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4. Les principaux constituants des HE,
4-1. Les terpenoides.

Dans la régle générale ils ne sont constitués que de carbone, d'oxygéne et d'hydrogene.
Chaque groupe de terpenoides est issu de la condensation téte a queue d'un nombre variable

d'unités en Cs (isopréne) [7, 23, 29].

4-2. Les Composés azotés du métabolisme secondaire.
4-2-1. Les Acides aminés non constitutifs des protéines.

Les amino-acides, les immino-acides et les amides se forment par décarboxylation des
amines végétales ou par transfert du groupe amine d’un acide aminé sur un aldéhyde [7,29]. Tis
ont une action antimétabolite et beancoup entre eux sont toxiques [7].

4-2-2. Glucosinolates et hétérosides cyanogénes.

Le glucosinolates existent sous forme de sel de potassium. La structure comporte un
glicose, un groupe sulfate et une génine variable. Elles ont un effet protecteur contre les
substances cancérogénes. Les hétérosides cyanogénes sont utilisés dans les traitements des

aflections broncho-pulmonaires [7].

4-3. Les composts phénoliques.
I1s sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont principalement issus
d’un métabolisme de I’acide shikimique ou/et de celui d’un polyacétate [7] avec au moins une

fonction hydroxyle [7,23].

5. Méthodes d’extraction des IIE.

Depuis le 9% siécle, le principe d’obtention des HE est inchangé. L’HE est obtenue par
entrainement a la vapeur des composés volatils contenus dans la maticre végétale. Parallélement
aux procédés traditionnels, diverses assistances techinologiques peuvent étre mises en ceuvre
comme P'ultrasons qui activent ’extraction [16].

5-1. Par entrainement A Ia vapeur d’eau.

Elle est appeler aussi « L hydrodistillation » : elle consiste a immerger directement le
matériel végétal A trailer (intact ou broyé) dans I’eau qui ensuite portée & Pébullition. Les
vapeurs hétérogénes et chargées de I'HE sont entrainés vers le haut o1 elles sont condensées sur
la paroi réfrigéraniget I'HE se sépare par différence de densité [7,16].

[Yautres méthodes utilisent la vapeur d’eau sont utilisables comme |a distillation a
vapeur saturée et I’hydrodiffusion ou le matériel végétal n’est pas en contact avec I’eay [7,15].
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7. Conservation des HE.

La relative instabilité des molécules constitutives des HHE rend leur conservation difficile,
mais il est possibie de la limiter en utilisant de flacons de faible volume en aluminium, en acier
inoxydable ou en verre brun, entiérement remplis et fermé de fagon étanche |7].

L’usage des matiére plastique doit étre proscrit [35], stockage a basse température, il est

possible de recourir & ’adjonction des antioxydants [7].

Il. Les HE de Thymus vulgaris.
1, Thymus vulgaris.
1-1. Etade phytologique.

Sous—arbrisseau vivace, aromatique, ramifié, a tiges ligneuses dressées atteignant 30 cm
de hauteur [35], les rameaux blanchitres, portent des feuilles opposées, lancéolés ou linéaires,
enroulées sur les bords la face supérieure est grisétre, la face inférieure tomenteuse [7] d’une
longueur de 4 & 12 mm sur 3 mm de large [35]1. Les fleurs & calice velu et a corolle bilabiée
rosée ou blanchétre sont groupées en glomérules ovoides [7].

L’examen microscopie montre des cellules épidermiques a paroi anticlinales sinueuses,
des poils a forme triangulaire & la face supérieure de la feuille contient souvent des fines aiguilles
d’oxalate de calcium. Les poils sont deux types tecteurs et sécréteurs [35].






Itude bibliograpliigue Ies huiles essentielles

2-3-6. Effets sur les organes et les fonctions biologiques.

e Spasmolytiques : Elle exerce une activité spasmolytique attribuée le plus souvent aux
phénols [7, 32, 35]. in-vitro Leml et Van Den Broucke ont montré que ces phénols
s'opposent effectivement aux contractions provoquées sur ['iléon et la trachée du cobaye —
par l'histamine, l'acétylcholine et autres cathécholamines. Ces auteurs ont montré aussi
que lactivité spasmolytique de ces I1E est liée & la présence des polymethoxyflavones

[7]. Elle est aussi spasmolytique bronchique [35].
Expectorant : Par voie interne, principalement utilisée dans les bronchites aigués et les

coquelnches. I'activité résulte d la fois d'une augmentation des secrétions qui sont
véhiculées par les mouvements ciliaires des branches, car I'HE est partiellement excrétée
par les poumons [35].

e Cicatrisant et stimulant: [7, 32, 35] Elle enire dans la formulation de certaines
médicaments cicatrisants [7], de plas elle a une action stimulante tissulaire et
régénératrice des cellules hépatiques, a forte dose elle est hépatotoxique [39]. Elle
stimule aussi le systéme immunitaire, mais contre indiquée durant la grossesse car elle est
un stimulant utérin [32,35].

s Anti-inflammation et antalgique : Elle est utilisée contre les douleurs rhumatismales,
les élongation et les inflammations des voies respiratoires supérieures [32,35].

¢ Anti-oxydant : La propriété anti-oxydante de I'HHE de T vulgaris est prouvée par
plusiears expérimentations. Kuresh A. et al (1999) ont montré que les HE diminuent
significativement l'activité du superoxyde dismutase dans le cceur des vieux rats [36).

De son coté Dorman H. J. D. et al (2003) ont moniré que ces HE inhibent ou retardent
l'oxydation des lipoprotéines & faible densité du corps humain. Cette capacité anti-
oxydante est due a l'acide rosmarinique [11].

e L'HE de Tvulgaris a de plus la propriété accélératrice de la circulation locale, antitussive,
excellente contre les problémes digestifs et 1'état de faiblesse el irritante de la muqueuse
[32].

2-3-6. Importance des HE dans Pindustrie agro-alimentaire.

Les IiE et leurs composants, actuellement employées comme ardmes alimentaire, sont
également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir de
conservateurs alimentaires, d'autant plus quelles sont classées généralement comme saines et
approuvées comme additifs alimentaire par le Food and Drug administration (FAD, USA) [9].

Le Thym est trés utilisé comme épice et dans la fabrication de liqueur [35], mais son HE
pourrait étre proposée comme agent dans les traitements alimentaires, en raison de leur activité
antifongique pour prévenir le développement des moisissures et la production des aflatoxines ou
pour inhiber ou éliminer certaine germes responsables d'intoxications alimentaires comme E. coli,
Staphyloccus, Salmonella et Bacillus [9].
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2-4. La coucentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB).

Pour caractériser I'activité antimicrobienne d'une HE, il est nécessaire de définir des
paramétres préliminaires. Pour Iactivité antimicrobienne, les plus courantes sont la CMI et la
CMBD. Dans le cas générale, ces derniére différent d'une I1E & une autre [9].

2-4-1. La concentration minimale inhibitrice.

La CMI est définie comme la plus faible concentration de la substance antibactérienne
inhibant, en 18 & 24 heures, la multiplication des bactéries (bactériostase). Cette valeur permet de
classer une souche bactérienne dans les catégories sensible, résistante ou intermédiaire. La

détermination de la CMI peut étre réalisée en recourant a une méthode par dilution ou par

diffusion [6].

2-4-2. La conccentratior minimale bactéricide.

[.a CMDB est définie comme la plus faible concentration de la substance antibactérienne
détruisant, aprés 18 a 24 heures de contact a 37°C, 99.99% (99.9% pour les Anglo-saxons) d'une
population bactérienne. La détermination de la CMB s'effectue par une méthode de dilution

(essentiellement en milieu liquide) [6].
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1. La famille des Entérobacteriaceae.
I-1. Généralités.

Les Entérobacteriaceae constituent la famille des bacilles gram négatif aérobie-
anaérobies facultatif. Cette famille présente un intérét médical, scientifique, économique et
écologique. Environ 60% des bactéries isolées et identifiées dans les laboratoires d'analyse

médicales appartiennent a cette famille [14].

1-2. Caractéres bactériologiques et morphologiques.
Les caractéres biochimiques et morphologiques généraux et communs & toutes les
espéces des entérobactéries sont [2, 14, 21,22] :
o Gram négatif
e Mobiles au moyen d’une ciliature de type pérétriche ou immobiles.
¢ Aerobies-anerobies facultatives.
» Poussent rapidement en milieux ordinaires.
o Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz.
e Réaction d'oxydase négative
e Réduisent les nitrates en nitrites
1-3-. Habitat.
Les entérobactéries sont nommées ainsi par ce que la plupart des espéces sont des
parasites du tube digestif de 'homme et des espéces animales 2 sang chaud et 4 sang froid.
Les entérobactéries sont aussi dites : germes ubiquistes (3, 14, 22,27].

I-4. Caractéres antigéniques.
La détermination du serotype ne peut étre entreprise que pour des souches dont
I'identification est certaine [2].
- L’antigéne somatique O : Localisé au niveau de la paroi bactérienne. Il constitue une
endotoxine de nature glucido-lipido-protéique. Leur agglutination est lente, difficilement
dissociable par agitation [2,21].
- L'antigéne H : antigéne flagellaire présent chez les souches mobiles, il se constitue d'une
protéine, la flagelline, thermolabile [14], rapidement agglutinable et facilement
dissociable par agitation [2)].
- L'antigéne K: capsulaire de nature polysaccharidique 2]
- L'antigéne commun des entérobactéries (ECA) ou antigene de Kunin est retrouvé chez
toutes les entérobactéries a I'exception d'Erwinia chrysanthemi [14).
- Les antigénes d'adhérences ou adhésines de nature protéique, portés par les pilid
communs (fimbriaes). Ils sont classés parmi les antigénes K (Kgg, Kgo) [22].
I-3. Classification.

La famille des Entérobacteriaceae se subdivise en cinq tribus Escherichiae, klebsiellae,
FProteae, Yersineae, Erwiniae (2, 3,22].

Le tribu d'Escherichiae comprend 5 genres principaux dont le genre Escherichia (8]

12
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II. ESCHERICHIA COLL
II-1. Habitat,

E.coli est une espéce commensale du tube digestif de 'homme et des animaux ot elle est
présente & raison de 107 4 10 bactéries par gramme de selles [2]. Elle peut étre trouvée au niveau
d'autres muqueuses [39]. Sa présence dans les aliments est le témoin d'une contamination fécale
récente{19].

[1-2. Caractéres morphologiques.
E.coli est un bacille gram négatif, le plus souvent mobile, sa taille est de 1- 1.5x 2-6 pm [2,14].

IX-3. Caractéres biochimiques.
En plus des caractéres généreux des entérobactéries, E.coli posséde les caractéres

spécifiques suivants |14, 21,22].

Tests | Gaz | Lac | ONPG | H2S | Man | Cit | Urée { Ind | LDC [ ODC { RM { VP | Mob

E.coli | + - + - + - - + d d + - +/ -

+ : Réaction positive - : Réaction négative d : Variable

II-4. Caractéres culturaux.

L. coli se développe en 24 heures & 37°C sur milieux ordinaires, en donnant des colonies
non pigmentées, de 2 a 3 mm de diamétre, sur gélose au sang elles peuvent étre hémolytiques
[2, 6]. De plus elie a une grande tolérance au variation de pH avec un optimum de 7.5 [39].

I1-5. Caractéres antigéniques.
La structure antigénique de E.coli est caractérisée par la présence de l'antigéne O:
somatique, l'antigéne H : flagellaire et l'antigéne K : Capsulaire [2, 14, 22,27].

I1-6. Pathogénicité de E.coli,

Certaines souches de E.coli sont virulentes capables de déclencher spécifiquement chez
'homme et certaines espéces animales des infections plus ou moins graves. D'autres sont des
souches pathogénes opportunistes [6].

6-a. Facteurs de pathogénicité.

e La capsule : Elle s'oppose 4 la phagocytose [14].

¢ Les protéines de la membrane externe et les LPS : Elles donnent aux bactéries la capacité
d'échapper a lactivité bactéricide du sérum de I'hdte en s'opposant a la fixation du
complément |2, 6].

s Systéme de captation de fer (sidérophores) : aerobactine [24,33].

¢ Les adhésines : Elles sont portées le plus souvent par des pili communs permettant
I'adhésion aux cellules épithéliales qui constitue une étape essentielle de Ia pathogénes
des infections dues aux bactéries entériques [1].

¢ Les toxines . on dénombre :
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I. Matériel et méthodes «'étude bactériologique.
A. Matériel.
1. Origine des souches.
Les souches d’E. coli sont fournies par le laboratoire d'hygiéne de la Wilaya de Jijel sur

des milieux gélosés.

2. Milieux de cultures.
Les milieux de cultures nécessaires sont : gélose Hektoen, gélose T.S.I, milieu au citrate
de Simmons, milieu Clarck et Lubs, milieu mannitol-mobilité, milieu moeller, milieu urée-

indole(voire annexe).

B. Méthodes.

1. Purification.

A partir des cultures fournies par le laboratoire d'hygiene de la wilaya de Jijel, on purifie
les souches d’E. coli par épuisement en quatre quartiers sur gélose Héktoen, puis on incube a
37°C pendant 24 heures. Les souches qui se présentent sur 'Héktoen sous forme de petites ou
moyennes colonies, rugueuses ou lisses avec une coloration rose (lactose positif) et sans centre
noir (H,S négatif) sont purifiées et identifides.

2. Identification.
2-1. Etade morphologique.
2-1-1. Coloration de Gram.

a. Technique :

¢ FEtaler une goutte de la suspension bactérienne sur une lame.

e Fixer le frottis en séchant & température ambiante.

e Recouvrir la lame de la solution de violet de gentiane et laisser agir pendant une minute
(coloration).

e Rincer a I'sau courante,

o Fixer le violet de gentiane avec du lugol.

o Décolorer I'étalement par l'alcool- acétone.

e Laver a l'eau.

¢ Recolorer par la solution de fuchsine et laisser agir 30 secondes

s Aprés ringage, sécher le frottis au papier et examiner & l'objectif (x100)

b. Lecture.
Les bactéries & gram positif sont colordes en violet.
Les bactsries a Gram négatif sont colorées en rose.

15



Partie praiique Matériel et methodes

2-2. Etude métabolique.
Les tests biochimiques reposent sur la recherche d'enzymes responsables de certaines
réactions biochimiques, l'utilisation d'un substrat particulier ou la recherche des produits issus du

métabolisme bactérien.

2-2-1. Etude du métabolisme glucidique.
2-2-1-1. Attaque du mannitol.
a-Principe.

La dégradation du mannitol est identique a celle du glucose, dont l'attaque aboutit a des
acides a chaines trés courtes comme lacide acétique et l'acide formique le milieu manitol
mobilité permet de rechercher aussi bien la fermentation du mannitol que la mobilité
bactérienne.

b. Technique.
Ensemencer le milieu mannitol-mobilité par piqlre centrale avec la souche a étudier puis

incuber a 37°C pendant 24 heures.

¢. Lecture.
La fermentation du mannitol entrafne un virage de la couleur du milieu au jaune.
La mobilité se traduit par un développement bactérien sous forme de nuage autour de la pigire.

2-2-1-2. Fermentation des sucres en milieu TSI.
a. principe.

Le milieu TSI est un milieu complexe qui permet la mise en évidence des enzymes qui
sont responsables de la dégradation du glucose, du lactose et des acides amines.

Aprés lensemencement de ce milieu, les bactéries pourvues d'enzymes constitutives
nécessaires a l'utilisation du glucose, elles I'épuisent du milieu entrafnant une acidification de ce
dernier. A ce stade, deux cas sont possibles :

Les bactéries capables de synthétiser les enzymes adaptatives nécessaires a P'utilisation du
lactose elles le fermentent et acidifient le milieu.

Les bactéries dépourvues d'enzymes nécessaires au métabolisme du lactose, elles se
dirigent vers les acides aminés. dont le métabolisme engendre la formation des radicaux
d'ammoniums qui alcalinisent le milieu.

L'H,S est forme & partir des acides amines soufiés.

b. Technique.
Le culot du miliew TSI est ensemencé par piqiire centrale et la pente par stries, ensuite on
incube & 37° durant 24 heures.
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c. Lecture.
e Fermentation du glucose: le culot vire au jaune.
o Production de gaz : formation des bulles, déplacement ou séparation de la masse du

milieu.
¢ Dégagement d'H,S: noircissement de la pente et de culot

2-2-1-3. Recherche des dérivés de I'acide pyruvique sur milieu Clark et Lubs.
Ce milieu permet de distinguer les entrobacteries qui ont une fermentation butandiolique

de celles qui ont simplement une fermentation acide mixte.

A.Réaction de rouge de méthyle (RM).
a. principe.

Cette réaction permet de différencier les entérobactéries protoproductrices d'acides et
celles qui sont faiblement productrices. On obtient 'a partir de Pacide pyruvique des acides

organiques a courtes chaines.
CH;-COOH + CO,

CH;-CO-COOH acide acétique
CH;-COOH  + HCOOH
Acide acétique acide formique

Lorsqu'ils sont produits, ces acides organiques maintiennent le pH de la culture a un
degré suffisamment bas pour que le rouge de méthyle garde sa coloration rouge (pH<S5).

b.Technique.
On préleve 1ml d'une culture 4gée de 24 heures en milieu Clark et lubs, puis on ajoute

quelques gouttes de rouge de méthyle.

¢c. Lecture,

e

Réaction RM (+) : coloration rouge.

L

e Réaction RM (-) : coloration jaune.
B. Réaction de voges- Proskauer (VP).

a. Principe.
L'acide pyruvique est décarboxylé en acétoine ou acétyl-méthyl-carbinol par la voie de
fermentation butandiclique

2 (CH;-CO-COOH) — CH;-CH-COH-COOH — CH;-CHOH-CO-CH;+CO,
pyruvate a-acéto-lactate acetyl- methyl- carbinol

Cette derniére forme un complexe coloré en rose ou rouge avec les composes guanidine
du peptone. La réaction est plus rapide en présence de « naphtol.
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b. Technique.
On préleve Iml de la culture en milieu Clark et lubs agée de 24 heures puis on ajoute

0.5ml de réactif o naphtol et 0.5 ml de NaOH & 16%. On agite et on laisse agir 10 4 15 minutes.

¢. Lecture.
e Réaction VP (+): coloration rouge ou rose.
e Réaction VP (-): aucun changement du couleur

2-2-2. Etude du métabolisme d’un acide organique.
2-2-2-1, Utilisation de citrate de Simmons.
a. Principe.

Les bactéries possédant une citrate-perméase, utilisent le citrate comme seule source de
carbone dans le milieu, ['utilisation de cette substance engendre la libération des ions
d'ammonium (MNH4) qui seront ensuite converties en (NH3) puis en (NH4OH), cela entraine
l'alcalinisation du milieu de culture qui est revelée par le virage de lindicateur coloré (bleu de

bromothymol).

b. Technique.
Ensemencer le milieu de Simmons aux citrates en surface par des stries, puis on incube a

37°C pendant 24 heures.

c.Lecture.
L'utilisation du citrate se traduit par un développement bactérien accompagné d'un virage

de la couleur du milieu de vert au bleu.

2-3. Etude du métabolisme protéique.
2-2-3-1. Recherche de 'urease.

Les micro-organismes utilisant I'urée comme seule source d'azote, possédent une urease
trés active. Ils transforment I'urée en ammoniac et en carbonate d'ammonium. Cette réaction se
traduit par une alcalinisation du milieu. Les autres germes ne font qu'hydrolyser l'urée et doivent
disposer d’un cmposé stimulant comme le glucose.

b. Technique.

A partir d'une culture pure, on ensemence par anse de platine le milieu urée- indole et on
incube a 37°C pendant 24 heures.

L Lecture,
La dégradation de l'urée se traduit par le virage de l'indicateur au rouge.
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Dans un premier tei.ips les bactéries fermentent le glucose et les milieux s'acidifient
(virage au jaune) ; 4 pH acide, les décarboxylases présentent une activité maximale. Dans un
second temps, lorsque les bactéries posseédent ces enzymes, les métabolites aminés formés a
partir des amino-acides alcalinisent les milieux et font virer l'indicateur de pH.

b. Technique.
Ensemencer Iml des milieux Moeller additionné de I’argénine, de la lysine ou de

I’ornithine par une culture sur milieu gélosé.
Recouvrir par l'huile de parafine.
Porter a l'étuve a 37°C pendant 24 heures

c.Lecture.
L'apparition d'une couleur violette : LDC (+), ODC (+) ou ADH (+).

Il. Matériel et Méthodes de détermination de la CM1.

1. Matériel.
1-1. Origine des HE.

Les différents types d'HE utilisés ont été préparés par hydrodistillation au niveau de
'Université de Tlemcen a partir de la plante de T.vulgaris (feuilles et tiges).

Les plantes ont pour origine la région de Bechar et elles étaient récoltées en fin de

printemps de cinq régions différentes.

1-2. Milieux de cultures.
Les milieux de cultures utilisés sont I’eau physiologique et la gélose Muller-Hinton(voir

annexe).

2. Téchnique de diffusion sur gélose.

2-1. Préparation du milieu de culture.
On coule la gélose mueller-Hinton dans des boites de pétri et on laisse refroidir. Avant
l'utilisation des géloses, on doit les sécher 15 minutes a 37°C.

2-2. Préparation de I'inoculum.

A partir de la souche pure d’E. coli, on dilue a I'aide de I'anse de platine, dans 10 ml de
I'eau physiologique stérile & 0.9% et on homogénise la suspension bactérienne.

L'opacit¢ de la suspension doit étre équivalente & 0.5 MC Farland ou 4 une D.O de 0.8 &
0.10 4 625 nm. Cela est fait par une comparaison avec un témoin.
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I.Résultats de P’étude bactériologique.
1.Purification.
Toutes les colonies purifiées sur la gélose HeKtoen sont lactose positif et H,S négatif

avec des tailles et des aspects plus ou moins variables (Fig.3 et Tbl.3).

2. Ydentification.
2-1. Etude morphologique.

Les 10 souches étudiées sont des bacilles ou coccobacilles Gram négatif.
2-2. Tests biochimiques.

Les souches ont généralement le méme profil métabolique. Certaines d'entre elles
présentent quelques tendances métaboliques variables (fig.5 et Tbl.4).

Cette variation pourrait étre expliquée par I'induction de la synthése de certaines enzymes

métaboliques [10].

Conclusion partielle.
Les résultats obtenus montrent que les 10 souches identifiées appartiennent & l'espéce
E.coli. Les variations entre les souches sont probablement dues & l'existence de nombreux

chimiotypes [12].

TbL3 : Aspect des colonies purifiées sur gélose HeKtoen.

Souches Gram | Lactose | H.S Taille et aspect des colomies
E1 - + - Moyenne, lisse, brillante
E2 - + - Moyenne, rugueuse, mat
E3 - + - Moyenne, rugueuse, mat
E4 - + - Moyenne, rugueuse, mat
ES - + - Petite, lisse, brillante

E6 - + - Petite, lisse, brillante

E7 - + - Moyenne, rugueuse, mat
E8 - + - Petite, lisse, brillante

E9 - + - Moyenne, rugueuse, mat
E10 - + - Moyenne, rugueuse, mat
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H. Résultats de la détermination de la CML

Le test de diffusion sur gélose révéle qu’il y a une inhibition de la multiplication
bactérienne pour les 16 souches de £.Coli vis a vis les 5 types d’HE utilisés (fig. 6), alors que les
témoins de P'huile de vaseline ne présentent pas une inhibition bactérienne (fig. 7).

Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux : 6 , 7, 8, 9, 10.

Le diamétre de la zone d’inhibition est inversement proportionnel par rapport a la dilution
de 'HE.

Les résultats de la détermination de la CMI a montré qu’elle se situe généralement entre
les dilutions 1/15 et 1/30 (Tab.5, fig. 8 et fig.9).

Thbl 5 : les pourzentages de CMI selon les dilutions.

Pourcentage (%) de la CMI
Dilutions |1/5 1/10 1/15 1720 1/25 1/30 >1/30
HE1 0 10 20 0 70 0 0
HE2 0 0 10 20 60 10 0
HE3 0 20 20 30 20 10 0
HE4 0 0 0 20 10 60 10
HES 0 0 0 20 20 50 10

Remarque: nous avons considéré par convention le diamétre de la zone d’inhibition de 12mm

comme un seuil de la CMI.
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HI. Résultats de I'anal/se statistique.
1. L’effet doses.
L' analyse de la variance entre les zones d'inhibition retrouvées pour les différentes

doses de chaque HE a montré une variabilité hautement significative (a 1%) (Tbl.11 et fig.10).
Ce résultat pourrait étre explique par la dépendance de linhibition bactrienne de la

dilution utilisée [20].

2. L effet HE.

L'analyse de la variance entre les zones d'inhibition obtenues pour les 5 types d'HE a
montré une différance hautement significative (2 1%) (Tbl. 11 et fig.11) Ce qui pourrait étre
expliquée par la variabilité de la composition chimique des HE en principes actifs [26] et qui
depond elle méme de 1'état physiologique et le cycle végétatif des plantes de T.vulgaris mais
aussi des facteurs de I'environnement et enfin la méthode d'obtention de ces HE. En effet les
travaux de Hudaib M. et al (2002) ont montré par I'analyse de la composition de 'l HE de
T.vulgaris qu'elle vrais selon la période de la récolte et Page des plantes [17].

De son coté Owen S. M. et al (2002) ont montré que la composition des plantes de
T vulgaris en composés organiques volatils varie selon la température et la lumiére [25].

De plus Uinfluence de la méthode dobtention sur la composition de ces HE est affirmé

par Derriclc A. et al (1999) et Saez F, (1995) [4,30].

3. L'effet souches.

Le résultat de I'analyse de la variance entre les valeurs des zones d'inhibition pour les
différentes souches de E.coli a montré une différance hautement significative (a 1%) (TbL.11 et
fig.10). Cela pourrait étre expliqué par la différence de la sensibilité de 10 souches envers les
HE utilisées. Le résultat rapporté par Sagdi¢ O. (2003) révéle que I'activité antibactérienne
d'un méme HE de Tvulgaris sur E.coli ATCC 25922 et E.coli 0157:H7 ATCC33150 differe
selon la sensibilit¢ de ces souches et la CMI obtenue par la méthode de diffusion sur gélose
varie entre les dilutions 1/4 et 1/10 [31].
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Thbl6 : diamétre des zones d'inhibition pour I'HE 1.

D 1/5 1/10 115 120 125 1/30
sond
El 28 20 10 8 6 0
E2 34 28 15 12 11 o
B3 28 17 20 15 0 0
E4 30 13 15 12 0 0
E5 22 11 10 B 0 0
E6 30 21 16 15 0 0
E7 30 20 16 15 0 0
E8 30 25 20 15 11 0
E9 20 12 10 5 0 0
E10 25 17 14 13 6 0

Thl.7 : diamétre des zones d'inhibition pour I'HE 2.

Soucl?e 1/8 1/10 1/15 1/20 1/25 1/30
TE] 16 13 10 6 0 0
E2 26 21 15 10 5 5
I3 32 24 21 19 10 0
E4 32 30 28 21 12 0
ES5 22 17 15 12 10 5
E6 33 30 25 17 g 5
E7 30 78 73 12 5 5
ES8 25 20 17 15 5 5
[T 24 18 12 10 2 5
E10 32 30 51 T 5 -




ThL9 : diamétre des zones d'inhibition pour I'HE 3.

b 1/5 1/10 1/15 120 1/25 1/30
souche
El 23 15 14 0 0 0
E2 30 22 19 15 14 0
E3 30 25 23 16 0 0
E4 28 20 19 18 13 0
ES 28 25 22 18 15 0
E6 31 20 18 - 16 12 9
E7 32 30 25 20 15 13
E8 32 30 28 22 20 0
E9 23 19 13 i1 10 0
E10 25 23 19 16 15 0
TbL10 : diamétre des zones d'inhibition pour I'HE & .
soucge 1/5 1/10 1/15 1/20 1/28 1/30
El 25 20 19 15 10 0
E2 30 25 20 11 10 0
E3 30 20 17 15 12 0
E4 30 24 22 20 12 0
E5 23 19 18 15 9 0
E6 27 25 22 21 12 10
E7 30 28 23 20 12 0
E8 32 30 28 20 13 0
E9 25 15 12 11 10 0
E10 29 27 25 22 14 13
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Résultats et discussion

TbE.10 : diamétre des zones d'inhibition pour I'HE 5.

D | 1/5 i/10 1/15 1/20 1/25 1/30
souché
El 25 20 19 15 10 0
E2 39 25 20 11 10 0
E3 30 20 17 15 12 0
E4 30 24 22 20 12 0
ES 23 19 18 15 9 0
E6 27 25 22 21 12 10
E7 30 28 23 20 12 0
E8 32 30 28 20 13 0
E9 25 15 12 11 10 ¢
E10 29 27 25 22 14 13
















Conclusion générale:

Les HE de T.vulgaris sont connues depuis la nuit des temps pour leurs propriétés
thérapeutiques notamment leur pouvoir antiseptique. L'effet antibactérien a été déja rapporté
par un bon nombre d'auteurs. [13]. Les germes testés ne développent généralement ancune
résistance, ce qui peut résoudre le probléme de la multirésistance e germe aux antibiotiques.
(28]

Notre travail a pour but la détermination de la CMI de 5 types dHE de T vulgaris pour
10 souches différentes F.coli par la méthode de diffusion sur gélose.

Ces derniéres ont manifesté une sensibilité variable selon les souches bactériennes et
les HE, en effet la CMI se situe entre les dilutions 1/15 et 1/30.

Dans le but de valoriser nos résultats et d'approfondir nos connaissances sur les effet
pharmacologiques et toxicologiques, d'autres travaux pourrait étre effectués pour la
détermination de la CMB ou la composition de ces HE, voire méme leur incorporation dans
les produits alimentaires autant que conservateurs, antioxydants et méme dans des

préparations officinales.
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ANNEXE]

Milieux de cultures

Eau physiologique

Chlorure de sodium 8.5¢
Eau distillée (000ml
Gélose Helitoen
Protéose-peptone 12g
Eixtrait de levure 3g
Chlorure de sodium 58
Thiosulfate de sodium 5g
Sels biliaires 9g
Citrate de fer ammoniacal 1.5g
Salicine . 2¢g
Lactose 12g
Saccharose 12¢
[Fuschine acide 0.1g
Bleu de bromothymol 65g
Gélose 13mg
pH7.5 '
Gélose T.S.1
Peptone 20g
Extrait de viande 3g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g
Glucose Ig
Lactose 10g
Saccharose 10g
Citrate de fer 0.5¢
Hyposulfite de sodium 0.5¢
Rouge de phénol 0.025g
Gélose 12g

pH 7.6






Milien Mucller-Hinton
Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caséine
Amidon

Gélose

Milieu urée-indole

L. Tryptophane

Phosphate monopotassique
Phosphate dipotassique

Chlorure de sodium

Urée

Alcool a 95°

Solution de rouge de phénol al%

[Zau distillée

Réactifs, solutions et colorants

FP'uchsine de Ziehl

Fuchsine basique

Alcool éthylique a 90%
Phénol

Eau distillée

Réactif de kovacs
Alcoolamylique ou isoamylique
P.diméthylaminobenzaldéhyde
Acide chlorhydrique concentré
Lugol

lode

lodure de potassium

Fau distillée

pH7.4

pl 6.7

300g
17.5g
1.5¢
10g

10ml
2.5ml

1000ml

Ig
10mi
58
100ml

150ml
10g
50g

1g
2g
300ml



a naphtol

o. naphtol

Alcool éthylique a 60%
Réactif au rouge de méthyle
Rouge de méthyle

Alcool éthylique a 60%
Violet de gentiane

Violet de gentiane

Ethanol 490%

Phénol

Eau distillée

6g
100ml!

0.5g
100ml

Ig



ANNEXE 2

Dispositif mono-factorial en bloc de l'analyse de T'analyse de la variance selon la

méthode de FISHER

Y N
1CG = — SCE, = Y x* —1CG
1.
NOIER]
SCE =-+—+— — 1CG
> (2, )

b
SCE = SCE, — (SCE,, + SCE,. )

Analyse de la variance

S CE SCE el CM r,,
ToT (1.h) — 1
SCE,, CM
1.k 1 -1 ' L=
-1 CM
SCE . CM
fc b-1 . =
b-1 CM
(1 =1)(b 1) L,
’ (t=1)(b -1

4 : Nombre de traits

b : Nombre de blocs

{CG : Taux globale

SCE : La somme des carrés des écarts
JS-I£ : Facteurs étudiés

f.C :TFacteurs controlés

I8 - Bcart résiduelle

SCE : La somme des carrés des écarts résiduelle
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