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Résumé

L’augmentation de la resistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme mondial
sérieux qui a orienté la recherche pour I’identification de nouvelles biomolécules avec une
large activité microbienne. Les huiles essentielles des plantes aromatiques sont souvent
utilisées dans la médecine populaire pour le traitement des infections. Dans le cadre de ce
travail, on s’est intéressé pour tester 1’activité antibactérienne de deux plantes aromatiques
de Blida et Mascara (Thymus vulgaris <&€_ Syzygium aromaticum J4% sur des
bactéries pathogénes pour I’homme. Cette activité a été mise en évidence par la méthode
de I’aromatogramme vis-a-vis des trois souches bactériennes (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa).Les résultats de I’aromatogramme montrent
que la croissance de ces trois bactéries étudiées est fortement inhibée par I’huile essentiel
de Thymus vulgaris et de Syzygium aromaticum avec des diamétres des zones d’inhibition
compris entre 5,61 et 45.84 mm. Ces plantes peuvent étre valorisées comme sources de
nouveaux agents antibactériens qui peuvent étre utilisées dans les domaines

pharmaceutique et agroalimentaire.

Mots clés : Huiles essentielles, plantes aromatiques, 1’activité antibactérienne,

Thymus vulgaris, Syzygium aromaticum, 1’aromatogramme.
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Abstract

The increasing resistance of bacteria to antibiotics is a serious global problem that has
directed research for the identification of new bimolecular with broad microbial activity.
The essential oils of aromatic plants are often used in folk medicine for the treatment of
infections. As part of this work, we were interested in testing the antibacterial activity of
two aromatic plants from Algeria (Thymus vulgaris, Syzygium aromaticum) on
pathogenic bacteria for humans. This activity was demonstrated by the aromatogram
method against the three bacterial strains (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa). The results of the aromatogram show that the growth of these
three bacteria studied is strongly inhibited by the essential oil of Thymus vulgaris and
Syzygium aromaticum with diameters of the zones of inhibition ranging between 5.61 and
45.84 mm. These plants can be valued as sources of new antibacterial agents which can be

used in the pharmaceutical and agri-food fields.

Key words: Essential oils, aromatic plants, antibacterial activity, Thymus vulgaris,

Syzygium aromaticum, the aromatogram.
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Introduction

Introduction

L'Algérie est dotée d'un patrimoine floristique trés diversifié, notamment dans le domaine
des plantes aromatiques et médicinal. Ce patrimoine floristique d'intérét biomédical a poussé
les chercheurs a explorer ces ressources sur le plan phytochimique et pharmacologique [1].

Les plantes médicinales et aromatiques constituent une source importante de molécules
bioactives qui pourraient étre exploitées dans la thérapie des maladies infectieuses [2]. Ces
constituants sont classés en deux types de métabolisme primaire et secondaire. Les
métabolites secondaires sont des produits a structures chimiques souvent complexes, tres
dispersés selon les especes [3].

L'utilisation abusive des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a l'acquisition de genes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages... etc). Ces résistances ont conduit a chercher de nouveau agents
antimicrobiens possedant une efficacité plus importante que les drogues synthétiques [4].

Actuellement, la recherche s’oriente vers des alternatives moins couteuse et moins
dangereuse pour la lutte des bactéries multirésistantes, pour la plupart le choix s’est porté sur
I’utilisation des huiles essentielles ; celles-ci, sont des molécules naturellement présentes dans
différentes parties des plantes et obtenues par divers méthodes d’extraction, elles posseédent un
nombre de molécules naturelles complexes dont le pouvoir biologique est puissant contre la
propagation de différents agents microbiens notamment les bacteéries, virus et mycetes [5].

Les huiles essentielles, principes actifs issus du métabolisme secondaire des plantes
médicinales, ont été utilisées depuis I’antiquité et sont largement employées de nos jours, pour
leur propriétés biologique (antimicrobienne, antioxydant, analgésique, anti inflammatoire,
anti-cancérigene, antiparasitaire, anti-insecticide), [6] et leurs applications dans de multiples
et diverses industries : alimentation, cosmétique, parfumerie et pharmacie [7].

Ce travail a pour objectif I'évaluation de l'activité antibactérienne de ces huiles de deux
plantes médicinales : le thym (thymus vulgaris) et le giroflier (Syzygium aromaticum) vis-a-
vis de plusieurs souches bactérienne de type Gram positif : Staphylococcus aureus et a Gram
négatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Cette étude comporte trois parties:

La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique décrivant des genéralités
sur la plante étudiée, et les huiles essentielles. La seconde décrit la partie expérimentale, avec
une présentation de matériel et méthodes utilises. La troisieme est consacrée aux résultats et a

la discussion. De méme, notre travail s'acheve par une conclusion et des perspectives.

e
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Chapitre | : Etude Bibliographique.

1. Généralités sur les plantes médicinales et la phytothérapie
1.1. Phytothérapie

La phytothérapie est une médecine naturelle basée sur I'utilisation des plantes et de
leurs extraits. Le mot phytothérapie vient du grec phyton qui veut dire plantes et
therapeia qui veut dire soigner. Elle est considérée par 'OMS comme une médecine
conventionnelle. Dans la phytothérapie, on utilise les principes actifs des plantes pour

prévenir ou soigner certaines problématiques [8].

1.2. Plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses», cette partie peut consister en racine, écorce, feuille, fleur,
fruit ou graine [9].Elle contient, au niveau de ses organes, un ou plusieurs principes
actifs utilisables a des fins thérapeutiques. En fait il s’agit d’une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont de drogues
végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses [10].

L’efficacité des plantes médicinales est douée a cause de métabolites secondaires ou
des principes actifs : les composés phénoliques, les alcaloides et les huiles essentielles
[11].

2. Plantes utilisées dans notre étude
2.1.  Thymus vulgaris

Le nom Thymus vient probablement du latin " Thymus" qui signifie « parfumer » ou
du grec " Thymos" qui signifie « courage ou force ». Le thym est une plante
condimentaire qui appartient a la famille des Lamiaceaes.

Thymus vulgaris est le thym des garrigues ou des jardins, qui poussent spontanément
sur les coteaux arides du Méditerranée. C’est un sous-arbrisseau de 30 a 50 cm de
hauteur, touffu, aux tiges trés ligneuses, aux feuilles petites, sessiles [12]. Le genre
thymus comprend plus de cinquante espéces. Le thym est I’une des plantes pourvues de
plus nombreuses propriétés. On ['utilise sous forme d’infusion ou sous forme d’huile
essentielle. C’est I'une des plantes aromatiques les plus employées en thérapeutiques

depuis les temps les plus anciens [13].
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Classification
Regne Plantae

Sous-régne  Tracheobionta
Classe Magnoliopsida

Sous-classe  Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Figure 1 : Thymus vulgaris [13].
Espece Thymus vulgaris

2.2.  Clou de girofle
Le Giroflier ou Girofle est une espece de plantes de la famille des Myrtaceae et du

genre Syzygium. C’est un arbre petit a moyen, au feuillage persistant et dense, originaire
des petites iles volcaniques de I’archipel en Indonésie [14] .Le fruit est une baie appelée
(antofle) allongée de 2,5 a 3cm de long sur 1.3 & 1.5 cm de large, de couleur rouge fonce
a maturité .Le clou de girofle a un aspect caractéristique brun foncé, a saveur chaude,

brllante, 1égerement amére et fortement aromatique [15] .

Classification
Regne Plantae

Sous-regne viridaeplantae

Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espece Syzygium aromaticum

Figure 2 : Boutons floraux et fleurs de
giroflier [15].

3. Définition des huiles essentielles
Selon la Commission de la Pharmacopée Européenne : une huile essentielle est un

produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére

B ———————————————
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premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » [16].

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ses composés de se
solubiliser dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle »
fait référence au parfum, a 1’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante et au fait

qu’elles soient inflammables [17].

3.1.  L’huile essentielle de clou de girofle

Syzygium aromaticum représente 1’une des principales sources végétales de composés
phénoliques, tels que les flavonoides, les acides hydroxybenzoiques, les
acideshydroxycinnamique et hydroxyphényl propénes, ainsi que les terpénoides [18],
[19].

L’eugénol (1) est le composé principalement responsable de 1’arome du clou de
girofle et constitue 72 a 90% de I’huile essenticlle de girofle [20]. Les autres
constituants courants de I’huile essentielle comprennent 1’acétate d’eugényle (2), le B-
caryophlléne (3), le salicylate de méthyle (4), le pinéne (5), la vanilline (7) et I'a
humuléne (7) [21]. (Figure 3)

‘e

Figure 3 : Principaux constituants d’huile essentielle de Syzygium aromaticum [22].

3.1.1. Activités biologiques du clou de girofle
3.1.1.1. Activite antibactérienne

Le girofle est composé de 70 % a 90 % d’eugénol et de plus de 15 % d’huile
essentielle.il est composé antiseptique, antibactérien, antifongique et possédant entre 9 a

5
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15 % d’acétate d’eugénol, qui se caractérise par des propriétés antibactériennes. Les
solutions ayant de hautes concentrations en eugénol ont un effet bactéricide du au
groupement phénol. L’eugénol provoque une lyse bactérienne chez plusieurs souches.
Elle est plus importante pour les bactéries & Gram négatif. Le groupe hydroxyle du
phénol interagit avec la membrane cellulaire provoquant une fuite des composés
cytoplasmiques. Cette réaction induit aussi une modification de structure des acides gras
et des phospholipides et une perturbation de la synthese du matériel génétique. Comme
pour les composés phénoliques, le site d’action des terpénes est la membrane cellulaire.
lIs la traversent par diffusion provoquant un gonflement et une inhibition des enzymes
respiratoires. Chez Escherichia coli surtout la présence de 1’eugénol dans le cytoplasme
bactérien augmente la concentration des acides gras satures et baisse celle des acides
gras insaturés. Il se produit alors une altération de la morphologie bactérienne.
L’eugénol inhibe I’action de plusieurs protéines ou composés bactériens. On cite des

facteurs de virulence comme la pyocine, la violacéine, I’clastase [23].

3.1.1.2. Activité antifongique

L’huile essentielle de clou de girofle posséde une puissante activité antifongique
contre les pathogenes fongiques opportunistes, comme le Candida albicans, le
Cryptococcus neoformans ou [’Aspergillus fumigatus. Elle a été particulierement
efficace sur un modele expérimental de vaginite murine sur un modele animal.

Candida albicans est I'agent pathogene causal le plus fréquemment isolé de la
candidose. L'eugénol (le principal composant phénolique de I'huile essentielle de clou de
girofle) possede une activité antifongique importante pendant le temps d'adhérence
initial et selon la concentration de ce monoterpene. Ce mono terpene a donc un potentiel

thérapeutique important pour les infections a candidose [23].

3.1.1.3. Activité anti-inflammatoire et analgésique

Les propriétés anti-inflammatoires et analgésiques de I’eugénol sont dues a 1’action
sur des récepteurs et sur les antigénes responsables de 1’inflammation. Pour le volet anti-
inflammatoire, 1’eugénol agit directement en détruisant les germes pathogenes, il agit sur
les cytokines et les cellules immunitaires en modifiant la réaction inflammatoire ce qui
diminue indirectement la douleur. Aussi I’eugénol agit sur les récepteurs cellulaires et

nerveux ce qui diminue directement la douleur [23].
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3.1.1.4. Activité anticancéreuse

L’eugénol, posséde un rdle dans la prévention de plusieurs cancers, dont le cancer du
foie. Syzygium aromaticum inhibe la prolifération cellulaire et diminue le stress
oxydatif, ce qui exerce un effet protecteur sur la cirrhose du foie prédisposé au cancer.

Dai et al., 2013, ont tenté une expérience sur 86 modeles de plantes issues de la
médecine chinoise, dont 1’eugénol qui a exhibé qu’il été I’inhibiteur le plus puissant.
Syzygium aromaticum posséde le pouvoir de régresser 1’expression des génes
autophagiques responsables du mécanisme de 1’autophagie. Ce dernier est impliqué dans
diverses maladies telles que : les maladies cardiovasculaires, les cancers, les infections
virales, VHC, VIH [24].

3.1.1.5. Activité antivirale

Les propriétés antivirales de I’HE de clou de girofle sont souvent mentionnées dans
les livres d’aromathérapie. Cependant les études qui prouvent son efficacité et ses
mécanismes d’action sont peu nombreuses. Quelques études mentionnent tout de méme
I’efficacité du clou contre I’Herpes Simplex Virus (HSV), comme celle menée in vitro
par TRAGOOLPUA'Y et JATISATIENR A. Dans cette étude, le S.aromaticum inhibe
deux types de HSV : le HSV-1 et le HSV-2 grace a son principe actif, I’eugénol [25].

3.2. L’huile essentielle de Thym

Thymus vulgaris renferme une huile volatile de couleur péle, jaune ou rouge, avec
une odeur riche, et aromatique et un goQt persistant, corsé et épicé.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris est composée d’une quantité trés variable en
phénols dont le thymol et le carvacrol en sont les majeurs constituants. Elle contient

¢galement d’autres composants minoritaires comme présentés dans le tableau (1) [26].

Tableau 1 : Composition chimique de I’huile essentielle de T. vulgaris [26].

Espéce Familles Composition
Thymus vulgaris Phénols Thymol (30-70%)
(20-80%)

Carvacrol (3-15%)
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Alcools Linalool (4- 6.5%)

a-terpineol (7,8 — 8,9 %)

Monoterpenes p-cymene (15-20%)
hydrocarbonés

y-terpinene (5 — 10%)

Bonéole, camphre,
limonéne, myrceéne, -
pinéne, trans sabinéne

hydrate, terpinéne-4-ol (0,5-
1,5 %)

Sesquiterpenes B-caryophyllene (1-3%)

hydrocarbonés

3.2.1. Activités biologiques de thym
3.2.1.1. Activité antibactérienne

Un grand nombre d'huiles essentielles de Thymus, d'extraits et de leurs composés
isolés ont été étudiés pour l'activité antimicrobienne. Ces produits présentent un intérét
particulier, car aucune résistance ou adaptation bactérienne n'a été décrite, et des effets
secondaires faibles ou insignifiants ont été constatés a la fois pour les huiles essentielles
et les extraits entiers.

Plusieurs scientifiques attribuent I'activité antimicrobienne d'especes du genre
Thymus a la forte concentration de carvacrol dans son huile essentielle. Il a des
propriétés biocides qui entrainent des perturbations de la membrane bactérienne.

De plus, il peut traverser les membranes cellulaires, atteindre I'intérieur de la cellule
et interagir avec les sites intracellulaires vitaux pour les activités antibactériennes.

Le thymol a également une activité antimicrobienne en raison de sa structure

phénolique, et a montré une activité antibactérienne contre certaines souches
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bactériennes dont Aeromonas hydrophila et Staphylococcus aureus. Cette activité
antibactérienne est causée par I'inhibition de la croissance, la production de lactate et par

la diminution de I'absorption cellulaire du glucose [27].

3.2.1.2. Activité antifongique

La plupart des especes de thym possedent une grande quantité de monoterpenes
phénoliques ce qui révele leurs effets fongicides en raison de la présence des composés
phénoliques tels que le thymol comme composant principal qui pourraient perturber la
membrane cellulaire fongique. Une autre classe de composant qui semble montrer une
activité antimicrobienne est les hydrocarbures terpéniques (y-terpinene).
L’huile essentielle de T.vulgaris est considérée comme un antifongique efficace et
pourrait étre utilisé pour le traitement de la mucormycose en raison de son interférence
avec l'ergostérol provoquant une perturbation de la membrane des champignons et la
perte de contenu intracellulaire. Aussi, il inhibe la germination des sporangiospores et le
développement de mycélium. L’huile essentielle de thym, riche en thymol et autres
substances antifongiques, utilisées pour désinfecter les murs moisis dans les habitations

a faible concentration [27].
3.2.1.3. Activité antivirale

Silke Nolkemper et ses collaborateurs, ont mene une expérience avec des extraits
aqueux d’especes de la famille des Lamiacées examinés pour leur activité antivirale
contre le virus Herpés simplex (HSV). L’extrait du thym (Thymus vulgaris) a montré une

activité inhibitrice contre I'herpes virus simplex type 1 (HSV-1), type 2 (HSV-2).

L'activité antivirale des huiles essentielles est mal connue. Il existe des rapports sur
I'activité de certaines huiles sur les virus. Cependant, ses mécanismes n'ont pas été
entierement décrits. En 2011, Saderi et Abbasi ont observé que I'huile de thym est

potentiellement efficace contre les adénovirus [27].

3.2.1.4. Activité antidiabétique

Plusieurs chercheurs ont suggéré d'utiliser les plantes pour leurs différents effets
biologiques contre le diabeéte.

L'extrait aqueux de thym a révélé un effet anti-hyperglycémiant chez les lapins rendu

diabétiques par I'alloxan (un composé organique rassemble structuralement le glucose, il
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cause le diabéte alloxanique). En raison de la capacité de la plante a stimuler
I'élimination du glucose de la circulation, a réduire la libération de glucagon ou
l'augmentation de la sécrétion de l'insuline.

L’huile de thym est riche en substances actives comme les composés phénoliques et
flavonoides, en particulier le carvacrol et le thymol. Ce qui explique que 1’effet

hypoglycémique di a I'action du thymol ou du carvacrol qui limite I'insuline [27].

3.2.1.5. Ativité anticancéreuse

De nombreuses études ont montré qu'un grand nombre de terpénoides et de composés
aromatiques contenus dans les huiles essentielles ont des activités anticancéreuses
importantes.

L 'huile essenticlle de thym a des effets cytotoxiques in vitro contre les cellules
humaines de [l'adénocarcinome ovarien qui sont résistantes aux agents
chimiothérapeutique ainsi qu’un effet anti tumoral significatif chez la souris, en raison
des composants biologiques actifs du thym comme le carvacrol et le thymol.

Ce multi composant de produits naturels est efficace pour prévenir le développement
de la tumeur chez la souris et donc retarder la mortalité animale. Le mécanisme des
actions cytotoxiques du thym peut étre di a sa nature lipophile, provoquant
I'accumulation de composés volatils de plante dans la membrane cellulaire conduisant
une augmentation de sa perméabilité, provoquant par la suite une fuite de métabolites et

des enzymes [27].

4.  Mécanisme d’action des huiles essentielle
Les huiles essentielles ont un spectre d'action tres large, Leur activité antibactérienne
est principalement fonction de leur composition chimique, et de la nature de leurs
composés volatils majeurs.
D'une maniere geénérale leur action se déroule en trois phases:
e Attaque de la paroi bactérienne par I'huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
e Acidification de l'intérieure de la cellule, bloquant la production de I'énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie [28].
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Auto-inductewrs (molécule du Quorum sensing) Coagulation des protéines

Fuite des constituants
cytoplasmiques
(métabolites etions)
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proton
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Figure 4 : Mécanismes d’action des huiles essentielles sur la cellule

bactérienne [29].

5. Méthodes d’extractions des huiles essentielles
Plusieurs méthodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des
végétaux. Les principales méthodes d'extraction sont basées sur I'entrainement a la
vapeur d'eau, I'expression, la solubilité et la volatilité. Chacune d'elles donne une image
différente de la composition de I'huile essentielle du produit. Le choix de la méthode la
mieux adaptée a l'extraction de 1’huile essentielle d'un végétal se fait en fonction de la
nature de la matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de
I'essence a extraire et de l'usage de I'extrait [30].
Les principales méthodes d’extraction sont:
e Ladistillation a vapeur saturée
e Entrainement a la vapeur d'eau
e L'hydro diffusion
e L'expression a froid
e Extractions par solvants
e Hydro distillation
e Extractions par les corps gras
e Extractions par micro- ondes
Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent

identiques quelque soit le type d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier
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temps d’extraire de la matiére végétale les molécules aromatiques constituant 1’huile
essentielle, puis dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation
[31].

La distillation est la technique la plus utilisée pour I'extraction des HEs et elle reste
sans doute la plus rentable et efficace [32].

6. Généralité sur les Microorganismes testés
6.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a grouper en amas
irréguliers a la facon d'une grappe de raisin.

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif .1l tient une place
tres importante dans les infections communautaires et nosocomiales. Ainsi, il posséde
une coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres especes de staphylocoques.

Cette bactérie est trés répandue chez I'Homme et dans de nombreuses especes
animales. Chez I'Homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains ayant la
bactérie au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il développe
rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent

sensibles qu'aux glyco-peptides [33].

6.2. Escherichia coli

Le genre Escherichia, nommé d'aprés le pédiatre allemand Theodor Escherich, est
composé de bacilles Gram-négatifs anaérobies facultatifs appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. L'espece de type genre Escherichia coli est largement distribuée, ou
il s'agit du principal anaérobie facultatif habitant dans le gros intestin des humains et des
animaux a sang chaud. Bien que la plupart des souches d'E.coli vivent sans danger dans
le cblon et provoquent rarement des maladies chez les individus sains, un certain nombre
de souches pathogénes peuvent provoquer des maladies intestinales et extra-intestinales

chez les individus sains et immunodéprimés [34].

6.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique, ¢’est
une bactérie gram-négative. Les bacilles sont fins, droits et tres mobiles grace a un
flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules. lls

apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.
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Elle peut, dans certaines conditions, étre pathogéne. Tres résistante, elle est avec
d'autres bactéries a gram-négatif de plus en plus souvent responsable d'infections

nosocomiales. C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement [35].
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Chapitre Il: Matériel et méthode

1. Lieu d’étude
Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biologie ; du département de Biologie,

faculté des sciences université Amar Telidji Laghouat.

2. Matériels
2.1. Matériel végétal

Notre étude portera sur deux plantes aromatiques : le thymus vulgaris et le giroflier
(Syzygium aromaticum) qui sont riches en huiles essentielles. Ces huiles ont été achetées a
partir de deux régions Blida et Mascara (Figure 5). Le choix de ces derniers est basé sur
I’utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement du plusieurs maladies humaines

ainsi que sur leur disponibilité locale.

L
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Figure 5 : les huiles essentielles de Figure 6: les huiles essentielles de
régions de Blida. (Original., 2023). régions de Mascara. (Original., 2023).

2.2.Instruments

Les moyens utilisés pour les essais biologiques sont mentionnés dans le tableau 2 ci-

dessous :
Tableau 2 : instruments utilisés pour les essais biologiques.
Consommables Equipements et appareils
e Tubes a essai e Bec benzene
e Papier whatman N°1 e Autoclave
e Flacons stériles e Micropipette
e Anse de platine e Balance magnétique
e Pipettes Pasteur e Vortex magnétique
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e Boites de pétri e Bain-marie

e Ecouvillons e Incubateur

e Eprouvettes o four Pasteur

e Entonnoirs e Agitateur-plaque chauffante

e Fiole jaugée e Spectrophotométre UV-Visible
e Erlenmeyer (Shimadzu UV-1601)

e Béchers e Pied a coulisse

e CuvesaCCM e pH metre

e Microscope optique

2.3.  Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogenes pour
I’homme, responsables d’infections plus ou moins graves, souvent multi-résistante au
antibiotiques. Des souches de collection internationale ATCC (Tableau 3) (American type
culture collection) ont toutes été fournies par le laboratoire vétérinaire du la wilaya de
Laghouat.

Et deux autres souches ont été isolées a partir de prélevements de malades hospitalisés
(Hopital el Akid Lotfi 240 lits, LAGHOUAT) :

e Staphylococcus aureus

e Escherichia coli

Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance
pendant 24h a 37°C.

Tableau 3 : Origine des souches utilisées dans le test d’activité antibactérienne.

Souche Gram Code Origine
Positive ATCC 25923 Lab Vet-Lagh
Staphylococcus
aureus
Négative ATCC 25922 Lab Vet-Lagh
Escherichia coli
Négative ATCC 27853 Lab Vet-Lagh
Pseudomonas
aeruginosa
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2.4.Milieux de culture

Suivant les méthodes employeées et selon les souches, nous avons utilisé les milieux de
cultures suivants : gélose de Mueller-Hinton agar et Bouillon Mueller-Hinton et 1’eau
physiologique (Les milieux de cultures et des produits chimiques dont une description

détaillée est présentée dans I’annexe 1).

3. Methode
3.1.Extraction des huiles essentielles par I’hydro-distillation

L’hydro-distillation est composée de hydro- en grec « eau » et de -distillation qui vient du
latin stilla, « goutte » et de distillare (latin savant), « tomber goutte a goutte » [35].

L’hydro-distillation est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée et
normée pour I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le contr6le de qualité [36].

Elle se produit dans I’appareil de Clevenger (Figure 7) et consiste & immerger directement
le matériel végétal a traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un ballon rempli
d’eau qui est ensuite portée a ¢bullition [37]. La chaleur permet 1’éclatement et la libération
des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques
forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique (eau + huiles essentielles) et 1’huile
essentielle est séparée de la phase aqueuse par différence de densité [38].

La durée de la distillation est plus longue pour les organes de plantes ligneuses que pour
les herbacées, cette différence est liée a la localisation des structures d’élaboration ou de
stockage des huiles essentielles pouvant étre superficielles ou internes.

De ce fait, elles ont une influence sur le déroulement de I’hydro-distillation, c'est-a-dire sur

les mécanismes successifs mis en jeu, et par conséquent sur la durée [39].
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Figure 7 : Montage d’extraction par la technique d’hydro-distillation [40].
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3.1.1. Caractérisation des huiles essentielles
Chaque huile essentielle est caractérisée par ces caractéres organoleptiques tels que :
I'odeur, I'aspect physique et la couleur [41].

e L'aspect physique : l'aspect d'une HE dépend des produits qui la constituent, elle nous
apparaitre sous forme liquide, solide ou bien semi solide.

e Odeur : il appartient aux sens chimiques les plus sensibles.

e Couleur : la coloration d'une HE dépend des produits qui la constituent, donc la
couleur change d'une huile essentielle a I'autre ; elle peut étre déterminé a 1'ceil nu.

3.2. Coloration de gram

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour distinguer et classifier les bactéries. Son avantage
est de donner une information rapide, facile et bon marché sur les bactéries présentes dans un
produit ou un milieu [42]. C’est pour cela on & utilisé pour mettre en évidence les bactéries
Gram positif ou négatif (les souches hospitaliers) (Figure 8), selon les étapes suivantes :

o Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane sur le frottis fixé, laisser
agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

o Rincer tres brievement de I'eau distillée sur la lame au-dessus du frottis.

o Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis et laisser agir 1 minute, il permet de
fixer le violet dans les bactéries.

e Rincer brievement a I'eau distillée comme précédemment décrit.

« Décolorer a l'alcool, cette étape est la plus importante de la coloration. Versez goutte a
goutte I'alcool sur la lame, laissé agir 30 secondes. Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincez abondamment avec de I'eau distillée pour stopper la décoloration.

o Contre-colorer en déposant la solution de fuchsine pendant 1 minute. Ce colorant
permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente. Rince a I’eau
distillée et séchée a 1’aide d’un papier.

o Observer au microscope (grossissement 1000x, avec une goutte d'huile a immersion).
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Figure 8: Les étapes de coloration de gram [42].

3.3.Préparation des milieux de culture

o Geélose Mueller-Hinton agar : Pour préparer ce milieu il faut peser 38 g de poudre et
la mélanger dans 1 L d'eau. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter a
ébullition pendant environ une minute (pH=7,3). Ensuite il faut stériliser la gélose a
l'autoclave durant 15 min a 121,1 °C, répartir en flacons stériles (Figure 9).

Figure 9 : La préparation de Gélose Mueller-Hinton agar (Original., 2023).

e Bouillon Mueller-Hinton : Mélanger 21 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre
d'eau distillee stérile, chauffé jusqu'a obtention d'une suspension homogéne. Stériliser a
l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes, répartir en tubes ou flacons stériles (Figure 10).
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Figure 10 : La préparation de Bouillon Mueller-Hinton (Original., 2023).

3.4.Préparation des pré-cultures

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18 a 24 heures)
en phase de croissance exponentielle.

Afin d’obtenir des souches microbiennes pures et jeunes, des ré-isolements réguliers ont
été effectué selon la méthode des stries, avec la pipette pasteur sur le milieu Mueller-Hinton

agar, puis elles ont étre incubées a 37°C pendant 18 a 24 h.

3.5. Préparation des disques d’aromatogramme

Des disques de 6 mm de diametre sont préparés a partir du papier whatman N°1, ensuite ils
sont mis dans une boite de pétri en verre, stérilisés au four pasteur 30 minutes a 120°C
(Figurell), puis stockés a une température ambiante (la boite de pétri est hermétiquement

fermé avec le papier aluminium).

—\\

1. Percer les disques a I'aide 2. On mit les disques dans 3. stérilisés au four
d’un perforateur a papier. une boite de pétri en verre. pasteur 30 minutes a

Figure 11: Préparation des disques d’aromatogramme. (Original., 2023)
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3.6.Evaluation de I'activité antibactérienne

Afin d'évaluer I'activité antibactérienne des huiles essentielles de deux plantes, la méthode
de diffusion sur milieu gélosé Muller Hinton a été adoptée.

Selon Fauchére et Avril, I'aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro. Elle
est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée antibiogramme ou
méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gélosé [43].

Le principe de la méthode repose sur le pouvoir migratoire du composé testé en milieu
solide (MH) dans une boite de pétri, apreés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible (Figure 12).

L’activité antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone d’inhibition
[30].

Disque de papier

imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle /\ . \‘/-—\\\ .
w \
/ /—\\
*@ —————e ( () )
Incubation a 37°C } S
Inoculum o 5 et 1} ' o/
y \ 7 |pendant 24 heures ! %
bactérien ——T
-
Boite df Pém Disdere
avec gélose Sinhibition

nutritive

Figure 12: Principe de la diffusion de disque [30].

3.7. Préparation des dilutions de ’HE
Une série de dilutions des huiles essentielles (thym et clou de girofle) dans le DMSO
(diméthylsulfoxyde) a été réalisée par deux méthodes de dilutions :
» En débutant par la premiere méthode de dilution al1/2 jusqu’a la dilution de 1/16, dans
des tubes en verre stériles :
- Le premier contient 100 pl d’huile essentielle et 100 pl de DMSO.
- 100 pl de la premiére dilution sont transférées dans le deuxieme tube (1/4) auquel on
rajoute 100 pl de DMSO, puis agiter a I’aide d’un vortex. Des dilutions a 1/8, 1/16,

sont préparés de la méme maniére (Figure 13).
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100ul de
1/2+100ul
DMSO 100pul de
1/4+100ul
DMSO 100pul de
1/8+100pul
DMSO
100ul
d'HE
pure+
100pul de »
DMSO 12
1/4
1/8
1/16

Figure 13: Méthode de dilutions des HE (Méthode 1). (Original., 2023)

La deuxiéme méthode est basée sur une dilution de pourcentage en commencant par
6% jusqu'a 100%. (Figurel4).

- Le premier tube contient 6% d’huile essentielle et 947 de DMSO ;

- Le deuxieme tube contient 127 d’huile essentielle et 887 de DMSO ;
- Le troisiéme tube contient 25% d'huile essentielle et 75% de DMSO ;
- Le quatriéme tube contient 50% d'huile essentielle et 50% de DMSO ;
- Et le dernier tube contient 100% d'huile essentielle et 0% DMSO.

(Un tube qui contient seulement le DMSO est utilisé comme témoin négatif).
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Figure 14 : les différentes dilutions de I'HE (Méthode 2). (Original., 2023)
» Préparation de dilutions de mélange des huiles essentielles

Afin de mettre en évidence 1’effet combinais entre les deux HEs Thym et clou de girofle,

ont été réalisé des dilutions de 1/2 jusqu’a la dilution de 1/16, dans des tubes en verre stériles :

- Le premier contient 50 ul d’huile essentielle de thym + 50 ul d’HE de clou de girofle et
100 pl de DMSO.

- 100 pl de la premiére dilution sont transférées dans le deuxieme tube (1/4) auquel on
rajoute 100 pul de DMSO, puis agiter a 1’aide d’un vortex. Des dilutions a 1/8, 1/16, sont

préparés de la méme maniére.

3.8.Préparation des suspensions bactériennes
3.8.1. Pour les souches ATCC
- A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement, on a raclé a

I’aide d’une pipette pasteur scellée, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- On a déchargé la pipette pasteur dans 5 ml d’eau physiologique stérile et bien
homogeénéisé la suspension bactérienne, la standardisation de la suspension 10°UFC/ml qui
correspond a une densité optique comprise entre 0.08 et 0.1 mesurée a l'aide d'un

spectrophotométre réglé a 623 nm (Figurelb).

L’ensemencement doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de 1’inoculum.
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Figure 15 : Les étapes de préparation des suspensions microbiennes. (Original., 2023)

3.8.2. Pour les souches hospitaliéres

A partir d’une culture jeune sur gélose MH on préleve a 1’aide d’une pipette pasteur 3 a 5
colonies bien isolées et identiques dans 10 ml de bouillon MH, on agite au vortex pendant

quelgue seconde. Cette culture était incubée pendant 18H-24H a 37°C.

3.9. Ensemencement

On coule le milieu de culture gélosé Mueller Hinton dans les boites de pétri a raison de 15
ml par boite et on laisse solidifier sur la paillasse. On a Trempé un écouvillon stérile dans la
suspension bactérienne, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum. Puis Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas,
en stries serrées (Figure 16). Avec la répétition de l'opération trois fois, en tournant la boite
de Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir

I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Figure 16 : Ensemencement des souches microbiennes. (Original., 2023)

o —————————————
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3.10.  Dépot des disques d’aromatogramme

Une fois les géloses Muller — Hinton sont ensemencées, les disques prépares sont disposés
sur la surface de la gélose dans des conditions stériles, & raison de trois disques par boite de
pétrie pour les différentes dilutions et un disque qui contient seulement le DMSO est utilisé
comme témoin négatif, a I'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen (Figure 17). Puis, ils ont
¢étés imbibés par Sul a ’aide d’une micropipette de chaque compose testé (Figure 18).

Les boites ont étés maintenus a température ambiante pendant 20 minutes pour que les
composés puissent diffuser. Les boites ont été incubées a 1’étuve a 37 °C pendant 24h.

Figure 17 : dép6t des disques (Original., 2023).

N 2 c —

Figure 18 : dépot des différentes dilutions de I’HE. (Original., 2023)

4. Expression des résultats

L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo autour des disques, dont le
diametre a été mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse (y compris le diamétre du disque de 6
mm). Une échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne d’une huile essentielle en se

basant sur les diameétres des zones d’inhibition (D) permet de distinguer 5 classes d’HE.
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- Trés fortement inhibitrice : D > 30 mm

- Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm

- Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm

- Légerement inhibitrice : 11 mm <D <16 mm

- Non inhibitrice : D < 10 mm

La sensibilité des souches aux agents antimicrobiens a été classifiée en fonction des

diamétres des zones d’inhibition selon Djeddi et Al, 2000 comme suite [44] :
Tableau 4 : transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés [44].

Diamétre de la zone Transcription Sensibilité du germe

d’inhibition (mm)

<8 - Résistant

9-14 + Sensible

15-19 ++ Trés sensible
>20 +++ Extrémement sensible
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1. Activité antibactérienne des huiles essentielles

La méthode de diffusion des disques (5.0 pl HE/disque) nous a permis de mettre en

évidence le pouvoir antibacterien des huiles essentielles de deux plantes médicinales et

aromatiques d'Algérie.

La sensibilité des différentes souches microbiennes se traduit par un halo autour du

disque imprégné du composé testé. Le diametre du halo est mesuré a 1’aide d’un pied a

coulisse. les résultats du test de sensibilité microbienne aux huiles essentielles sont

regroupés dans le tableau 5 pour les souches ATCC et le tableau 6 et 7 pour les

souches hospitalieres (Voir I’annexe 2).

Tableau 5 : Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles sur les souches

ATCC.
Témoin
Microorganisme Thymus vulgaris (HE1) Syzygium aromaticum
(DMSO) (HE2)
1/2 1/4 1/8 1/16 1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli - 33,27 | 21,68 | 18,79 | 9,80 @ 17,08 @ 15,02 13,73 @ 9,15
(25922)
Staphylococcus
- 4548 31,15 1291 10,23 14,86 12,64 12,40 7,67
Aureus (25923)
Pseudomonas
aeruginosa (27853) - 953 | 928 | 7,30 | 7,09 § 10,28 9,17 @ 8,07 | 7,98

(Diamétres des zones d’inhibition en mm de chaque dilution, DMSO)
Notes : (-) : pas d’inhibition, DMSO: témoin, HE: huile essentielle.

1/2

29,67

27,85

13,13

HE 1+ HE 2

1/4 1/8

15,45 @ 8,56

21,08 17,98

6,99 | 6,86
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Tableau 6 : Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles sur les souches

hospitaliérs.
Témoin
Microorganisme Thymus vulgaris (HE1) Syzygium aromaticum (HE2)
(DMSO)
6% 12% 25% 50% 100% 6% 12% 25% 50% 100%
Escherichia coli - 13,2 142 22,75 248 271 75 105 13,25 13,6 13,86

Staphylococcus
- 9,01 12 225 27,7 32 98 10,1 11,30 13 14,5

aureus

(Diamétres des zones d’inhibition en mm de chaque dilution, DMSO)
Notes : (-) : pas d’inhibition, DMSO: témoin, HE: huile essentielle.

Tableau 7 : Résultats de [’aromatogramme de mélange des huiles essentielles sur les

souches hospitaliérs.

Témoin
Microorganisme HE 1+ HE 2
(DMSO)
6% 12% 25% 50% 100%
Escherichia coli - 9,17 11,3 | 153 198 2343

Staphylococcus
- 9,6 11 24 211 259

aureus
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D'aprés les tableaux 5 et 6 , nous constatons que la plupart des souches bactériennes
présentent une sensibilité variable vis-a-vis des huiles essentielles testées. Pa,srmi les
souches étudiées a Gram neégatif, I'espece la plus résistante est Pseudomonas

aeruginosa.

1.1 Thymus vulgaris

Le pouvoir antibacterien de HE de Thymus vulgaris est plus elevé (diametre
d'inhibition>40 mm) par rapport au Syzygium aromaticum. L'activité antibactérienne de
cette plante est due a leur richesse en thymol et carvacrol.

e Le Carvacrol et le thymol agissent en désorganisant la paroi bactérienne et la
membrane plasmique, grace a une interaction avec les protéines membranaires.

e Plus spécifiquement, le thymol semble perturber la production d’ATP par la
cellule, en inhibant le cycle de Krebs, ce qui I’empéche de récupérer un
fonctionnement normal aprés 1’exposition au thymol.

e De son coté, le carvacrol agit essentiellement sur la membrane plasmique, ou il

modifie la fluidité membranaire, et perturbe 1’équilibre ionique de la bactérie [45].

1.2 Syzygium aromaticum

Les résultats du test antibactérien montrent une variation dans 1’efficacité d’inhibition
de DI’extrait de Syzygium aromaticum vis-a-vis des souches bactériennes testées. Cette
efficacité pourrait étre attribuée au composé majoritaire de 1’huile essentielle de
Syzygium aromaticum qui est I’eugénol (appartenant a la classe des phénols).

e L’eugénol est trés actif contre les micro-organismes testés, utilisé comme agent

bactéricide ou bactériostatique selon la concentration utilisée :

L’activité létale bactéricide rend la membrane du micro—organisme perméable,
provoquant une fuite d’ion K+, ce qui implique la perte de ’osmose de la cellule suivi
de la mort du micro-organisme et I’activité inhibitrice ou bactériostatique empéche la
croissance du micro-organisme.

e L’eugénol provoque une perte de permeabilite sélective en changeant les

propriétés physiques de la membrane, grace a une coexistence de parties hydrophiles et
hydrophobes. Cette augmentation de perméabilité fera perdre a la bactérie ses
constituants cellulaires. Par ailleurs, 1’huile essentieclle va acidifier I’intérieur de la

bactérie pour bloquer sa production d’énergie et de composantes de structure. Enfin, si
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la bactérie survit, ’huile attaquera directement le matériel génétique de cette derniere
[23].

35
30
S 25
= ® Thymus vulgaris
= 20
= = Syzygium aromaticum
s
'z “ Thymus valgaris+
z 10 Syzygium aromaticum
~N
H
0
E.coli S.aureus
Souchesbactériennes

Figurel8 : Représentation graphique des résultats de la méthode des disques sur les

souches hospitaliers.

50
_ -
£ 45 ® Thymus vulgaris
g 4
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= 25
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Figure 19: Représentation graphique des resultats de la méthode des disques sur les
souches ATCC.
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Il ressort de I’histogramme présenté dans les Figurel8 et 19 que les agents
antimicrobiens étudiés sont dotés d’une activité¢ inhibitrice variable selon la bactérie
testée.

Cette observation a été egalement rapportée par (Malecky, 2006) soulignant que, les
différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des huiles
essentielles. Cependant, nous constatons que les souches a Gram- sont plus au moins
résistantes aux HEs que les souches a Gram+.1l a été frequemment rapporté dans la
littérature (Fadli et al. , 2012) que les bactéries a Gram- résistent a 1’effet inhibiteur des
HEs et leurs composants.

Selon Lecrerc et al, cette résistance peut s’expliquer par le fait que les bactéries a
Gram- possédent une membrane externe imperméable aux substances hydrophobes,
susceptibles d’entrer et empécher la croissance bactérienne. Cependant, 1’absence de
cette barriére chez les Gram+ permet le contact direct des constituants hydrophobes des
huiles essentielles avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire

bactérienne [46].

2. Mélange des HEs

Les résultats de l'activité antibactérienne du Syzygium aromaticum et de Thymus
vulgaris et leur combinaison ont montré qu’ils avaient un pouvoir bactéricide important
contre, E. coli, P. aeruginosa et S. aureus.

Ces résultats ont montré que la composition chimique du mélange d'huiles
essentielles a été qualitativement et quantitativement riche en molécules actives volatiles
en raison de la puissante activité antibactérienne du produit obtenus contre certaines
souches pathogénes.

Ceci peut étre principalement di a la synergie entre les molécules actives telles que
I'eugénol et le thymol qui ayant des niveaux élevés dans le mélange d'HEs.

En effet, selon de récentes travail, I'eugénol et le thymol se sont des molécules tres
actives et dotées d'une activité antimicrobienne (Marchese et al. 2017; De Arujo et al.
2020) et leur effet synergique se traduit par I’amélioration de I'effet antibactérien contre
certains souches de bactéries Gram-négatives et positives. De plus, selon une récente
étude de (Marchese et al. (2017), l'interaction de lI'eugénol et du thymol a été etudié par
plusieurs auteurs contre les pathogenes Gram-négatif et Gram positifs. En effet, en ce

qui concerne Souches a Gram négatif, la combinaison d'eugénol et le thymol ont montré
R
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des effets synergiques sur E. coli et P. aeruginosa.
v Nos résultats sont similaires par rapport a ceux mentionnés dans la littérature

e Cheurfa et al., 2013 ont trouvé également que I'huile essentielle de Thymus
vulgaris exerce un effet antibactérien remarquable sur les bactéries pathogenes
responsables de gastroentérites.

e Bouterfas et al., 2014 ont trouvé que Les bactéries gram négatif, ayant une
membrane externe composée de phospholipides, et riche en molécules de
lipopolysaccharides. Cette membrane forme donc une barriére imperméable et
empéche I'entrée de substance environnementale comme les antibiotiques et les
huiles essentielles ;

e Abirami et al., 2012 ont trouvé que les bactéries a gram-positives sont plus
sensibles ayant seulement une couche de peptidoglycane externe qui n'est pas
une barriére de perméabilité effective ;

e Marchese et al., 2017 ont trouvé qu’il est communément reconnu que les
bactéries a Gram négatif sont plus résistantes aux huiles essentielles ;

e Benmansour et al., 2008 ont trouvé que Pseudomonas aeruginosa présente une
résistance a ces deux huiles car elles possédent une résistance intrinséque a une
large gamme de biocides. En effet cette résistance est associée a la nature de sa

membrane externe.
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent entre autres une source riche en principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques .Durant cette étude menée sur 1’évaluation
d'activité antibactérienne de combinaisons d'huiles essentielles essais sur le clou de
girofle et le thym, le seul objectif fur a 1’évaluation des huiles essentielles de deux
plantes médicinales (Thymus vulgaris et Syzygium aromaticum) vis-a-vis des souches
bactériennes a Gram positive et 8 Gram négative.

L'activité antibactérienne des HES a été évaluee par la méthode d'aromatogramme
sur trois souches bactériennes pathogeénes. Les HES de Thymus vulgaris, de Syzygium
aromaticum ont un trés pouvoir antibactérien dont les zones d'inhibition varient entre
20 et 40 mm.

L'activité antibactérienne est attribuée a leur richesse en thymol et carvacrol. Cette
étude mérite d'étre compléter par la réalisation des travaux suivants :

v Tester les mémes substances sur d’autres bactéries de la flore intestinale ainsi
que sur les bactéries pathogénes impliquées dans la détérioration des aliments;

v Etudier I’effet de combinaison de ces huiles avec les antibiotiques afin de
renforcer leurs activites;

v Tester ces combinaisons sur des matrices alimentaires;

v 1l serait, également trés intéressant d’élargir 1’utilisation des combinaisons a
I’échelle industrielle en les adoptants comme additifs pour conserver les
denrées alimentaires;

v Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharmaceutique et cosmétique.
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Annexes

Produits chimiques

L’cau distillée

DMSO

KOH

NaCl

Milieux de cultures utilisés
Gélose Mueller-Hinton
Bouillon Mueller-Hinton
Mueller-Hinton agar

Sa formule (g/l) est la suivante :
Casein acid hydrolysate
Agar

Beef,infusion from 300gms
Starch

Eau distillé

PH7.3

Stériliser a 121°C pendant 15 min.

Mueller-Hinton browth

Sa formule (g/l) est la suivante :
Acid Casein pepton (H)

Beef infusion

Corn starch

Eau distillé
Acid Casein pepton (H)

PH7.4

Stériliser a 121°C pendant 15 min.

Eau physiologique

Sa formule (g/l) est la suivante :
NaCl 9g
Eau distillé 1000ml
PH7.4

Annexe 1

Produits chimiques et composition des milieux de cultures

17.5g
179

29

1.5¢
1000ml

17,59
29

1,59
1000ml
17,59
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Annexe 2

2. Résultats de I’aromatogramme sur les souches hospitalieres

Figure 1: Résultats d’aromatogramme de Figure 2 : Résultats d’aromatogramme de

Thymus vulgaris (HEL) sur E.coli. Syzygium aromaticum (HE2) sur E.coli.

Figure 3 : Résultats d’aromatogramme de Thymus vulgaris +

Syzygium aromaticum (HE1+HE?2) sur E.coli.
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Figure 4: Résultats d’aromatogramme de Figure 5 : Résultats d’aromatogramme de

Thymus vulgaris (HE1) sur S.aureus. Syzygium aromaticum (HEZ2) sur S.aureus.

Figure 6 : Résultats d’aromatogramme de Thymus vulgaris +

Syzygium aromaticum (HE1+HE?2) sur S.aureus.
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3. Résultats de I’aromatogramme sur les souches ATCC

Figure 7: Résultats d’aromatogramme de Figure 8 : Résultats d’aromatogramme de

Thymus vulgaris (HE1) sur E.coli. Syzygium aromaticum (HE2) sur E.coli.

Figure 9 : Résultats d’aromatogramme de Thymus vulgaris +

Syzygium aromaticum (HE1+HE?2) sur E.coli.
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Figure 10: Résultats d’aromatogramme  Figure 11 : Résultats d’aromatogramme de

de Thymus vulgaris (HE1) sur S.aureus.  Syzygium aromaticum (HE2) sur S.aureus.

Figure 12: Résultats d’aromatogramme de Thymus vulgaris +

Syzygium aromaticum (HE1+HE?2) sur S.aureus.
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Figure 13: Résultats d’aromatogramme de Figure 11 : Résultats d’aromatogramme de

Thymus vulgaris (HE1) sur P.aeruginosa.  Syzygium aromaticum (HE2) sur P.aeruginosa.

Figure 12: Résultats d’aromatogramme de Thymus vulgaris +

Syzygium aromaticum (HE1+HE?2) sur P.aeruginosa.
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