ont
examiné son effet hypoglycémiant chez des souris diabétiques par induction suite a
I'injection intrapéritonéale de streptozotocine (150 mg/kg de poids corporel).
L'administration intragastrique d'un extrait hydro-éthanolique de M. communis (2 g/kg) 30
min avant le traitement par la streptozotocine (150 mg/kg) a inhibé I'nyperglycémie initiale
2h apres I'administration de streptozotocine sans affecter la deuxieme phase (48-72 h aprés
I'administration de streptozotocine qui a persisté tout au long d'une période d'observation
de 7 jours). L'extrait de myrte donné avant la streptozotocine et répété a 24 h et 30 h, ne

permettait pas I'hyperglycémie de se développer jusqu'aprés 48 h. Par contre, son
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administration 48 h apres la streptozotocine, a considérablement réduit I'nyperglycémie et
cet effet a été maintenu par son administration répétée. Cet état de fait a été aussi constaté
par Fahim et al. (2009) chez des rats Wistar diabétiques par induction avec injection d'une
dose unique de streptozotocine (65 mg/kg). Les rats ayant recu 800mg d'extrait de
composés phénoliques ont montré une réponse antihyperglycémiante marquée tandis que
les rats ayant recu 400 mg de cet extrait n'ont eu qu'une réponse modérée.

Le mécanisme de I'effet antidiabétique n'est pas encore élucide. Toutefois, selon Sepici et
al. (2004), vu que I'HE des feuilles de myrte n'a pas affecté les concentrations sériques
d'insuline dans les lapins alloxéniques et les lapins normaux, ils supposent que I'activité
hypoglycémique du myrte n'est pas liée a la sécrétion d'insuline mais plutdt due a
I'inhibition réversible de 1'a-glucosidase présente dans la muqueuse de l'intestin gréle
réduisant ainsi I'absorption intestinale du glucose, activation de la glycolyse envisageable
par l'activité plus élevé de la glucokinase, comme I'un des enzymes clés de la glycolyse et
activation de la glycogénése comme en témoigne la plus grande quantité de glycogéne

présent dans le foie apres I'administration de I'HE de myrte.

La génération des ROS (espéces réactives a I'oxygene) joue également un role important
dans I'étiologie des complications diabétiques. La glycosilation des protéines et l'auto-
oxydation du glucose peut générer des radicaux libres qui catalysent la peroxydation
lipidique dans un état diabétique (Wolff et Dean, 1987). L'augmentation de radicaux libres
pourrait étre due a l'augmentation de la peroxydation des lipides et peut également étre le
résultat de dommages aux systéemes de défense antioxydants (Bugdayci et al., 2006).
Sepici-Dincel et al. (2007) se sont intéressés a cet état des faits et ont cherché a déterminer
les effets de I'HE du myrte sur les principales enzymes antioxydantes dont la superoxyde
dismutase (SOD) et la catalase (CAT), les niveaux du malondialdéhyde (MDA) dans les
tissus du foie comme indice de la peroxydation lipidique et les taux des nitrites-nitrates
dans les tissus du foie des lapins normoglycémiques, alloxano-diabétiques et ceux traités
par I'HE in vivo. La SOD, comme la plus importante enzyme antioxydante, catalyse
I'élimination des radicaux libres superoxydes dans tous les organismes aérobiques et
anaérobiques. La CAT, in vivo, joue un rdle important dans la suppression des effets
néfastes causés par les ROS dans les systemes vivants. Ces derniers n‘ont pas remarque de
changement dans les activités enzymatiques de la SOD et de la CAT durant I'étude de
courte durée chez les animaux diabétiques qui ont recu I'HE de myrte a raison de 50mg/kg.

Cependant, aprés 21 jours de traitement, il y avait une augmentation significative de
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I'activité enzymatique de la SOD dans les homogénats du foie et de l'activité enzymatique
de la CAT chez les animaux diabétiques traités avec I'HE comparés au groupe d'animaux
non traités (p = 0.001). Une diminution significative des niveaux de MDA a aussi été
observée apres 21 jours de traitement comparativement au groupe d'animaux diabétiques (p
= 0.001). Les taux des Nitrites-nitrates ont significativement baissé aprés cette période et
durant I'étude de toxicité aigue (p = 0.004 et 0.02, respectivement). En plus de la réduction
significative du taux de glucose chez les animaux diabétiques, I'HE a aussi induit une
diminution significative du taux de triglycérides durant I'étude de courte durée (14.3%) et
apres 21 jours d'administration de I'HE (24.7%) (p = 0.001). Par conséquent, les principales
déductions qui découlent de cette étude est que I'HE des feuilles de myrte, administrée par
voie sublinguale a raison de 50 mg/kg, n'offre pas de protection contre le stress oxydatif
mais peut conduire aprés 21 jours de traitement a une augmentation des niveaux d'activités
enzymatique de la SOD et de la CAT mais est capable d'inhiber la peroxydation lipidique.
En l'occurrence, I'HE pourrait améliorer I'némostase altérée du glucose dans les cas de
diabétes via son activité antioxydante. Des études plus approfondies seraient nécessaires
pour élucider tout mécanisme d'action de I'HE extraite de M. communis ou ses extraits

pouvant contribuer au traitement des sujets diabétiques.
2.3.2. Activité anti-inflammatoire

Al-Hindawi et al. (1989) a mis en évidence les propriétés anti-inflammatoires de M.
communis in vivo. Son activité anti-inflammatoire a été évaluée chez des rats intacts en
mesurant la suppression d'cedéme de la patte induit par la carragénine (1%) apreés injection
par voie intrapéritonéale d'une dose volume de 10 ml/kg équivalente au 1/10 de la dose
DLso estimée pour les 80% d'extrait éthanolique des parties aériennes. La DLsgp d'extrait
éthanolique injectée était de 444 mg/kg de poids corporel équivalente a 44.4 mg/kg

d'extrait assurant une inhibition de 34.7% de I'cedéme induit.

Les effets protecteur et anti-inflammatoire de I'extrait hydroéthanolique des fruits de M.
communis ont aussi été mis en évidence in vitro. Une forte activité inhibitrice de la
sécrétion de l'interleukine 8 (IL-8) (<1000 pg/mL) par les cellules humaines gastriques
cancéreuses AGS suite a leur infection par Helicobacter pylori a été exercée par 50ug/mL
d'extrait de fruits et la réponse etait dose-dépendante pour 100ug/mL d'extrait
hydroéthanolique. Comme la sécrétion de I'lL-8 est cruciale pour I'initiation de la réponse
inflammatoire générée par Helicobacter pylori, les résultats de cette étude peuvent donc

fournir un moyen thérapeutique pouvant prévenir la pathogénese des troubles associés a
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I'infection des cellules da la muqueuse gastrique par cette bactérie fort résistante aux

antibiotiques.

Comme la surproduction de médiateurs pro-inflammatoires, par exemple sous forme
d'oxyde nitrique (NO), augmente et maintient I'inflammation, les composés ciblant leur
production sont de bons candidats pour atténuer les maladies inflammatoires. Ainsi, l'effet
des HE sur la production du médiateur pro-inflammatoire (NO) a été deécouvert dans
I'étude de Bouzabata et al. (2015). Aprés stimulation des macrophages de souris (Raw
264.7) avec le puissant activateur de I'inflammation (lipopolysaccharide ou LPS), Les deux
huiles ont été en mesure d'inhiber de maniere significative la production de NO, sans
affecter la viabilité des cellules, & des concentrations allant jusqu'a 0,64 mg/mL.
L'échantillon d'HE caractérisé par des teneurs élevées en linalool présentaient une activité
anti-inflammatoire légerement plus élevée. Ces resultats prometteurs ont révélé des
concentrations bioactives de I'HE de M. communis avec un profil non cytotoxique

suggérant une application orale et topique potentielle ou utilisation par inhalation.

Feisst et al. (2005) ont mené des études plus approfondies en isolant deux oligomeéres
uniques,  acylphloroglucinols  non  prénylés,  myrtucommulone (MC) et
semimyrtucommulone (S-MC) des feuilles de M. communis et en examinant par la suite
leur potentiel anti-inflammatoire. Il s'est avéré que MC et S-MC réduisaient puissamment
la biosynthése des eicosanoides par l'inhibition directe, in vitro et in vivo, de la
cyclooxygénase-1 et la 5-lipoxygénase a des valeurs d'ICsp allant de 1.8 a 29 uM. De plus,
ils prévenaient la mobilisation du Ca*? dans les leucocytes polymorphonucléaires médiée
par les voies de signalisation a G protéine a des valeurs d'ICso de 0.55 et 4.5 puM,
respectivement et inhibaient la formation des ROS et la libération d'élastase a des
concentrations comparables. Le noyau isobutyrophénone du MC aussi bien du S-MC était
beaucoup moins puissant voir inactif. En outre, ces deux composés ont partiellement inhibé
la formation de peroxydes et ne sont pas arrivés a bloquer la mobilisation du Ca*? et la
libération d'élastase quand les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) étaient confrontés
a l'ionomycine qui contourne la signalisation de la protéine G pour l'activation des cellules.
Sommairement, ils contribuent, in vitro, a la suppression de diverses réponses
fonctionnelles cellulaires des leucocytes, y compris la biosynthése des prostaglandines et
du leucotriene, la libération d'élastase des leucocytes et la génération des ROS. Compte
tenu de la capacité du MC et a moindre degres du S-MC a supprimer les réponses

cellulaires pro-inflammatoires typiques, les acylphloroglucinols uniques et contenus dans
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les feuilles du myrte pourraient posséder un potentiel anti-inflammatoire, suggérant leur

utilisation thérapeutique pour le traitement des maladies liées a I'inflammation et I'allergie.

Pour prospecter une éventuelle application thérapeutique chez I'homme, ces chercheurs ont
évalué le potentiel antiinflammatoire de ces acylphloroglucinols non prénylés de M.
communis dans des modeles animaux in vivo. Apres administration par voie
intrapéritonéale du myrtucommulone (MC), isolé des feuilles de myrte, a raison de 0,5, 1,5
et 45 mg/kg chez la souris, Rossi et al. (2009) ont observé une réduction du
développement de I'eedéme de la patte de la souris induit par la carragénine d'une maniére
dose-dépendante. De plus, MC (4,5 mg/kg) administré par voie intrapéritonéale 30 minutes
avant et aprés l'injection de carragénine exercait des effets anti-inflammatoires dans le
modele présentant une pleurésie. En particulier, 4 h aprés injection de carragénine dans le
modele de pleurésie, cet acylphloroglucinol réduisait le volume d'exsudat et le nombre de
leucocytes, les lésions pulmonaires (analyse histologique) et I'infiltration de neutrophiles
(activité de la myéloperoxydase), I'adhésion intercellulaire et pulmonaire de la molécule-1
et la localisation immunohistochimique de la P-sélectine, les niveaux de cytokine (facteur
a de nécrose tumorale et l'interleukine-1p) dans I'exsudat pleural et leur localisation
immunohistochimique dans le poumon, les niveaux de leucotriéne B, mais pas la
prostaglandine E2, dans les exsudats pleuraux et la peroxydation du poumon (substance
réactive a l'acide thiobarbiturique) et immunocoloration de la nitrotyrosine et la poly
(ADP-ribose). Ces données suggerent que la répression des molécules d'adhésion et
I'inhibition de la production de LTB, et l'infiltration des PMN font partie des mécanismes
importants de protection contre les Iésions pulmonaires assurée par le MC. Ces résultats
confirment en outre l'utilisation future potentielle du MC en tant qu'agent thérapeutique

dans le traitement d'affections associées a une inflammation aigué.
2.3.3. Activité pro-apoptotique

Autre action pharmacologique, action pro-apoptotique, de M. communis fut prospectée par
Tretiakova et al. (2008). L'étude consistait en la recherche du potentiel du MC a induire
I'apoptose de cellules cancéreuses. En effet, MC a potentiellement induit la mort cellulaire
de différentes lignées cellulaires cancéreuses avec les caractéristiques de I'apoptose
visualisees par l'activation des caspases 3, 8 et 9, clivage de la poly ADP-ribose
polymerase (PARP), libération de nucléosomes dans le cytosol et fragmentation de I'ADN.
Au moins deux grandes voies de la mort apoptotique des cellules peuvent étre distingués:

la voie extrinseque qui signale par des dits récepteurs de la mort cellulaire et la voie
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intrinseque impliquant la mitochondrie. La premiére est déclenchée par les récepteurs de
mort comprenant CD95 (Fas, APO-1), le récepteur-1 du facteur de nécrose tumorale
(TNF), TRAIL récepteurs 1 et 2, conduisant finalement, au recrutement de la protéine
adaptatrice FADD (Domaine de mort associé a Fas) et I'activation suivante de la caspase 8
qui a son tour active la caspase-3. La voie intrinséque est caractérisée par une perte du
potentiel de la membrane mitochondriale (D¥m) et la libération de cytochrome C de la
mitochondrie qui interagit avec la protéine adaptatrice Apaf-1 recrutant la caspase-9 qui

active alors la caspase-3 (Green et Kroemer, 2004 in Tretiakova et al., 2008).

L'apoptose induite par MC était médiée plus par la voie de mort cellulaire intrinseque que
celle extrinseque. Ainsi, MC a causé la perte du potentiel de la membrane mitochondriale
dans les cellules de leucémie monocytaire aigué (MM6) avec libération du cytochrome C
de la mitochondrie. Fait intéressant, les cellules de leucémie a cellules T aigué (Jurkat)
déficientes en caspase 9 étaient plus résistantes a la mort cellulaire induite par MC et
aucune transformation de PARP ou de caspase 8 n'a été mise en évidence. Dans les lignées
cellulaires déficientes aussi bien en signalisation CD95 (Fas, APO-1), en FADD qu'en
caspase-8, MC était encore capable d'induire potentiellement la mort cellulaire et le clivage
de PARP. MC induit I'apoptose dans des lignées cellulaires de cancer avec une cytotoxicité
marginale pour les cellules non transformées, via la voie du cytochrome C
mitochondrial/Apaf-1/caspase-9. Le composant naturel des feuilles du myrte MC agit
comme un fort inducteur de I'apoptose de maniere sélective des cellules cancéreuses avec
une plus faible cytotoxicité pour les cellules normales non transformées. De toute
évidence, les phénomenes mitochondriaux sont des déterminants de la mort cellulaire
induite par MC et la caspase 9 est un élément crucial dans la transduction du signal
apoptotique, tandis que la voie extrinséque impliquant les récepteurs de la mort cellulaire,
le FADD et la caspase-8 est moins importante. Par conséquent, il sera un défi passionnant
de caractériser davantage la pharmacologie du myrte et en particulier Iaction

pharmacologique du MC a I'égard de la mort cellulaire par apoptose.

2.3.4. Activité cytotoxique

Comme mentionné précédemment, Tretiakova et al. (2008) ont aussi évalué la cytotoxicité
du MC vis a vis de diverses lignées cellulaires cancéreuses ainsi que des cellules normales.
Ce dernier induisait fortement la mort cellulaire apoptotique de diverses lignées cellulaires
cancéreuses (ECsp = 3.1 - 89 uM) avec les caractéristiques de l'apoptose décrites

auparavant. MC était beaucoup moins cytotoxique pour les cellules mononucléaires non-
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transformées du sang périphérique humain (PBMC) (ECsy > 50uM) ou les fibroblastes du
prépuce humain (HFF) (ECso > 20uM). Des concentrations allant jusqu'a 30 uM de MC a,
a peine, causé des transformations de PARP, des caspases 3, 8 et 9 dans les cellules
PBMC.

Les extraits méthanoliques et aqueux chauds des feuilles et fruits de M. communis ont aussi
été évalués pour leur cytotoxicité sur des cellules de carcinome de la vessie humaine 5637
et des cellules de cancer du sein humain MCF-7. Les extraits méthanoliques se sont
montrés plus toxiques et les cellules du carcinome de la vessie humaine plus sensibles avec
des ICsy de 135 et 258 pg/mL pour les extraits méthanolique et aqueux chaud,
respectivement contre 1Csq > 250 et 333ug/mL notées pour les cellules de cancer du sein
humain MCF-7. Suggeérant ainsi que M. communis pourrait étre une source prometteuse de
nouveaux agents anticancéreux potentiels, toutefois, un fractionnement et un isolement
bio-guidés doivent étre effectués afin d'identifier les composés responsables de l'activité

observée.

L'HE de M. communis a aussi exhibé un haut potentiel cytotoxique contre plusieurs lignées
de cellules tumorales du col de l'utérus, du colon, du larynx, du foie et des seins avec des
ICs de 0.42, 0.43, 0.54, 0.36 et 1.30 pL, respectivement pour I'HE des feuilles et des 1Csy
de 0.87, 0.69, 0.72, 0.40 et 1.30 pL, respectivement pour I'HE des fruits (Aboutabl et al,
2011). La sOreté des doses actives de I'HE du myrte a été évaluée sur plusieurs types de
cellules mammiferes : macrophages, kératinocytes, hépatocytes et cellules épithéliales
alvéolaires (Bouzabata et al., 2015). Le degrés de toxicité était dose-dépendant et variait
avec I'échantillon de I'HE testée (MCI et MCII). Aux concentrations 2.5 et 1.25 mg/mL,
MCI a diminué la réduction de MTT de 26.54% et 67.22%, respectivement, alors qu'aux
concentrations de 0.64, 0.32, 0.16 et 0.08 mg/mL, I'nuile ne montrait pas de cytotoxicité
significative dans les macrophages, avec des valeurs de 87.40%, 91.86%, 101.0% et
103.3%, respectivement. Pour MCII, aux concentrations de 2.5 et 1.25 mg/mL, la
réduction de MTT a diminué de 20.44% et 59.67%, respectivement, alors qu'aux
concentrations de 0.64, 0.32, 0.16 et 0.08 mg/mL, I'huile ne montrait pas de cytotoxicité
significative dans les macrophages, avec des valeurs de 81.87%, 84.63%, 98.21% et
102.5%, respectivement. Les HE testées n'ont pas affecté la viabilité des macrophages a
des concentrations allant jusqu'a 0.64mg/mL. MCII était doté d'une toxicité légérement
plus élevée que MCI, qui peut étre due a sa teneur élevée en linalool et linalyl acétate. En
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fait, la toxicité de ces deux composants a été démontrée auparavant dans les cellules

humaines de la peau (cellules endothéliales et fibroblastes) (Prashar et al., 2004).

2.3.5. Activités antimutagéne et antigénotoxique

L'effet antimutagéne de M. communis a été évalué contre la mutagénése spontanée et
induite par le t-BOOH (tert-butyl hydroperoxide) chez le mutant d' Escherichia coli oxyR
IC202, souche bactérienne déficiente en la suppression des especes réactives de I'oxygéne
(ROS). En présence d'HE de myrte, la mutagénése spontanée était légérement réduite
(jusqu'a 13% a la plus forte concentration testée de 0.15uL). Toutefois, quand le mutagéne
oxydatif fut appliqué, la présence de I'HE a exprime une réduction plus élevée de la
mutagéneése, d'une maniére dose-dépendante, avec signification statistique a la plus forte
dose (28%). La suppression de la mutagénese induite par le t-BOOH est apparue
clairement corrélée a l'activité de piégeage du radical libore DPPH (Mimica-Duki¢ et al.,
2010).

L'effet des extraits des feuilles de M. communis sur la réponse SOS induite par I'aflatoxine
B1 (AFB1) et le nifuroxazide a été étudié dans un systéme d'essai bactérien; le SOS
chromotest avec Escherichia coli PQ37 (Hayder et al., 2004). L'extrait aqueux, la fraction
d'oligoméres de flavonoides totaux (TOF), extraits d'hexane, de chloroforme, d'éthyle
acetate et méthanolique ainsi que I'HE obtenue de M. communis a significativement
diminué la réponse SOS induite par AFB1 (10 pg/essai) et nifuroxazide (20 pg/essai). Les
extraits d'éthyle acétate et méthanolique ont montré la plus forte inhibition de I'induction
de la réponse SOS par l'agent génotoxique indirect AFB1. Les extraits méthanolique et
aqueux ont exhibé le plus haut niveau de protection contre la réponse SOS induite par
I'agent génotoxique direct nifuroxazide. En plus de l'activité anti-génotoxique, l'extrait
aqueux, le TOF et les extraits d'éthyle acétate et de méthanol ont montré une activité

importante de piégeage des radicaux libres du 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).

La myricétine-3-o0-galactoside et la myricétine-3-o-rhamnoside, isolése des feuilles de M.
communis, ont aussi induit une activité inhibitrice de la mutageénicité induite par le
nifuroxazide, I'aflatoxine B1 et H,O,. Cette activité a été déterminée en utilisant le SOS
chromotest (qui est une analyse bactérienne et colorimétrique pour détecter le potentiel
génotoxique des agents préjudiciables a I'ADN) et I'essai Comet (une méthode sensible
pour détecter les ruptures d'/ADN dans les cellules individuelles et un outil polyvalent qui

est trés efficace dans la bio-surveillance humaine de composés naturels) (Aruoma, 1999 in
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Hayder et al., 2008). 2, 10 et 50 pg de myricétine-3-0-galactoside par essai a
significativement diminué le facteur d'induction (FI) de I'AFB1 de 96%, 90% et 80% et
celui du nifuroxazide de 25%, 61% et 78%, respectivement. D'autre part, la myricétine-3-
o-rhamnoside a montré une activité plus faible en diminuant le FI de I'AFB1 de 44%, 50%
et 51% et celui du nifuroxazide de 22%, 21% et 27%, respectivement. Par ailleurs, la
sensibilité de I'essai Comet et la capacité fournie pour mesurer les dommages de I'ADN en
cellules individuelles l'ont destiné a devenir un outil pour la prédiction rapide de la
génotoxicité de composes d'intérét. La myricétine-3-0-galactoside et la myricétine-3-o-
rhamnoside n'étaient pas génotoxiques. Par contre, les deux composants examinés étaient
efficaces en réduisant la génotoxicité induite par 30 uM de H,0,. Elles ont diminué
I'Extent Tail Moment (ETM) respectivement de 38% et de 47% aux concentrations
respectives de 220 pg/mL et de 150 pg/mL. L'effet protecteur exhibé par ces molécules a
également été déterminé par analyse de I'expression génique en tant que réponse a un stress
oxydatif en utilisant cDNA micro-array ou puce a ADN. Ces deux composants ont
modulés les profils d'expression de géenes cellulaires impliqués dans le stress oxydatif,
respectivement (GPX1, TXN, AOE372, SEPW1, SHC1) et (TXNRD1, TXN, SOD1
AOE372, SEPW1), dans la réparation des dommages de I'ADN, respectivement (XPC,
LIG4, RPA3, PCNA, DDIT3, POLD1, XRCC5, MPG) et (TDG, PCNA, LIG4, XRCCS5,
DDIT3, MSH2, ERCC5, RPA3, POLD1) et dans I'apoptose (PARP) (Hayder et al., 2008).

2.3.6. Activité anti-athérogene

Rosa et al. (2008) ont reporté que les deux composés phénoliques semimyrtucommulone et
myrtucommulone A extraits de M. communis possédaient un effet protecteur puissant dans
des modeles simplifiés de la dégradation oxydative du cholestérol et LDL, deux processus
qui sont bien connus pour jouer un réle dans les maladies cardio-vasculaires. Les deux
acylphloroglucinols montraient des propriétés antioxydantes puissantes protégeant le
cholestérol des dommage oxydatifs. De plus, le prétraitement avec ces deux composés a
significativement préservé LDL (low density lipoprotein) des dommages oxydatifs induits
par les ions Cu*? & 2h d'oxydation et ont montré un effet protecteur remarquable sur la
réduction des acides gras polyinsaturés et du cholestérol, en inhibant l'augmentation de
leurs produits d'oxydation. Les deux composés ont été proposés comme antioxydants

alimentaires naturels avec potentiel antiathérogéne tres intéressant.
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2.3.7. Activité contre I'ischémie hépatique

Salouage et al. (2009) ont évalue I'effet du myrte sur un modeéle de reperfusion de rats avec
ischémie hépatique en déterminant les niveaux des transaminases (alanine
aminotransférase ou ALT et aspartate aminotransférase AST) et la concentration du
monoethyglyciexlidide (MEGX), principal métabolite de la lidocaine qui est metabolisé
exclusivement dans le foie par le cytochrome P450 3A4 (Klouz et al., 2007 in Salouage et
al., 2009). Le taux de protection le plus important a été obtenu avec I'extrait aqueux
(macération dans de I'eau physiologique contenant 9 %o, de NaCl pendant 5 jours) de fruits
blancs (85,3% et 92,7% de protection pour AST et ALT, respectivement avec un taux de
protection obtenu pour le test de MEGX de 37%), en dépit de sa faible teneur en
ployphénols (26,8%) et son faible pouvoir antioxydant (21,2%). Le taux de protection le
plus faible a été observé pour l'extrait aqueux de fruits noirs (29,34% et 26,71% de
protection pour ASAT et ALAT, respectivement). Par contre, les rats ont décéde quelques
minutes apres injection de I'extrait aqueux des feuilles du myrte a fruit blanc. Selon la
littérature, le taux de protection du foie contre la reperfusion dépend de la relation avec sa
capacité antioxydante protectrice (Alamans et Cossu, 2007 in Salouage 2009). Fait qui
ameéne a supposer l'existence d'un autre composant pouvant étre responsable de l'action

anti-ischémique de I'extrait du myrte.
2.3.8. Activité anti-ulcére

L'étude a été menée afin d'évaluer I'effet protecteur des fruits séchés de M. communis L.
dans des modeles d'ulcéres gastriques induits par I'éthanol, lI'indométacine et la ligature
pylorique chez les rats Wistar. Deux doses d'extraits aqueux de M. communis (AE1 et
AE2) aux doses de 105 et 175 mg/kg, respectivement et extraits méthanoliques (ME1 et
ME?2) aux doses de 93 et 154 mg/kg, respectivement ont été administrés par voie orale aux
animaux avant I'exposition a des ulcérogénes. Les parameétres pris pour évaluer l'activité
anti-ulcere etaient I'indice d'ulcére, le volume du suc gastrique, le pH gastrique, l'acidité
totale, le mucus de la paroi gastrique et les études histopathologiques. L'administration
orale de AE1 et AE2 a réduit de facon significative l'indice de l'ulcere dans tous les
modeles d'ulceres. La faible dose d'extrait aqueux et la forte dose d'extrait méthanolique de
M. communis ont exhibé un effet plus significatif par rapport a I'oméprazole (médicament
standard) dans le modéle de l'ulcere induit par I'ethanol. Les deux doses d'extraits aqueux

et méthanoliques ont également réduit le volume du suc gastrique, l'acidité totale et ont
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augmenté le pH gastrique et le contenu du mucus de la paroi gastrique dans tous les
modeles d'ulceres utilisés dans cette étude. Les examens histopathologiques des tissus
gastriques de rats traités avec les extraits aqueux et méthanoliques dans le modele d'ulcére
induit par lI'indométacine ont montré un effet protecteur significatif contre l'ulcére pour les
deux doses (Sumbul et al., 2010).

2.3.9. Activité insecticide

Dans I'étude conduite par Ayvaz et al. (2010) sur I'HE extraite des feuilles de M. communis
de la Turquie pour la détermination de son activité insecticide contre trois insectes des
produits stockés : les adultes de la pyrale méditerranéenne de la farine Ephestia kuehniella
Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), la pyrale indienne de la farine Plodia interpunctella
Hibner (Lepidoptera: Pyralidae) et la bruche du haricot Acanthoscelides obtectus Say
(Coleoptera: Bruchidae), les concentrations létales effectives (LCgg 0u 100% de mortalité)
étaient de 29.43, 41.74 et 76.07 p/L air apres 24h d'exposition respectivement. Apres 144h,
celle notée pour les adultes de A. obtectus a été réduite a 50.97 pl/L air. Selon ces auteurs,
cet effet toxique du myrte pourrait étre attribué aux constituants majeurs de I'HE tels que le
linalool (31,3%), le linalyl acétate (17,8%) et le 1,8-cinéole (14,7%). Par contre, a la dose
la plus élevée de 300ppm, I'HE de M. communis d'ltalie n'a induit que 36,7% de mortalité
des larves de Aedes albopictus (insecte de la famille Culicidae, vecteur de plusieurs
maladies virales dangereuses) (Conti et al., 2010). Selon Gauthier et al. (1989) in Aleksic
et Knezevic (2014), l'activité de I'HE de M. communis sur Pediculus humanis capitisis est

due & la présence du linéol, I'a-pinéne et le linalool.

L'HE des feuilles et des fleurs de M. communis du Liban s'est avérée tres toxique contre les
larves du quatrieme stade larvaire du moustique Culex pipiens molestus Forskal ou
moustiqgue commun et Traboulsi et al. (2002) ont rapporté des CLsy et CLgy de 16 et
59mg/L pour I'HE, CLso de 47 - 49mg/L pour (1R)-(+)-a-pinene et (1S)-(-)-a-pinéne et
CLso de 191, 193 et 194mg/L pour 1,8-cinéole, linalool et terpinéol. Cette HE contenait du
1,8-cinéole (40%), a-pinéne (17%), linalool (9.9%) et terpinéol (7.9%) et les chercheurs
justifiaient cet effet toxique par la forte teneur en 1,8-cinéole. L'HE extraite des feuilles et
tiges de M. communis a aussi montré une activité antipaludique contre Plasmodium
falciparum a des ICsp allant de 267 a 471 pug/mL et de 149 a 168 pg/mL aprés 24h et 72h
de contact, respectivement. Pour expliquer cette activité, Bastide et al. (1997) signalaient

I'existence de certains composants seulement dans les huiles les plus efficaces, tels que le
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carvacrol (dans I'nuile de I'Origanum vulgare) ou le myrtényl acétate (dans I'huile de M.
communis) et peut également étre due a un effet synergique de certains composants
présents dans I'huile essentielle. Dell’Agli et al. (2012) ont confirmé ces résultats pour les
HE du myrte de la Sardaigne (Italie) extraites des parties aériennes avant, pendant et aprés
la floraison et ont trouvé des ICsq de I'ordre de (37.3 - 28.5 pg/mL),(>50 - 36.5 pg/mL) et
(21.8 - 18.3 pg/mL) pour P. falciparum D10 (souche sensible & la chloroquinine) et P.
falciparum W2 (souche résistante a la chloroquinine), respectivement. Ces HE étaient
riches en a-pinene (78.00, 56.6 et 54.77%) et limonene (5.54, 5.68 et 6.53%) pour les trois

périodes évoqueées, respectivement.

Dans I'étude réalisée par Lamiri et al. (2001), M. communis du Maroc fut classé parmi les
plantes a forte activité atteignant les 100% de mortalité des adultes de Hessian fly,
Mayetiola destructor (Say) (Diptera : Cecidomyiidae) aprées 2h d'exposition a une dose de
10pul/L dair de I'HE par contre sa toxicité était faible pour les ceufs de cet insecte ravageur
de blé avec 36.67% de mortalité a la dose de 10ul/L d'air et 56.66% a la dose de 20ul/L
d'air apres 24h d'exposition. L'HE était riche en 1,8-cinéole (49.3%), a-pinene (20%) et
myrtényl acétate (15.5%). D'apres ces auteurs, l'activité insecticide d'une HE peut étre
attribuée soit au composant majeur de I'huile ou aux effets synergique et/ou antagoniste de
tous les composants présents dans I'huile prenant en compte la variation de la composition
chimique avec certains parametres comme le lieu géographique, la saison de collecte, le
procédés d'extraction, la partie utilisée (feuille, fleur, tige, fruit et racine) et la présence de

chémotypes ou races chimiques pour la méme espece.

Selon Motazedian et al. (2012), les vapeurs de I'HE extraite des parties aériennes de M.
communis récolté pendant la période de floraison d'lran ont été aussi toxiques ainsi que
répulsives vis a vis de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), I'un des ravageurs
les plus nuisibles des fruits, légumes et plantes ornementales a travers le monde. La
toxicité est atteinte a la concentration létale CLso = 53.22ul/L d'air et 90% de mortalité a
CLgp = 371.69ul/L d'air et le temps létal (TL) estimé pour la dose de 69.61ul/L d'air est de
19.64 heures. L'effet répulsif était remarquable avec des DEsy et DEg, de 138.80-
304.863ul/L dair, respectivement et un indice de répulsion (IR) de 61% a la dose de
159.24 ul/L d'air. 1l serait donc judicieux de l'utiliser comme biopesticide pour lutter contre
les attaques de cet acarien. Des résultats comparables sur la toxicité volatile de I'HE
extraite des feuilles du myrte iranien ont été rapportés par Khani et Basavand (2012) contre

deux insectes des produits stockés (Tribolium confusum et Callosobruchus maculatus).
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Aprés 24 heures d'exposition. C. maculatus a été plus sensible (CLsp = 9,5 ul/L d'air) a
I'HE de M. communis que T. confusum (CLsp = 260,7 pl/L dair). L'analyse de la
composition chimique a révelé comme principaux composants l'a-pinene (10,4%), l'a-
terpinéol (10,1%), le linalol (9,0%), le 1,8-cinéol (7,6%), le géranyl butyrate (6,3%), le
géraniol (6,2%), I'oxyde de caryophylléne (5,3%) et le néryl acétate (5,0%). Aprés un
temps similaire d'exposition, CLso pour I'HE des feuilles de M. communis L. récolté
pendant la période floraison en Syrie enregistrées pour les ceufs, les larves, les nymphes et
les adultes du trogoderme, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae,
insecte redoutable des grains et de produits céréaliers entreposes), etaient de 54,7, 307,4,
328,6 et 68,4 pl/L d'air, respectivement. Cependant, les larves étaient les plus résistantes
avec 94% et 100% de mortalité obtenues pour la dose de 562,5 pl/L d'air apres 24 et 48
heures d'exposition, respectivement. Apres la période de 48h, les CLs et CLgg étaient de
221 pl/L d'air et 487 pl/L d'air, respectivement (Tayoub et al., 2012).

En général, il est rapporté par la littérature que les monoterpénes sont actifs en tant que
substances volatiles toxiques, insecticides ou répulsives envers les insectes des produits
entreposés (Bakkali et al., 2008). La concentration de 50ppm d'une solution acétonique de
I'HE de M. communis de Corse a induit, selon Amer et Mehlhorn (2006), 86,7, 96,7 et
100% de mortalité des larves d'Aedes aegypti (vecteur principal de la dengue) au troisieme
stade larvaire apres 1, 12 et 24 h, respectivement. Les CLsy enregistrées apres 24h
d'exposition aux solutions de I'HE ont été d'environ 10, 50 et 100 ppm pour les larves au
troisieme stade de Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti et Anopheles stephensi,
respectivement. Culex quinquefasciatus (moustique vecteur de diverses maladies dont le
virus du Nil occidental, de l'encéphalite de Saint Louis, du paludisme aviaire di a
Plasmodium relictum) s'est montré le plus sensible a l'inverse d'Anopheles stephensi
(vecteur principal de la Malaria) qui était plus résistant. Par contre, cet insecte s'est avéré
trés sensible a l'effet répulsif de I'HE extraite des feuilles du myrte d'lran. L'effet a été
remarquable méme a la dose minimale de 10% dans de I'éthanol et durable méme apres 5h

avec un nombre de piqures < a 4 (Kayedi et al., 2014).

Ces résultats concordent avec une étude similaire réalisée par Tavassoli et al. (2011). Bien
que leurs méthodes étaient différentes, ils ont signalé que I'effet répulsif de la concentration
50% d'HE de M. communis (feuilles et fleurs) d'lran dans de I'éthanol a été moderé et
inférieur au DEET (N, N-diéthyl-méta-toluamide). Ces chercheurs ont conclu que I'HE de

M. communis peut &tre un moyen utile et sdr pour la prévention des piqures de moustiques
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et constitue un répulsif biologique potentiel. Dans les tests de Bertoli et al. (2012) et apres
96h de contact, I'HE du myrte italien a montré une faible activité insecticide sur les adultes
de Sitophilus zeamais Motsch. (Coleoptera Dryophthoridae, le Charongon du mais) avec
une mortalité de 26% a la concentration de 75% dans de I'acétone. Toutefois, elle possédait
un fort effet répulsif (93.7%) avec la dose de 0.1% aprés 24h de traitement topique. Cette
huile était riche en a-pinéne (51.8%), eucalyptol (24.6%) et limonene (7.6%). En plus
d'étre toxique contre le stade post-embryonnaire des insectes et des acariens, il a été
démontré par Topuz et Erler (2007) que I'HE de M. communis est toxique contre les
adultes et les ceufs de Tetranychus cinnabarinus (LCso= 2.80ul/L d'air et 8.38ul/L dair,
respectivement) et possede une activité deterrente de la ponte avec 73.81% de déterrence a

la concentration de 0.5%.
2.3.10. Activités vermifuge, molluscicide et antiprotozoaire

Aboutabl et al. (2011) recommandait a I'issue de son étude d'utiliser 'HE du myrte comme
agent vermifuge. Leurs résultats montraient que les HE extraites des feuilles et des fruits
de M. communis d'Egypte possédaient une activité vermifuge intéressante contre le ver de
terre (Allolobophora caliginosa) avec un temps écoulé avant la mort de ce dernier estimé a
8-3min pour I'HE des feuilles et 5-4min pour celle des fruits et ce pour les doses de 0.1% et
0.2% (dans 1% de tween 80), respectivement. Cette efficacité de I'HE des fruits est
probablement due & sa richesse en 1,8-cinéole (29.6% vs 27.2% pour les feuilles). A la
dose de 2 mg/mL de solution d'HE (préparée dans du Triton X-100 a concentration de
5g/mL) et extraite des parties aériennes du myrte du Portugal en floraison, Barbosa et al.
(2010) ont signalé un faible taux de mortalité (10.87%) de Bursaphelenchus xylophilus
apres 24 h de contact. Par contre, I'extrait aqueux brut ainsi que la fraction flavonoidique
des feuilles du myrte de Corse (France) paraissaient avoir une bonne activité molluscicide
contre l'escargot aquatique Biomphalariu glubrutu impliqué dans la transmission de la
schistosomiase. Les doses effectives médianes (DEsgs) rapportées par Deruaz et al. (1993)
étaient de 0.7g/L et 72ppm apres 24h de contact, respectivement. 100% de mortalité était
atteint avec la dose de 150ppm apres 24h de contact avec la fraction flavonoidique. En
plus, Mahdi et al. (2006) a signalé I'activité antiprotozoaire de I'extrait aqueux des feuilles
de M. communis sur Trichomonas vaginalis (un protozoaire flagellé qui infecte le tractus
urogénital des hommes et des femmes). 50 et 100mg d'extrait aqueux dans 0.1mL de

milieu de culture a pH 4.65 ont induit la mort de T. vaginalis en début de I'inoculation.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

1. Objectifs de travalil

Le présent travail contribue a la valorisation d'une plante aromatique et médicinale
endémique anciennement utilisée en médecine traditionnelle "Myrtus communis”. Afin de
réaliser cette étude, les objectifs suivants ont été fixés :

- La caractérisation physicochimique de I’huile essenticlle extraite de Myrtus
communis L.,

- L'analyse par la chromatographie en phase gazeuse (GC-FID)et par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS)
de I’huile essentielle obtenue de M. communis et,

- L'évaluation des activités biologiques de 1’huile essentielle de M. communis

(activité antimicrobienne et pouvoir antioxydant).

La caractérisation physicochimique ainsi que I'étude préliminaire de l'activité
antibactérienne de I'huile essentielle extraite des feuilles du myrte de la forét de Bissa a
Chlef ont été effectuées aux laboratoires de Biochimie et Microbiologie de I'Université de
Mascara et au laboratoire de Microbiologie a I'Université de Mostaganem. L'analyse des
huiles essentielles du myrte de Bissa a été réalisée au niveau de I'Unité de Chimie Générale
et Organique a Gembloux Agro-Bio Tech de I'Université de Liege (Belgique) alors que
celles de Zeboudja et Ténés ont eu lieu au Centre de Biotechnologie Végétale a I'Université
de Lisbonne (Portugal). La détermination des activités antimicrobienne et antioxydante des
huiles essentielles extraites des feuilles de myrte récolté des régions de Zeboudja et Ténes
a été accomplie au niveau de la Faculté des Sciences et Technologie a I'Université de
I'Algarve a Faro (Portugal).

2. Matériel

2.1. Matériel végétal

La plante étudiée « Myrtus communis L.» a été récoltée durant les mois de juin,
juillet, aolt, novembre et décembre de I'année 2009, janvier et juin de I'année 2010 de la
forét de Bissa a la wilaya de Chlef et 14 sites situés dans les régions de Ténés et Zeboudja
durant le mois de Septembre 2012. L’extraction des huiles essentielles a été faite a partir
des feuilles préalablement séchées a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 7 jours.
La situation géographique des 14 sites de recolte de M. communis dans les régions de
Zeboudja et Ténes durant la période de fructification est donnée par le Tableau IV.
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Tableau 1V: Sites de collecte et identification des échantillons de feuilles et de fruits
séchés de Myrtus communis L. recueilli au nord-ouest d'Algérie.

Site de récolte Code de la feuille Code du fruit Latitude Longitude Altitude (m)
Oued Goussine, place el Mc _Fl 1 Mc_Fr 12 N 36°29'59.9" E 1°28'42.6" 409
Khazna, Ténés
Tifless, Ténes Mc_FI 2 Mc_Fr 22 N36°31'11.1" E1°21'24.1" 201
Tigharghar, Ténes Mc_FI_3 Mc_Fr_3? N 36°31'13.9" E1°21'31.9" 204
Oued khdhar, Mc_FI_4 Mc_Fr_4? N 36°30'25.4" E1°21'49.5" 322
rouaichia, Ténes
Oued Goussine, Ténés Mc_FI_5 Mc_Fr_5° N 36°29'58.3" E1°28'42.9" 410
Teraghnia, Ténes Mc_FI_6 Mc_Fr_6? N 36°31'18.4" E1°22'59.1" 234
Boucheral, Téneés Mc_Fl_7 Mc_Fr 72 N 36° 30'35.5" E 1°25'59.8" 140
Boucheral, Oued Sidi Ali, Mc_FI_8 Mc_Fr_8? N 36°29'40.5" E1°25'16.6" 137
Ténes
Bissa, Zeboudja Mc_FI 9 Mc_Fr_9° N 36°26'30.9" E 1°27'53.6" 990
Teraghnia, Ténes Mc_FI_10 Mc_Fr_10° N 36°31'8.7" E1°23'19.9" 290
Dalas, Ténes Mc_FI_11 Mc_Fr_11% N 36°29'3.3" E1°19'19.0" 202
Bissa, Zeboudja Mc_FI_12 Mc_Fr 12* N 36°26'31.2" E1°27'53.6" 992
Tifless, Ténés Mc_FI_13 Mc_Fr_13*  N36°31'13.7" E1°21'27.9" 199
Oued khdhar, Canton Mc_Fl_14 Mc_Fr_14° N 36°30'26.0" E1°21'51.4" 318

Rouaichia, Ténes

a: fruits bleu-violacés; b: fruits blancs.
2.2. Microorganismes étudiés

2.2.1. Bactéries

Treize souches de bactéries pathogénes ont fait 1’objet de cette étude dont Six
d’origine clinique : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus sp.,
Klebsiella sp., Proteus mirabilis et sept de référence : Staphylococcus aureus ATCC
25923, Proteus mirabilis ATCC 43862, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Klebsiella pneumoniae ATCC 35657 (American Type Culture Collection), Pseudomonas
aeruginosa DSM 939, Haemophilus influenza DSM 9999 (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen ou Collection allemande de microorganismes et de
cultures cellulaires) et Streptococcus pneumoniae TIGR 4 (The Institute for Genomic
Research). Ces bactéries sont a l'origine de plusieurs infections urinaire, intestinale,
respiratoire, etc. Elles sont revivifiées par repiquage sur gélose nutritive pendant 24 h, a

I'obscurité et a 37 °C.
2.2.2. Champignons et levure

Les champignons étudiés (Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Ascochyta

rabiei et Aspergillus ochraceus) sont connus pour leur capacité a contaminer les denrées
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alimentaires et leur pathogenicité et la levure Candida albicans ATCC 90028 pour étre
responsable de candidose. Ces champignons sont cultivés sur le milieu nutritif PDA
(Potato Dextrose Agar) pendant 7 jours a 25 °C et a lI'obscurité. La levure sur de la gélose a
I'extrait de malt et incubée a 37 °C pendant 24-48h. L'origine de ces microorganismes est

mentionnée dans le Tableau V.

3. Méthodes

3.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a ¢été effectuée par hydrodistillation, en
sauvegardant un rapport hydromodule de 1/10, dans un montage d'hydrodistillation et dans
un appareil de type Clevenger (Figure 4) selon la méthode de la pharmacopée européenne
(Conseil de I'Europe, 2007). Pour les feuilles du myrte récolté les mois de juin, juillet et
ao(t (2009), I'extraction a été faite par le montage d'hydrodistillation selon le protocole
suivant : 200 g de feuilles séchées imprégnées d’un litre et demi d’eau distillée sont portées
a ébullition pendant 6 heures. Les vapeurs chargées d’huile, en traversant un réfrigérant se
condensent et coulent dans un erlenmeyer, ce mélange (eau-huile essentielle) est ensuite
remis dans une ampoule a décanter : I’cau et I’huile se séparent par différence de densité.
L’huile essentielle est repoussée de 1’eau vers une phase organique constituée par 1’éther
diéthylique, suite a ’ajout de 6 % de NaCl. Le solvant est éliminé par la suite de la phase
organique par évaporation dans le rotavapor. Les huiles essentielles récupérées ont été

stockées a -20 °C jusqu'a analyse. Les protocoles détaillés sont donnés en annexe 2.

Figure 4 : Appareil de type Clevenger

99



La cinétique de I'extraction a été explorée en effectuant des prélévements a
intervalles de temps réguliers de 30mn sur les phases aqueuses et organiques durant
I’hydrodistillation.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de 1’huile extraite
(9) et la masse de la plante traitée (Caree, 1953). Le rendement est déterminé par rapport a
la matiére seche et exprimé en pourcentage par la formule suivante :

R (%) = mg/ ma x100

Ou

R : Rendement de I’huile essentielle en %
mg : masse de I’huile essentielle en g

ma : masse de la plante seche en g

Le taux d'humidité a été¢ déterminé par séchage des feuilles a I’air libre durant sept
jours selon la formule avancee par Twidwell et al. (2002) in Mohammedi (2006) :

H% = (poids a — poids B) / poids a x 100

Ou
a : poids de I’échantillon (plante fraiche)

B : poids de I’échantillon (plante seche)

H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage

3.2. Détermination des caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques

Le rendement optimal de la récolte de juin (2009) a permis d'effectuer la
caractérisation physicochimique et organoleptique de I'huile essentielle extraite des feuilles
de M. communis L. poussant dans la forét de Bissa conformément aux méthodes de
normalisation francaise (AFNOR 1986 et 1988). Les diverses méthodes utilisées sont

décrites en annexe 2.
3.3. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Dans une premiére partie de travail, I'HE extraite des feuilles du myrte récolté de la
région de Zeboudja pendant le mois de juin (2009) a été analysée par la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) et par la chromatographie
en phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme (GC-FID).

3.3.1. Analyse par chromatographie en phase gazeuse (GC-FID)
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L’analyse chimique des HE obtenues le mois de juin (2009) est effectue a
Gembloux (Belgique) a 1’aide d’un chromatographe en phase gazeuse HP GC 6890A
équipé d’un détecteur a ionisation de flamme. La colonne capillaire 5 % Phényl Méthyl
Siloxane possede les caractéristiques suivantes (longueur : 30 m, diamétre interne : 0,25
mm ; épaisseur du film: 0,25um). Les conditions opératoires sont : la température de
I’injecteur splitless : 280 °C ; la température du détecteur FID 300 °C ; la programmation
de température de 40 °C (1 min) a 200 °C a raison de 6 °C/min puis de 200 a 280 °C a 30
°C/min et maintien a 280 °C pendant 2 min; le gaz vecteur : He a 1 ml/min (vitesse linéaire

moyenne = 33 cm/sec).

Les HE obtenues des 14 sites ont été analysées, au Portugal, en utilisant un
chromatographe en phase gazeuse Perkin Elmer 8700 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA)
équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID), un systéme de traitement des
données et un port de I'injecteur de vaporisation dans laquelle deux colonnes de polarités
différentes ont été installés: DB-1 colonne en silice fondue (polydimethylsiloxane, 30m x
0.25mm id, épaisseur du film 0.25um; J et W Scientific Inc., Rancho Cordova, CA, USA)
et une colonne de silice fondue DB-17HT (30m x 0.25mm id, I'épaisseur du film 0.15um; J
& W Scientific Inc.). La température du four a été programmeée, de 45 a 175 °C, a 3
°C/min, ensuite a 15 °C/min jusqu'a 300 °C, puis maintenu isotherme pendant 10 minutes;
la température de l'injecteur et celle du détecteur, 280 °C et 300 °C, respectivement; gaz
porteur, de I'hydrogéne, ajustée a une vitesse linéaire de 30 cm/s. Les échantillons ont été
injectés en utilisant la technique d'échantillonnage fractionné avec un rapport 1:50. Le
volume d'injection était 0.1uL d'une solution pentane-huile essentielle (1:1). La
composition en pourcentage des huiles a été calculée par la méthode de normalisation des
surfaces des pics de CG, calculé en tant que valeurs moyennes de deux injections de

chaque huile, sans I'aide de facteurs de correction.

3.3.2. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC/MS)

Pour I'HE de juin (2009), le spectromeétre de masse utilisé est Agilent 5973 a
quadripole est couplé a un chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890. La colonne
utilisée est identique a celle mentionnée ci-dessus. Les conditions opératoires sont: la
température de 1’injecteur splitless 250 °C ; la programmation de température: de 40°C a
250 °C a raison de 6 °C/ min, le gaz vecteur: He a 1 ml/min (vitesse linéaire moyenne = 36

cm/sec). Les températures de la source et du quadripole sont fixées a 230 °C et 150 °C
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respectivement ; ¢énergie d’ionisation 70 eV, gamme de masse: 35 a 400 amu.
L’identification des différents constituants est réalisée a partir de leurs spectres de masse
en comparaison avec ceux des composeés standards de la banque de données informatisées
(Wiley 275.L). Pour les hydrocarbures terpéniques diverses confirmations sont obtenues
par comparaison des spectres de masse et de leurs indices de rétention selon Kovats donnés
par la littérature. Pour le calcul des indices de rétention (RI), un mélange d'hydrocarbures

n-alcanes (C7-Cgp) a été utilisé dans les mémes conditions chromatographiques.

Pour les HE des 14 sites, l'appareil GC-MS utilisé est comprenait un
chromatographe en phase gazeuse Perkin Elmer Autosystem XL, équipé d'une colonne
DB-1 en silice fondue (30 m x 0,25 mm de diamétre interne, épaisseur du film 0,25 pum; J
et W Scientific, Inc.) et en interface avec un spectrométre de masse Perkin-Elmer
TurboMass (de la version logicielle 4.1, Perkin Elmer, Shelton, CT, USA). Injecteur et
températures du four étaient comme ci-dessus; température de la ligne de transfert, 280 °C;
température de la source d'ions, 220°C; gaz vecteur, I'hélium, ajusté a une vitesse linéaire
de 30 cm/s; rapport de division, 01:40; énergie d'ionisation, 70 eV; plage de balayage, 40-
300 u; temps de balayage, 1 seconde. L'identité des composants a été affecté par la
comparaison de leurs indices de rétention par rapport a ceux du mélange des n-alcanes (Co-
Cu) et les spectres GC-MS de la bibliothéque du laboratoire, réalisée sur la base des
analyses des huiles de référence, composants synthétisés au laboratoire et normes

commerciales disponibles.

3.4. Evaluation de I'activité antimicrobienne
3.4.1. Activité antibactérienne

3.4.1.1. Les milieux de culture

Tous les milieux de culture et d'identification utilisés pour l'isolement et la
purification des souches bactériennes pathogenes d'origine clinique sont mentionnés dans
I'annexe 1. La gélose nutritive a été utilisée pour le repiquage de I’ensemble des souches
étudiées ainsi que pour la conservation a 4°C et la gélose Mueller Hinton pour la

réalisation des tests d’aromatogramme et d’antibiogramme.

3.4.1.2. Préparation des précultures

Pour chague microorganisme, 10 mL de culture fraichement préparé et stérilisé a
été inoculé avec une colonie prélevée d’une culture 24 h, incubée durant la nuit. Aprés 18 h

a 24 h d’incubation quelques gouttes de cette culture ont été diluées dans de I’eau distillée
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stérile pour avoir une densité de 0.1. On admet que cette densité mesurée a 625 nm est
équivalente & 1 x 10® UFC/ml, la suspension d’inoculum a été diluée 1/10 dans de I’cau

distillée stérile pour avoir une concentration finale de 1 x 10" UFC /ml.
3.4.1.3. Identification des bactéries pathogenes isolées

L'identification des souches bactériennes pathogénes isolées a été faite par des
examens macroscopique, microscopique et biochimique et toutes les techniques utilisées
sont mentionnées dans I'annexe 2. Cing souches bactériennes pathogenes isolées ont fait
objet d'identification dans cette étude a savoir Staphylococcus aureus, Eschérichia coli,

Salmonella sp., Proteus sp. et Klebsiella sp..

A. Détermination des caracteres macroscopiques

Les souches testées ont été isolées sur des milieux sélectifs afin de garantir leur
pureté. L'examen a I'ceil nu révele la forme, I'aspect et la couleur des colonies bactériennes

apres 24 heures de culture et une température de 37 °C d'incubation.

B. Détermination des caracteres microscopiques

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries Gram positif (+) des
bactéries Gram négatif (-), non seulement d'apreés leur forme, mais aussi selon leur affinité
pour les colorants, liée a la structure de leur paroi. Le principe de cette technique est la
fixation des colorants basiques sur les composants cytoplasmiques. Chez les bactéries
Gram+, la paroi est épaisse, de composition chimique particuliére et constitue une barriere
a I’alcool-acétone pour la décoloration négative. Le cytoplasme demeure coloré en violet
(suite a I'ajout du violet de gentiane), ce qui n'est pas le cas des bactéries Gram- dont la
paroi plus fine et plus perméable laisse passer I'alcool-acétone qui décolore le cytoplasme.
Ce dernier devient rose apres étre passé sous un autre colorant (la fuschine) (Breliere et al.,
2009). Les bactéries Gram+ sont colorées en violet, tandis que les bactéries Gram- sont
colorées en rose. La coloration de Gram reste une étape essentielle dans 1’analyse médicale

pour la détermination des bactéries pathogenes (Gram -).
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C. Détermination des caracteres biochimiques

» Test de I'oxydase
Principe
Ce test permet de mettre en évidence la phényléne diamine oxydase ou
cytochrome oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé. Le réactif
utilisé est un dérivé N-méthylé du paraphényléne diamine (composé réduit incolore) qui,
en présence de I'enzyme, est oxyde et libére un composeé rose violacé (forme oxydée semi-
quinone), noircissant a l'air. La recherche de l'oxydase est un des critéres les plus
discriminatifs et les plus employés pour l'identification des bactéries, surtout celle des

bacilles a Gram négatif en particulier pour Escherichia coli (Brossard et al., 1997).

Lecture

Si la colonie prend une teinte rose qui devient rapidement violette puis brune le

germe possede une oxydase, le test est dit positif.

> Test de la B-galactosidase (ONPG)
Principe

La recherche de la B-galactosidase est un des premiers tests enzymatiques réalisés
en pratique courante. Il est particulierement important pour les entérobactéries. L' Ortho-
Nitro-Phényl p-D-Galactopyranoside ou ONPG est hydrolysé, comme le lactose, par la 8
galactosidase en libérant du galactose et de I'orthonitrophénol de couleur jaune. Ce test est
pratiqué pour toute bactérie lactose négative aprés 24 h de culture, aérobie facultative et

peu exigeante (Larpent et al., 1997).

[ galactosidase

[

ONPG g Orthonitrophénol + galactose

Lecture

Le test est positif quand la suspension se colore en jaune citron. Si absence de

coloration jaune, la lecture est a poursuivre 24 heures.

> Utilisation de citrate de Simmons

Principe
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Le milieu de Citrate de Simmons est utilisé pour la recherche de l'utilisation de citrate de
sodium comme seule source de carbone et d'énergie (Brossard et al., 1997). Sachant que le

citrate est utilisé selon la réaction :
Citrate + 3H,0 -wpe  gcide citrique + 3 OH"

L'utilisation du citrate s'accompagnera d'une alcalinisation mise en évidence par le
bleu de bromothymol.

Lecture

Si le citrate est positif, cela se traduit par le bleuissement du milieu en donnant
souvent une culture abondante.

> Recherche de la nitrate réductase

Principe

En l'absence d'oxygeéne, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par
respiration anaérobie. Cette respiration anaérobie est liée a l'activité d'enzymes localisées
dans la membrane plasmique bactérienne (Le Minor et Richard, 1993). Au cours de ce test,
on détecte si une bactérie peut utiliser le nitrate comme accepteur d'électrons. La réduction
des nitrates par la nitrate réductase se traduit par la production de nitrites. Parfois, certaines

bactéries peuvent poursuivre cette réduction jusqu’a une dénitrification.

Nitrate réductase Dénitrification
NO;3~ » NO, > N

Nitrate Nitrite Diazote

Lecture

Si le milieu devient rouge : Présence de nitrites, donc la bactérie posséde une nitrate

réductase. Résultat NR+.

Si le milieu reste inchangé: On ajoute de la poudre de zinc qui joue le méme réle

que la nitrate réductase vis-a-vis des nitrites.

Coloration rouge : On a donc transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La

bactérie ne posséde pas cette enzyme Résultat NR-.
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Pas de coloration : Les nitrates ont été transformés par la bactérie au-dela des
nitrites. La bactérie posséde cette enzyme. Résultat NR™.

> Utilisation du Mannitol mobilité
Principe

Ce milieu contient du mannitol, des nitrates et du rouge de phénol (indicateur de
pH) qui permet de déceler I'attaque du mannitol et la mobilité du germe (Guiraud, 1998).
La dégradation en anaérobiose du mannitol conduit a la formation de fructose dont
I’attaque conduit elle-méme a la formation d’acides a chaines courtes (acide méthanoique,

acide éthanoique...).

mannitol ——— fructose ——— acides a chaines courtes

rouge de phénol jaune orangé
pH=7.6 pH <5

L'acidification produite par les bactéries aérobies strictes est en général insuffisante
pour permettre le virage du rouge de phénol du fait de I'importance du pouvoir tampon du
milieu. Ce milieu convient donc plus particulierement a I'étude des bacilles Gram négatif

fermentatifs.

La présence de nitrates permet la recherche de nitrate réductase en ajoutant les
réactifs de Griess (a la surface du milieu). Par contre, si I'addition de zinc est nécessaire, la
lecture peut étre un peu plus délicate. Les nitrates inhibent I'hydrogene lyase, enzyme
catalysant la production de CO; et H, a partir de I'acide méthanoique (HCOOH). Dans le
cas de bactéries mannitol +, le seul gaz produit est donc le CO,, Pour celles qui sont
mannitol -, l'utilisation des peptones ne produit pas de gaz : le CO; est alors sous forme
d'hydrogénocarbonate, le milieu restant alcalin. L'apparition de bulles pour une bactérie
mannitol - ne peut donc étre due qu'a la respiration des nitrates et le gaz est alors de I'azote
(N2). Une bactérie aérobie stricte pourra, si elle posséde une nitrate réductase, se

développer dans toute la masse du milieu (Joffin et Leyral, 2001).

Lecture

Si le mannitol est fermenté (mannitol +), le milieu vire an jaune (teinte du rouge de

phénols en milieu acide). Les bactéries mobiles diffusent a partir de la ligne
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d'ensemencement en créant un trouble du milieu (gélose molle), les bactéries immobiles se

développent uniquement le long de la strie d'ensemencement.

» Test des trois sucres (T.S.1)
Principe

La gélose TSI est utilisée pour I’identification présomptive des entérobactéries
basée sur la fermentation du glucose, du lactose, du saccharose et sur la production de gaz
et d’H,S (gaz qui est produit & partir d'un acide aminé : la cystéine) (Guiraud, 1998). La
fermentation de ces glucides provoque une production d'acide, qui est détectée par
I'indicateur au rouge de phénol. Des changements de couleurs en résultent, et le milieu vire
au jaune en cas de production d'acide, ou au rouge en cas d'alcalinisation. En cas de pH
neutre ou alcalin, I'acide sulfhydrique (produit a partir du thiosulfate de sodium) réagit

avec le sel d'ammonium ferreux et entraine la formation de sulfure de fer noir

Lecture

- Virage du culot au jaune : culture glucose positive et bactérie aéro-anaérobie.
- Virage du culot au rouge : culture glucose négative ou bactérie aérobie stricte
- Pente virant au jaune: culture lactose et/ou saccharose positive.

- Pente virant au rouge : culture lactose et saccharose négative

- Présence d'un précipité noir : culture H,S positive.

- Bulle dans la masse du milieu: production du gaz.

» Production d'indole
Principe

Certaines especes bactériennes dégradent le tryptophane en indole, grace a une
tryptophanase. Ces bactéries sont dites indologénes (Brossard et al., 1997).

Tryptophanase

Tryptophane + eau » Indole + acide pyruvique + ammoniac

Lecture

La présence d'indole est révélée par un anneau rouge en surface.
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> Recherche de l'uréase

Principe
L'uréase est une enzyme responsable de I'hydrolyse de l'urée, entrainant sa
transformation en carbonates d'ammonium (Brossard et al., 1997).

Uréase

Urée + H-S » carbonates d'ammonium

Lecture

Le virage du milieu du jaune grace a l'indicateur de pH (rouge de phénol) au rouge
violacé traduit une forte alcalinisation donc hydrolyse de l'urée.

> Test de tryptophane désaminase (TDA)

Principe
Elle permet la transformation en acide indole pyruvique qui développe une teinte

brune rouge en présence de perchlorure de fer (Brossard et al., 1997).
TDA

Trvotoohane + [O] » acide indole pvruviaue + NH-

Lecture
La réaction colorée est immédiate :

TDA ™

Coloration brune rouge

v

Coloration jaune TDA ™~

v

» Test de Clark et Lubs (RM-VP)
Principe

Le milieu de Clark et Lubs permet I'étude de la voie de fermentation du glucose:

différenciation entre les fermentations « acides mixtes » et « butyléne glycolique ».

Le test RM (rouge de méthyle) permet la mise en évidence, grace au rouge de
méthyle, de la fermentation "acides mixtes"” par acidification d'un milieu glucosé apres

fermentation du glucose.

Les bactéries dites VVoges-Proskauer positives possedent une voie métabolique

particuliéere dans la fermentation des hexoses. A partir de l'acide pyruvique (produit
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d'oxydation du glucose), elles peuvent former de I'acétyl-méthyl-carbinol ou de I'acétoine
et du butane-diol-2-3. En milieu alcalin, ces produits sont oxydés en diacétyl qui réagit
avec des peptones pour produire un complexe de couleur rose rouge en présence de 1'a-
naphtol qui accélere la réaction. D'une fagon générale, les bactéries qui possedent cette
voie métabolique présentent une réaction peu acide (virage au jaune du rouge de méthyle
ou RM-) (Larpent et al., 1997).

Le test VP est beaucoup plus spécifique que le test RM qui ne donne qu'une idée
globale du métabolisme. Le test VP est particulierement intéressant pour caractériser le
groupe Klebsiella-Enterobacter-Serratia des entérobactéries. Cette distinction des deux
voies peut justifier une régle parfois contestable mais fréquemment vérifiée : les bactéries
VP+ sont toujours RM-, les bactéries RM+ sont VP-. Les bactéries oxydatives ne sont pas

concernées (Joffin et Leyral, 2001).

Lecture

Une coloration rouge franche indique une réaction de RM+. Le milieu reste
incolore indique une réaction de RM-. Si la réaction est une RM positif ¢ a d le VP est

négatif.

> Test des décarboxylases (LDC, ODC, ADH)
Principe

Le diagnostic  différentiel des especes appartenant aux  familles
des Enterobacteriaceae, Vibrionaceae et Pseudomonadaceae, est souvent facilité par la
recherche de la lysine décarboxylase (LDC), de l'ornithine décarboxylase (ODC) et de
I'arginine dihydrolase (ADH). Les deux types d'enzymes ont été rassemblés parce que leurs
techniques de recherche sont identiques. De plus, en ce qui concerne I'ADH, la technique
utilisée ne permet pas de distinguer, pour l'arginine, décarboxylase de dihydrolase. Leurs
caractéristiques sont cependant tres différentes. Les bactéries dégradent les acides aminés
en empruntant des voies multiples qui toutes aboutissent pratiguement a une libération
d'NHs. Les décarboxylases (LDC, ODC) constituent le groupe ou se situent les reactions
les plus importantes en ce qui concerne la biodégradation des acides aminés par les
bactéries (Le Minor et Richard, 1993).

Lecture
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Le milieu est violet et trouble, les bactéries sont développées. Elles ont acidifié le
milieu a partir du glucose puis 1’ont réalcalinisé en décarboxylant la lysine, 1’ornithine ou
I’arginine. Le milieu est jaune (forcément trouble); les bactéries ont acidifié le milieu a

partir du glucose et ne I’ont pas réalcalinisé.

» Mise en évidence de la catalase

Principe

Dans les conditions d'aérobiose, certaines bactéries produisent le peroxyde
d'hydrogene (eau oxygénée). La catalase peut décomposer le peroxyde d'hydrogene en
H,O, avec dégagement d'oxygéne (Singleton, 2005).

La catalase est habituellement présente chez les bactéries Gram + sauf les genres
Streptococcus et Lactobacillus.

Lecture
Le dégagement de gaz (O,) indique un résultat positif.
> Test de la coagulase

Principe
Ce test met en évidence la capacité de la bactérie de coaguler le plasma. Il s'agit du

principal test caractérisant Staphylococcus aureus (Singleton, 2005).

Lecture

Si le plasma est coagulé en moins de 24 heures, le germe posséde une coagulase.

> Test de la désoxyribonucléase (ADNase)
Principe

Technique utilisée pour I'identification de Staphylococcus aureus.

Ce test met en évidence la capacit¢ de la bactérie a hydrolyser de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) par I'ADNase. La mise en évidence pour un Staphylocoque
d'une ADNase thermostable (apres chauffage a 100 °C) suffit a [l'identification de

I'espéce aureus (Larpent et al., 1997).

Lecture

Une zone claire en présence d'HCI ou une zone rose avec le bleu de toluidine est

une réponse positive.
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3.4.1.4. L'antibiogramme
Principe

L'antibiogramme est la méthode analytique qui permet, in vitro, I'interprétation de
la sensibilité des bactéries aux antibiotiques (Tableau VI). Ce dernier a été realise la
caractérisation des bactéries pathogenes d'origine clinique selon la technique décrite par
(Guezlane et al., 2008).

Lecture

Mesurer avec précision les diamétres des zones d'inhibition a I'aide d'une régle ou
d'un pied a coulisse métallique, a I'extérieur de la boite fermée. Cette mesure permettra de
classer la bactérie étudiée comme étant Sensible, Intermédiaire ou Résistante (Singleton,
2005).

Tableau VI : Antibiotiques utilisés

Antibiotique Signe La charge du disque
Pipéracilline PIP 75ug
Céfazoline Cz 30ug
Amikacine AN 30ug
Doxycycline DO 30ug
Amoxicilline + acide clavulanique AMC 20/10pg
Pénicilline P oug

3.4.1.5. Effet antibactérien de I’huile essentielle de M. communissur la
croissance des bactéries pathogenes d'origine clinique

Les souches bactériennes pathogénes suscitées précédemment d'origine clinique ont
fait I'objet de cette premiere étude. Deux échantillons d'HE de myrte récolté a Bissa (2009)

ont été testés et deux méthodes on été appliquées :

» Méthode de diffusion en puits (Test de sensibilité)
Principe

L'aromatogramme  permet un choix judicieux, en adaptant la prescription

d'essences a chaque syndrome infectieux. Comme I'antibiogramme, I'aromatogramme
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révéle aussi des sensibilités a certaines essences, dont le pouvoir antiseptique est
totalement insoupconné (Luu, 2002 in Benzeggouta 2005). Différentes concentrations de
I’HE (2, 4, 6 et 8 uL par puit) ont été testées pour S. aureus, Salmonella sp., Proteus sp. et

Klebsiella sp. et des concentrations de I'ordre de 5, 10, 15 et 20 uL pour E. coli.

Lecture

La lecture des zones d'inhibition (Tableau VII) a été faite selon Basaran et Ahmet
(2004).

Tableau VII: Evaluation de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle avec la méthode
de I'aromatogramme (Basaran et Ahmet, 2004).

Diametre des

A < — >
zones d'inhibition 8 mm 8-13mm 14 mm
s, . Activité Activité
9
Activite de PHE Inactive intermédiaire supérieure

» Méthode de dilution en milieu liquide ou par contact direct

Principe

C'est le procédé le plus simple, le plus rapide et actuellement le plus utilisé pour
évaluer la masse microbienne. Il s'agit d'une méthode optique générale, appelée
opacimétrie, fondée sur la propriété que présente toute solution d'absorber une partie de
I'intensité d'un faisceau de lumiére qui la traverse en ligne droite. L'absorbance est

proportionnelle a la concentration cellulaire (Archambaud, 2000).

La cinétique de croissance en fonction du temps des différentes souches a été
évaluée pour les mémes doses mentionnées précédemment, additionnées aux souches en

suspension sur milieu liquide Mueller Hinton.
Lecture

La lecture des résultats s'est faite a la lumiére du jour et a 1'ceil nu. La limpidité du
milieu implique l'effet antimicrobien de I'extrait testé tandis que la présence d'un trouble
indigue son inefficacité (signe de croissance bactérienne). La CMI correspond donc a la
plus faible concentration d'huile essentielle a laquelle on n’observe pas de croissance

visible (Oussou et al., 2004).
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3.4.1.6. Effet antibactérien de I’huile essentielle de M. communis L. sur

les souches bactériennes de référence

L'étude, in vitro, du pouvoir antibactérien de I'HE du myrte de Bissa (2009) a eté
évaluée par la méthode de diffusion sur disque (conformément a la méthode de Bauer et al.
(1966) adoptée par NCCLS ou National Committee for Clinical Laboratory Standards) et
la méthode des microdilutions pour la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) selon la technique

décrite par Motyl et al., (2005). Les techniques détaillées sont présentées en annexe 2.

3.4.2. Effet antifongique
3.4.2.1. Le milieu de culture

Le choix des milieux de culture pour tout parasite dépend de ses exigences
nutritionnelles. Le milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar), préparé a base de pomme de terre

(annexe 1) a été utilisé pour la croissance des champignons (Rappily, 1968).

3.4.2.2. Préparation des précultures

Au centre de chaque boite de pétri, contenant le milieu PDA gélosé, on dépose un
disque provenant d’une culture pure et on incube pendant 7 jours pour tous les
champignons testés. Les quatre espéces destinées aux tests antifongiques ont été identifiées
par des examens macroscopiques et microscopiques. L’examen macroscopique consistait &
définir les caracteres culturaux comme la vitesse de croissance, la couleur et la texture du

thalle...etc en plus de I’observation microscopique de la culture pure.
3.4.2.3. Tests, in vitro, de ’activité antifongique

L’¢tude du pouvoir antifongique a été réalisée, in vitro, par addition sur milieu
gélosé PDA de différents doses d’huile essentielle de Myrtus communis (méthode de
contact direct). Des quantités appropriées de I’extrait naturel d’huile essentielle de Myrtus
ont été ajoutées au milieu PDA stérile encore liquide pour obtenir différentes
concentrations (Tableau VIII). Un disque mycélien de diamétre de 5 mm pris de la culture
pure du mycete a été posé au centre de chaque boite de pétri. Le volume de PDA est de 20
ml/boite, I’huile essentielle a différentes concentrations (V/V) est ajoutée au milieu de
culture a la température de 56°C. Les souches sont incubées a 25°C pendant 7 jours
(Mohammedi, 2006).
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Tableau VIII : Concentrations testées de ’huile essentielle

Concentration en pl /20ml PDA  Concentration en % (V/V)

20 0,1
Huile essentielle 40 0,2
100 0,5

V/V : volume d’huile/volume PDA

Des mesures de diamétres des colonies ont été prises a la fin d’incubation pour
chaque champignon. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant
la plus basse concentration ou aucune croissance n’est visible. L’ICso représente la dose
réduisant de 50 % la croissance microbienne, ainsi pour ce dernier paramétre 1’action
antifongique a été déterminée par la mesure de I’inhibition de la croissance de la colonie

fongique en utilisant la formule d’Ebbot (Motiejtinaité et Peciulyté, 2004) :

T= (Dx- Do) / Dy x 100%

Ou

Dy : diametre de la colonie mycélienne témoin en cm.

Do : diamétre de la colonie mycélienne dans 1’expérience en cm.
T : taux de la croissance du mycélium en pourcentage.

3.5. Evaluation du potentiel antioxydant de I'huile essentielle
3.5.1. Activité de piégeage du radical libre (DPPH)

En présence d'antioxydant, le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) radical stable
a électron non apparié, est piégé soit par liaison a un atome d'hydrogene du groupement
hydroxyle (cinétique rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) ou la libération
d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes). La mesure de
I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue
(initiale) et I'apparition d'une couleur jaunatre, due & une recombinaison des radicaux
DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm. Pour 1’évaluation de 1’activité
antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une part, la détermination de la réduction
relative du radical DPPHe a un temps de référence ou la détermination de la quantité
d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’autre part, le suivi de la

cinétique de la réduction. L'antioxydant synthétigue BHT (butyl-hydroxy-toluene) est
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utilise comme contrble positif. L'activité antiradicalaire est calculée par la formule

suivante:

Inhibition du DPPH (%) = (AbS conrote — AbS ()/ADS contrste X 100%

Ou: l’absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical libre et
I’échantillon de I’antioxydant est reliée avec ’absorbance du mélange sans aucun
antioxydant (solution témoin ou contréle) a un temps t. Cet essai a été réalisé selon la

technique décrite par Brandwilliams et al. (1995).

3.5.2. Pouvoir réducteur du fer par la méthode FRAP

Le principe de cette méthode correspond a la réduction d‘un complexe
tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux
[(Fe(1)-TPTZ)2] par un antioxydant (AH), la réaction est révélée par le virement de
couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*), l'intensité de
cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur. Les résultats permettent
de calculer la concentration efficace (CEsp mg/mL), concentration de I'HE correspondante
a une absorbance égale a 0.5, obtenue par l'interprétation de la courbe de régression
linéaire. L'acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif. La technique est rapportée
par Aazza et al. (2011).

3.5.3. Pouvoir chélatant du fer

La ferrozine forme avec le fer libre, présent dans un milieu réactionnel, un
complexe ferrozine-Fe?* de couleur violette intense. La quantification de ce complexe par
spectrophotométrie a 562 nm, dans un milieu de concentration connue en fer, renseigne sur
la quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité de I'HE a piéger cet élément. Ce
pouvoir chélateur est proportionnel a la diminution de I'absorbance du complexe ferrozine-
Fe?* mesurée et la concentration CEsy est calculée comme pour le test du DPPH. L'EDTA

est utilisé comme contréle positif (Miguel et al., 2010).

3.5.4. Capacité de piégeage du radical-cation ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique

ABTS®" [acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)] de coloration bleu-
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verte en le transformant en ABTS" incolore, par piégeage d’un proton par I’antioxydant.
Le radical est formé par oxydation de I’ABTS incolore avec le persulfate de potassium; le
radical ABTS®" (absorbant a 734nm) est formé par arrachement d’un électron (") & un
atome d’azote de ’ABTS. La décroissance de 1’absorbance causée par I’antioxydant refléte
la capacité de capture du radical libre. Une comparaison est faite avec la capacité du
Trolox (analogue structural hydrosoluble de la vitamine E) a capturer ABTS®". La capacité
antioxydante, exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond donc a la concentration
de Trolox ayant la méme activité que la substance a tester a une concentration. Le résultat
est donné en uM ou mM d’équivalent Trolox par g de produit ou par mL, s’il s’agit d’un

liquide. L'essai a été realisé selon la technique rapportée par la littérature (Re et al., 1999).

4. Analyses statistiques

La composition en pourcentage des huiles essentielles isolées a été utilisée pour
déterminer la relation entre les différents échantillons par analyse de groupes a l'aide du
systéme de taxonomie numérique et d'analyse multivariée (logiciel NTSYS-pc, version 2.2,
Exeter Software, Setauket, New York) (Rohlf, 2000). Pour l'analyse de groupes, le
coefficient de corrélation a été choisi comme une mesure de similarité entre toutes les
adhésions et la méthode d'agrégation de paires non pondérées faisant appel aux moyennes
arithmétiques (UPGMA; Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Means) a été
utilisé pour la définition des groupes. Le degré de corrélation a été évaluée selon Pestana et
Gageiro (2000) et classée comme tres élevé (0.9-1), élevé (0,7 - 0,89), modérée (0,4 -
0,69), faible (0,2 - 0,39) et tres faible (<0,2).

Le dispositif expérimental appliqué pour le traitement statistique des résultats du
test antifongique est un bifactoriel en randomisation totale. La comparaison des moyennes
a été réalisée avec le test de Newman Keuls a un seuil de probabilité de 5%. L’analyse de

la variance a été faite a 1’aide du logiciel STAT BOX 6.0.4. (GRIMMERSOFT).

Le traitement statistique des résultats des activités antibactériennes et antioxydantes
a éte fait avec ANOVA (monofactorielle et bifactorielle) incluant le test de comparaison
multiple (Tukey). Le niveau de signification a éte fixé a P <0,05. Le calcul statistique a été

effectué en utilisant le logiciel SPSS.
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

1. Détermination du taux d"humidité et du rendement en huiles essentielles

Les taux d’humidité déterminés pour les feuilles de myrte récolté de la région de
Chlef (Bissa), apres 7 jours de séchage a lI'ombre dans un endroit aéré, sont illustrés par la
figure 5. Les valeurs enregistrées sont variables en fonction du mois de récolte et de
I'organe concerné. Un taux d'humidité moyen des feuilles de 25,73% est noté pour la
période hivernale (novembre, décembre et janvier) contre 37,81% noté pour la période
estivale (juillet et aoQt) et 28,91% pour le mois de juin. Les valeurs élevées observées pour
les mois de juillet et ao(t sont peut étre dues a I'élévation de la température ambiante de
séchage a I'air libre durant cette période de chaleur permettant probablement I'évaporation
d'une quantité plus importante de I'eau des feuilles. En l'occurrence, les fruits (blancs et
bleu-violacé) contenaient plus d'eau avec des taux d'humidité de I'ordre respectivement de
41,635% et 48,9% récoltés les mois de novembre et décembre. Des résultats comparables
ont été signalés par Aidi et Marzouk (2012) pour les fruits de M. communis var. baetica
récoltés durant les différents stades de maturation (aoQt-janvier) qui sont de l'ordre de
39,12% a 76,16% avec 67,13% et 75,11% pour respectivement les mois de novembre et
décembre. La région de récolte présentait une pluviométrie allant de 1,6 mm a 156,8 mm
pour cette période de récolte avec le maximum enregistré pour le mois de décembre et
55,6mm pour le mois de novembre et des températures de 16,8 °C et 13,2 °C,

respectivement.
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Figure 5 : Variation du taux d’humidité des feuilles et des fruits de Myrtus communis L. de
la région de Chlef (Bissa) en fonction du mois de récolte.
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Ces températures restent comparables a celles observées dans la forét de Bissa mais
les taux de précipitation sont plus élevés. Berka-Zougali et al. (2012) ont rapporté un taux
d’humidité moyen des feuilles de I'ordre de 48,4% =+ 0,2% pour le myrte algérien récolté de
la forét de Bainem, située dans la banlieue nord-ouest d'Alger a 400m d‘altitude et
caractérisée par un climat doux et I'exposition au soleil et ce durant la mi-novembre (pleine
fructification). Cette hausse de la valeur d'humidité serait probablement due au mode de
séchage appliqué a I'étuve a 105 °C pendant 24 h. Ayant utilisé le méme mode de séchage,
Koukos et al. (2001) rapportent aussi un taux d'humidité moyen des feuilles de 49,5% pour

le myrte de Gréce récolté pendant le mois de juin.

Le rendement en HE extraites des feuilles par hydrodistillation est aussi variable en
fonction du mois de récolte et de I'organe (feuilles ou fruits). Les plus faibles rendements
observés pour la période de fructification sont respectivement de 0,34%, 0,38% et 0,39%
pour novembre, décembre et janvier (2009-2010). Ces résultats sont comparables a ceux
rapportés par Brada et al. (2012) et Berka-Zougali et al. (2012) pour le myrte récolté a des
endroits différents (la forét de Bainem et Miliana) également au mois de novembre de la
méme année (2009). Ces deux localités étant respectivement situées au Centre et Ouest
algériens (Tableau IX). L'influence des parametres climatiques est d'autant plus confirmée
par Berka-Zougali et al. (2010) ayant travaillé sur le myrte récolté du méme endroit (forét
de Bainem) a la méme période (novembre ou période de pleine fructification) mais a une
date antérieure ; le rendement en huiles essentielles extraites, par hydrodistillation, des
feuilles était de 0.51%. Les travaux réalisés par Bouzabata et al. (2013b et 2015)
approuvent ce constat en rapportant des valeurs de rendement en HE des feuilles oscillant
de 0.4 a 1% pour le myrte algérien récolté de 16 localités situés a I'Est, au Centre et Ouest
algériens durant la période de pleine floraison (mai et juin). Les valeurs du rendement
enregistrées pour le myrte récolté de la forét de Bissa pour la période de floraison (juin,
juillet et ao(t) sont de 1,15%, 0,61% et 0,55%, respectivement. Quant au rendement en HE
extraites des feuilles, durant le mois de juin, il reste proche de celui cité précédemment par
ces auteurs (1%) relevant ainsi I'effet du stade physiologique donc de la saison sur le
rendement. D'ailleurs, ce dernier s'est révélé plus faible durant la période de fructification
(novembre, décembre et janvier) avec des valeurs de I'ordre de 0,34%, 0,38% et 0,39%
(Figure 6).
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Tableau 1X : Rendement en huiles essentielles du myrte algérien extraites par
hydrodistillation.

Partie de la plante utilisée, stade physiologique et

o e
site de la récolte Rendement (%0) Référence
- Feuilles ‘ i
- Mi-novembre (pleine fructification) 0,51 Etearll a(—zzooluo%a '
- Forét de Bainem (banlieue nord-ouest d'Alger) '
- Feuilles ‘ i
- Mi-novembre (pleine fructification) 0,32 Etearll a(—zzooluz%a '
- Forét de Bainem (banlieue nord-ouest d'Alger) '
- Feuilles et fruits
- Novembre 0,3et0,1, Brada et al.
- . respectivement (2012)
- Miliana (nord-ouest de I'Algérie)
- Feuilles et rameaux de M. communis a fruits 0,92 et 0,05,
bleu-violacé respectivement _ _
- Feuilles de M. communis & fruits blancs 0,77 Foudil-Cherif et
e al. (2013)
- Stade de fructification
- Région de Gouraya (nord-est de I'Algérie)
- Feuilles et fleurs (parties aériennes)
- Mai et juin (stade de floraison)
- 16 sites de I'Est algérien (Jijel, Skikda, Seraidi, Bouzabata et al.
Bouchegout, Mechroha et Bouhadjar) au Centre 0:4-09 (2013b)

algérien (Tadma, Adekkar, Bouira, Tazmalt,
Mansoura, Saoula, forét de Bainem, Mouzaia et
Hammam Righa) et Ouest algérien (Nedroma).

- Feuilles et fleurs (parties aériennes)
- Mai et juin (stade de floraison) Bouzabata et al

- Deux groupes d'endroits : MCI (forét de Bainem - 0.6-1 (2015)
Tipaza -, Mechroha -Tell Atlas, Guelma - et Saoula -
Alger -); MCII (Hammam Righa -Ain Defla -).

Les rendements des feuilles du myrte a fruits bleu-violacé notés pendant la période
de fructification (0,31%, 0,365% et 0,38% pour les mois de novembre, décembre et
janvier) sont inferieurs a ceux relevés pour les feuilles a fruits blancs (0,37%, 0,39% et
0,40%, respectivement; Figure 7) contrairement a ceux observés par Foudil-Cherif et al.
(2013). Ces derniers ayant rapporté des rendements en HE des feuilles de 0,92% et 0,77%
pour le myrte a fruits bleu-violacé et celui a fruits blancs récoltés de la région de Gouraya
(Nord-est algérien). Le climat de cette région tout comme celui de la forét de Bissa et
Miliana sont classés comme semi-arides ; toutefois, cette derniere est située a 20m

d'altitude et présente une moyenne des précipitations annuelles de 580 mm avec un taux
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oscillant de 87mm, 120mm et 79mm en hiver (novembre, décembre et janvier) et des
températures de 15,8 °C, 12,6 °C et 11,9 °C.
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Figure 6 : Variation du rendement (%) en huiles essentielles des feuilles et des fruits de
Myrtus communis L. récolté dans la forét de Bissa en fonction du mois de
récolte.
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Figure 7 : Variation du rendement (%) en huiles essentielles des feuilles et des fruits de
Myrtus communis L. & fruits blancs et fruits bleu-violacé récolté dans la forét
de Bissa en fonction du mois de récolte.
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L'effet du stade physiologique sur le rendement en HE, des feuilles et des fruits du
myrte, apparait significativement dans les travaux de Aidi Wannes et al. (2009; 2010 et
2011). En omettant I'origine de la plante (Yougoslavie, Croatie et Albanie), les rendements
en HE des feuilles de myrte varient effectivement avec la période de récolte (Savikin-
Fodulovic et al., 2000, Asllani, 2000 et Jerkovic et al., 2002). Les rendements enregistrés
pour le myrte de la forét de Bissa pendant la période de floraison (juin, juillet et aolt) qui
sont de 1,15%, 0,61% et 0,55%, respectivement sont proches de ceux signalés par Chalchat
et al. (2010), Ghasemi et al. (2011), Rahimmalek et al. (2013) et Gavahian et al. (2013).
Khan et al. (2014) rapportent aussi une valeur de rendement comparable a nos résultats de
0,68% pour le myrte d'Arabie Saoudite récolté au mois d'avril pendant le stade de
floraison. Par contre, Koukos et al. (2001) rapportent un rendement plus faible de 0.22%
pour le myrte de Grece récolté en juin. Quant au myrte récolté des régions de Tenes et
Zeboudja (Chlef) durant le mois de septembre (2012), les rendements en HE des feuilles
oscillaient de 0,28- 0,77% et restent comparables au myrte du Portugal (0,56%) et celui de
la Tunisie (0,34%) (Pereira et al., 2009 et Aidi Wannes et al., 2010) contrairement au
myrte d'Iran dont le rendement était de 1,2% (Ghannadi et Dezfuly, 2011).

Le rendement en HE des fruits est légerement plus élevé (0,39% et 0,34% pour les
mois de novembre et décembre) comparativement a celui rapporté par Brada et al. (2012)
qui est de 0,1% pour le mois de novembre (période de pleine fructification). Les deux
endroits se caractérisent par une bonne exposition au soleil se situant a des altitudes
proches (750 m pour la région de Miliana et de 852-858m pour la forét de Bissa) avec
disponibilité d'eau de source dans cette derniére contre 70 mm de pluviométrie enregistrée
pour la région de Miliana. Cette variabilité des facteurs pédoclimatiques (altitude,
exposition au soleil, température, nature du sol et disponibilité d'eau) pourraient
probablement influencer la synthése des HE par la plante. Par ailleurs, Aidi Wannes et al.
(2010) signalent des rendements en HE des fruits de I'ordre de 0.11%, 0.006%, 0.01% et
0.003% pour les mois de septembre, novembre, décembre et janvier, respectivement. Le
rendement reste toujours supérieur en septembre 0.23% et 0.08% pour respectivement le
myrte du Portugal et de Tunisie (Pereira et al., 2009 ; Aidi Wannes et Marzouk, 2012).
Selon les travaux réalisés sur le myrte (Tableau X), l'origine ou lieu de récolte semble
exercer un effet significatif sur le rendement. Cette variabilite des résultats est
certainement due a la variabilité des facteurs externes ou pédoclimatiques et internes

propres a la plante (génétiques).
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Tableau X : Variation du rendement en huiles essentielles en fonction de I'origine du
myrte et de la période de récolte.

Feuilles
Origine Période de récolte Rendement (%) Référence
. ) Savikin-Fodulovic
Yougoslavie Eté 0,76 et al. (2000)
0,19-0,37 (min en mai Jerkovic et al.
Croatie Un an de cycle végétatif et max en juillet et (2002)
novembre)
Albanie Juin - octobre 0,48-0,8 Asllani (2000)
Mai 1,10 Ozek et al. (2000)
Turquie . Chalchat et al.
Aot 0,62 2010
Gréce Juin 0,22 Koukos et al.
(2001)
Zakynthos Février, mai et aoQt 1,45,1,20 et 1,45 Chryssavgi et al.
(ile grecque respectivement (2008)
située sur la

mer lonienne)

Tuberoso et al.

Italie Novembre-décembre 0,52
(2006)
Portugal Mai (pré-floraison), juin (boutons 0.33-0.74 (minen mai  Pereira et al.
floraux), juillet (floraison), septembre et max en octobre) (2009)
(fruits non mars) et octobre (fruits
mars)
Iran Juin (mi-floraison) 0.6-1.4 Rahimmalek et al.
(2013)
Iran Juillet 0.47 Ghasemi et al.
(2011)
Iran Juillet 0.7 Gavahian et al.
(2013)
Iran Septembre 1,2 Ghannadi et
Dezfuly (2011)
Maroc Mai 0,3-0,4 Farah et al. (2006)
Maroc Stade végétatif 2,0 Viuda-Martos et
al. (2011)
Tunisie Janvier, avril et juillet (stades de 0,18,0,11et 0,41, Aidi Wannes et al.
fructification, végétatif et de respectivement pour (2009)
floraison) var. baetica
0,20, 0,14 et 0,61 pour
var. italica
Tunisie Un an de cycle végétatif 0,14-0,61 max (juillet)  Aidi Wannes et al.
et min (avril) pour var.  (2010)
italica
Tunisie Un an de cycle végétatif 0,17-0,47 pour var. Aidi Wannes et al.

Arabie Saoudite

Auvril (stade de floraison)

baetica
0,68

(2011)
Khan et al. (2014)
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Fruits

Origine Période de récolte Rendement (%) Référence
Tunisie Un an de cycle végétatif 0,003-0,11 d'ao(it a Aidi Wannes et al.
janvier (maximum (2010)
en septembre)
Tunisie Stades de maturation (aoQt-janvier)  0,01-0,08 pour var. Aidi Wannes et
baetica (max Marzouk (2012)
septembre et min
novembre)
Tunisie Janvier 0,04 pour var. baetica  Aidi Wannes et al.
(2011)

Maroc Stade végétatif 1,8 Viuda-Martos et al.
(2011)

Corse Novembre 0,04 Barboni et al.
(2010)

Albanie Octobre (fruits mars) 0,1-0,15 Asllani (2000)

Italie Novembre et décembre 0,02 Tuberoso et al.
(2006)

Portugal Septembre (fruits non mars) et 0,23 et 0,11 Pereira et al. (2009)

octobre (fruits mdrs)

Croatie Un an de cycle végétatif (aolt- 0,03-0,13 (minen Jerkovic et al.

février)

novembre, décembre et
janvier et max en
octobre)

(2002)

2. Détermination des caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques

L'huile essentielle des feuilles de myrte extraite durant la floraison (juin) est

Iégerement acide (pH=5,10 + 0,642), moins dense que I'eau (0,853 £ 0,090) présentant des
indices de réfraction de 1,470 + 0,0341, d'acide de 2,58 + 0,682, de peroxyde de 12,70 +
1,0321 et de saponification de 193,175 + 6,230. Elle est de couleur jaune péle, trés Iégere

et d'aspect mobile avec une senteur fraiche et agréable. Berka-Zougali et al. (2012)

rapportent des valeurs de densité et d'indice de réfraction comparables (0,9051 + 0,0342 et

1,470 + 0,021, respectivement) pour I'huile essentielle des feuilles du myrte récolté mi-

novembre dans la forét de Bainem.
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3. Composition chimique des huiles essentielles extraites

3.1. Composition chimique de I'huile essentielle extraite pendant la floraison

L'analyse de la composition chimique de I'nuile essentielle des feuilles de myrte,
récoltées en juin 2009, par GC et GC/MS a révélé la présence de 34 composants (Tableau
XI) avec prédominance du limonene (23,4 %), linalool (15,4 %), géranyl acétate (10,9%),
a-pinene (10,7%), linalyl acétate (8,2%) et 1,8-cinéole (6,6%). Les monoterpénes
oxygénés étaient le groupe chimique prédominant (50,5%) suivi par les monoterpenes
(40,5%), tandis que les sesquiterpénes (1,9%) et les sesquiterpénes oxygénes (2,1%)
étaient présents en faibles quantités. L'huile essentielle est caractérisée par lI'absence de
myrtényl acétate et richesse en limonene, linalool et géranyl acétate c'est & dire de
chémotype : limonéne/ linalool/ géranyl acetate. L'a-pinene (10,7%) et le 1,8-cinéole
(6,6%) sont aussi présents mais a des teneurs plus faibles mettant ainsi en évidence
I'existence d'un nouveau chémotype algérien pour I'HE des feuilles de M. communis L.
Effectivement, les travaux réalisés sur le myrte d'Algérie (Tableau XII) évoquent un
chémotype : a-pinéne/1,8-cinéole pour I'HE des feuilles et ce, quelque soit le stade
physiologique de la plante (stade de floraison ou de fructification) ainsi que le lieu de
récolte (Nord-Est, Centre ou Nord-Ouest algériens). Exception faite pour I'HE des feuilles
du myrte a fruits blancs qui apparait de chémotype : 1,8-cinéole /a-pinéne (Foudil-Cherif
et al., 2013). Ce constat est d'autant plus confirmé par les travaux de Bouzabata et al.

(2013b) sur le myrte algérien.
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Tableau X1 : Composition des huiles essentielles des feuilles de M. communis L. de
la forét de Bissa (Chlef) recolté durant la floraison (juin).

Composants IR? IR® Aire (%)
a-thujéne 930 925 05+0,1
a-pinéne 939 932 10,7+0,6
B- pinéne 979 974 Tr

Myrcéne 991 990 3,1+0,1
a-phellandréne 1003 1008 Tr

p-cymene 1025 1023 05%0,2
Limonene 1029 1029 234+04
1,8 cinéole 1031 1031 6,6+0,8
(E)- B ocumeéne 1050 1047 1,2+0,1
a-terpinoléne 1089 1087 Tr

Linalool 1097 1102 154+17
allo-ociméne 1132 1128 1,1+0,1
terpinene-4-ol 1177 1177 0,18+0,1
a-terpinéol 1189 1191 15+05
Estragole 1196 1198 0,8+0,1
trans carvéol 1217 1219 Tr

Nérol 1230 1228 04+0,1
cis-carvéol 1229 1230 Tr

Carvone 1243 1244 Tr

linalyl acétate 1257 1257 82+17
Géranial 1267 1270 02+0,1
bormyl acétate 1289 1286 Tr

methyl géranate 1325 1323 0,3+0,1
a-terpényl acétate 1349 1349 08+0,1
néryl acétate 1363 1363 2,02+0,7
géranyl acétate 1381 1385 109+15
methyl eugénol 1404 1404 2,304
E-caryophylléne 1419 1422 0,7+0,1
y-éleméne 1437 1434 Tr

o humuléne 1455 1456 0,7£0,1
(E-E), a-farnéséne 1506 1507 Tr

d-cadinene 1523 1521 05+0,1
oxyde de caryophylléne 1583 1587 19+0,3
caryophylla-4(14),8(15) diéne-5. - ol 1641 1638 0,2+0,1

Note: tr, traces (<0.1%); IR indice de rétention (Adams, 2001); IR®, indice de rétention relative aux C;-Cso
sur la colonne capillaire HP-5MS.

Monoterpénes : 40,5%
Monoterpenes oxygénes : 50,5%
Sesquiterpenes: 1.9%
Sesquiterpénes oxygénés : 2,1%

Composés identifiés : 95%
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Par ailleurs, Brada et al. (2012) observent une variation de la composition chimique

de I'huile essentielle de myrte en fonction de l'organe; les feuilles sont riches en

monoterpenes (51,30%) tandis que les fruits sont riches en monoterpénes oxygenés

(71,2%). Le contenu en sesquiterpenes y est trés faible (1%) contrairement aux fruits

(16%). L'huile essentielle de ces derniers est aussi caractérisee par une grande quantité de

linalool, estragole, 1,8 cinéole et une quantité appréciable de bergamoténe et E-

caryophyllene c'est a dire de chémotype typique : linalol/estragole/1,8 cinéole.

Tableau XI1 : Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles des feuilles et
des fruits de M. communis L. d'Algérie.

Partie de la plante utilisée, stade physiologique
et site de la récolte

- Feuilles
- Mi-novembre (pleine fructification)
- Forét de Bainem (banlieue nord-ouest d'Alger)

- Feuilles
- Mi-novembre (pleine fructification)
- Forét de Bainem (banlieue nord-ouest d'Alger)

- Feuilles et fruits
- Novembre
- Miliana (nord-ouest de I'Algérie)

- Feuilles et rameaux de M. communis a fruits
bleu-violacé et blancs

- Stade de fructification

- Région de Gouraya (nord-est de I'Algérie)

- Feuilles et fleurs (parties aériennes)

- Mai et juin (stade de floraison)

- 16 sites de I'Est algérien (Jijel, Skikda, Seraidi,
Bouchegout, Mechroha et Bouhadjar) au Centre
algérien (Tadma, Adekkar, Bouira, Tazmalt ,
Mansoura, Saoula, forét de Bainem, Mouzaia et
Hammam Righa) et Ouest algérien (Nedroma).

- Feuilles et fleurs (parties aériennes)
- Mai et juin (stade de floraison)

- Deux groupes d'endroits: MCI (Forét de Bainem -
Tipaza -, Mechroha -Tell Atlas, Guelma - et Saoula

-Alger -); MCII (Hammam Righa -Ain Defla -).

Principaux composants
(> 5%)

- a-pinene 50,81
- 1,8-cinéole 24-32

- a-pinéne 44,62
- 1,8-cinéole 25,46

Feuilles

- a-pinene 46,9

- 1,8 cinéole 25,2

- Linalool 5,6
Fruits

- Linalool 36,2

- Estragole 18,4

- 1,8-cinéole 11,4

- a-bergamoléne 5,9

Feuilles des fruits blancs
et bleu-violacé,
respectivement:

- 1,8-cinéole 42,4-33,3

- a-pinéne 33,4-39,3

- Linalool 1,0-6,5

- a-pinene 27,4-59,2

- 1,8-cinéole 6,1-34,3

- Limonéne 2,9-24,3

- Linalool 0,6-1,2

- Linalyl acétate (Jusqu'a
13,1)

- a-terpinéol 1,8-5,5

- Geranyl acétate 1,4-6,0

MCI et MCII,
respectivement:

- a-pinéne 50,8-33,6

- 1,8-cinéole 21,9-13,3
- Linalool 2,7-14,8

- Linalyl acétate 0,3-9,5

Référence

Berka-Zougali
et al. (2010)

Berka-Zougali
et al. (2012)

Brada et al.
(2012)

Foudil-Cherif et
al. (2013)

Bouzabata et al.
(2013b)

Bouzabata et al.
(2015)
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En comparaison avec le myrte provenant de diverses origines (Tableau XII1) récolté
durant la période de floraison, I'HE du myrte de Turquie de profil chimique: linalool/linalyl
acetate/1,8-cinéole/géranylacétate/a-terpinéol/a-pinene et celle de la Grece de profil
chimique: linalyl acétate/limonéne/a-pinéne/géranyl acétate se rapprochent de I'HE
recueillie en juin. Le myrte d'Arabie Saoudite est aussi riche en linalool et 1,8-cinéole en
plus de I'a-pinéne. D'autre part, le myrte de Tunisie, d'Iran et de Corse sont de chémotype :
a-pinéne/1,8-cinéole et celui de la Yougoslavie et d'ltalie sont de chémotype : 1,8-
cinéole/a-pinene alors que le myrte du Portugal et de la Croatie sont plus riches en
myrtényl acétate et a-pinéne. De ce fait, il parait évident que I'origine du myrte influence
nettement la composition chimique de I'HE synthétisée au niveau des feuilles durant la
période de floraison. Toutefois, la présence de I'a-pinéne, du 1,8-cinéole, du limonéne et
du linalool est prépondérante dans toutes les HE extraites des myrtes evoqués
précédemment durant cette période mais a des teneurs différentes et ce quelque soit
l'origine du myrte. La présence du linalyl acétate et du géranyl acétate semblent

caractériser certaines de ces HE.

3.2. Composition chimique de [I'huile essentielle extraite pendant la
fructification

L'analyse de la composition chimique des HE extraites des feuilles de myrte
collecté de 14 sites dans les régions de Ténes et Zeboudja en début de fructification
(septembre 2012) a révélé la présence de 57 composants représentant une fraction > 95%
de matieres volatiles totales. Les composants sont répertoriés dans le tableau XIV dans
I'ordre de leur élution sur la colonne DB-1, agences en fonction du degré de corrélation
obtenu aprés l'analyse de groupes basée sur la composition chimique des huiles
essentielles. La fraction des monoterpenes est dominante dans toutes les HE analysées
(feuilles : 93-97% et fruits : 84-95%), tandis que la fraction des sesquiterpenes varie de 1-
2% dans les HE des feuilles et de 2-10% dans celles des fruits. Les hydrocarbures
monoterpéniques étaient, en général, présents dans des pourcentages plus elevés (39-75%)
que les monoterpénes oxygénés (19-55%).

L'analyse de groupes basée sur la composition chimique des HE des feuilles et des
fruits a permis de les regrouper en principaux groupes hautement corrélés (Scorr > 0.88 et
Scorr > 0.80, respectivement), chacun subdivisé par la suite en sous groupes distincts

(Figures 8 et 9, Tableau XIV). Pour les huiles essentielles des feuilles, le groupe | réuni
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onze échantillons caractérisés par la prédominance de 1'a-pinéne (32-49%), le limonene
(11-30%), le 1,8-cinéole (10-24%) et le linalool (2-20%). Bien que comprenant les mémes
composants principaux, les trois échantillons du groupe Il ont montré des pourcentages
plus faibles en o-pinene (23-28%), plus élevés en linalool (20-32%) et des teneurs
intermédiaires en limonene (15-17%) et 1,8-cinéole (16-19%) (Figure 8, Tableau XIV).
Bien que qualitativement similaires aux HE des feuilles, les HE des fruits different
quantitativement (Figure 9, Tableau XIV). La composition des HE des fruits appartenant
au groupe I est dominée par la présence de 1'a-pinene (21-43%), le limonene (25-35%), le
1,8-cinéole (5-12%) et linalool (1-7%), tandis que les échantillons appartenant au groupe 11
ont montré des niveaux élevés d'a-pinene (34-43%) et de 1,8-cinéole (13-31%), inférieurs

en limonene (9-13%) et des teneurs similaires en linalool (2-5%).
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Figure 8: Dendrogramme obtenu par l'analyse de groupes de la composition en
pourcentage des huiles essentielles isolées des feuilles de Myrtus communis
L. basée sur la corrélation et en utilisant la méthode non pondérée paire-
groupe avec la moyenne arithmétique (UPGMA).
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Figure 9: Dendrogramme obtenu par l'analyse de groupes de la composition en
pourcentage des huiles essentielles isolées des fruits de Myrtus communis L.
basee sur la corrélation et en utilisant la méthode non pondérée paire-groupe
avec la moyenne arithmétique (UPGMA).
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Des etudes antérieures réalisées sur la composition chimique des huiles essentielles
des feuilles de myrte algérien (Tableau XIl) ont également montré, la présence de l'a-
pinene, du 1,8-cinéole, du limonene et du linalool comme principaux composants. Bien
que le linalool a également été signalé dans certaines huiles essentielles, il n'a jamais été
>15% (Foudil-Cherif et al., 2013 ; Bouzabata et al., 2013b et 2015) suggérant ainsi
I'existence d'un nouveau chémotype pour les HE des feuilles de myrte algérien non encore
signalé jusqu'a présent. Des teneurs relativement élevées (>15%) en linalool ont également
été rapportées pour les huiles de myrte de la Croatie (Jerkovic et al., 2002); la Gréce
(Chryssavgi et al., 2008) et de la Tunisie (Aidi et al., 2010 et 2011). Seul le myrte de
Turquie affiche un chémotype semblable a celui du groupe II (linalool/a-
pinene/limonéne/1,8-cinéole) avec absence de limonéne comme composé majoritaire
(Tableau XV).

Par ailleurs, les HE des fruits regroupées dans le groupe | ont montré des quantités
inférieures d'a-pinéne que les HE des feuilles, résultats concordant a ceux rapportés par
Brada et al. (2012) et Foudil-Cherif et al. (2013). Cependant, les échantillons de fruits
regroupés dans le groupe Il ont montré des quantités similaires d'a-pinéne a celles des HE
des feuilles du groupe | (Tableau XIV). A I'opposé des HE des feuilles (Tableau XIV), les
teneurs en limonéne des HE des fruits du groupe | étaient inférieures a celles enregistrées
pour le 1,8-cinéole. Foudil-Cherif et al. (2013) ont également rapporté des niveaux
supérieurs en limonene dans les HE des fruits que dans celles des feuilles de M. communis
L., dans lesquelles des traces ou méme I'absence de limonéne a été signalé. Néanmoins,
dans cette étude, les HE des fruits du groupe 1l avaient des quantités plus élevées de 1,8-

cinéole que le limonene (Tableau XIV).

L'absence du myrtényl acétate dans les HE des feuilles détectée dans ce travail a été
précédemment rapporté pour des échantillons algériens (Berka-Zougali et al., 2012;
Bazzali et al., 2012; Brada et al., 2012; Foudil-Cherif et al., 2013 et Bouzabata et al.,
2015). Néanmoins, ce composé est détecté dans certaines HE des fruits, bien qu'a I'état de
traces a 1% (Tableau XIV). Le myrtenyl acétate a été rapporté dans les HE de myrte
d'Albanie (Asllani, 2000), Italie (Pistelli et al., 2013), Maroc (Viuda-Martos et al., 2011,
Bouzabata et al., 2013b), Turquie (Ozek et al., 2000), Croatie (Jerkovic et al., 2002),
Grece (Chryssavgi et al., 2008) et Portugal (Pereira et al., 2009). Pour ces trois derniers
pays, le myrtényl acetate est encore le principal composant des HE de myrte. Le 3,3,5,5,8-

hexamethyl-7-oxabicyclo[4.3.0]-non1(6)-éne-2,4-dione a été trouvé dans les HE des
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feuilles et des fruits, allant des traces a 1%. Ce composant a déja été rapporté par
Bouzabata et al. (2010 et 2013b) et Bazzali et al. (2012). Bien que Bouzabata et al.
(2013b) aient rapporté que les HE du myrte contenant des teneurs élevées en linalool
possédaient également des quantités élevées de cette dione, une telle corrélation n'a pas été

observée dans cette étude (Tableau XIV).
3.3. Etude de la cinétique d'hydrodistillation

Les feuilles de myrte recueillies a Boucheral-Ouled Sidi Ali (a prédominance 1,8-
cinéole) et a Bissa (& prédominance linalool) (Tableau XI1V) ont été choisies pour évaluer
l'effet de la durée de la distillation sur la composition chimique des HE, a savoir les
quantités relatives d'a-pinene, de 1,8-cinéole, de limonene, d'a-terpinéol, de méthyl
eugénol et de géranyl acétate (Figures 10 et 11). L'expérience a été fixée pour extraire par

hydrodistillation toute I'huile essentielle a des intervalles de temps réguliers.

2

Composants (%)

0-10 10-30 30-60 60-90 90-180
Temps (min)

Oe-pinéne O1,8-cinéole @Limonéne MLinalool M u-terpméol BMéthyleugénol B Géranylacétate

Figure 10 : Cinétique d'hydrodistillation des principaux composants de I'HE extraite des
feuilles de M. communis récolté a Ouled Sidi Ali -Boucheral- (Algérie).
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Figure 11 : Cinétique d'hydrodistillation des principaux composants de I'HE extraite des
feuilles de M. communis récolté a Bissa (Algérie).

Les teneurs en 1,8-cinéole, limonene et linalool diminuent généralement au cours
de I’hydrodistillation, dans les deux cas, alors que I'a-pinéne a montré une augmentation de
la fraction extraite durant les 30-60 minutes apres le début de I'nydrodistillation (Figures
10 et 11). Les pourcentages du méthyl eugénol et du géranyl acétate ont montré une
tendance a augmenter au cours de I'hydrodistillation dans les trois échantillons d'HE.
L'augmentation du géranyl acétate et la diminution de I'a-pinene et du 1,8-cinéole au cours
de I'hydrodistillation a également été signalée par Farah et al. (2006) pour I'HE de myrte
marocain de chémotype : a-pinéne/1,8-cinéole/ myrtényl acétate. Ce comportement peut
différer selon la source de I'huile essentielle. Ganou (1993) a signalé une diminution de la
quantité d'a-pinéne au cours de I'nydrodistillation dans les HE des fruits de persil, alors que
dans I'HE des fruits de coriandre, I'inverse a été observé. Le point d'ébullition, le poids
moléculaire et la pression de vapeur sont des facteurs responsables du fractionnement des
HE, néanmoins d'autres facteurs tels que la vitesse de distillation peuvent expliquer les
différents résultats obtenus. Si ce facteur est relativement élevé, I'extraction de composés
polaires est favorisée par rapport a celui des terpénes hydrocarbonés (Moghrani et Maachi,
2008).
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Conclusion

Les principaux constituants de I'huile essentielle des feuilles de M. communis
récolté de la forét de Bissa au nord-ouest d'Algérie durant la période de floraison (juin)
étaient le limonene, le linalool, I'a-pinene, le géranyl acétate, le linalyl acétate et le 1,8-
cinéole. Les huiles essentielles isolées a partir des feuilles de M. communis recueilli dans
les régions de Zeboudja et Ténes (Chlef) en fructification et appartenant au groupe Il
étaient principalement riches en linalool, a-pinéne, limonene et 1,8-cinéole. Cependant, les
HE des fruits, appartenant au groupe Il, renferment des quantités plus élevées de 1,8-
cinéole que de limonéne. Ces résultats suggérent l'existence de nouveaux chémotypes
d'huile essentielle des feuilles de myrte algérien riche en limonéne et/ou linalool selon le
stade physiologique de la plante qui devraient étre étudiés davantage. Par ailleurs, aucune
corrélation entre la couleur des fruits et la composition chimique ne pourrait étre dessinée.
Néanmoins, lors de I'hydrodistillation, des teneurs relativement élevées en a-pinéne, 1,8-

cinéole, limonéne et linalool peuvent étre obtenues avec une courte durée d’extraction.

4. Identification des bactéries pathogénes d'origine clinique
4.1. Staphylococcus aureus
4.1.1. Aspect macroscopique

La culture de S. aureus obtenue sur milieu Chapman (Figure 12) se caractérise par

une forme sphérique, lisse, luisante et bombée plus ou moins pigmentée en jaune or.

Figure 12 : Culture de Staphylococcus aureus sur milieu
Chapman

4.1.2. Aspect microscopique
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Aprés la coloration de gram, 1’observation microscopique (Figure 13) montre que
les S. aureus ont des formes arrondies de couleur violette, ils apparaissent isolées, groupées
par deux ou en amas caractéristiques « en grappes de raisin », donc se sont des coques a

Gram positif.

Foagiyw '\ -
»

o 0
A, 4 2 S

Figure 13 : Vue microscopique de Staphylococcus aureus apres la coloration
de Gram (x100)

4.1.5. 1ESLS piocrmyues

Le tableau ci-dessous présente les résultats des tests biochimiques
permettant I'identification de Staphylococcus aureus. Le test positif de la catalase
est a la base de [Iidentification des bactéries gram +. La coagulase
libre (exoenzyme) est une enzyme libérée dans le milieu au cours de la culture par
S. aureus. Sa mise en évidence permet seule, d'affirmer la présence de S. aureus. La
mise en évidence pour un Staphylocoque d'une ADNase thermostable (aprés
chauffage a 100°C) suffit a Il'identification de I'espece aureus (Joffin et Leyral,
2001).

Tableau XVI : Résultats des tests biochimiques de S. aureus

Tests biochimiques Résultats
Catalase +
Coagulase +
ADNase +

+ @ positif

4.1.4. L’antibiogramme
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Selon le test de I'antibiogramme (Tableau XVII, Figure 14), cette souche clinique
de S. aureus est sensible aux trois antibiotiques : Amoxicilline + acide clavulanique
(AMC) (20/10 pg), Amikacine (AN) (30 ng) et Céfazoline (CZ) (30 pg) mais présente une
sensibilité intermédiaire a la pénicilline ( P) (6 ng) et la Doxycycline (DO) (30 ug).

Tableau XVII : L’antibiogramme de S. aureus.

Antibiotiques Diamétre des zones d’inhibition en (mm) Résultats

AMC 22 S
AN 18 S
Cz 16 S

P 8 I
DO 8 I

Figure 14 : L’antibiogramme de S. aureus

4.2. Escherichia coli

4.2.1. Aspect macroscopique

Les colonies obtenues sur gélose Hecktoen se caractérisent par un aspect visqueux,
lisse, plat de couleur jaune saumon (Figure 15).

108



\ R EY
. St ete 0 : 4
@ .
ge ® o ® =
. . o o~
L e
r =
e
. 4‘-"’#;

Fiagure 15 : Culture d’Escherichia coli sur milieu Hektoen

4.2.2. Aspect microscopique

L’observation microscopique de la coloration de Gram d’E. coli (Figure 16) montre
la présence de formes coccobacilles colorées en rose, donc ce sont des bacilles Gram

négatif.

Fiaure 16 : Vue microsconiaue d’Escherichia coli anrés la coloration de Gram (x 100)

4.2.3. Tests biochimiques

Les tests biochimiques réalisés pour I'identification d'E. coli sont présentés par le
tableau XVIII (caractéres d’une entérobactérie : oxydase -, Glucose + et nitratase + et
caracteres d'E. coli : gaz en glucose, lactose +, ONPG +, H,S —, mannitol +, indole +,
citrate -, VP -, urée -, LDC variable (90% +), ODC variable, ADH -) (Clave, 2012).
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Tableau XVII1 : Résultats des tests biochimiques d’E. coli

Tests biochimiques Résultats
Oxydase -
ONPG +
Nitrate réductase +

Lactose +

Saccharose +
TSI Glucose +

Gaz +

H.,S -
Citrate de Simmons -

] N Mannitol +

Mannitol mobilité N

Mobilité -

Uréase -
Urée-Indole

Indole +

RM +
RM/VP

VP R
ADH -
LDC +
oDC +

4.2.4. L’antibiogramme

Cette souche d'Escherichia coli présente une sensibilité similaire a celle de S.
aureus (Tableau XIX, Figure 17).

Tableau XIX : L’antibiogramme d’E. coli.

Antibiotiques Diamétre des zones d’inhibition en (mm) Résultats

AMC 20 S
AN 24 S
Cz 20 S

P 8 I
DO 7 I
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Figure 17 : L’antibiogramme d’E. coli

4.3. Salmonella sp.

4.3.1. Aspect macroscopique
Sur gélose SS, Salmonella donne des colonies incolores de taille moyenne (2 a
3mm de diamétre) (Figure 18).

Figure 18 : Culture de Salmonella sp. sur gélose SS

4.3.2. Aspect microscopique

Apres la coloration de Gram, 1’observation microscopique montre la présence de

formes bacilles colorées en rose, ce sont des bacilles Gram négatif (Figure 19).
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Figure 19 : Vue microscopique de Salmonella sp. apreés la coloration
de Gram (x 100)

4.3.3. Tests biochimiques

Les résultats des tests biochimiques ci-dessous ont permis I'identification du genre
Salmonella (Tableau XX). Les principaux caracteres négatifs de ce genre sont : oxydase
négative, ONPG hydrolase ( galactosidase), fermentation du lactose, urée, indole et
réaction de Voges-Proskauer (VP). Les principaux caracteres positifs sont : la réduction
des nitrates en nitrites (possédant une nitrate réductase), la fermentation du glucose avec
production de gaz (sauf S. Typhi), la libération d'H,S, I'utilisation du citrate (S. Typhi et S.
Paratyphi) et la fermentation du mannitol. Les salmonelles, grace a leur ciliature péritriche,

sont mobiles d'ou le test positif de mobilité (Stiegler, 2003).

Tableau XX : Résultats des tests biochimiques de Salmonella sp.

Tests biochimiques Résultats
Oxydase -
ONPG -
Nitrate réductase +
Lactose -
TS| Glucose +
Gaz -
H,S +
Citrate de Simmons -
Mannitol mobilité Mannitol +
Mobilité +
Urée-Indole Uréase -
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Indole -
RM/VP RM +
VP -

4.3.4. L’antibiogramme

L'antibiogramme réalisé (Tableau XXII, Figure 20) montre que cette souche est
résistante a la pipéracilline 75ug, céfazoline 30ug et pénicilline 6ug) mais sensible a
I'amikacine et la doxycycline).

Tableau XXI : L'antibiogramme de Salmonella sp.
Antibiotiques diamétres des zones d’inhibition en (mm) Résultats

PIP 0 R
AN 20 S
Cz 0 R

P 0 R
DO 16 S

Figure 20 : L'antibiogramme de Salmonella sp.

4.4. Proteus sp.

4.4.1. Aspect macroscopique
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Sur gélose Mac conkey, Proteus sp. donne des colonies incolores de taille moyenne
(Figure 21).

Figure 21 : Culture de Proteus sp. sur milieu Hektoen

4.4.2. Aspect microscopique
L’observation microscopique aprés la coloration de Gram (Figure 22) montre que

Proteus forme des bacilles colorés en rose, ce sont des bacilles Gram négatif.

Figure 22 : Vue microscopique de Proteus sp. apres la coloration de Gram (x 100)

4.4.3. Tests biochimiques
Les résultats des tests biochimiques ci-dessous ont permis d'identifier le genre
Proteus (Abbott et al., 2008).

114



Tableau XXII : Résultats des tests biochimiques de Proteus sp.

Tests biochimiques Résultats
Oxydase -
ONPG -
Nitrate réductase +
Uréase +
TDA +

4.4 .4, L’antibiogramme

Daprés les résultats de I'antibiogramme (Tableau XXIII, Figure 23), cette souche
de Proteus est résistante a la doxycycline (30ug) et la pénicilline (6ug), modérément

sensible a la pipéracilline (PIP,75 pg) et la céfazoline (30 ug) et sensible a I'amikacine (30

ug).

Tableau XXIII : L’antibiogramme de Proteus sp.

Antibiotiques diamétres des zones d’inhibition en (mm) Résultats

PIP 10 '
AN 24 S
cz 14 |

P 0 R
DO 0 R

Figure 23 : L antibiogramme de Proteus sp.
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4.5. Klebsiella sp.

4.5.1. Aspect macroscopique
Klebsiella sur milieu Mac conkey donne des colonies rondes de 3 a 4 mm de

diamétre, bombées, muqueuses et brillantes (Figure 24).

Figure 24 : Culture de Klebsiella sp. sur gélose Mac Conkey

4.5.2. Aspect microscopique
L’observation microscopique indique que les Klebsiella sont des bacilles Gram

négatif (Figure 25).
-
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Figure 25 : Vue microscoplque de Klebsiella sp. apres la coloration
de Gram (x 100)

4.5.3. Tests biochimiques
Les différents tests biochimiques permettant d'identifier le genre Klebsiella sont
illustrés par le tableau XXIV (Holt et al., 2000).
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Tableau XXIV : Résultats des tests biochimiques de Klebsiella sp.

Teste biochimiques Résultats
Oxydase -
ONPG +
Nitrate réductase +
Lactose +
Saccharose +
TSI Glucose +
Gaz +
H,S -
Citrate de Simmons +
] o Mannitol +
Mammite mobilité -
Mobilité -
o Uréase +
Urée-indole
Indole +
RM -
RM/VP
VP +

4.5.4. L’antibiogramme

D'apreés les résultats de I'antibiogramme (Tableau XXV, Figure 26), cette souche de
Klebsiella est résistante a la doxycycline (30ug) et la pénicilline (6ug), modérément
sensible a I'amoxicilline + acide clavulanique (20/10ug) et la céfazoline (30 pg) et sensible

a I'amikacine (30 ug).

Tableau XXV : L’antibiogramme de Klebsiella sp.

Antibiotiques  diameétres des zones d’inhibition en (mm)  Résultats

AMC 14 I
AN 22 S
CzZ 8 I

P 0 R
DO 0 R
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Figure 26 : L’antibiogramme de Klebsiella sp.

5. Activité antibactérienne de I'huile essentielle des feuilles de M. communis L.
sur les souches bactériennes pathogeénes d'origine clinique

5.1. Méthode de diffusion en puits

L'effet dose d'huile essentielle sur les différentes souches bactériennes testées est
hautement significatif (p<0.01). Les bactéries Gram - testées (Salmonella sp., Proteus sp. et
Klebsiella sp.) présentent une sensibilité croissante avec 1’augmentation du volume d’HE
testé (Figure 27). E. coli est plus résistante (Figure 28) et nécessite I’addition de volumes
supérieurs (5 a 20 pL). S. aureus, bactérie Gram+, s’est montré la plus sensible (36,67
mm/8 uL vs 16,67/20 pL).

40,00
35.00

30,00 -
+

2322 : T m.S qaureus

| Salmonellasp
15,00 - T m Protetis sp
10.00 i Klebseillla sp
5,00 -
0,00 - T T T 1

2 4 (&} S

Dose d'huile essentielle (ul)

Zone d'inhibition (mnm)

Figure 27 : Effet de I'huile essentielle des feuilles de M. communis extraite durant
la floraison sur la croissance des souches bactériennes cliniques par la
méthode de diffusion en puits.
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Figure 28 : Effet de I'huile essentielle des feuilles de M. communis extraite durant la
floraison sur la croissance d' E. coli d'origine clinique par la méthode de
diffusion en puits.

Pour des doses d'huile essentielle testées (2-8 pl/puit), les zones d'inhibition
mesurées étaient de (12,67-36,67 mm) pour S. aureus, Salmonella sp. (9,33-27,67 mm) et
(2,67-26,67 mm) pour Klebseillla sp. alors qu'aucune inhibition n'a été observée pour
Proteus sp. et E. coli aux plus petites doses (2 pl et 5 pl/puit, respectivement). Les zones
d'inhibition signalées pour ces derniers étaient de (13,67-28,33 mm avec des doses allant
de 4 a 8 pl/puit) pour Proteus sp. et (7,33-16,67 mm avec des doses allant de 10-20 ul/puit)
pour E. coli (Figure 29).

Des résultats comparables ont été rapportés par Cherrat et al. (2014). A une dose de
20 ul d'HE/disque (HE dissoute dans 3% de I'éthanol absolu), la croissance de S. aureus a
été fortement inhibée (24.2 mm) comparativement a celle d'E. coli (7.4 -10.8 mm) et de
Salmonella senftenberg (11.7 mm). Cette HE extraite des feuilles de myrte marocain en
juin était riche en myrtényl acétate (49,27%), 1,8-cinéole (26,93%), a-pinéne (16,52%) et
méthyl eugénol (4,84%). Ben Hsouna et al. (2014) confirment ces observations lors de
I'application d'HE des feuilles de myrte tunisien récolté en mai a raison de 50 pl/puit a
partir d'une solution stock de 50mg/mL. Staphylococcus aureus était le plus sensible (ZI =
22-25 mm et CMI = 0,078-0,625 mg/mL), suivi de Salmonella enteritidis (isolat
alimentaire) (ZI = 20 mm et CMI = 1,25 mg/mL), d'Escherichia coli et de Klebsiella
pneumoniae (Z1 = 16mm et CMI = 2,5mg/mL). Les principaux composants de cette HE
étaient le myrtényl acétate (20,75%), le 1,8-cinéole (16,55%), I'a-pinéne (15,59%), le
linalool (13,30%) et le limonéne (8,94%).
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De méme Zomorodian et al. (2013) rapportent pour S. aureus (résistant et sensible
a la méthicilline) des CMlIgy et CMB de l'ordre de 4-5,65 pl/mL et 5,65-8 pl/mL,
respectivement, pour E. coli (3eme génération sensible et résistante a la céphalosporine)
25,4-27,85 pl/mL, respectivement et Salmonella enterica subsp. enterica une CMlgy, et
CMB de 64 pl/mL d'HE des feuilles de myrte iranien récolté avant la floraison (mai). Mais
aucune différence significative dans la sensibilité a I'nuile essentielle n'a été observée entre
les bacteéries résistantes aux antibiotiques et celles sensibles qu'elles soient Gram positif ou
Gram négatif. Les composants majoritaires présents dans I'HE extraite étaient I'a-pinéne
(39,2 %), 1,8-cinéole (22 %) et linalool (18,4 %) aussi bien que I'HE testée dans cet essai
(forét de Bissa, juin). Salvagnini et al. (2008) signalent par ailleurs la résistance d'E. coli a
la dose de 20 pl/disque d'HE des feuilles du myrte de Brésil cueilli en mars face a

I'inhibition appréciable de S. aureus (15 mm).
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Figure 29 : Aromatogrammes des différentes souches bactériennes pathogenes testées.
a: S. aureus, b: Salmonella sp., c: Proteus sp., d: Klebsiella sp., e: E. coli

Cependant, une sensibilité égale de S. aureus (non résistant a la méthicilline) et d'E.
coli (15 mm) a été signalée par Akin et al. (2010) apres application de 10 pl/disque d'HE
extraite en Octobre, des feuilles du myrte poussant au nord de Chypre riche en linalool
(12,65%) et a-terpineol (7,57%). Yadegarinia et al. (2006) ont également observé une
sensibilité comparable d'E. coli et de S. aureus (13 et 10 mm) suite a l'application de 5
pl/disque d'HE de myrte iranien récolté durant la période d'octobre/novembre présentant
une richesse en a-pinene (29,1%), limonene (21,5%), 1,8-cinéole (17,9%) et linalool
(10,4%); composants majoritaires également présents dans I'HE de floraison mais avec des
teneurs variables. Des résultats similaires ont été obtenus avec I'HE des feuilles de myrte
algérien en fructification avec S. aureus (30 pl/mL), Klebsiella pneumoniae, E. coli et
Salmonella enterica (30 pl/mL) (Berka-Zougali et al., 2012). L'a-pinéne et le 1.8-cinéole
étaient présents en de fortes teneurs 44,62% et 25,46% contrairement & I'HE testée qui était
moins riche en a-pinene (10,7%) et 1,8-cinéole (6,6%). Pour I'espece Proteus vulgaris,
Aboutabl et al. (2011) signalent une CMI >200 pl/mL aprés exposition a I'HE des feuilles
de myrte d'Egypte cueilli en mai. Cette HE renfermait principalement 1,8-cinéole 27,2%,
a-pinene 25,5%, Linalool 11,8% et p-menth-1-enol 7% contre une CMI de 50 pl/mL pour
I'HE des fruits qui contenait principalement du menthyl acétate 13,4%, trans-
caryophyllene 10,5%, 1,8-cinéole 9,6% et p-menth-1-énol 9,2% confirmant la sensibilité
de ce genre a la présence d'HE de myrte. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par
la littérature avangant que les huiles essentielles sont légerement plus actives contre les
bactéries Gram + que celles a Gram- (Lambert et al., 2001 et Farah et al., 2008). La grande

sensibilité de S. aureus (bactérie Gram +) confirme 1’hypothése de la variation de la
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sensibilité des bactéries en fonction de la structure de leur paroi, les bactéries Gram+ sont
constituées d'une couche épaisse de peptidoglycanes (sucres aminés), qui les rendent plus
résistantes a la dessiccation mais moins résistantes aux antibiotiques, ce peptidoglycane est
trés épais et associé a des protéines pariétales exposées et a des structures polyosidiques
(acides lipoteichoiques, acides teichoiques...). Par contre chez les bactéries a Gram-, le
peptidoglycane est tres fin et associé a une enveloppe externe complexe definissant un
espace peériplasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique
hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines (porines...) et lipopolysaccharides
(LPS). L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances
complexes pour qu'elles puissent traverser la membrane cytoplasmique et inactivent les
produits chimiques toxiques (antibiotiques, métaux lourds...). La résistance des bactéries a
Gram- aux glycopeptides et aux macrolides est due a l'incapacité de ces molécules de
franchir la membrane externe (Berche, 2003).

5.2. Méthode sur milieu liquide ou par contact direct
5.2.1. Staphylococcus aureus

La cinétique de croissance microbienne de S. aureus en présence de I’HE de M.

communis extraite durant la floraison (juin) a différentes doses est illustrée par la figure 30.
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Figure 30 : Cinétique de croissance microbienne de S. aureus en présence de
I'nuile essentielle de M. communis L. a différentes doses.

122



D'apres les courbes de croissance illustrées ci-dessus, la croissance de S. aureus ne
parait nullement étre affectée par la présence d'HE de M. communis & la plus faible dose de
2uL. L'effet bactériostatique de la dose (6uL) se manifeste aprés 2h d'incubation et devient
apparent apres 23h de culture (DO = 1,384 vs 1,422 pour le témoin). Avec l'augmentation
de la dose (8pL) et apres un temps similaire de croissance, l'inhibition est plus remarquable
(DO =1,262 vs 1,422 et 1,333 pour le témoin et la dose 2L, respectivement). Par contre,
la dose de 4pL semble avoir un effet stimulateur de la croissance de S. aureus pendant les
quatre premieres heures du développement de S aureus. La dose de 8L inhibe de maniere

apparente la croissance de cette bactérie durant les 20 derniéres heures d’incubation.

5.2.2. Salmonella sp.
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Figure 31 : Cinétique de croissance microbienne de Salmonella sp. en présence
d'huile essentielle de Myrtus communis L. a doses croissantes.

La figure 31 ci-dessus montre que I'action bactériostatique de I'huile essentielle de
M. communis n'est pas notable en présence de 2 et 4 pL sur la croissance de Salmonella
sp.-et la croissance reste comparable a celle de la culture témoin. Par contre, la dose de
8 L induit une chute du développement dés les premiéres heures de culture et conduit a la
mort cellulaire durant les six derniéres heures de culture (DO = 1,161 vs 1,377, 1,359 et
1,386 pour le témoin et les doses de 2 pL et 4 pL). La dose de 6 ul parait stimuler la
croissance de Salmonella sp. mais induit la mort cellulaire durant les 3 derniéres heures de

culture.
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5.2.3. Proteus sp.
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Figure 32 : Cinétique de croissance microbienne de Proteus sp. en présence de
I'huile essentielle de M. communis & différentes doses.

A partir des courbes de croissance illustrées par la figure 32, on remarque que
I'allure de la croissance en présence de 2, 6 et 8 yL dhuile essentielle suit la méme
tendance et reste supérieure a celle du témoin. Un développement important de ces trois
cultures est observé dés les premiéres heures d’incubation par rapport a la culture témoin.
La culture additionnée de 4 pL d'HE présente en l'occurrence une faible croissance
(inhibition nette) par rapport aux autres cultures (DO = 1.169 vs 1.557, 1.523, 1.536 pour
respectivement le témoin et les doses de 2 et 8 L.

5.2.4. Klebsiella sp.

Concernant cette bactérie pathogene, un déclin de la croissance de la culture témoin
est remarquée apres 34 heures d'incubation probablement dd a I'épuisement du milieu de
culture (DO = 0,803 en fin d'incubation). Apres 10h de culture, la croissance se maintient
en phase stationnaire pour les cultures additionnées de 2 et 4 uL d'HE avec un taux de
croissance plus faible que celui noté pour le témoin. A partir de 22 h d’incubation, la
culture en présence de 8 uL d'HE montre une chute remarquable de la croissance de
Klebsiella sp. s'achevant par la mort cellulaire (DO = 1,041 vs 1,267 et 1,222 pour les
doses 2 et 4 pL, respectivement). Tout comme Salmonella sp. et Proteus sp., la croissance
de Klebsiella sp. semble étre stimulée en présence de 6 pul d'HE de Myrte (DO = 1,472 en
fin d'incubation).
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Figure 33 : Cinétique de croissance microbienne de Klebsiella sp. en présence de
I'huile essentielle de Myrtus communis L. & doses croissantes.

6. Activité antibactérienne de I'huile essentielle des feuilles de M. communis L.
sur les souches bactériennes pathogénes de référence

Des zones variables d'inhibition de la croissance microbienne par différentes
dilutions de I'huile essentielle de M. communis L. ont été notées. Les CMI et CMB de I'HE
des feuilles contre les bactéries pathogenes de référence testées sont présentées dans le
tableau XXVI. L'huile essentielle de M. communis a un effet inhibiteur sur la croissance de
toutes les bactéries pathogenes testées sauf P. aeruginosa, montrant une résistance a toutes
les doses appliquées. Les deux souches de P. mirabilis sont les plus sensibles, avec une
CMI de 0.12 pg/mL et une CMB de 16 ug/mL pour la souche de référence. L'application
de la dose de 64 pg/mL s'est avérée modérément active contre S. aureus et K. pneumonie,
avec des zones d'inhibition de 12 et 10 mm et une CMI 4 pg/mL. Ce résultat confirme ce
qui est généralement rapporté dans la littérature, le fait que les bactéries Gram négatif sont
toujours plus résistantes au traitement que les bactéries a Gram positif. Plusieurs auteurs
ont signalé la résistance de cette espece a I'HE du myrte de Corse (Rossi et al., 2007) et
celle du myrte iranien (Rasooli et al.,, 2002). En outre, Zomorodian et al. (2013)
n'observent aucune différence significative dans la sensibilité a I'huile essentielle du myrte
iranien pour cette espéce entre bactéries multi-résistantes et celles sensibles aux
antibiotiques et rapportent une CMlg, égale a la CMB de 14.25 pl/mL. L'effet inhibiteur et
bactéricide contre de P. aeruginosa par I'HE du myrte d'lran a été également rapporté par
Owlia et al. (2009 ; 2010) (CMI = CMB = 64 pg/mL). 1/2 et 1/4 de cette CMI ont

significativement réduit les facteurs de virulence testés (production d'alginate, formation de
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biofilm, motilité et adhésion) alors qu'au 1/8 de la CMI, la motilité et I'adhésion n'ont pas été
significativement affectées.

Akin et al. (2010) signalent aussi la résistance de P. aeruginosa a I'HE extraite des
feuilles de myrte de Chypre avec une CMI >1% contre 0.5% notée pour les bactéries Gram
positives. En I'occurrence, dans I'étude de Ben Hsouna et al. (2014), Klebsiella pneumoniae
parait plus résistante (CMI de 2.5mg/mL vs 1.25mg/mL pour P. aeruginosa). Cependant, I'HE
du myrte de Tunisie a affiché des activités antibactériennes significatives contre les huit
bactéries Gram positives testées, comparativement aux bactéries Gram négatives, avec des
valeurs de CMI de 0,078-1,25 et 1,25-2,5 mg/mL, respectivement. Cette variabilité des
résultats peut étre expliquée par la variabilité de la composition chimique des HE extraites de

M. communis de différentes origines a différents stades physiologiques de la plante.

Par ailleurs, I'HE extraite durant la fructification n'a eu aucune activité antibactérienne
sur Pseudomonas aeruginosa DSM 939, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Haemophilus
influenza DSM 9999 et Streptococcus pneumoniae TIGR 4.

La forte activité antibactérienne de I'HE du myrte contre les microorganismes testés
pourrait étre attribuée a la présence de pourcentage éleve de monoterpénes (40,5%) tels que
l'a-pinene et le limonene bien connus pour leurs potentiels antibactériens (Rasooli et al.,
2002). En effet, les effets antibactériens de 'a-pinéne, le B-pinene, le limonéne, le linalool, le
B-caryophyllene et le 1,8-cinéole de la croissance d'E. coli et uniquement du limonéne, du
linalool et du 1,8-cinéole contre K. pneumoniae ont été démontrés par contre P. aeruginosa
s'est avéré résistant a tous ces composants (Sonboli et al., 2005 et 2006). Du fait que I'HE est
un mélange complexe, il serait donc difficile d'attribuer cet effet inhibiteur & un composant
particulier ou unique de I'HE et il serait judicieux de prendre en compte les effets de synergie
et la diversité des constituants majeurs et mineurs présents pour expliquer leur activité
biologique. Les mécanismes d'action des HE ont été élucidés par un certain nombre de
chercheurs. Une perméabilisation des membranes est associée a la perte d'ions et la réduction
du potentiel membranaire, I'effondrement de la pompe a protons et I'épuisement du pool
d'ATP (Freeman et Carel, 2006 ; Mahmoud et al., 2004 ; Caillet et al., 2007; Bakkali et al.,
2008). Les huiles essentielles peuvent coaguler le cytoplasme (Gustafson et al., 1998) et
endommager les protéines et les lipides (Ultee et al., 2002; Burt, 2004). Les dommages a la
paroi et la membrane cellulaire peuvent conduire a la fuite de macromolécules et a la lyse
cellulaire (Juven et al., 1994; Gustafson et al., 1998; Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001,
Oussalah et al., 2006).



7. Effet antifongique de I'huile essentielle de Myrtus communis L. extraite durant
la floraison

7.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Les résultats de I’essai antifongique sont illustrés par la figure 34. La concentration de
I’huile essentielle a un effet significatif (P<0.05) sur la croissance mycélienne qui reste
variable en fonction du champignon. Alternaria solani montre le plus de sensibilité a toutes
les doses testées. Fusarium oxysporum et Aspergillus ochraceus ont des comportements
comparables en présence de I’HE contrairement a Aschochyta rabiei qui se révéle moins
sensible (Figure 34). La dose de 100 pL se révele la plus inhibitrice pour tous les

champignons phytopathogenes testés.
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Figure 34 : Effet de I’huile essentielle de Myrtus communis L. sur la croissance mycélienne
des quatre champignons phytopathogenes testés.
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7.2. Evaluation du taux d’inhibition

L’effet inhibiteur d’huile essentielle de M. communis L. extraite durant la floraison sur

les quatre champignons phytopathogenes testés est représenté par les figures 35 et 36.
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Figure 35 : Variation du taux d’inhibition moyen en fonction de la concentration
de I’huile essentielle.

Les résultats obtenus montrent que le taux d’inhibition de la croissance fongique
augmente avec I’augmentation de la dose d’HE appliquée. A la dose maximale de 0,5%, le
taux d’inhibition le plus marqué est noté pour Alternaria solani (92%) suivie de Fusarium
oxysporum (85%). Aschocyta rabiei (64%) et Aspergilus ochraceus (68%) montrent des taux

d’inhibition moyens comparables.
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a: Ascochyta rabiei, b: Fusarium oxysporum, c¢: Aspergillus ochraceus, d: Alternaria solani.

Figure 36 : Inhibition de la croissance mycélienne des quatre champignons phytopathogénes
testés par les différentes doses d'huile essentielle.

Par ailleurs, I'HE extraite durant la fructification montrait une faible activité inhibitrice
contre la croissance de la levure Candida albicans avec des zones d'inhibition allant de 7-
9mm (3 pl d'HE/disque) contre 16,33 + 1,04 mm notée pour l'antibiotique-antifongique
(Amphotericin B a raison de 10ug/disque). Berka-Zougali et al. (2012) confirment ce résultat
pour I'HE des feuilles du myrte d'Algérie extraite durant la fructification (mi-novembre) en
signalant des CMI de I'ordre de 50 et 30ul/mL (a partir d'une solution stock de 100 mg/mL)
pour C. albicans et A. ochraceus, respectivement. Les monoterpénes hydrocarbonés étaient
dominants des cette HE (51,36%) et étaient principalement représentées par I'a-pinéne
(44,62%) suivi par le limonene (3,71%). Les monoterpénes oxygéneés étaient présents a raison
de 37,47% avec le 1,8-cinéole comme composant majeur (25,46%). Comparativement aux
dermatophytes testés, Bouzabata et al. (2015) notent des effets fongistatique et fongicide
faibles de I'HE extraite durant la floraison (myrte récolté du Nord-est au Nord-ouest algériens)
contre Candida albicans (CMI=CML= 2.5mg/mL) ainsi que pour Aspergillus niger et
Aspergillus fumigatus (CMI= 0.2 et une CML >10mg/mL, respectivement). Les deux
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échantillons d'HE testés étaient principalement composés de monoterpenes hydrocarbonés
(57,6% et 40,4%) avec comme principaux composants : a-pinene (50.8- 33.6%), 1,8-cinéole
(21.9-13.3%), linalool (2.7-14.8%), et linalyl acétate (0.5-9.5%) et affichaient des activites
antifongiques similaires. L'effet inhibiteur de la croissance de C. albicans semble
effectivement augmenter avec la dose testée d'HE du myrte du sud-ouest d'lran récolté de la
floraison jusqu'au début de fructification (mai-septembre) et Pirbalouti et al.(2010) rapportent
une zone d'inhibition de 15 mm (a raison de 100 pg/disque), un taux d'inhibition de 91,16% et
une CMI <0.039 - 0.625 mg/mL (a raison de 10 mg/mL). Toutefois, Mahboubi et Bidgoli
(2010) ne signalent pas de différence significative de I'HE du myrte d'lIran durant la floraison
a I'égard de C. albicans et Aspergillus sp. et les valeurs des MIC et des MLC de I'HE de myrte
allaient de 8-16 et 16-32 pl/mL contre les champignons testés. Ces valeurs de CMI ont montré

que I'HE était assez active contre les champignons a ces concentrations.

Pour le myrte de la méme région récolté durant la méme saison, Zomorodian et al.
(2013) ont observé une activité antifongique importante de I'HE contre 19 souches de C.
albicans avec des CMlsy de 0,25 a 2 pl/L, des CMlgy de 0.5 - 4 pl/mL et des CMF de 0.5a 8
pl/mL ainsi que pour les deux souches d'Aspergillus spp. avec CMlsp de 4 - 16 ul/mL comme
le cas du présent travail ou les CMlsg se situent entre 1-2ul/mL et les CMF > 5ul/mL. L'HE
était riche en monoterpénes hydrocarbonés (47,58 %) et monoterpénes oxygénés (47,85 %)
avec comme principaux composants I'a-pinene (39,2 %), le 1,8-cinéole (22%) et le linalool
(18,4 %). L’HE du myrte d'ltalie semble aussi étre efficace apres 24 et 48h de contact contre
10 souches de C. albicans avec une CMlgy de 2 pg/mL; cette derniére était riche en a-pinéne
et 1.8-cinéole (Cannas et al., 2013). L'efficacité de I'HE du myrte de Tunisie cueilli durant la
floraison a été démontrée par Ben Hsouna et ses collaborateurs (2014) a des doses plus
élevées que celles testées dans la présente étude pour Alternaria alternata (Z1=20 mm a
raison de 50 pl/mL et CMF=0,625 mg/mL) et Fusarium oxysporum (ZI=22mm a raison de 50
pl/mL et CMF=0,156mg/mL). Des effets inhibiteurs puissants de I'HE sur la croissance d'A.
niger et d'A. flavus ont été aussi observes avec des diametres des zones d'inhibition de 30 mm
et des valeurs de CMI de 0,078 mg/mL. L'HE a aussi exposé des activités antifongiques
contre Fusarium sp. et Aspergillus sp., qui sont responsables de la détérioration de nombreux
aliments. Des doses également importantes d'HE du myrte d'lran (600 et 900 pl/L,
respectivement) ont faiblement inhibé la croissance mycélienne d'A. flavus (3,7-9,7% par la
méthode de dilution en milieu gélosé) et I'application d'une dose de 24 uL d'HE brute en

microatmosphére a induit une inhibition de 3,4%. Les principaux composants de cette HE
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étaient le limonéne (38,2%) et I'a-pinene (31,5%) (Omidbaigi et al., 2007). Pour le myrte
d'Egypte, I'HE extraite durant la floraison n'est efficace qu'a des doses appréciables voir une
CEsp de 328 mg/L pour Alternaria alternata et 724 mg/L pour Fusarium oxysporum; les
principaux constituants étant I'a-pinéne (26,16%), le 1,8-Cineole (16,45%) et le linalool
(11,23%). Parmi les champignons testés, F. oxysporum était le champignon le plus sensible a
la totalité des HE des 18 plantes égyptiennes testées a I'exception de I'huile de Schinus molle.
A l'issue de cette étude, la relation entre I'activité antimicrobienne et la composition chimique
des HE isolées a éte révélée par la sensibilité sélective des champignons testés a certaines HE
(Badawy et Abdelgaleil, 2014).

Plusieurs mécanismes d'action possible par lesquels la croissance mycélienne est
réduite ou totalement inhibée ont été proposés. Ainsi, Lucini et al. (2006) ont indiqué que
cette inhibition est causée par les monoterpénes présents dans les HE. Ces composants
pourraient augmenter la concentration des peroxydes lipidiques comme les radicaux
hydroxyls (*OH), alkoxyls (RO®) et alkoperoxyles (ROO®) et conduire par conséquent a la
mort cellulaire. Pour Sharma et Tripathi (2006), les HE agiraient sur I'hyphe du mycélium,
provoquant la sortie des composants du cytoplasme, la perte de la rigidité et de I'intégrité de la
paroi cellulaire des hyphes entrainant son effondrement et la mort du mycélium. Selon
Carovi¢-Stanko et al. (2010), l'activité antimicrobienne des HE des plantes pourrait étre
provoquée par les composants majeurs de ces HE ou dues a un effet synergique entre les
composants majeurs et mineurs. Des effets synergiques et antagonistes des composes peuvent
également jouer un r6le important dans I'inhibition des champignons (Pitarokili et al., 2002 et
2003 ; Mimica-Duki¢ et al., 2003 ; Carovi¢-Stanko et al., 2010). Cependant, il existe de
nombreuses recherches qui tentent d'expliquer le mécanisme antimicrobien (Viuda-Martos et
al., 2011; Xing et al., 2012). Ces mécanismes antimicrobiens peuvent étre une attaque de la
bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, la rupture des systémes enzymatiques,
la modification du matériel génétique de la bactérie/champignons, la formation
d'’hydroperoxydase des acide gras par I'oxygénation des acides gras insaturés, la coagulation
du cytoplasme, l'endommagement des lipides et des protéines, la perturbation de la force
motrice protonique, du flux d'électrons et / ou du transport actif. Elles peuvent également
inhiber I'activité des enzymes protectrices et inhiber de maniere séquentielle une ou plusieurs
voies biochimiques (Xing et al., 2012). Puisque les huiles essentielles sont hydrophobes, elles
peuvent pénétrer dans la double couche de phospholipides de la membrane cellulaire et des

mitochondries altérant leurs structures et les rendant plus vulnérables a la fuite des matériaux
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de la cellule. Cette fuite est due a lI'accumulation d'huiles essentielles dans la membrane
cellulaire et au déclenchement subséquent des événements associés a la modification de la
membrane, augmentant ainsi sa perméabilité et induit la fuite des constituants intracellulaires
vitaux, aussi bien qu'affecter la respiration cellulaire et d'autres systémes enzymatiques
Badawy et Abdelgaleil (2014).

Conclusion

L'huile essentielle de M. communis L. extraite durant la floraison exhibe des activités
antibactériennes et antifongiques trés intéressantes. Ces effets inhibiteurs de la croissance sont
significativement variables en fonction du germe et de la dose appliquée. De maniére
générale, les bactéries pathogénes Gram+ sont plus sensibles que celles a Gram-. Les résultats
obtenus avec la méthode des puits ou aromatogramme ont mis en évidence la grande
sensibilité de S. aureus (bactérie Gram+) avec un diamétre de zone d'inhibition de 36,67mm
pour 8 pL d'HE brute et la résistante d'E. coli (bactérie Gram -) avec un diamétre de zone
d'inhibition de 16,67mm pour 20 pL d'HE brute. D'autre part, la méthode des microdilutions a
permis de révéler un effet inhibiteur significatif de I'HE sur la croissance de toutes les
bactéries pathogenes testées sauf P. aeruginosa, montrant une résistance a toutes les doses
appliquées. Alors que les deux souches de P. mirabilis étaient les plus sensibles, avec une
CMI de 0.12 ug/mL et une CMB de 16 pug/mL pour la souche de référence. L'application de la
dose de 64 pg/mL s'est avérée modérément active contre S. aureus et K. pneumonie, avec des
zones d'inhibition respectives de 12-10 mm et une CMI de 4u/mL. L'évaluation en
I'occurrence du pouvoir antifongique a montré une activité antifongique intéressante par la
méthode des dilutions en milieu liquide. A la dose maximale de 0,5% ou 5 pl/mL, la
croissance mycélienne d'Ascochyta rabiei, Fusarium oxysporum, Aspergillus ochraceus et
Alternaria solani était inhibée respectivement de 64, 85, 68 et 92%. L'inefficacité de I'HE
extraite durant la fructification sur la croissance des souches bactériennes pathogénes de
référence (Pseudomonas aeruginosa DSM 939, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Haemophilus influenza DSM 9999 et Streptococcus pneumoniae TIGR 4) ainsi que sa faible
activité inhibitrice vis a vis de C. albicans ATCC 90028 a la dose de 3 pl/disque pourrait étre
due a la différence dans la composition chimique avec celle extraite durant la floraison.
Néanmoins, les résultats obtenus sont de grande importance et peuvent présenter une solution
alternative face au probleme de l'accroissement de multirésistance des bactéries pathogenes
particulierement en milieu hospitalier cas de certaines souches de S. aureus, P. mirabilis, K.

pneumoniae, P. aeruginosa et E. coli pouvant étre a l'origine de nombreuses infections
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nosocomiales. L'HE de M. communis a montré aussi son efficacité dans l'inhibition de la
croissance mycélienne des quatre champignons phytopathogénes reconnus pour leurs dégats
importants sur certaines cultures agricoles et sur les produits agricoles en conservation. Les
doses appliquées a raison du microlitre ont permis d'inhiber totalement la croissance

d'Alternaria solani (92% pour une dose maximale de 5 pl/mL).

8. Evaluation du potentiel antioxydant de I'huile essentielle
8.1. Pouvoir réducteur du DPPH

Le pouvoir réducteur du radical DPPH des différentes HE est significativement
variable (p<0.01) en fonction de la concentration d'HE et de I'échantillon (Figure 37). A la
dose maximale de 22 mg/mL, les plus faibles activités antioxydantes ont été notées pour le
myrte récolté des sites (1, 2 et 3) qui varient de 72 & 77% alors que les meilleurs pouvoirs
réducteurs (90-91%) ont été notés pour le myrte récolté des sites (5, 6, 11 et 12). Les HE du
myrte récolté des sites (4, 10 et 13) ont montré des activités comparables (87-89%) comme
celles extraites du myrte poussant sur les sites (7, 8, 9 et 14) avec des activités antioxydantes
allant de 82 a 85%. Par ailleurs, le pouvoir réducteur du BHT (standard) était estimé a une
ICso de 0,089mg/mL qui est, de loin, plus faible que les doses effectives dans la présente
étude (1,40-22,46 mg/mL). Cette faible activité antioxydante eévaluée par le test DPPH a été
rapportée par plusieurs auteurs. Yadegarinia et al. (2006) a signalé un tres faible pouvoir
réducteur (3,53%) pour I'HE du myrte iranien (diluée au 1/5 dans du méthanol) extraite durant
la fructification. L'HE du myrte algérien extraite durant la floraison parait posséder un
meilleur pouvoir réducteur du DPPH avec des ICsy de 768 pg/mL et 693 pug/mL pour les deux
procédés d'extraction I'hydrodistillation (HD) et Solvent-Free-Microwave-Extraction (SFME).
L'HE extraite par SFME contenait une proportion élevée de composés oxygénés (57,12% vs
40,33%) ainsi que de composés phénoliques (6,34% vs 2,39%) (Berka-Zougali et al., 2012).
Ce constat a été aussi confirmé pour I'HE du myrte tunisien (var. italica) obtenue durant la
floraison avec des ICso de 600 ug/mL pour les feuilles, 2000 pug/mL pour la tige et 550 ug/mL
pour les fleurs (Aidi Wannes et al., 2010). Actuellement, il est bien connu que les huiles
essentielles du myrte contiennent particulierement des monoterpénes (a-pinéne, B-pinene,
limonéne, 1,8-cinéole, linalool,...) et ces composeés ont tous été testés individuellement dans
des études antérieures et ne présentaient pas de fortes activités antioxydantes en utilisant la
méme procédure comme le test DPPH (Kelen et Tepe, 2008). Généralement, les HE riches en

composés phénoliques tels que le carvacrol et le thymol affichaient des potentiels
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antioxydants puissants comme le cas de Thymus capitatus Hoff. et Link. (Bounatirou et al.,
2007) et Origanum acutidens Hand.-Mazz. (S6kmen et al., 2004).
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Figure 37 : Pouvoirs réducteurs du DPPH des différentes huiles essentielles extraites
durant la fructification.

8.2. Pouvoir réducteur du fer par la méthode FRAP

Le pouvoir réducteur était aussi dose-dépendant (p<0.01). Les 14 HE peuvent étre
distribuées en 2 groupes; les échantillons d'HE (Mc_FlI 4 et Mc_Fl_5) possédaient des
pouvoirs réducteurs du fer supérieurs au reste des HE avec des DO de 0,349 et 0,371 a la dose
maximale de 11 mg/mL (Figure 38). Cette dose d'HE reste bien supérieure a I'lCs de l'acide
ascorbique (standard) qui est 0.0011mg/mL. Cherrat et al. (2014) ont rapporté une DO7qy <
0.5 a la dose maximale de 10 pl/mL d'HE du myrte marocain collecté pendant la floraison
alors que des doses plus élevées ont été nécessaires pour réduire de 50% le fer (ECso=1, 2.5 et
1.5 mg/mL) par les HE extraites des feuilles, tiges et fleurs du myrte de Tunisie cueilli en
floraison (Aidi wannes et al., 2010). L'HE du myrte marocain était également riche en
monoterpenes avec des teneurs élevées en myrtényl acétate (49,27%) 1,8-cinéole (26,93%), o-
pinene (16,52%) et méthyl eugénol (4,84%).

134



®Mc Fl 1 ®Mc Fl 2 Mc_Fl 3 ®Mc Fl 4 Mc_Fl_5 Mc Fl 6 @Mc Fl 7
olic 138 ®Mc Fl9 ®Mc Fl 10 ®Mc Fl 11 ®Mc Fl12 ®Mc Fl 13 ®Mc Fl 14

Abgorbance (D0) a 2=700nm

0 2 4 6 8 10 12

Meancantration da llhnila accantialla fae/m

Figure 38 : Essai de linéarité du pouvoir réducteur des différentes huiles essentielles en
fonction de la concentration d'HE testée.

8.3. Pouvoir chélatant du fer

Le pouvoir chélatant est aussi significativement différent entre échantillons (p<0.01).
Les meilleures activités ont été notées pour les échantillons (Mc_FI_1 et Mc_FI_3) contre la
plus faible activité notée pour Mc_FI_9 (Figure 39). Le reste des échantillons ont affiché des
pouvoirs chélatants comparables (65-77% a la dose maximale de 22 mg/mL d'HE) alors que
I'ICs signalée pour I'EDTA était de 0,062 mg/mL. Pour le myrte de Tunisie, Aidi Wannes et
al. (2010) ont signalé des pouvoirs chélatants du fer inferieurs a nos résultats avec des I1Cs de
5, 10 et 46 mg/mL pour les feuilles, la tige et les fleurs. Cette différence dans les résultats peut

étre expliquée par la différence dans la composition chimique des HE étudiées.
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Figure 39 : Pouvoirs chélatants du fer des différentes huiles essentielles extraites
durant la fructification.

8.4. Potentiel antiradicalaire ABTS

La capacité de piégeage du radical libre ABTS est significativement variable entre
échantillons (p<0.01). A raison de 100 pL d'HE testée, les HE des échantillons Mc_Fl_2,
Mc_Fl_4, Mc_FI_6, Mc_FI_7, Mc_FI_10 et Mc_FI_13 affichaient des activités réductrices
supérieures a 50% avec des équivalents Trolox oscillant de 0,0024 a 0,0034 mg/mL alors que
I'ICsop du BHT était de 0.041 mg/mL. Avec le méme volume testé, L'HE extraite de

I'échantillon Mc_FI_14 en I'occurrence ne montrait pas d'activité pour ce test.
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Figure 40 : Potentiels antiradicalaires ABTS des différentes huiles essentielles
extraites durant la fructification.

136



Conclusion

Globalement, les potentiels antioxydants des HE de M. communis récolté des régions
de Zeboudja et Ténes durant la fructification étaient plus faibles comparativement aux
standards et restent variables entre échantillons appartenant aux différents sites de récolte.
Cette variabilité est difficile & expliquer vu la complexité de la composition chimique de I'HE
extraite des feuilles de M. communis L. Une corrélation entre les différentes variables
mesurées (Capacité de réduire le DPPH, celle de réduire I'ABTS, pouvoirs réducteur et

chélatant du fer) ne peut étre proposée.
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Conclusion générale

M. communis L. poussant a I'état spontané dans la région nord-ouest de I'Algérie
(Zeboudja-Teéneés) a eté récolté durant les périodes de floraison (juin 2009) et de fructification
(septembre 2012). Les huiles essentielles contenues dans les feuilles et les fruits ont été
extraites par hydrodistillation. Le rendement en HE des feuilles du myrte récoltées de la forét
de Bissa pendant la période de floraison variait de 0.55-1.15% alors qu'il oscillait entre 0,34-
0,39% durant la fructification. L'analyse de la composition chimique, par CG et CG/MS, des
HE extraites a permis d'identifier 57 composés. Les principaux constituants de I'HE extraite
des feuilles du myrte récolté de la forét de Bissa durant la floraison sont : limonéne 23.4%,
linalool 15.4%, géranyl acétate 10.9%, a-pinéne 10.7%, linalyl acétate 8.2% et 1,8-cinéole
6.6%. L'absence du myrtényl acétate a été aussi confirmé comme signalé par la littérature
pour les HE des feuilles du myrte d'Algérie. Ce résultat a révelé par conséquent l'existence

d'un nouveau chémotype d'HE & savoir limonéne/ linalool/ géranyl acétate.

Par ailleurs, l'analyse de groupes basée sur la composition chimique des HE extraites
des feuilles et des fruits de myrte collecté de 14 sites dans les régions de Ténes et Zeboudja en
début de fructification a permis de les regrouper en principaux groupes hautement corrélés
(Scorr > 0.88 et Scorr > 0.80, respectivement). Pour les HE des feuilles, le groupe I réunit 11
échantillons caractérisés par la prédominance du a-pinene (32-49%), limonéne (11-30%), 1,8-
cinéole (10-24%) et le linalool (2-20%). Ces résultats ont réveélé la richesse de ces huiles en
limonéne et en linalool. Les HE des fruits renfermaient les mémes composants majoritaires
mais a des teneurs différentes. Les HE du groupe I sont dominées par la présence du a-pinéne
(21-43%), limonéne (25-35%), 1,8-cinéole (5-12%) et linalool (1-7%), tandis que celles du
groupe II présentaient des niveaux élevés d'a-pinene (34-43%) et de 1,8-cinéole (13-31%),
inférieurs en limonene (9-13%) et des teneurs similaires en linalool (2-5%). Malgré la
présence marquante du limonéne dans les HE du groupe I, les HE extraites des fruits
contenaient de faibles teneurs en linalool par rapport a celles extraites des feuilles mettant
ainsi en évidence la variabilité de la composition chimique de I'HE en fonction de I'organe de
synthese chez M. communis L. Toutefois, ces deux composants restent fortement présents
dans I'HE extraite des feuilles du myrte récolté pendant la floraison contrairement a I'a-pinéne
et le 1,8-cinéole supposant ainsi la variation du profil chimique de I'HE en fonction du stade
physiologique de la plante. La mise en évidence de I'existence de nouveaux chémotypes d'HE
du myrte algérien met en exergue en l'occurrence la complexité d'interactions entre plante,

climat, site de récolte et stade de récolte (ou facteurs intrinséques et extrinséques) et son
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impact sur les voies de biosyntheses des différentes molécules chimiques composant ces HE.
En outre, le suivi de la cinétique de I'nydrodistillation a permis de déterminer le temps optimal
d'extraction des composants majoritaires tels I'a-pinéne, le 1,8-cinéole, le limonéne et le

linalool qui peuvent étre obtenus durant une courte durée d’extraction.

L'étude de l'activité antimicrobienne de I'HE des feuilles du myrte a été explorée sur
des bactéries pathogénes d'origine clinique et celles de référence ainsi que sur quelques
champignons phytopathogénes. Les résultats obtenus ont révélé I'efficacité de I'HE extraite
durant la floraison sur la croissance des bactéries Gram positives quelque soit I'origine. Parmi
les souches bactériennes pathogénes d'origine clinique, S. aureus s'est montré le plus sensible
avec des diameétres de zones d'inhibition de 12,67-36,67mm pour des doses d'HE testées de 2-
8ul/puit contre 7,33-16,67mm a des doses de 10-20ul/puit signalés pour E. coli. Pour les
bactéries pathogénes de réference, les deux souches de P. mirabilis étaient les plus sensibles,
avec une CMI de 0.12pg/mL et une CMB de 16pg/mL pour la souche de référence.
L'application de la dose de 64pg/mL s'est avérée modérément active contre S. aureus et K.
pneumonie, avec des zones d'inhibition de 12 et 10 mm, et une CMI 4pg/mL alors que toutes
les doses testées (0.06-64ug/mL) montrait une faible activité contre la levure C. albicans
ATCC 90028 a raison de 30ul/disque. De plus, I'HE extraite en floraison a montré un effet
antifongique remarquable en inhibant la croissance mycélienne d'Ascochyta rabiei,
Aspergillus ochraceus, Fusarium oxysporum et Alternaria solani avec des taux d'inhibition de

64, 68, 85 et 92% a la dose maximale appliquée de 0.5%.

Par ailleurs, les résultats obtenus lors de I'évaluation de la capacité antioxydante des
HE extraites durant la fructification ont montré qu'a la dose de 22mg/mL, les HE du myrte
récolté de Oued Goussine, Teraghnia, Dalas (Ténes) et Bissa (Zeboudja) exhibaient les
meilleurs activités antioxydantes (90-91%) et des pouvoirs chélatants du fer importants (79 et
83%) notés pour les HE du myrte récolté de Oued Goussine, place el Khazna et Tigharghar
(Ténes). Le myrte de Oued Goussine en plus de celui de Oued Khdhar possédaient les
meilleurs pouvoirs reducteurs du fer pour la dose maximale de 11mg/mL. Pour I'ABTS, les
HE des échantillons récoltés des sites (Tifless, Oued khdhar, Teraghnia, et Boucheral)
affichaient des activités réductrices supérieures a 50%. Ces activités antioxydants
intéressantes restent néanmoins inferieures a celles observées pour les standards ne permettant

pas de prévoir I'emploi de I'HE du myrte comme antioxydant naturel puissant.

Il ressort de I'ensemble des résultats obtenus que I'HE des feuilles de M. communis L.

récolté de la région de Chlef durant la période de floraison présente un potentiel antimicrobien
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certain permettant son application dans le domaine médical aussi bien qu'agroalimentaire
toutefois il parait impératif de prospecter plus profondément les mécanismes d'action de ce
mélange complexe ainsi que d'identifier les molécules dotées d'activités biologiques

spécifiques afin de concevoir de nouveaux agents antimicrobiens efficaces.
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Annexes



Annexe 1

1. Milieu d’enrichissement utilisé : (Guiraud, 1998)

1.1. Bouillon nutritif (= milieu BN).

Rl =T o oY o TSRS 10g
*EXErait de VIaNde ...oeceeieeicieeee ettt e S5g
* Chlorure de sodium (facultatif selon la formule) .......cccccevveveeicivienennns 5g

pH 7,2 Autoclaver 20minutes a 120C°.

2. Milieux de culture utilisés : (Guiraud, 1998)

2.1. Chapman (= gélose mannitol) :

*EXErait de VIaNde .......ceeveviceieeeece e e e 1g

K P EPEONES. c.eveveeeetireete sttt se sttt ere e st b et se et e e ebe e eaneeen 10g

* Chlorure de sodium ......ccccceceiviveececiece e ceteietieeseeseeeeeee /DG

* IMANNIEOL ottt ettt 10g
* ROUEE d€ PhENOI ... 0,025g
Rl Y= | SO RO USRS 15g

pH 7,4 Autoclaver 15 minutes a 120C°.

2.2. Hektoen (gélose) :

* ProOt0SE — PEPLONE .ocvecveeceiereeeete ettt ev e as e s nasesae s 12g
*EXLFAIt @ I@VUIE oottt e 3g

* Chlorure de SOdiUm ..ot 5g

* Thiosulfate de SOdium .......ccccvviveiveeceeie e S5g

* SIS DIHAIrES cveeveeeee ettt 9g

* Citrate de fer ammoniacal ........ooveevvieiiiiice e 1,5g
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K SAlICINE ettt e e e aba e e e arae s 2g

Rl IF- [t o 1 <SOSR 071 -4

Y- Tolel T [ o 11 < TR S 12g

ol XU Lol o 1T (= Lol [ (=3 0,1g

* Bleu de bromotymol ...t 0,065g
Rl V=2 Y TS 13g

pH 7,6 stériliser par 5mn d’ébullition (ne pas autoclaver).

2.3. Mac Conkey :

* Peptone trypsique de gélating .......cocvveeeeveeveevcevceeceeceeeeeeeeveeennnn . 178

* Peptone de viande et de Casine........cccooeceeceeceeeciecce e e 3g

H LACTOSE.cuurieetesreeiererrseeresesstsevesssessesnssssssssssssessessssesssseneesenss LOE

* Sels DIliaires....cvveeeece ettt sttt er e se st e eeees 20D

* Chlorure de SOdiUM.......ccouieeieiceee ettt sevvaeeeas 5g
* ROUEE NEULIE.....ecve ettt ettt e tere et s eteeste s aeae e snasaesnraeenns 0,040 g
Ol Y= | OO OO TSR 13g

pH 7,4. Autoclaver 15 mn & 120 °C.

2.4.S.S (= gélose pour isolement de Salmonella- Shigella) :

K PEPTONE ettt ettt et b e et et e et 10g
*EXErait de VIande ... e 5g

ol IF: [t o 1 < SO OO OO OO OO 10g

* SelS DIlAIrES vovveveeeecece e e 6g

* CItrate de SOAIUM ottt ettt et st et ea s 8,5g
* Citrate de fer ammoniacal ........ccoeveeeecece e 1g
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* Thiosulfate de SOdiUM ........ccveieeieiicece e e 8,5g

* ROUEE NEULIE ...eeeveierierirtee e e ete st st eeesieress st esereete s snnaneeeenes 0,025g
FVErt BrllaNt ..o 0,00033g
Ol Y- | OO OO 13g

PH 7 Stériliser par 1 a 2mn d’éluilition (ne pas aotoclaver).

3. Milieux d’identification : (Guiraud, 1998)

3.1. Simmons (gélose au citrate de).

* Sulfate de MagNESium .......cccccveeeceveetisce e e 0,2g

* Phosphate monoammoniaqueé ..........ccceeeeeeceveceeceeceierierereenee e e

* Phosphate dipotassiqUE .......cccceveeeereeeiniee st e 1g

* Citrate de SOIUM ..ot 2g

* Chlorure de SOAiUm ......ccoceieeeeceee e 5g

* Bleu de bromothynnol ... e 0,080g
Rl Y- | OO OO SO 12g

pH 6,8 répartir en tube a essais (6 a 8ml). Autoclaver 20mn a 120C° solidifier en position inclinée ou

semi-inclinée.

3.2. TSI (=gélose glucose-lactose-saccharose- H,S)

H PEPLONE ettt ettt st se ettt 20g
*EXErait de VIAaNde ... 3g
*EXTFAIt @ IEVUIE ottt e 3g
* Chlorure de SOdiUm ......ccoceieiieeceees e 5g
K GIUCOSE vttt ettt ettt et eetesteste st se e s aeraeraaeeanes 1g

Bl IF- [ o 1 <SSO SU SRR 10g

Y- Toll o -1 {0 1Y < T TSP RP 10g
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* CItrate de fer et e 0,5g

* Hyposulfite de sodium .........cceieieineeceieece e 0,5g
* RoUgE d€ PENOI ..ot e 0,025¢g
Rl Y= OO TSP 12g

pH 7,4 répartir en tubes a essais (7 a 9ml). Autoclaver 15mn a 195C° solidifier en position semi

inclinée.

3.3. Mannitol- mobilité (MM)

Bl <Y o) o] o 1T OO OO 20g

* Nitrate de POTaSSIUM .....cccvevieeeecieree et e 1g

Rl \Y/ - T 0 a1 oY OO TSRS 2g

* RoUEE d€ PENOI .ttt 0,0004¢g
Bl Y= | OO USSP 4g

pH 8,1 répartir en tubes a essais (8 a 10ml) Autoclaver 15mn a 120C°. solidifier en culot.

3.4.Urée-Indole (=milieu de Fergusson)

*TrYPLOPNANE .ottt et 3g

* Phosphate MonophasiqUE ..........ccceeeeeveerire et eree e 1g
* Phosphate lipotassiqQUE ......ccceeeeeeeeeeece et e e 1g
* Chlorure de SOAiUM ......ccoci et 5g
HUPBR ittt ettt et te st st s e e r e rr e be s e s ntaeaaeaeean 20g

ol (oo Yo ] NE= TS 1T GRS RURRRRRRRRRRRNt £ 0 14 o1 B

* Rouge de PhéNO| ..o 0,025g

pH 6,7 stériliser par filtration répartir aseptiquement en tubes a essais (2 a 5ml).

3.5. Moller (milieu de base pour étude des décarboxylations)

* Peptone pepsique de Viande.........cccccveieieineerece s 5g
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*EXTrait de VIANdEe ....ouceeeeieiierieeeece ettt et 5g

* Pourpre de bromocrésol. ... re e e 0,1g
* ROUEE 08 CréSO| ..uuiviieiieietiecteeer e ettt ese et snae e saaeeenes 0,005g
Bl 2477 4 (o [0 % | KPS OO TP UUTRNE 0,005g

Sl C1 [V oo 1Y =R 0,5g

pH 6 répartir en tubes a essais (9 a 10ml). Autoclaver 15mn a 120C°.

Les tests décarboxylation (LDC, ODC) et le test dihydrolase (ADH) sont réalisés en ajoutant a chaque

tube de milieu de base 1ml de la lysine, I'ornithine et I'arginine a 10%.

3.6. Nitrate de potassium (Bouillon nutritif au nitrate de potassium)

ol 2 o T 111 (oY o TN 0 1V Lo o SRR 1L

* Nitrate de PotasSiUM .....cceeeceecerceeceeeree e 1g

pH 7, répartir en tubes a essais (7 a 10ml). Autoclaver 15 mn a 120C°.

3.7. Clark et Lubs (milieu de culture)

K PEPLONE w.evveeeeteeierce sttt sttt ettt s et ee et st e e sananes 10g
* Phosphate dipotassiQUe .......ccceeeeeeierierineiee et er e 2g
K GIUCOSE ettt ettt ettt et e st et r s eae e s eeebenberas 5g

pH 7, répartir en tubes a essais (5ml). Autoclaver 20mn a 120C°.

3.8. Cervelle-cceur (bouillon)

* ProtE0SE-PEPLONE ..ocievecteeeeeeetet ettt st e 10g

* Infusion de cervelle de VEAU .......occvveiveeceiiee et 12,5g
* Infusion de coeur de bOaUT .......cccveiniiicececece e S5g

* Chlorure de SOiUM ...t 5g

* Phosphate disodique .......cccoevecevevecieriiee e e 2,58

R G 18 Tole 11 OO ORISR 2g
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pH 7,4 répartir en tubes a essais (9 a 10ml). Autoclaver 15 mn a 120C"°.

3.9. Mueller Hinton (gélose pour antibiogramme)

* EXErait de VIande .oceeveeeee ettt 2g

* Hydrolysat acide de Cas@ing ......c.oeeeecececeecesceeeeeeseeree e e 17,5g
Sl Y 0 YT (o] o TN 1,5g

Rl == Y ORI 10g

pH 7,4. Autoclaver 15mn a 120C°.

3.10. ADNase (gélose ADN)

K TEYPLICASE vttt et eeteste st e s et besre e e e eaenes 15g

Rl o 017 o o 1O U TSRS 5g

* Chlorure de SOdiUM .....c.cvceieiieeiiecec et 5g

* Acide désoxyribonucléique (ADN) ....c.coeceeeveeceeeeieieee e e 2g
Rl == SRRt 15g

pH 7,3. Autoclaver 15mn a 120C".

3.11. Glucose - lactose — H,S (milieu de Hajna-Kligler)

* Extrait de viande de boauf ... 3g

* EXErait de I@VUIE .ocveeceieee ettt s 3g

* Peptone trypsique ou pancréatique de fibrine ........ccoooeeeeiececeiec e, 20g
* Chlorure de SOdium ... e 5g

* Citrate ferrique ..o 0, 38

* Thiosulfate de sodium ........ccceeeeeeeececececececee e eeennnn0,38

il IF- [t o 1 <SSO 10g

K GIUCOSE vttt ettt et teste et s aeb s e eanaean 1g
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pH 7,4 répartir en tubes a essais (8 a 10ml). Autoclaver 15mn a 115C°.

Refroidir en position inclinée, de facon a obtenir un culot de 3cm environ et une pente d’environ

5cm.

4. PDA (Potatoes Dextrose Agar=milieu de culture pour les champignons)

Sl o T4 0] 0 [l [T =T o DR 200g
Rl V=22 Y SRS 20g
Rl G 1V Tole 1Y TR 20g
*FEQU AISTIlE. .ot s 1L

Acidifier a pH 4, 5. Autoclaver 15mn a 120C°.
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Annexe 2
Caractérisation physicochimique des huiles essentielles

1. Mesure des indices chimiques :
1.1. Mesure du pH :

a. Principe :
Consiste au mesurage au moyen de pH-métre approprié, de la différence de potentiel existant

entre deux électrodes plongées dans un échantillon.

b. Mode d'opératoire :

Tout d’abord, il est nécessaire d'étalonner le ph-metre en utilisant des solutions tampons. Si le
pH-métre ne comprend pas un systéme de correction de la température, la température de
solution tampon doit étre amenée a 20°C £ 2°C.

c. Lecture:

Il est important d’effectuer au moins deux déterminations sur le méme échantillon et
d’adopter la moyenne arithmétique comme résultat si les conditions de la répétabilité sont

remplies, dans le cas contraire effectuer a nouveau des déterminations.

1.2. Détermination de I’indice d’acide : (AFNOR, 1986 ; NFT 75-103)

a. Définition :

L'indice d'acide est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a

la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d'huile essentielle.

b. Principe :

est la neutralisation des acides libres par une solution éthanolique d'hydroxyde de potassium
titrée.

c. Détermination :

Introduire la prise d'essai (0.5g de H.E) dans le ballon ou la fiole, ajouter 5ml d'éthanol a 95%
et 5 gouttes de solution de phénolphtaléine (0.2%) comme indicateur colore et neutraliser le

liquide avec la solution d'hydroxyde de potassium (0.1N) contenue dans la burette.

d. Expression des résultats :

Le calcul de l'indice d'acide (I1A) est donné par la formule suivante:

I,=5.61xV/m
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Ou:

V: est le volume en ml de la solution de KOH utilisée.

m: est la masse en g de la prise d’essai.

Si le volume d'hydroxyde de potassium est inférieur a 3ml, recommencer l'essai sur une prise

d'essai plus importante.

1.3. Détermination de I’indice de peroxyde : (AFNOR, 1986 ; NFT 60-220)

a. Définition :

C’est le nombre de microgrammes actif du peroxyde contenu dans un gramme de produit et

oxydant 'iodure de potassium avec libération d’iode.

b. Principe :

Le principe repose sur le traitement d'une prise d'essai, en solution dans I'acide acétique et du
chloroforme, par une solution d'iodure de potassium, puis le titrage de I'iode par une solution
titrés de thiosulfate de sodium.

c. Mode opératoire :

Dans une nacelle en verre, peser 2g de I'huile, dissoudre dans 10ml de chloroforme par
agitation, on ajoute 15ml d'acide acétique pur et Iml de solution d'iodure de potassium saturée
récemment. Le flacon est fermé, agité et on laisse reposer 5 minutes a I'abri de lumiére puis y
ajouter 75ml d'eau distillée et quelques gouttes d'empois d’amidon (indicateur d'iode libér¢).

L'iode libéré est titré avec une solution de thiosulfate de sodium (Na;S;O3;) 0.01N.

Parallélement, un essai a blanc est réalisé dans les mémes conditions.
d. Expression des résultats :

L'indice de peroxyde, exprimé en microgrammes d'oxygene actif par gramme, est calculé

comme suit :

Indice de peroxyde = 8000 x V/E

Ou

V: volume en ml de la solution titrée de thiosulfate de sodium corrigé par l'essai a blanc.

E: prise d'essai en g.

L'indice de peroxyde peut étre exprimé en milliéquivalents d'oxygene actif par kilogramme de
corps gras selon la formule:

Indice de peroxyde exprimé en microgrammes par gramme x 1/8.

1.4. Détermination de I’indice de saponification : (AFNOR, 1988 ; NFT 60-206)
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a. Définition :
L’indice de saponification représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

(KOH) nécessaire pour transformer en savon les acides gras et les glycérides d’un gramme de

corps gras.
b. Principe :

Le principe consiste a titrer I'exces d'hydroxyde de potassium en solution par I'acide
chlorhydrigue. La réaction de saponification étant lente et incompléte, il faut opérer dans un
milieu alcoolique a température élevée et en présence d'un exces de base, pour I'accélérer et la

rendre aussi compléte que possible.
c. Mode d'opératoire :

On pése 2g d’huile dans une fiole puis on ajoute 25 ml de solution éthanolique d’hydroxyde
de potassium (KOH) 0.5N. On adapte au réfrigérant la fiole contenant le mélange sous une
Iégere ébullition. Aprés une heure, on arréte le chauffage puis on ajoute 4 a 5 goltes de
phénophtaléine. La solution savonneuse est titrée avec une solution d’acide chlorhydrique

(HCL) 0.5N. Faire un essai a blanc dans les mémes conditions.
d. Expression des résultats :

L'indice de saponification est donné par la formule suivante:

Indice de saponification = (V¢-V1) x N x 56.1/m

Ou

Vy : volume en ml d’HCL utilisé pour I’essai a blanc.

V1 : volume en ml d’HCL utilisé pour la détermination.

N : normalité de la solution chlorhydrique titrée HCI 0.5 N.

m : poids en g de la prise d’essai.

2. Mesure des grandeurs physiques :
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2.1. Détermination de I’indice de réfraction : (AFNOR, 1986 ; NFT 75-112)

a. Définition :

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I'angle d'incidence du rayon lumineux de
longueur d'onde déterminée dans l'air et le sinus de lI'angle de réfraction du rayon réfracté
passant & travers I'huile essentielle maintenue a une température constante.

La longueur d'onde spécifiée est (589,3 + 0,3) nm correspond aux radiations D1 et D2 du
spectre de sodium. La température de référence est 20°C sauf pour les huiles essentielles qui
ne sont pas a I'état liquide a cette température, dans ce cas, adopter les temperatures de 25°C

ou de 30°C, suivant les points de fusion des huiles essentielles considérées .

b. Principe :

Suivant le type d’appareil utilisé, soit mesurage direct de l'angle de réfraction, soit
I'observation de la limite de réflexion totale, I'huile étant maintenue dans des conditions
d'isotropisme et de transparence.

c. Mode d'opératoire :

L’indice de réfraction a 20°C, notée n'y est mesurée & I’aide d’un réfractométre d’ABBE de
type a angle de réfraction. Avant de procéder a la mesure, faire passer un courant d'eau dans
le réfractometre afin de maintenir I'appareil a la température a laquelle les lectures doivent
étre effectuées, cette température ne doit pas différer de la température de référence de plus ou
moins 0.2°C et doit étre maintenue a + 0.2°C . L’appareil est d’abord étalonné avec de 1’eau
distillée. Pour cela, quelques gouttes d’eau sont déposées sur le prisme puis laissées pendant 5
min, le temps que sa température s’équilibre avec celle de 1’appareil et du laboratoire.
L’indice de réfraction est alors lu sur le réfractometre. Avant de le placer dans I’instrument,
porter I'échantillon pour essai a une température a peu prés égale a celle a laquelle le

mesurage doit étre effectué. Attendre, pour effectuer la lecture, que la température soit stable.

d. Expression des résultats :
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L'indice de réfraction n'p, & la température de référence t, est donné par la formule :

n's = n'p+ 0,0004 (t' - t)

Ou

n'o : indice de réfraction & 20°C

t': température de la salle au moment de la mesure (°C)

t: température de référence (20°C)

n'p : est la valeur de la lecture, obtenue & la température t', & laquelle a été effectuée la
détermination.

I1 est a noter que I’indice de réfraction des huiles essentielles varie de 0,0004 par degré autour

de 20°C.
2.2. Détermination de la densité relative a 20°C : (AFNOR, 1988 ; NFT 60-214)

Elle est faite a l'aide d'un pycnomeétre (a 20°C). Aprés avoir mesuré le pycnometre sec et
propre, on note le poids P1 puis on le rempli avec I'échantillon d'huile. On le met dans un bain
marie a température constante (20°C).

Aprés avoir essuyé I'huile ecoulée, on pese I'ensemble avec une balance de précision, ensuite
on note le poids P2. La différence de poids (P2-P1) donne le poids de 1'échantillon d’huile. Ce
poids est divisé par le volume du Pycnométre pour la densité de I'huile en g/ml.

172



Annexe 3
Tests d'identification biochimique

1. Test de I’oxydase : (Brossard et al., 1997)

Faire une suspension dense de bactérie dans 0,5ml d’eau physiologique et rajouter un disque

oxydase.

2. Test de 'ONPG : (Larpent et al., 1997)

Ajouter a une suspension dense dans 0,5ml d’eau physiologique un disque ONPG. Placer au bain
marie a 37 °C.

3. Test de nitrate réductase : (Leminor et Richard, 1993)

A une culture en milieu nitrate de 18-24h, ajouter 5 gouttes du réactif | de Griess, puis 5 gouttes du
réactif Il de Griess. Agiter. Si la réaction de Griess est négative, ajouter une petite quantité de poudre

de zinc au milieu incolore, Agiter 5mn.

4. Test sur citrate de Simmons : (Leminor et Richard, 1993)

Par une strie centrale et longitudinale, ensemencer la pente avec anse chargée d’une culture
prélevée sur un milieu gélosé ou d’une suspension bactérienne en eau physiologie. Incuber a 37C°

pendant 24h.

5. Test sur milieu de Hajna-Kligler et sur TSI : (Larpent et al., 1997)

La pente est ensemencée par stries serrées, le culot par piqlre profonde et centrale. Incuber a 37C°

pendant 24h.

6. Test sur mannitol-molbilité : (Singleton, 2005)
Ensemencer par piqglre centrale. Incuber a 37C° pendant 24h.

7. Test de l'indole : (Brossard et al., 1997)

Ajouter quelques gouttes du réactif de Kovax a une suspension dense de bactérie en milieu « urée-

indole » ou en eau peptonée aprés 24 heures a 37C° agiter et laisser reposer.

8. Test d’uréase : (Singleton, 2005)

Dans 0,5 ml de milieu « urée-indole », faire une suspension aussi dense que possible a partir de

culture sur milieu gélosé. Incuber a 37C°/24h.
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9. Test de TDA : (Brossard et al., 1997)

A 4 gouttes d'une culture trés abondante sur milieu urée indole, ajoute 1 goutte de Perchlorure de

fer.

10. Test de Voges-Proskauer (milieu de Clark et Lubs):(Brossard et al., 1997)

> Réaction de VP :

Ensemencer avec 1 goutte d’une suspension bactérienne dense a I'eau physiologique dans 1 ml de
milieu Clark et Lubs (CL). Incuber pendant 24h. Aprés ce délai, ajouter 0,5ml d’une solution
alcoolique d’a-naphtol et 0,5ml de NaOH.Chauffer avec précaution sur la flamme d’un bec bunsen

jusqu’a commencement d’ébullition. Agiter pendant 30S.

» Réaction de RM :

Ensemencer comme précédemment 1ml de milieu CL, Apres 24h, verser 1 goutte de solution de

rouge de méthyle.

11. Tests des décarboxylases : (LDC-ODC-ADH) : (Leminor et Richar, 1993)

Ensemencer les tubes lysine, ornithine, argénine et témoin avec quelques gouttes d’une suspension
bactérienne préparée a I'avance. Recouvrir la surface avec 1ml de I'huile de vaseline. Incuber

pendant quatre jours au maximum a 37C°.

12. Test de la catalase : (Larpent et al., 1997)

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

suspension dans de I’eau oxygénée.

13. Test de coagulase: (Singleton, 2005)

A l'aide d’une pipette graduée ajouter 0,5 ml de plasma a 0,5ml de milieu Cceur-Cervelle, ensemencé

par la souche bactérienne et incubé a 37C°/24h.

Incuber le mélange a 37C et examiner aprés 1, 2, 3, 4 et 6 heures.

14. Test de la DNase : (Larpent et al., 1997)
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Prélever une quantité suffisante de la souche a étudier. Ensemencer une gélose a I’ADN en stries ou
en spots. Incuber a 37C°. Apres 24heures, inonder leur surface avec quelques ml d’"HCI (0,1N) ou avec

une solution a 0,1% de bleu de toluidine et laisser agir 5mn.
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Annexe 4
Activité antibactérienne ou Tests antibactériens (souches cliniques)

1. Technique de I'antibiogramme : (Guezlane et al., 2008)

- Préparer une suspension de germe a partir d’'une culture pure;

- Incuber a 37C° pendant 15 a 30mn;

- Inonder la boite entiere avec la suspension réalisée en inclinant la boite dans toutes les directions;
- Réaspirer I'exces soigneusement;

- Sécher les boites a I’étuve a 37C°/15mn;

- Application des disques a la pince flambée (méme distance entre les disques);

- Incuber a 37 C°/24h, couvercle en dessous.

2. Technique de diffusion en puits (Test de sensibilité):

- Ensemencer chaque souche dans I'eau physiologie (0.9%) jusqu'a ce que la suspension bactérienne
arrive a une densité optique de 0.70 a une longueur d'onde de 620 nm qui correspond a une

concentration de 2 & 3x10° germe/mL.

- Avec un emporte - piece des puits sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton coulée dans des

boites de pétri et ensemencée par un germe — test (la suspension bactérienne).
- Les puits sont remplis d'huile essentielle a tester.

- Les boites de pétri sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 h.

- Les diametres d'inhibition sont ensuite mesurés autour des puits.

3. Méthode de contact direct en milieu liquide :

- Dans une série de tubes contenant le bouillon de culture, des concentrations croissantes d'huile
essentielle a tester sont préparées. Ces tubes sont inoculés a partir d’'une culture bactérienne en
phase exponentielle de croissance en vue d’obtenir une concentration cellulaire finale d’environ (2
x10® UFC/ml) puis placés a I'étuve a 37 °C (le tube qui va servir de contréle ne contient pas d’huile

essentielle et sert de témoin).

176



- La cinétique de la croissance bactérienne est suivie toutes les heures jusqu'a 36h.

- La concentration minimale inhibitrice est déterminée et elle correspond a la plus petite
concentration d’huile essentielle qui ne produit pas de croissance bactérienne (pour laquelle il n'y a
pas de croissance visible apres I'incubation). Le solvant servant a la dispersion de I'HE dans le bouillon

de culture utilisé est le DMSO a raison de 3.2% (Motyl et al., 2005).
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