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Résumé

Le but de cette étude est de déterminer et évaluer 1’activité antimicrobienne et antimycobactérienne
des extraits proviennent de plantes médicinales, Zingiber officinale et Thymus vulgaris. Les extraits ont
été préparés, par quatre solvants, acétone et éthanol a I’¢tat pur et ces mémes solvants a 70% et 30% de
I’eau distillée afin de varier la polarité du solvant. Le pouvoir antimicrobien des extraits de gingembre,
de thym et ce de leurs associations a été évalué, in vitro, vis-a-vis de 23 souches microbiennes de
référence, par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide et celle des dilutions en milieu
liquide, En outre, 200ul (0.2ml) de chaque extrait a ét¢ mis a la surface de milieu lowenstein-jensen
dans le but de déterminer I’activité antimycobactérienne de ces plantes. Les résultats indiquent que, le
meilleur rendement est obtenu par 1’extrait acétonique 70% de gingembre avec une valeur de 97.20%.
Ainsi, les extraits de gingembre et de thym ont montré une activité antimicrobienne contre tous les
microorganismes testés, la meilleure activité inhibitrice était contre Staphylococcus sp et Listeria
monocytogenes ATCC 15313 avec des zones d’inhibition significatives supérieures a 35mm
(Pvalewr=0,0057) lors I’utilisation de I’extrait éthanolique de thym. La concentration minimale inhibitrice
CMI de I’extrait éthanolique de T.vulgaris est la plus faible CMI (0.145mg/ml) suivi par la valeur de
I’extrait éthanolique de gingembre (100mg/ml) et ’extrait de 1’association (122.5 mg/ml). Et de 1a,
I’effet antimicrobien a été modifié selon les solvants utilisés, 1’éthanol s’est révélé étre un bon solvant
pour [’extraction des composés actifs antimicrobiens. Concernant 1’évaluation de l'effet
antimycobactérien des extraits, les résultats montrent que ’extrait éthanolique de thym a un pouvoir
antimycobactérien énorme ce qui a été confirmé par 1’absence totale de colonies de Mycobacterium

tuberculosis a la surface de tube contenant cet extrait.

Mots clés : Thymus vulgaris, Zingiber officinale, antimicrobien, antimycobactérien,



Abstract

The aim of this study was to determine and evaluate the antimicrobial activity of Zingiber officinale
and Thymus vulgaris extracts. These extracts were prepared by using four solvents of different polarities;
Acetone, Ethanol, and 70% of these solvents with 30% distillated water. The antimicrobial effect of
ginger, thyme and their associations was evaluated in vitro against 23 referenced microbial strains using
the disc diffusion and agar dilution methods. Moreover, 200l (0.2ml) of each extract was poured on
the surface of lowenstein-jensen medium in order to determine the antimycobacterial activity of these
plants. The results indicated that the greatest extraction yield was obtained by the 70% acetonic ginger
extract with 97.20%. In addition, ginger and thyme extracts showed an antimicrobial activity against all
microorganisms tested, the highest activity was against staphylococcus sp and Listeria monocytogenes
ATCC 15313 with significant inhibition zones greater than 35 mm (P value = 0.0057) when thyme
ethanolic extract was used. The minimum inhibitory concentration MIC of T. vulgaris ethanolic extract
is the lowest (0.145 mg/ml) followed by the MIC of ginger ethanolic extract (100 mg/ml) and their
combination extract (122.5 mg/ ml). Thus, the extraction solvents had a significant effect on the
antimicrobial activity, as ethanol was found to be a great solvent to extract antimicrobial compounds.
As for the antimycobacterial effect, our results showed that the thyme ethanolic extract had a remarkable
antimycobacterial effect which was confirmed by the total absence of Mycobacterium tuberculosis

colonies on the surface of the tube that contains this extract.

Keywords: Thymus vulgaris, Zingiber officinale, antimicrobial, antimycobactérial.
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Abréviation

MRSA : Staphylococcus aureus résistant a la meticiline.
FDA : Food and drog administration.

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations /L'Organisation des Nations
unies pour l'alimentation et I'agriculture.

COX : Une cyclo-oxygénase.

SOD : superoxyde dismutase.

GPX : glutathion peroxydase.

GST : S-transférase de glutathion.

CPF : I’insecticide chlorpyrifos.

MPO : enzyme myélopéroxydase.

NO : monoxyde d'azote.

TNF- o : Le facteur de nécrose tumorale.
IL-1B /IL-6 / IL10: Interleukin-1. Interleukin-6, Interleukin 10
ARNmM : L'acide ribonucléique messager.
CMI : concentration minimal inhibitrice.
HE : huile essentielle.

DMSO: Le dimethyl sulfoxide.

UV: ultra violet.

RE : Rotary Evaporator.

ML : millilitre.

IR : inftra rouge.

uM : micro mitre.

ATCC: American Type Culture Collection.

DSP: laboratoire de bactériologie d’établissement public de santé de proximité Médéa.
°C : celsius.

Nm: nano —metre.

G: gram.

Mg: milligramme.

H : heure.

MH : Muller Hinton.
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NCCLS : Comité National des Normes pour Laboratoires Cliniques.

SB : Sabouraud.

uL : micro litre.

g : micro gramme.

Mm : millimetre.

UFC : unité formant colonie.

LPS : lipopolysaccharides.

ATP : adénosine triphosphate.

GA : extrait acétonique de Zingiber officinal.

TA : extrait acétonique de Tymus vulgaris.

GE : extrait ethanolique de Zingiber officinal.

TE : extrait ethanolique de Thymus vulgaris.

TEE : extrait ethanolique/eau de Thymus vulgaris.

GEE : extrait ethanolique/eau de Zingiber officinal.

GAE : extrait acetonique/eau de Zingiber officinal.

TAE extrait acétonique/eau de Tymus vulgaris.

TEGE : extrait ethanolique de Thymus vulgaris + extrait ethanolique de Zingiber officinal.
TAGA : extrait acetonique de Tymus vulgaris + extrait acétonique de Zingiber officinal.
TAGE : exttrait ethanolique de Thymus vulgaris + extrait acetonique de Zingiber officinal.
TEGA : extrait ethanolique de Thymus vulgaris + extrait acetonique de Zingiber officinal.
ANOVA : analysis of variance.

M: médiane.

Q1 ; premier quartile.

Q2 : deuxiéme quartile.

Q 3 : troisieme quartile.

P : la probabilité de faire une erreur.

AMC : Amoxicilline.

GEN : Gentamicine.

CEF : Cefazoline.

FLU : Fluconazol
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INTRODUCTION

La résistance microbienne aux agents antimicrobiens apparait de nos jours comme une
des préoccupations majeures de santé publique. Les bactéries pathogénes sont a 1’origine de
diverses pathologies et intoxication alimentaires. L'émergence et la dissémination de souches
bactériennes resistantes résultent de l'usage anarchique et abusif des antibiotiques (Kang C. et
al. 2011).

Les bactéries de gram positives telles que Staphylococcus aureus sont les causes
majeures des infections nosocomiales, elle présente de 10% d’infections graves. Cette bactérie
est également responsable de syndrome de choc toxique, I'endocardite, d'ostéomyélite ou de
I'intoxication alimentaire (Laughton, 2006). Liu, (2011) a indiqué que 64% des infections
nosocomiales étaient associés avec Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), et
seulement 17 % des patients infectés par MRSA ont recu un traitement efficace. De plus, les
bactéries de gram négatives comme Klebsiella pneumoniae est couramment liés aux infections
des voies urinaires ou respiratoires, provoquant une pneumonie, des infections vésicales, ou des

infections des reins (Cano V et al. 2009).

Parmi les bactéries responsables aux maladies les plus contagieuses, on cite
Mycobacterium tuberculosis qui provoque la tuberculose. C’est une maladie qui touche le plus
souvent les poumons. Elle se transmet lors de 1’expectoration de gouttelettes de secrétions
bronchiques par des personnes atteintes de la tuberculose (Perriot et al. 2010). Cette maladie
reste une préoccupation mondiale, avec 8 millions de personnes atteintes chaque année et 2
millions de décés. En Algérie, 22389 cas de tuberculose, dont 7964 cas de tuberculoses
pulmonaires et 14 425 cas de tuberculoses extra-pulmonaires, ont éte recensés par les services
sanitaires durant 1’année 2016. Les plus forts taux sont observés a Oran, Blida, Médéa,
Mostaganem et Relizane, selon les statistiques fournies par les Services de la Direction de Santé
Publique (Gassem, 2016).
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Bien que les antibiotiques de premiére ligne sont suffisants pour traiter la plupart des
patients infectés par des souches de Mycobacterium tuberculosis, mais le taux de I’efficacité de
traitement a été diminuer ces dernicéres années en raison de 1’apparition des souches résistantes
aux traitements conventionnels, ceux que 1’on appelle des souches multi-résistantes (Ettehad D

et al. 2012).

Malheureusement, ces bactéries et beaucoup d'autres micro-organismes ont développé
une résistance aux divers antibiotiques utilisés dans le traitement des infections graves. Ce qui
a obligé les chercheurs a explorer des nouvelles substances antimicrobiennes provenant de
diverse source comme des nouveaux agents inhibitrices. Les récents rapports ont décrit le role
des plantes médicinales la prévention et le traitement de nombreuses infections (Liu Q. et al.
2017).

L’utilisation des plantes médicinales pour prévenir ou guérir des maladies était une des
premiéres pratiques thérapeutiques dans I’histoire de I’humanité (Eddouks et al. 2007). De
nombreuses plantes telles que le gingembre et le thym ont été utilisées pour traiter les maladies
infectieuses, vu qu’elles possédent des propriétés antimicrobiennes contre les champignons et
les bactéries pathogenes (Banerjee, A et al. 1999, Lai P et al. 2004). De plus, les métabolites
secondaires de ces plantes sont connus comme des agents inhibiteurs sans effets secondaires
(Nabavi S. et al. 2015). Par conséquent, ces plantes pourraient étre utilisées pour découvrir et

développer de nouveaux agents antimicrobiens contre les microorganismes pathogeénes.

Les objectifs

Ce travail consiste principalement a étudier ’activité antimicrobienne des extraits

provient de gingembre et de thym contre 23 souches pathogenes, le travail consiste a :

+ L’extraction des oléorésines de Zingiber officinal et de Thymus vulgaris par des solvants
differents.

¢ [’étude de I’activité antimicrobienne de Zingiber officinal, de Thymus vulgaris et leurs
associations vis-a-vis les souches pathogenes.

+ Deétermination des concentrations minimales inhibitrices CMI de ces extraits.

+ L’¢étude de I’activité antimycobactérienne de ces extraits contre deux souches isolées de

Mycobacterium tuberculosis.
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Organisation de mémoire

Notre manuscrit est structuré en cing parties, le premier est consacré a une introduction
générale. La seconde partie est une synthése bibliographique présente un apercu sur les plantes
médicinales étudiées, leurs compositions chimiques et leurs propriétés pharmacologiques,
finalement on a examiné les difféerents méthodes utilisées pour évaluer 1’activité

antimicrobienne des extraits des plantes.

La troisiéme partie du manuscrit présente le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans
le cadre de la réalisation de ce travail. Les résultats obtenus au cours de cette étude sont ensuite
exposés dans la quatrieme partie et sont discutés. Finalement, la derniére partie est une
conclusion générale permet de récapituler les principaux résultats de ce travail avec une

présentation des principales perspectives.
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CHAPITRE 1

Les Plantes médicinales et leurs effets pharmacologiques

1 Gingembre

1.1 Généralité sur gingembre

Le terme de gingembre vient a I’origine du mot sanskrit " srngaveram ", qui signifie "en
forme des bois du cerf". Les arabes 1’ont appelé "zinjabil"/ "Jdwsi)", traduit en francais
"gingembre", et le nom scientifiques de cette plante est Zingiber officinale (Brown et al. 2009).
Le gingembre (Zingiber officinalis), est une plante herbacée vivace qui pousse jusqu'a une

hauteur d'environ 1 m appartenant a la famille des zingibéracées (Braga et al. 2006).

Malgré que le gingembre est peu exigeant pour la qualité des sols. 1l préfere cependant les
zones ombragées et humides, aussi il a besoin d’une chaleur constante mais il a une large
distribution a travers tropicale et les régions subtropicales du monde il est cultivé en Inde, en
Chine, dans tout le sud-est asiatique (Indonésie, Philippine, etc.) ainsi qu’en Afrique (Nigeria),

en en Jamaique, comme plante annuelle (Iserin et al. 2001).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta '-".
Division Magnoliophyta ;
Classe Liliopsida d
Sous-classe Zingiberidae v
Ordre Zingiberales /); ’\' 3 .\V '
Famille Zingiberaceae & - v
Genre Zingiber - o
Espéce Zingiber Officinale

(@ (b)

Figure 1. 1 (a) La classification de la plante (b) Rhizome de gingembre (Kuete V.2017)
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Le rhizome est fréquemment utilisé comme condiment pour divers aliments et boissons
(Basset et al. 2013). Il est utilisé soit frais, séché, ou comme I’extrait. Agence américaine des
produits alimentaires et médicamenteux FDA ont classe le gingembre comme additif
alimentaire (Chrubasik et al. 2005; Ali et al. 2008). Selon les statistiques 2012 de Organisation
des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO), la production mondiale de
gingembre était de 2 095 056 tonnes, avec I'Inde, ayant 33% (703 000 tonnes) de la production
mondiale, suivie par la Chine (environ 20%; 425 000 tonnes), le Népal (environ 12%; 255 208
tonnes), Nigéria et en Thailande (environ 7%; 156 000 et 150 000, respectivement), et

I'Indonésie (environ 5%; 113 851 tonnes).

1.2 Composition chimique

La majorité des composants chimiques sont situés principalement dans le rhizome de
gingembre qui est trés riche en amidon, qui représente pres de 60%, mais ils renferment
également des protéines, des graisses, des huiles essentielles (Bruneton et al. 1999). Les
rhizomes frais du gingembre contiennent aussi un mélange de zingerone, shogaols, paradols et
gingérols responsables de son odeur et de sa saveur caractéristiques et le gout piquant (Bruneton
et al. 1999).

D'autres constituants incluent, capsaicine, gingediol, galanolactone, acide gingesulfonic,
galactosylglycerols, gingerglycolipids, diarylheptanoids, Nera, monoacyldi-vitamines, et
phytostérols (Chrubasik et al. 2005; Ali et al. 2008). L’oléorésine de gingembre est
principalement composée de sesquiterpénoides avec zingiberene comme composant principal.
Et d’autres composants terpeénes (monoterpenes, sesquiterpenes et alcools sesquiterpéniques)
et de polyphenols, y compris les gingerodiones, gingersiols, dehydrogingerdiones et
diarylheptanoids) (Koch et al. 2017).

Le composé Zingerone (1) est produit a partir de gingérols (2) pendant les processus de
séchage ou de cuisson (McGee, 2004). Ces composés sont responsables de la sensation piquante
chaude dans la bouche et sont également responsables de beaucoup des effets pharmacologiques
de l'usine (Bruneton et al. 1999).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisation_des_Nations_unies_pour_l%27alimentation_et_l%27agriculture
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organisation_des_Nations_unies_pour_l%27alimentation_et_l%27agriculture
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Figure 1.2 Ia structure chimique des composées de gingembre Zingerone (1);
gingerol (2); zingiberene (3); B-sesquiphellandrene (4); shogaol (5); bisabolene (a-
form; 6); B-phellandrene (7); farnesene (8); 1,4-cineol (9); citral (10); camphene (11);
6-paradol (12);

La proportion de chaque composant dans un échantillon de gingembre dépend du pays

d'origine, du processeur commercial, la nature de gingembre et la méthode de 1’extraction

(Packer et al.2008, Ali et al. 2008, Koch et al. 2017).

1.3 Principales propriétés pharmacologiques du gingembre

De nombreuses recherches scientifiques ont documenté le potentiel biologique et
pharmacologique de gingembre, y compris effet antibactérien, analgésique et anti-

inflammatoire, antidiabétique, anti-tumorale, etc.

1.3.1 Activité antimicrobienne

Des travaux ont montré que ’extrait éthanolique du gingembre exerce une activité anti
fongique et antibactérienne importantes notamment envers les bacilles (Ficker et al. 2003). 1l a

été montré également un effet inhibiteur significatif envers Candidat albicans, Aspergillus

6
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niger (antifongique), Bacillus subtilis et Pseudomonas sp (antibactérien) (Wannissorna et al.
2005 ; Sabulal et al. 2006). De plus, I’extrait du gingembre réduit la concentration minimale
inhibitrice des aminoglycosides chez les entérocoques résistants a la vancomycine. Ainsi,
L’huile essentielle du gingembre a montré aussi un effet contre le virus de I’herpés (Koch et al.
2008). Une protéine isolée a partir du rhizome de gingembre a montré un effet inhibiteur envers
différents champignons comme Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Mycosphaerella,
arachidicola, et Physalospora piricola (Wang et T.B Ng, 2005).

1.3.2 Les activiteés analgesiques et anti-inflammatoires

Les effets analgésiques et anti-inflammatoires du gingembre et de ses constituants ont été
Signalés, la consommation de 2 g/jour de gingembre capable de réduire la douleur musculaire
résultant de la course prolongée, particulierement s'il est pris pour un minimum de 5 jours
(Wilson, 2015).

Les composés de gingembre ont également démontré un effet anti-inflammatoire chez des
modeles de souris et de rats, a titre d’exemple : une étude établit sur un modele de souris a
monté que le gingembre inhibe l'inflammation des poumons induite par les allergénes en
réduisant I'éosinophilie des voies respiratoires et les cytokines de la voie Th2 (Louise et al.
2008).

Le composé 8-Paradol, un constituant naturel de gingembre, a été trouvé le plus puissant
inhibiteur de la COX-1. Administration intrapéritonéale de 6-Gingerol (25 — 50 mg/kg) a
provoqué une inhibition de I'acide acétique (Young et al. 2005). Egalement 6-Gingerol (50—
100 mg/kg) a provoqué une inhibition de I'eedéme de la patte induite par carraghénane (Young
et al. 2005)

1.3.3 Activité anticancéreuse

L'efficacité du gingembre dans la prévention ou la suppression de la croissance tumorale a
été examinée chez des modeles de rats et souris mais également sur des lignées cellulaires
humaines dans différents types de cancer, y compris le lymphome (Rubila & Ranganathan
2016), I'népatome (Hanim et al. 2008, Weng et al. 2012), le cancer colorectal (Jessica
Citronberg et al 12014, Zick et al. 2014), le cancer du sein (Ling et al. 2010), le cancer de la
peau (Cojocaru Sl et al G 2015), et pleines d’autres variétés de cancer.

Les principaux composants de Z.officinale, 6-shogaol et 6-Gingerol ont montré un effet

antiproliférant sur plusieurs lignées de cellules tumorales, I'extrait de gingembre a une activité

7
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anticancéreuse puissante contre les cellules cancéreuses pancréatiques. En fait, l'extrait
éthanolique du gingembre a supprimé la progression du cycle cellulaire par conséquent, il
provoqué la mort de cellules cancéreuses du pancréas (Akimoto et al. 2015).

1.3.4 Activité anti-oxydante

Un des mécanismes les plus importants pour expliquer les bienfaits du gingembre est
associe a ses propriétes antioxydantes, Le gingembre est aussi efficace que I'acide ascorbique
comme antioxydant. Dans un mod¢le de rats ou ’altération de la fonction hépatique et rénal a
¢tait induite par un pesticide ‘Carbendazime’, le gingembre a rétablit efficacement les
parameétres hématologiques et les structures et fonctions des tissus étudiés par un mécanisme
impliquant I'inhibition de la peroxydation lipidique et lI'augmentation des systemes de défense
antioxydants (Mariama S et al. 2015).

D’autres résultat montrent que 1’extraits de gingembre riche en 6-gingerol a amélioré les
activités des enzymes antioxydantes : la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPX) et la S-transférase de glutathion (GST) ainsi que le glutathion (GSH) dans le cerveau,
'ovaire et 1'utérus de rats exposés a I’insecticide chlorpyrifos (CPF) ,tout en empéchant les
élévations induites par le CPF du niveau de NO et de l'activité de I’enzyme myélopéroxydase
(MPO) .

1.3.5 Autres utilisations

Le gingembre a une activité hypoglycémiante, il baisse la glycémie et permet une
meilleur résistance a I’insuline, de ce fait il est conseillé pour les personnes diabétiques

(Mobasseri et al. 2013; Mozaffari et al. 2014).

L’extrait de gingembre a montré un effet radio-protecteur chez les animaux de
laboratoire (Jagetia et al. 2004) et sur des cellules cultivées in vitro (Manjeshwar Shrinath
Baliga et al 2012). Ses effets sur le systéme nerveux ont également été étudiés démontrant
qu’il peut étre bénéfique dans le traitement de la démence, y compris la maladie d'Alzheimer

(Packer et al. 2008).

En Asie, le gingembre est utilisé comme plante médicinale pour soigner les problémes
d’estomac et la diarrhée (Platel et Srinivazan, 2004). Ainsi, ils ont démontré que le gingembre

était plus efficace que la vitamine B6 et aussi efficace qu'un traitement sur les nausées et les
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vomissements pendant la grossesse. Cette propriété antiémétique s’est confirmée pour la

prévention des patientes en chirurgie postopératoire (gynéecologie, laparoscopie) (Gigon, 2012).

2 Thym

2.1 Généralité sur le thymus

Le nom du thym (en anglais thyme) vient du grec thumos, qui signifie « odeur » ou

« parfumer » a cause de 1’odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). Elle appartient

a la famille des lamiacées qui est I’une des familles les plus utilisées comme source mondiales

d’épices et d’extrait a fort pouvoir thérapeutique (Gherman et al. 2000, Hilan et al. 2006). Cette

famille comprend pres de 670 especes regroupées dans environ 250 genres. (Hosseinzadeh et

al. 2015).

Reégne
Sous-régne
Division
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Genre

Espéce

(a)

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Lamiaceae

Thymus

Thymus vulgaris

(b)

Figure 1. 3 la plante et la classification de Thymus vulgaris (Kurte V.2017)

Le thymus est une plante aromatique qui a une tige dressée, pouvant atteindre 40 cm de

hauteur (Hosseinzadeh et al. 2015). Cette plante a une distribution mondiale se trouve dans

toutes les zones tempérées d’hémisphere nord, il est cultivé dans la plupart des pays européens,

tels que la France, I'Espagne, I'ltalie, la Bulgarie, il est également bien cultivé dans plusieurs



RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

pays africains (Hosseinzadeh et al. 2015) en Egypte, au Maroc, Algérie, Tunisie, Libye (Stahl-
Biskup et S&ez, 2002), Cameroun (Nkouaya Mbanjo et al. 2007), au Nigéria (Kore et Ottawa,
2008) et en Afrique du Sud (Schmitz, 2015), et certaines parties de I'Asie. (Mebarki 2010).

Figure 1. 4 thymus vulgaris Frais et des branches séches de la plante (Kuete V.2017).

En Algérie, il existe plusieurs especes de thymus, environ 215 espéces y a compris le thymus
vulgaris a michelet tizi ouzou, Thymus algériensis qui est endémique dans les régions
montagneuses et dans le tell d’Algérie, Thymus fontanesii se trouve en Est Algérie-Tunisie,
Thymus pallidus a constantine et dans le sous-secteur de L’Atlas Saharien et beaucoup d’autre
espéces (Mebarki 2010).

2.2 Composition chimique

Les constituants phytochimiques du thym comprennent les phénols, les terpénoides, et
surtout thymol, et les saponines (EImir et al. 2014). L'huile essentielle de thym a montré une
haute teneur en monoterpenes oxygénee (56,53%) et faible teneur en hydrocarbures
monoterpenes (28,69%), les hydrocarbures sesquiterpéne (5,04%) et les sesquiterpenes
oxygénés (1,84%) (Reddy et al. 2014).

Le composé prédominant parmi les composants de extraits de thymus a été identifiés comme
thymol (compose 9; 51,34%) tandis que la quantité de tous les autres composants était inférieur
a19%, par exemple terpinéne (6,9 - 18,0 %),carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %) (Reddy
et al. 2014). Les structures chimiques des principaux terpénoides de thymus sont présentées
dans la figure 2.5 (Reddy et al. 2014).

10
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Figure 1. 5 Principales constituent de T. vulgaris. Linalol (1), myrcene (2),

camphor (3), borneol (4), B-pinene (5), B-caryophyllene (6), p-cymene (7),

carvacrol (8), thymol (9),y-terpinene (10), thymyl methyl ether (11), carvacryl
methyl ether (12), limonene (13)
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L’un des ingrédients actifs de I’extrait de thym est le carvacrol. La présence de cette
substance est confirmée par de nombreuses expériences de laboratoire et des recherches
effectuées dans plusieurs universités aux Etats-Unis. L'autre ingrédient actif est le thymol. Ces
deux substances chimiques agissent ensemble comme de puissants agents antibactériens,

antifongiques, antiviraux et antiparasitaires (Stahl-Biskup and Venskutonis, 2012).

D’aprés (Kivilompoloet Hyotylainen, 2007; Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012), une partie
des principaux constituants d’extraits provient de thym contient ¢galement des phénols, tels que
I'acide rosmarinique (17) qui contribuent a I'utilisation commerciale de I'herbe acide caffeic 18),
Environ 25 différents flavonoides (Wang et al. 1998; Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012; Vila,

2002) tels que apigénine (22), lutéoline (23) qui a un effet antimycobactérienne.

11
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Figure 1. 6 Les constituent phénoliques de T. vulgaris. Rosmarinic acid (17), caffeic
acid (18), gentisic acid (19), syringic acid (20), ferulic acid (21), apigenin (22), luteolin
(23), cirsilineol (24), cirsimaritin (25), 5-desmethylnobiletin (26), 5-desmethylsine

2.3 Pharmacologie de Thymus Vulgaris

Le thym a été utilisé dans les industries alimentaires et aromatiques comme un exhausteur

de saveur dans une grande variété d'aliments, de boissons et de produits de confiserie, ainsi que

d'un agent de conservation des aliments, en raison de ses propriétés antimicrobiennes et

antioxydantes. Outre ces effets, le thym présente une variété d'activités biologiques. (Zhou et

al. 2014).

12
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2.3.1 Activité anti-oxydante

Les composés phénoliques du thym ont une excellente activité antioxydante qui peut étre
supérieure a la bien connu hydroxytoluéne hydroxy toluéne et a-tocophérol antioxydants (Lee
et Shibamoto, 2002). L'huile essentielle de thym a été rapporté pour avoir une capacité de piéger
les radicaux libres pour l'oxydation lipidique (valeur de 18,6 pg/ml), il agit donc comme un

agent antioxydant naturel (miladi et al. 2013, EI-Nekeety et al. 2011).

2.3.2 Activité anti-inflammatoire

L’extrait de thymus a été rapporté pour son activité anti-inflammatoire. Il réduit la
production et I'expression génique des médiateurs proinflammatoires, tels que les tumeurs le
facteur de nécrose alpha (TNF-a), l'interleukine-1 béta (IL-1pB) et l'interleukine 6 (IL-6), et
augmente l'expression de la cytokine anti-inflammatoire, interleukine-10 (IL10) (Ocana et
Reglero, 2012). Selon Vigo et al. (2004) le thym a une activité antiinflammatoire par inhibition
significative de I'oxyde nitrique (no) synthase expression de 'ARNm. Aussi ils ont également
montré que I'extrait hydroalcoolisé du thym a un effet de modulateur d'exposition sur la douleur

aigué et chronique chez la souris (tallier et al. 2009).

2.3.3 Activités antimicrobiennes

Les plantes du genre thymus sont des herbes médicinales importantes, qui sont connues par
leurs effets antimicrobiens, et sont aussi riches en différentes substances actives, telles que les
composés 7 — 10 (Nadi et al. 2015). Diverses préparations, y compris les huiles essentielles, les
extraits bruts, et les constituants de T.vulgaris ont été signalées pour leurs propriétés

antibactériennes, antifongiques et antivirales.
2.3.3.1 Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’extrait de thym a été démontrée contre 14 isolats cliniques de
Staphyloccocus Escherichia coli, aureus résistant a la méthicilline (SARM) et d'autres souches
bactériennes, telles que Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae (Tohidpour et al.2010). Ils ont
trouvé que la concentration minimale inhibitrice (CMI) de 9,25 pg/ml contre E. coli, et 55,5
ug/ml contre K. pneumoniae et MIC les valeurs variaient de 18,5 a 37 pg/ml contre le SARM.

Sfeir et al. (2013) et Sienkiewicz et al. (2011) ont également signalé une forte activité
antibactérienne des extraits de thym contre 120 souches appartenant aux genres

Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia, Streptococcus et Pseudomonas. D’autres travaux

13
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ont montré que les souches cliniques et standard de S. aureus étaient tres sensibles aux
constituants du thymus, 1, 2, 3,5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, Carvon, campheéne, 1,4-cineol, menthone,
et terpinéne (Abu-et al. 2012; Nadi et al. 2015).

2.3.3.2 Activite antifongique

Les extraits de thym ont été rapportés pour leurs effets antifongiques contre les champignons
y compris les espéces d'Aspergillus, comme a. oryzae, a. brasiliensis et a. flavus, a. flavus, a.
parasiticus, a. ochracus, et Fusarium moniliforme (Soliman et Badea, 2002; Kalemba et
Kunicka, 2003; Manda et DebMandal, 2016).

Sacchetti et al. (2005) ont étudié I’activité de 11 huiles essentielles et les extraits
éthanoliques sur des levures de pourritures alimentaires permet elles candidat albicans et
saccharomyces cervisiae et les résultats obtenus ont montré que I’huile essentielle de thymus
est les plus efficaces sur ces levures. En plus, les effets de thym sur des différents levures et
moisissures ont était décrits dans plusieurs études (Feng W et al. 2007), plus précisément (pinto
et al. 2006) ont testé séparément 1’activité des principaux composés des extraits de thymus le
carvacrol, B cymeéne, v terpinéne sur candida albicans dont elles montrent une activité tres

importante de carvacrol.
2.3.3.3 Activité antivirale

L'extrait d'éthanol a 80% de T. vulgaris a une activité antivirale contre le virus herpes
simplex 1 et 2, ainsi que contre les souches résistantes a I'acyclovir de I'herpés simplex virus 1
(Nolkemper et al. 2006). Rezatofighi (2014) a étudié I’effet antiviral contre la maladie de

Newcastle appelée « pseudopeste aviaire », qui réduise la puissance virale de plus de 56 fois.
2.3.3.4 Activité antimycobactérienne

La tuberculose est la maladie épidéemique la plus ancienne dans le monde. Environ, 1 million
patients meurent chaque année et on estime que pour 2020, un milliard de personnes auront
acquis la maladie, 200 millions pourrait le développer, et 70 millions mourront en raison de la
tuberculose.

Selon (Jimenez-Arellanes et al. 2006) a permis d'évaluer environ 50 espéces de plante
médicinale, dont sept inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis, et le thymus
vugaris est I'un d'entre eux. Le thymus vugaris est utilisé pour traiter les maladies respiratoires
et gastro-intestinales et récemment est utilisé pour inhiber la croissance M. tuberculosis.
D’apres Vikrant Arya et al. (2011) I’extrait et ’huile essentielle de thymus vulgaris ont un effet

anti-mycobacterienne grace a la présence de un composent phénolique qui est lutéoline.
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Activité antimicrobienne des plantes

1 Activité antimicrobienne des extraits

Les effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et de leur huiles essentielles (HE)
sont connus depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments et
pour lutter contre les bactéries qui peuvent étre la cause de nombreuses maladies végétales et
animales et des contaminations alimentaires ceci a été confirmé par un certain nombre de
travaux (Gachkar L et al. 2007 , Dimitrijevic S.L et al. 2007 ; Mata A.T et al. 2007 , oussala M
et al. 2006 , Bakkali F et al. 2008).

L’aromathérapie est I’emploi thérapeutique des huiles essentielles vu que beaucoup de
plantes aromatiques et leurs huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne et
pourraient empécher la croissance des microorganismes d’altérations et pathogénes (Sacchetti

et al. 2005; Souza et al. 2009).

1.1 Lacomposition chimique des extraits et leurs composants actifs

L’activité antimicrobienne est liée directement a la structure chimique des extraits, en effet
la majorité des composés comme (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) ayant
un caractere lipophile et hydrophile (Kalemba et Kunicka, 2003) qui confere a I’huile essentielle

leur propriéte antimicrobienne.

De plus les composés phénolique comme le thymol, le carvacrol et I’eugénol sont les plus
actives de fait que les huile essentielle riche en phénol comme les huile de thym et d’origan
sont signalé comme ayant la plus haute activite antibactérienne selon plusieurs études (Nadia
Zayyad et al. 2015 ; Mebarki et al. 2010), tandis que les aldéhydes et les cétones, sont
également décrits aussi comme trés actifs. Ainsi que de nombreuses huiles essentielles
présentent une forte teneur en alcools comme a-terpinéol et en terpinene-4-ol est légérement
moins actifs que les composes phénoliques et carbonylés et leur activité antibactérienne est

toutefois plus élevée que celle générée par les éthers, comme le 1,8 cinéole ou 1’anéthole.
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1.2 Mode d’action des extraits des plants

A cause de polymorphisme des huiles essentielles il n’existe pas un mécanisme d’action
unique a l’activité antibactérienne (Carson et al. 2002), la lyposolubilite des molécules des
huiles essentielles permettre leur solubilité dans la membrane cytoplasmique de fait que elle
peuvent induit une déstabilisation de la membrane plasmique et par la suite la modification de
la perméabilité de la membrane plasmique et I’inhibition de certains 'activité enzymatique
nécessaire a la métabolite bactérienne (Souza et al. 2013) qui enduit la mort de la cellule
bactérienne (Burt. 2004).

1.3 Les méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobienne

Les méthodes d’évaluation utilisées donnent parfois des résultats différents selon les
conditions expérimentales pour chaque manipulateur (Surk, 2003), les principaux méthodes
d’évaluation de pouvoir antimicrobienne des extraits de plantes sont la méthode de diffusion en

milieu gélosé et la méthode de dilution.

1.3.1 Meéthodes de diffusion sur milieu solide

1.3.1.1 Aromatogramme

L’aromatogramme permet I’estimation qualitative de 1’effet de ’huile essentielle. Elle consiste a
utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé convenable, déja solidifié et inoculé de
la souche microbienne testée. Des disques en papier filtre, papier buvard ou Wattman,
préalablement imprégnés de quantités connues d’HE, sont alors placés en surface de la gélose
(Wilkinson, 2006; Traoré, 2006; kechkar, 2008), aprés incubation les bactéries se développent
sur toute la surface de gélose sauf ou elles rencontrent une concentration d’HE suffisante pour
inhiber leur croissante. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne de
colonies appelée une zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche

est sensible a I’HE. Plus elle est petit, plus la bactérie résistance a I’HE (Faucher et avril 2002).
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diffsion de I'HE dans le disque contient croissance
gelose I'HE microbienme

e

zone d'inhibition
Figure 2. 1 Schéma de la méthode des aromatogramme (originale).

La sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre inférieur ou égale a 9 mm. La sensibilité
est limitée pour un diametre compris entre 9 et 13 mm. Elle est moyenne pour un diametre entre
12 et 25 mm. Pour un diameétre supérieur ou égale a 25 mm le germe est tres sensible
(Duraffourd et al. 1990).

1.3.1.2 Meéthode des puits

C’est une autre méthode de diffusion sans disque consiste a découper un trou circulaire
verticale dans la gélose et y verser une solution de I’extrait d’une concentration bien déterminer
dans ces puits. L’HE diffuse radialement crée une zone d’inhibition circulaire a 1a surface de la

gélose préalablement ensemencé avec la suspension bactérienne (Dorman et Deans 2000).
1.3.1.3 La méthode de dilution ou micro méthode

C’est une méthodes ou I’extrait & traiter est directement mélangé en concentration bien
déterminé au milieu de culture solide et il est inoculé a un taux déterminer des microorganismes,

apres 1’incubation on note la présence ou 1’absence de culture (Giamperi et al. 2002).

1.3.2 Détermination de la CMI

La méthode de dilution en bouillon (liquide) est utilisée aussi pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices CMI, qui est définie par la plus faible concentration d’un
agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al.
2008; Derwich et al. 2010).

Une gamme de dilution de 1’extrait est additionnée a une série de tubes contenant un milieu
de culture liquide de composition convenable. Aprés inoculation des especes microbiennes
étudiées et incubation dans les mémes conditions, la concentration minimale inhibitrice est
indiquée par le tube de la dilution & partir de laquelle aucune croissance microbienne n’est
constatée. C’est-a-dire qu’aucune turbidité ou trouble n’est observé dans le milieu (kechkar,

2008), et donc, plus I’extrait est dilué en restant inhibiteur de la croissance de microorganisme
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plus il est puissant. La plus faible concentration qui inhibe la croissance est appelé concentration
minimal inhibitrice « CMI » (Perry et al. 2004).
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Figure 2. 2 Schéma de la méthode des dilutions permettant la détermination de CMI.

1.4 Les paramétres influencant I’étude de I’activité antimicrobienne

1.4.1 Diffusion des extraits des plants

Les méthodes de contact direct sont fiables pour les agents antimicrobiens hydrosolubles
posent un probléme de diffusion, d’homogénéité et de dispersion des extraits en raison de leurs
tres fiables solubilités dans les milieux de culture aqueux. A cause de cette derniére, des
émulsifiants tels que, le Tween 80, le Tween 20 et 1’éthanol sont souvent utilisés pour
augmenter la solubilité des composés hydrophobes dans les milieux solides ou liquides
(Suppakul et al. 2003). Le dimethyl sulfoxide (DMSO) est utilisé pour préparer des dilutions
des extraits et d’huiles essentielles (Sacchetti et al. 2005). 11 a été démontré qu’il ne posséde

pas d’activité antibactérienne (Gachkar et al. 2007).

1.4.2 La nature de microorganisme

En général, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des
extraits des plants qui agissent aussi bien sur les bactéries gram positive que sur les bactéries
gram négative. Toutefois, les bactéries gram négative paraissent moins sensibles a leurs actions
et ceci est directement lié a la structure de leurs parois cellulaires (Burt, 2004). Il existe
cependant quelques exceptions. Les bactéries gram négative comme Campylobacter jejuni a
été décrite comme particuliérement sensible a 1’action des extraits de plantes (Wannissorn et
al. 2005). Par contre, les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par

rapport aux bactéries (Cox et al. 2000)
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CHAPITRE 3

PROCEDURE EXPERIMENTALE

Le présent travail consiste a étudié 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales: le gingembre (Zingiber officinale) et le thym vulgaire (Thymus vulgaris). Ces
plantes médicinales ont été choisies parmi tant d’autres pour leur caractére médicinal, leur

grande utilisation par la population et leurs vertus thérapeutiques intéressantes.

1 Matériels

1.1 Leséquipements et les produits utilisés

Cette étude est effectuée au laboratoire de la faculté des sciences au niveau de pole I’université
de Médéa (lycée annexe); et pour réaliser cette expérience on a besoin du matériel suivants:

+ Rotavapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de ’extrait.

+ Spectrophotomeétre UV/visible type mini 1240 SHIMADZU utilisé pour la préparation

des suspensions bactériennes selon les standards de McFarland.

+ Plaque chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation des

milieux de culture.

* Filtres stériles (whatman filter papers) de diamétre de 150mm utilisé pour la filtration
de homogénat/filtrat et la solution.

¢ Pour 'utilisation microbiologique on a utilisé VVortex de type VELP.
+ Autoclave pour la stérilisation des solutions et les milieux de cultures.

+ Toutes les pesees sont effectuée a 1’aide d’une Balance a précision de type Denver avec

I’incertitude de d=0,1 mg.

+ Etuve de type Memmert utilisé pour I’incubation des microorganismes, et le séchage de
filtrat
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¢ Les données sont traitées a I’aide d’ Anova de logiciel python 3.6.
Les produits utilisés au cours de toutes les expériences sont consignés dans le tableau ci-
dessous :

Tableau 3. 1 Les produits utilisés.

Produits
Ethanol 96% Tween 80% Hektoen Fluconazole
Acétone 95.6% Mueller hinton Chapman Amoxicilline
Eau physiologique 0.9% Sabouraud Gélose nutritive Gentamicine
Eau distillé Lowenstein Jensen MacConkey Céfazoline

1.2 Materiel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette étude a été procuré du marché local de Médéa, Algérie,
qui est composé de :

- Echantillon 1: Des rhizomes de gingembre frais d’origine chinoise de 1’espéce « Zingiber
officinale ». Ces rhizomes ont été épluchés et coupés en petits morceaux, les mettre dans un
mortier pour les broyer jusqu’a I’obtention d’un homogénat du gingembre.

- Echantillon 2: les feuilles de thym de I’espéce « Thymus vulgaris » d’origine de Médéa
(Algerie).

(a) (b)

Figure 3. 1 présente les plantes utiliser : (a) Zingiber officinale (b) Thymus vulgaris.
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2 Extraction de I’oléorésine par des solvants :

Quatre systémes de solvants ont été choisis séparément, acétone et éthanol a 1’état pur et ces
mémes solvants a 70% et 30% de I’eau distillée dans le but de variée la polarité du solvant.
L’extraction a été faite par une macération de 50g de plante dans 500ml de solvant pendant
24h dans un récipient fermé et a température ambiante. Apres 24 h, la solution est filtrée par un
filtre de 150mm diamétre, ensuite la séparation du solvant de I’extrait est faite a 1’aide d’un
appareil appelé Rotavapor « évaporateur rotatif ». Dans cet appareil, 1’évaporation sous vide
est réalisée en utilisant une pompe a vide avec une vanne de contrdle. Pendant 1’évaporation le
ballon est mis en rotation et plongé¢ dans un bain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un
réfrigérant avec un ballon de récupération de condensat. La rotation du ballon crée une surface
d’échange plus grande permettant donc d’effectuer une évaporation rapide. L’abaissement de
la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite a 40°C et I’extrait est récupéré
en évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés extraits. Enfin I’extrait est
conservé a 4 °C dans 1’obscurité pour les analyses ultérieures.

L’opération est répétée deux fois afin d’épuiser la plante et le filtrat est séché a 40°C puis le

pesé pour calculer le rendement de I'extraction R selon la formule détaillée ci- dessous :

Avec; R: Rendement -

. PP
Po: Poids initial. R (%) = P—Dx 100

P1: Poids aprées extraction et séchage.

La procédure de I’extraction est illustrée dans la figure suivante.

@ ®)

(@)
Figure 3. 2 les étapes de I’extraction (a) prise de poids, (b) macération, (c) filtration, (d)
évaporation de solvant, (e) extrait de thymus et gingembre
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2.1 Préparation des émulsions

Les extraits proviennent de gingembre sont utilises directement vu que leurs fluidité

permettant leurs diffusion.

En raison de la viscosité des extraits proviennent de thymus, Des émulsions ont été préparées
a partir de ces derniers en ajoutant (Iml) de I’eau distillée et (0.1ml) d’un émulsionnant, le

Tween 80, pour optimiser la fluidité et faciliter la diffusion de 1’extrait.

(a) (b)

Figure 3. 3 Les extraits de gingembre () et les émulsions préparées a partir de thymus (b).

Pour tester I’effet antimicrobien de I’association entre Zingiber officinale et thymus vulgaris,

on a préparé des émulsions qui sont un mélange entre les extraits éthanolique, acétonique pur

déja préparé, le choix de ces extraits revient a leurs efficacités par rapport aux autres.

i T R

Figure 3. 4 Les émulsions de I’association
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2.2 ldentification des composés chimiques par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est un moyen de diagnostic permettant de déterminer la nature
des liaisons chimiques présentes dans une molécule. En effet, I’expérience montre que certaines
fréquences de vibration, dites « fréquences de groupe », sont caractéristiques de la présence
d’un groupement chimique dans la molécule étudiée. Ainsi, la spectroscopie infrarouge est un
tres puissant moyen de caractérisation pour identifier des groupements moléculaires et obtenir
de nombreuses informations microscopiques sur leur conformation et leurs éventuelles

interactions (Keirsse J, 2003).

IR oy =l

Figure 3. 5 Spectrophotométrie IR (Laboratoire de Génie des procédés, UHB CHLEF).

Les échantillons sont soumis a un rayonnement électromagnétique dans la gamme de
longueur d’onde du centre infrarouge (2,5 pm << 50 pm). Le champ électrique induit par ’onde
électromagnétique peut interagir avec un moment dipolaire d’une entité moléculaire présente
dans le matériau. Lorsque la fréquence de champ coincide avec la fréquence de vibration d’un
mode propre de la molécule, I’interaction créée engendre la vibration de certaines liaisons et
I’absorption de 1’énergie de 1’onde excitatrice correspondante. La fréquence a laquelle est
absorbé le rayonnement dépend de la nature des liaisons, de la masse des atomes concernés et

de I’environnement proche du groupement considéré (Keirsse J, 2003).
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3 Les Souches indicatrices

Au cours de cette étude, 25 souches microbiennes ont été utilisés, 18 souches proviennent
de I’American Type Culture Collection ATCC :

- 7 souches ont été fournis de laboratoire d’analyse de Boumerdes : Staphylococcus
aureus resistant a la méticilline ATCC 29213, Bacillus subtilis ATCC23857,
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogene ATCC 15313, Entérocoques
feacalis ATCC 29212, Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 et Staphylococcus
aureus ATCC 43300.

- 3 souches ont été obtenues de laboratoire d’ain defla : Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 et Entérocoques feacalis ATCC 6569.

- 8 souches ont été fournies de laboratoire de recherche de 1’université Hassiba Ben
Bouali de Chlef: Staphylococcus aureus ATCC6538, Bacillus subtilis ATCC6631,
staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC9027,
Escherichia coli ATCC11150, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Candida albicans
ATCC10231 et Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.

Ainsi que 7 souches isoler qui sont :

- 5 souches bactériennes isolées des prélevements humains et identifiées au niveau du
laboratoire de bactériologie d’établissement public de santé de proximité Médéa, DSP :
staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, proteus mirabilis,
Bacillus subtilis

- deux (2) souches mycobacteriennes isolées de crachat humaine et identifiées au niveau
de service de contrdle de la tuberculose et des maladies respiratoire zoubayria- Médéa :

mycobacterium tuberculosis

Tous ces microorganismes sont pathogénes avec des potentialites différentes selon le type
d’infections provoquées et sont responsables d’infections nosocomiales et résistantes aux
antibiotiques, ce qui a motivé leur choix.

Les milieux de culture des souches, leurs grams, leurs températures d'incubation et leurs

codes utilisés sont présents dans le tableau suivant.
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Tableau 3. 2 Les souches microbiennes utilisées

PROCEDURE EXPERIMENTALE

num microorganismes Code Gram | milieux de culture | températures
d'incubation
1 Staphylococcus aureus ATCC 43300 St 1 Gélose Chapman 37°C
2 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sb + Chapman 37°C
3 Staphylococcus aureus ATCC 29213 SA2 1 Chapman 37°C
4 Staphylococcus aureus isolé SA3 + Chapman 37°C
5 Staphylococcus aureus ATCC 6538 SAf + Chapman 37°C
6 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 SE + Chapman 37°C
7 Listeria monocytogene ATCC 15313 Lis + | Gélose Nutritif 37°C
8 Entérocoques feacalis ATCC 29212 ECBC + | Gélose Nutritif 37°C
9 Entérocoques feacalis ATCC 6569 EsF + | Gélose Nutritif 37°C
10 Bacillus subtilis isolé Bl + Gélose Nutritif 37°C
11 Bacillus subtilis ATCC23857 B2 i Gélose Nutritif 37°C
12 Bacillus subtilis ATCC6631 B3 + Gélose Nutritif 37°C
13 Bacillus amyloliquefaciens ATCC23350 B4 + Gélose Nutritif 37°C
14 proteus mirabilis isolé u - Hektoen 37°C
15 Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Pseudo F - MacConkey 37°C
16 Pseudomonas aeruginosa isolé Pseudo - MacConkey 37°C
17 Escherichia coli ATCC 25922 El - Hektoen 37°C
18 Escherichia coli ATCC 25622 E2 - Hektoen 37°C
19 Escherichia coli isolé E3 - Hektoen 87T
20 Escherichia coli ATCC11150 E4 - Hektoen 37°C
21 Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 klb - Hektoen 37°C
22 Saccharomyces cerevisiae ATCC19763 SS Sabouraud Agar 25°C
23 Candida albicans ATCC10231 Ca Sabouraud Agar 25UC

25




PROCEDURE EXPERIMENTALE

4 L’activité antimicrobienne des extraits

4.1 Préparation d’inoculum

La revivification des différentes especes bactériennes est faite par passage successif sur
gélose nutritive. Chaque espece est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour
obtenir une culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mises en
suspension dans 1’eau physiologique a 0,9 % NaCl. Puis cette suspension est ajustée au standard
Mc Farland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre, correspondant a une densité optique DO entre
0,08 20,1 lue 2625 nm, ce qui correspond & une suspension contenant environ de 102 bactéries/
ml et 10* levures/ml (Rodrigues et al. 2005).

4.2 Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme suit:
38 g de la gélose Muller-Hinton a été dissous dans un litre d’eau distillée, puis laissais le
mélange bouillir avec une agitation jusqu'a dissolution compléte, puis 1’auto-claver pendant 20
minutes a 121°C.

4.3 Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion de disque sur le
milieu gélose de Muller Hinton (MH) pour les souches bactériennes et Sabouraud (SB) pour les
souches fongiques, cette méthode a été standardisée par le Comité National des Normes pour
Laboratoires Cliniques (NCCLYS) (Kiehlbauch et al. 2000).

L’ensemencement de ces deux milieux est réalisé par écouvillonnage, a I’aide d’un
écouvillon stérile puis I’introduit dans la suspension microbienne et essoré contre la paroi
interne du tube, en realisant des stries paralléles et aussi serrées que possible a la surface d’une
boite de Pétri préalablement coulée. L’opération est répétée trois fois en tournant la boité 60°

et en tournant 1’écouvillon sur lui-méme.
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Des disques de papier filtre, de 9 mm de diamétre, ont été separément imprégnés de 30ug =
15 ul de chaque extrait testé (extraits préparés a partir de gingembre, de thym et leurs
associations) deposés a la surface de la boite de Pétri ensemenceée. un disque témoin
d'antibiotique préparé a été appliqué sur les mémes boites, Amoxicilline, Gentamicine et
Céfazoline 30ug pour les souches bactériennes, et pour les souches fongiques Fluconazole,
ces disques servi comme contréle positif efficace contre les especes microbiennes.
(Rodrigues et al. 2005).

4.4 Incubation et lecture

Aprés 24 h d’incubation a 37°C pour les bactéries et a 48h d’incubation a 25°C pour les
levures. La lecture de I’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le diamétre de la
zone d'inhibition de croissance en millimétres formée autour du disque (y a compris le diamétre
du disque de 9 mm). Les manipulations sont répétées 3 fois pour chaque test. L'échelle
d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par Mutai et al. (2009) a été suivi. Ces
derniers ont classé la substance testée selon le diametre de la zone d'inhibition (D) de la

croissance microbienne en cing classes :

« Non inhibitrice: D < 10 mm

» Légerement inhibitrice: 1 lmm <D <16 mm

*  Modérément inhibitrice: 16 mm <D <20 mm
* Fortement inhibitrice: 21 mm < D <29 mm

e Tres fortement inhibitrice: D >30 mm

5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’extrait éthanolique de gingembre et
thymus et leur association ont été déterminées selon la méthode de dilution en milieu liquide
recommandée par NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) avec

guelques modifications.

Les tests ont été réalisés dans le bouillon de Gélose nutritive contenant les extraits et du Tween
80 pour avoir une meilleure homogénéisation. Une série de dilution allant de 10 & 10! a été
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réalisées dans des tubes a essaie. Ensuite une suspension bactérienne de (0.1ml) avec une

densité optique qui correspond a 108UFC/ml a été ajoutée dans les tubes.

Une série des témoins, contenant le milieu de culture, le tween 80 et la suspension
bactérienne est également préparés. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures. La
croissance bactérienne est indiquée par la présence d’un trouble dans la totalité du tube. Enfin,
ces tubes vont étre utilisés comme des inoculums pour ensemencer des boites de gélose par

¢couvillonnage pour confirmer la croissance ou I’absence de germe apres 24h d’incubation.

6 L’Effet antimycobacterien des extraits

Cette partie a été réalisée au niveau de service de contréle de la tuberculose et des maladies
respiratoire & zoubayria- Médéa, sous la supervision et 1’aide de chef service qui a accepté de
manipuler a nos tours. En raison de manque de moyens et de la disponibilité d’une seule forme
de milieu Lowenstein-jensen spécifique de Mycobacteruim tuberculosis dans des tubes a essaie,

on était limité pour voir I’effet de nos extraits sur ce germe.

Les extraits utilisés au cours de cette étape de 1’expérience sont: 1’extrait éthanolique de
Zingiber officinale (GE), I’extrait éthanolique de thymus vulgaris (TE), et leurs associations
(TEGE). Le choix de ces extraits revient a leurs efficacités et leurs effets antimicrobiens. A
’aide d’une micropipette, 200l (0.2ml) de I’extrait a ét¢ mis a la surface de milieu lowenstein-

jensen, puis on a les laissé 24 h pour séché.

Figure 3. 6 ’ensemencement de Mycobacteriuim tuberculosis humain.
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Deux souches de Mycobacterium tuberculosis prélevees de deux patients différents ont été
ensemencées dans les milieux qui contenant nos extraits, et des milieux témoins ont été

également ensemencés. Figure 3.5 présente cette étape.

Les tubes sont incubés inclinés et incomplétement vissés afin de permettre I'évaporation de
I'exceés de liquide de I'échantillon (48 heures & 37°C). Apres ces 48h les tubes vont étre fermés
d’une fagon étanche et sont soumis a 28 jours d’incubation. Apres 28 jours d’incubation a 37°C.
La lecture de I’effet antimycobacterien des extraits est indiqué par 1’absence ou la présence des
colonies lisses et cremes sur les cultures jeunes, puis atteignent plus de 5 mm de diametre et

deviennent beiges, rugueuses, a bords irréguliers en chou-fleur.

7 Analyses statistiques

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne + SD. La différence entre le contréle et
les différents tests, est déterminée par 1’analyse de la variance (ANOVA) univariée pour les
comparaisons des moyennes et la détermination des taux de signification. Les valeurs de
p < 0.05 sont considérées statistiquement significatives.

La boite a moustaches est une méthode efficace de présentation graphique de données
numériques qu’on a calculées en utilisant python. Python est un programme d’analyse destinée
a tracer et visualiser des données sous formes de graphiques (Lutz, M. (1996). Programming
python (Vol. 8). O'Reilly Company).

A== Maximum

7.1 Présentation graphique par boite a moustaches

Les boites a « boxplot » permettent de visualiser et de

o . = 3 Quartile
comparer la distribution et la tendance centrale des valeurs

numériques via leurs quartiles. Les quartiles servent a

fractionner les valeurs numériques en quatre groupes égaux en ] = Median

Intergquartile Range
F’\x

fonction de cing valeurs clés : minimum, premier quartile, l <= 1% Quartile

médiane, troisieme quartile et maximum. .
A Minimum

Figure 3. 7 Représentation graphique
de boxplot (boite a moustache).
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7.1.1 Les informations graphiques retirées

Nous pouvons avoir une idée de la tendance centrale des zones inhibitions de chaque extrait
en observant la position de la médiane (M). La médiane permet de déterminer 50 % des zones
d’inhibitions mesurées, c¢’est-a-dire si M est entre 10-20mm avec une valeur de 17mm, donc

50% des souches ont une zone d’inhibitions de 17mm.

(1) Xi/4 Xi/2 XB/4 Ai(n)

) Y
0% +50 %

A

i
-+

th

Figure 3. 8 Les différents variables et leurs pourcentages

La valeur du ler quartile Q1 (25% des zones), correspondant au trait inférieur de la boite, qui

permet de déterminer 25 % des zones les plus faibles.

La valeur du 3éme quartile Q3 (75% des zones), correspondant au trait supérieur de la boite,

qui permet de déterminer 25 % des zones qui ont des valeurs supérieures a la médiane.

Les 2 « moustaches» inférieure et supérieure, représentées ici par les petits rectangles verticaux
de part et d’autre de la boite. Ces 2 moustaches, présentes les zones inhibitrices minimales et
maximales de chaque extrait. Par exemple, si la valeur maximale égale a 36mm c’est-a-dire la

plus grande zone d’inhibition de I’extrait est 36mm.

Ces variables nous permettent de déterminer le meilleur extrait avec une forte efficacite sur les

23 souches étudiées.
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CHAPITRE 4

RESULTATS ET DISCUSSION

1 Analyse physicochimique des extraits

1.1 Rendements des extraits

Les rendements moyens des extraits préparés ont été calculés en fonction de la matiere

végétale seche de la plante. Le tableau suivant illustre ces résultats.

Tableau 4. 1 présente les rendements obtenus.

Plante Solvant Poids initiale | Poids finale Rendement

Z.officinale Ethanol 509 04.81¢g 90.38 %
Ethanol+eau (70%+30%) 50 ¢ 03.83¢g 92.34 %

Acétone 509 02.18¢ 95.64 %

Acétone+eau (70%+30%) 509 01.40¢g 97.20 %

T.vulgarus Ethanol 50¢ 44.12 g 11.76 %
Ethanol+eau (70%+30%) 50 ¢ 38.42¢ 23.16%

Acétone 50¢g 46.00 g 08.00%

Acétone+eau (70%+30%) 509 41.66 g 16.68 %

Les échantillons de T.vulgaris ont fourni un taux de rendement de 11.76%, 8% lors de
I’utilisation d’éthanol, acétone pur comme solvant successivement, ainsi que le rendement des
extraits d’éthanol+eau (70%+30%) et acétone+eau (70%+30%) sont 23.16% et 16.68%

respectivement.

Par contre, les échantillons de Z.officinale ont montré un taux plus élevé par rapport a celui
obtenu a partir de T.vulgaris due a I’humidité de gingembre, vu que le rhizome contient 80%

d’eau. Les rendements obtenus lors de utilisation d’éthanol, acétone pur sont respectivement
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90.38%, 95.64%. Alors que le rendement de 1’extrait d’éthanol+ eau (70%+30%) est 92.34 %,
et celui d’acétone + eau (70%+30%) est 97.2 %.

Les rhizomes de Z.officinale et les feuilles de T.vulgaris ont été soumis a des extractions par
macération (pendant 24 h) en utilisant quatre solvants de polarité différente éthanol, acétone
pur et éthanol/eau 70%+30%, acétone/eau70%+30%. Cette différence de polarité permet
d’extraire une large gamme de meétabolites secondaires de la plante (Green, 2004). La
composition, ainsi que la quantité des métabolites secondaires d’un extrait, peuvent étre
influencée par plusieurs facteurs tel que le mode et le temps d’extraction, la température, la
nature du solvant ainsi que sa polarité qui permet de solubiliser et extraire les composés de
polarité similaire au solvant (Green, 2004 ; Ncube et al, 2008). De méme, le choix d’un solvant
pour ’extraction de la maticre végétale, doit répondre a un certains nombres de critéres dont la
faible toxicité et la facilité de 1’évaporation a basse température (Hughes, 2002 ; Ncube et al.
2008).

Par ailleurs, dans une étude comparative entre différents solvants utilisés dans 1’extraction
de la matiere végétale, I’éthanol s’est révélé étre un meilleur solvant pour l'extraction de
substances antimicrobiennes a partir des plantes médicinales par rapport a d'autres solvants,
pour lequel L'extrait d'éthanol des 3 plantes médicinales exécuté plus activité antibactérienne

que I'extrait d'eau correspondant aux mémes concentrations (Abu-Shanab et al. 2006).

De plus, Wisam H et al (2017) ont démontré que les teneurs phénoliques déterminés dans
l'extrait éthanolique sont beaucoup plus €levées que dans I'extrait aqueux. D’autre part Kristina
Loziene et al (2007) ont montré que les solvants éthanol et acétone sont les meilleurs solvants
pour I’extraction des composés phénoliques non volatils, y compris les flavonoides et les

phénols, qu’ayant une activité antibactérienne contre diverses bactéries pathogénes.

Ces résultats ont pu montrer que les rendements des extractions par des solvants polaires,
sont plus importants par rapport aux solvants moins polaires, qui ont la capacité de délipider et

dépigmenter la matiére végétale (Bruneton, 2009).
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1.2 Spectrophotométrie d’absorption dans I’infrarouge (FTR)
La spectrophotométrie FTR a été utilisée afin de déterminer la composition chimique des

plantes médicinales étudiées. La figure suivante montre les spectres IR des extraits éthanoliques
de gingembre, de thym et leurs associations.

Figure 4. 1 Spectre infrarouge des extraits GE, TE, GETE
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On résume les principaux pics des spectres infrarouges dans le tableau suivant :

Tableau 4. 2 Résultats de I’IR.

LES LES NOMBRES D’ONDES (CMY)

LIAISONS G.T
CHIMIQUES GINGEMBRE THYMUS MELANGE
O-H 342562 347033 347523
(C-H)crz 293306 2927 36 292906
C-0 172981

C=C 1633.75 1633,76
(C-H)chs

OU (C-N)r.conr 1461,95 1415,72
(CO)mon 138557 1367.86

C-OoH 1074,20 1073,05
Cycle aromatique 743.44 562,74 63371

Les résultats de 1’étude par spectrophotométres infrarouge (IRTF) des différents extraits

de gingembre et de thymus sont représentés dans le tableau4.2. Les valeurs des nombres

d’ondes(¥) de vibration de différentes liaisons sont consignées sur ce tableau.

On remarque une ressemblance entre les valeurs de I’extrait de gingembre et du thymus,

qui se révele par la présence presque des mémes fonctions chimiques, Notons par ailleurs, que

ces fonctions sont celles caractéristiques des constituants des deux extraits. Quant au melange

on note I’absence de deux nombre d’onde enregistrés dans les extraits sépareés dans la région de

C =0, et de (C-O)ar.on d’ou une premicre hypothése que les deux extrait en réagie entre eux

en formant des nouvelles molécules.
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2 Etude de Pactivité antibactérienne des extraits

Le présent travail s’intéresse a 1’étude de I’activité antibactérienne des extraits de deux
plantes médicinales. Il s’agit de gingembre (Zingiber officinale) et le thym (thymus vulgaris),

vis-a-vis 23 especes bactériennes et fongiques de référence.

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits sont regroupés dans le tableau
4.3. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois essaies. L’action antimicrobienne se
traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné des
extraites étudiés. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un
extrait 2 un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un
extrait a une action antimicrobienne si son diamétre d’inhibition est supérieur a 10 mm (Liu Q.
etal. 2017).

2.1 Evaluation de P’activité antimicrobienne de gingembre

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition des extraits éthanolique et acétonique vis-
a-vis des souches microbiennes sont illustrés dans le tableau4.3 et les figures 4.2 et 4.3. Ces
résultats montrent que les extraits de gingembre sont pourvus de pouvoir antibactérien. On note
cependant, des différences d’efficacité, entre les extraits éthanolique et acétonique pur par
rapport a 1’éthanol/eau (70-30%), acétone/eau (70-30%).

Les souches bactériennes se comportent différemment vis-a-vis des extraits testés. Nous
remarquons que les extraits éthanolique et acetonique pure montrent une activité
antibactérienne intéressante vis-a-vis des bactéries gram positif (la figure4.4). En citant S.
aureus ATCC 43300 et S. aureus ATCC6538 avec des diametres des zones d’inhibition ayant
atteint 26,00 mm, 28,00 mm vis-a-vis I’extrait éthanolique (GE) et 20,00 mm, 24.67mm avec
I’extrait acétonique (GA) respectivement. D’autres réponses positives ont été enregistrées avec
trois autres souches bactériennes : Listeria monocytogene ATCC 15313, Entérocoques féacalis
ATCC 29212, et S.epidermidis ATCC 12228. Cependant, ces extraits ne montrent qu’une faible

activite vis-a-vis, Bacillus sp.
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Tableau 4. 3 I’effet antimicrobien des extraits
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GE GEE GA GAE TE TEE TA TAE TAGA | TA | TEG | TEG | AMC CEF GEN FLU
ST 26.00+£3.97 | 9.33x0.47 | 20.00+4.08 | 11.67+3.09 | 40.00+00 22.00+1.63 | 33.00+7.26 | 20.67+2.49 | 40 SOE 4AO EO 50.33£1.25 | 41.66+1.69 | 27+1.9 -
SB 20.00+2.03 | 10.00+0.82 | 14.00+4.80 | 14.33+2.05 | 37.67+1.70 | 23.33+1.7 | 36.00+2.94 | 25.00+00 34 40 | 30 40 60.00+1.63 | 46.00+4.90 | 30+00 -
S2 12.33+2.05 | 10.33+0.47 | 17.33+2.05 | 14.67+3.00 | 38.00+1.63 | 21.67+2.36 | 35.67+6.02 | 21.33+0.94 | 26 24 | 32 25 26.66+2.49 | 33.05+2.16 | 33.02+1.2 -
S3 29.67+0.47 | 12.33+2.62 | 8.00+4.00 | 0.00+0.00 | 34.00+1.27 | 27.67+2.05 | 37.67+3.3 | 23.67+2.87 | 36 23 | 25 23 42.66+2.05 | 32.00+2.44 | 35.01+1.0 -
SAF 28.00£2.45 | 29.00+3.56 | 24.67+4.11 | 21.67+4.5 | 39.67+0.47 | 39.33+0.94 | 29.33+0.94 | 25.33+3.77 | 40 40 | 40 40 43.33+2.49 | 31.66+1.24 | 32.00+00 -
SE 27.00+£2.45 | 13.67+2.36 | 23.33+2.49 | 19.00+4.55 | 39.67+£0.47 | 39.33+0.94 | 26.33+0.47 | 25.00+00 40 40 | 40 40 42.66+1.88 | 34.00+2.44 | 33.04+1.0 -
LIS 35.67+3.3 | 15.33+5.56 | 29.33+3.4 | 31.67+6.20 | 36.33+0.94 | 35.67+1.7 | 31.67+2.36 | 30.67+1.7 | 40 34 | 40 40 56.00+4.32 | 57.66+1.69 | 36.00+00 -
ECBC 18.00+2.04 | 13.33+4.78 | 14.67+2.87 | 09.00+4.50 | 13.33+2.36 | 0.00+00 26.00+0.82 | 11.00+0.82 | 12 11 | 17 26 37.66+5.55 | 32.66+1.69 | 16.03+2.5 -
ESF 15.67+£2.62 | 9.33+0.47 | 11.00+£1.63 | 9.00+4.50 | 10.33+1.25 | 11.00£1.63 | 14.67+0.47 | 0.00+00 00 00 | 23 17 40.33+2.05 | 31.66+2.05 | 18.00+00 -
B1 0.00+00 0.00+00 0.00+00 0.00+00 18.33£2.94 | 10.00+0.82 | 15.00+00 11.00+00 12 11 | 20 24 43.33+2.49 | 32.14+0.81 | 35.7£15 -
B2 10.67+0.47 | 10.33+0.94 | 11.33+1.25 | 0.00+00 11.00+1.41 | 0.00+00 11.67£1.7 | 16.00+1.41 | 23 20 | 28 25 44.66x6.76 | 30.00+00 38.4+2.6 -
B3 11.67£2.36 | 9.33+0.47 | 24.33¥4.5 | 22.00£6.5 | 10.67+0.47 | 0.00+00 21.00+0.82 | 11.00+0.82 | 11 15 | 22 23 24.66+4.98 | 33.15+5.71 | 34.00+00 -
B4 8.00£3.72 | 9.00+05.72 | 18.67+#5.7 | 11.00+2.83 | 14.00+1.41 | 10.67+1.7 | 12.67+0.47 | 10.00+0.82 | 12 15 | 10 17 21.66£1.69 | 23.33+1.24 | 22.7+1.2 -
U 11.67+2.36 | 0.00+00 11.00+2.83 | 8.33+4.5 11.00+£00.00 | 0.00+00 13.67+£0.47 | 0.00+00 11 11 |11 11 13.00+1.41 | 30.66+2.05 | 20.8+0.3 -
Pseud f | 9.00+00.00 | 9.00+00 13.00+1.63 | 11.00+0.00 | 11.33+1.89 | 10.00+1.41 | 11.67+2.36 | 12.00+1.41 | 12 11 | 17 15 14.33+0.47 | 18.20+2.86 | 28.60+4.2 -
Pseudo | 11.00+1.41 | 0.00+00 14.33+2.05 | 0.00+00 0.00+00 0.00+00 0.00+00 0.00+00 11 11 | 18 25 12.66+2.08 | 14.00+2.86 | 21.15+1.6 -
El 0.00+00 0.00+00 0.00+00 0.00+00 11.00+2.42 | 10.33+0.47 | 0.00+00 0.00+00 00 00 | 00 00 10.33+0.47 | 15.33+2.82 | 28.00+00 -
E2 9.33+0.47 | 0.00+00 0.00+00 0.00+00 00.00+00 0.00+00 10.33+0.47 | 0.00+00 09 09 |11 09 34.66+2.24 | 30.00+2.82 | 25.5+3.2 -
E3 11.67+2.36 | 09.33+4.24 | 8.67+4.78 | 0.00+00 16.67+2.24 | 10.00+0.82 | 18.00+2.16 | 9.00+4.9 13 11 | 13 11 23.00+0.81 | 25.66+1.24 | 22.00+00 -
E4f 13.00+1.63 | 08.33+4.5 | 13.00+2.97 | 13.00+2.45 | 14.00+2.83 | 11.67+3.09 | 14.00+2.94 | 12.00+2.8 | 30 37 | 28 36 23.66+2.62 | 26.33+2.05 | 22.4+1.9 -
KLB 11.33+2.62 | 08.00+4.00 | 0.00+00 0.00+00 9.00£3.24 0.00+00 10.33+1.25 | 0.00+00 11 11 |11 11 25.33£1.24 | 28.00+2.16 | 33.45+0.1 -
Saccaro | 14.67+1.25 | 11.33+0.94 | 11.00+0.82 | 0.00+00 21.33+1.7 19.67+2.87 | 23.33+0.94 | 19.00+0.94 | 25 25 | 20 18 - - - 22.33+0.5
Candida | 10.67+0.94 | 09.33+0.47 | 10.00+0.00 | 0.00+00 21.00+2.00 | 11.33+1.25 | 15.33+0.94 | 17.33+0.94 | 40 40 | 38 38 - - - 0.00+0.00

(GE : extrait éthanolique- GEE: extrait éthanolique/eau- GA : extrait acétonique- GAE : extrait acétonique/eau) de gingembre —(TE : extrait éthanolique- TEE : extrait éthanolique/eau-TA : extrait

acétonique-TAE : extrait acétonique/eau) de thym. TEGE : extrait éthanolique de 1’association de thym et de gingembre-TAGA : extrait acétonique de 1’association de thym et gingembre. TAGE :

extrait éthanolique de thym+ extrait acétonique de gingembre. TEGA : extrait éthanolique de thym + extrait acétonique de gingembre-AMC : amoxicilline-CEF : céfazoline-GEN : gentamicine-

Flu : fluconazol.

Les valeurs = la moyenne de 3 essaies + écart-types .
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20 21 22 23

Figure 4. 2 Présente I’effet antimicrobien de I’extrait éthanolique de gingembre
1 :S.aureus ATCC43300- 2 :S.aureus ATCC25923- 3 :S.aureus ATCC29213-4 :S.aureus isolé- 5 :S.aureus
ATCC6538-6 :S.epidermidis ATCC12228-7 :L.monocytogene ATCC15313- 8:E.feacalis ATCC29212- 9 :E.feacalis
ATCC65669-10 :B.subtilis isolé - 11 :B.subtilis ATCC23857 — 12 : B.subtilis ATCC6631- 13 :B.amyloliquefaciens
ATCC2350-14 :P.mirabilis isolé- 15 :E.coli ATCC25922- 16 :E.coli ATCC25622 -17 :E.coli isolé- 18 :E.coli
ATCC11150-19 :P.aeruginosa ATCC9027- 20 :P.aeruginosa isolé- 21 :K.pneumoniae ATCC 4352- 22 :C.albicans
ATCC19763- 23 :S.cerevisiae ATCC19763. GEE : gingembre éthanol eau —GE : gingembre éthanol- ATB : antibiotique.
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20 21 22 23

Figure 4. 3 Présente I’effet antimicrobien de I’extrait acétonique gingembre.

1 :S.aureus ATCC43300- 2 :S.aureus ATCC25923- 3 :S.aureus ATCC29213-4 :S.aureus isolé- 5 :S.aureus
ATCC6538-6 :S.epidermidis ATCC12228-7 :L.monocytogene ATCC15313- 8:E.feacalis ATCC29212- 9 :E.feacalis
ATCC65669-10 :B.subtilis isolé - 11 :B.subtilis ATCC23857 — 12 : B.subtilis ATCC6631- 13 :B.amyloliquefaciens

ATCC2350-14 :P.mirabilis isolé- 15 :E.coli ATCC25922- 16 :E.coli ATCC25622 -17 :E.coli isolé- 18 :E.coli
ATCC11150-19 :P.aeruginosa ATCC9027- 20 :P.aeruginosa isolé- 21 :K.pneumoniae ATCC 4352- 22 :C.albicans
ATCC19763- 23 :S.cerevisiae ATCC19763. GAE : gingembre acétone eau- GA : gingembre acétone- ATB : antibiotique
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Effet de gingembre sur les bacteries gram+
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Figure 4. 4 Présente I’effet de gingembre sur les bactéries gram+, Ecart type : barre noire
ST :S.aureus ATCC 43300 — SB : S.aureus ATCC 25923 — S2: S.aureus 29213 — S3:
S.aureus isolé — SF3 : S.aureus ATCC 6538— SE : S.epiderlidis ATCC 12228- LIS :
L.monocytogene ATCC 15313- ECBE : E.feacalis ATCC 29212 ESF: E.feacalis ATCC 6569
—B1 : B.subtilis isolé— B2 :B.subtilis ATCC23857- B3 : B.subtilis ATCC6631—- B4 :
B.amyloliquefaciens ATCC23350.

Effet de gingembre sur les bacteries gram-
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Figure 4. 5 lllustre effet de gingembre sur les bactéries gram-, Ecart type : barre noire
U : P.mirabilis isolé —Pseudo f : p.aerogenosae ATCC 9027- Pseudo : p.aerogenosae isolé — E1 :
E.coli ATCC25922 — E2 : E.coli ATCC25622 —E3: E.coli isolé — E4F: E.coli ATCC4352— KLB:
K.pneumoniae ATCC 9027.
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Figure 4.5 résume les résultats des diamétres des zones d’inhibition des extraits de
gingembre vis-a-vis des bactéries a gram négatif. En effet, les bactéries a gram négatif,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Klebsiella. pneumoniae ATCC 9027, E.coli ATCCC
25922 et E.coli ATCC 25622 se sont révélés résistantes a tous les extraits (<10 mm). Les autres
souches présentent une certaine sensibilité vis-a-vis des deux extraits (GE et GA), les meilleurs
diameétres des zones d’inhibition sont compris entre 11 et 14 mm avec Escherichia coli ATCC
4352, et Proteus mirabilis isolé.

Par contre, ces extraits ont présenté une activité faible vis-a-vis de Saccaromyces cervisiae
ATCC 19763 (10 et 09,5 mm), et Candida albicans ATCC 10231 (10 et 09,5 mm), et I’extrait
acétonique a 70% n’a présenté aucun effet vis-a-vis ces souches. Figure 4.6 illustre ces résultats.

Effet de gingembre sur les souches fongiques
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Figure 4. 6 présente effet de gingembre sur les souches fongique,
Saccaro : S.cervisiae ATCC 19763 —Candida : C.albicans ATCC 10231.

Les résultats montrent que seulement les extraits de gingembre éthanolique et acétonique
purs sans modification de la polarité, ont une activité antimicrobienne contre les bacteéries et les
fongiques, particulierement I'extrait éthanolique de gingembre (GE) qui a une activité
inhibitrice importante. Et cela est confirme par des autres études qui indiquent que 1’extrait de
gingembre éthanolique inhibe la croissance de certaines bactéries Gram négatives et Gram
positives, ainsi que des pathogénes des voies respiratoires Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae (Akoachere et
al. 2002;Chen IN et al. 2008).

Nos résultats sont similaires a un travail mené par Amari et Rahmoun (2016), qu’indiquent
gue deux extraits de gingembre testés présentent des niveaux d’activités variables en fonction

des bactéries suivantes : Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis,
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Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus qui sont apparues sensible a I’action des deux
extraits avec des diameétres d’inhibition compris entre 13 et 27 mm. Les résultats obtenus a
partir des travaux récents d’Abd-Alrahman et al. (2013) et Riaz et al., (2015) affirment que les
extraits méthanolique et chloroformique de gingembre sont actifs in vitro vis-a-vis de la méme
gamme des bactéries.

En outre, Indu M.N et al. 2006 ont testé I’effet antimicrobien de gingembre sur 20
sérogroupes d’E.coli, 8 sérotypes de Salmonella, L.monogenes et A. hydrophila, ils ont trouvé
que I’extrait de gingembre a inhibé seulement deux sérogroupes de E.coli et L.monogenes. Ces
résultats suggerent que I’activité inhibitrice ne dépend pas seulement a 1’espece de la souche,
mais aussi a son genotype, ce qui vient de confirmer nos résultats.

Dans une autre étude réalisée par Gull et al. (2012), sur les rhizomes de Z. officinale, récoltés
en Pakistan, les souches Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae se sont montrés
sensibles a I’action de ’extrait de gingembre. Ce qui n’est pas en accord avec nos résultats.
Cette différence d’effet pourrait étre due a la nature du solvant utilisé lors de 1’extraction
qu’entrainé une variation de la composition chimique avec I’influence de 1’écosystéme (Singh
G et al 2008).

Cela peut étre cause par la présence de gingérol et de shogaol en tant qu'ingrédient actif dans
le gingembre. De ce fait, de nombreuses études ont indiqué que 1’effet antimicrobien du
gingembre est principalement due a la présence de mono- et sesquiterpenes 0Oxygeénés,
composés phénoliques ‘shogaol, gingérol’ (Micheilin EM et al 2009), qui sont des composés
phénoliques liposolubles principalement isolés a partir de la racine de gingembre (lui Z et al
2011).

De plus, ils ont trouvé que le 10-géringol et le 12-gingérol du rhizome de gingembre ont
montré une activité antibactérienne in vitro contre un large spectre de bactéries,
particulierement de bactéries anaérobies associées a la parodontite de la cavité buccale
humaine. (Akoachere et al. 2002, Park et al. 2008).

Notamment, autre composants comme le galanolactone de la famille de diterpene est connu
comme un agent antimicrobien contre plusieurs espéces de Candida (Morita et Itokawa, 1988)
et deux espéces de Bacillus Gram positif (Jang et al.2003). Ce qui n’est pas en accord avec nos

résultats.

En raison de la présence de ces substances dans I'extrait de gingembre qui considerent la

cause principale de leur mode d'action antimicrobien. Comme ces composés ont des différents
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effets, qui attaquent non seulement les parois cellulaires et les membranes cellulaires, mais aussi
leur perméabilité et la libération de constituants intracellulaires (ribose, Na glutamate, etc.) et
interferent également avec les fonctions membranaires (transport d'électrons, absorption de
nutriments, protéine, synthése d'acide nucléique et activité enzymatique). Ainsi, ces COmposes
pourraient avoir plusieurs cibles invasives qui pourraient conduire a l'inhibition des bactéries

pathogénes (Bajpai V et al. 2009).

2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne de thymus vulgaris

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué que presque tous les extraits provient de thym
sont pourvus d’un fort pouvoir antibactérien, méme en changeant la polarité de solvants.

Effet de thymus sur les bacteries gram+
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Figure 4. 7 Présente I’effet de thym sur les bactéries gram+, Ecart type : barre noire
ST :S.aureus ATCC 43300 — SB : S.aureus ATCC 25923 — S2: S.aureus 29213 — S3: S.aureus
isolé — SF3 : S.aureus ATCC 6538- SE : S.epidermidis ATCC 12228 LIS : L.monocytogene ATCC
15313- ECBE : E.feacalis ATCC 29212— ESF: E.feacalis ATCC 6569 —B1 : B.subtilis ATCC23857
— B2 :B.subtilis isolé — B3 : B.subtilis ATCC6631- B4 : B.amyloliquefaciens ATCC23350.

La majorité des bactéries a gram + ont été inhibés avec les quatre extraits éthanoliques et
acétoniques de thymus. L’activité antimicrobienne des différents extraits de thym sont
évaluées sur 13 souches bactériennes (figure 4.7). En effet 5 souches de S.aureus et une souche
S.epedermidus ATCC12228 qui donnent une haute sensibilisée aux deux extraits éthanolique
et acétonique avec des zones d’inhibitions qui comprise entre 26.33 et 40 mm. Pareillement
L.monocytogéne ATCC15313 montre une forte sensibilité aux extraits avec des zones

d’inhibitions supérieures a 30 mm.
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20 21 22 23

Figure 4. 8 Présente I’effet antimicrobien des extraits éthanolique et acétonique de thym. 1 :S.aureus ATCC43300-

2 :S.aureus ATCC25923- 3 :S.aureus ATCC29213-4 :S.aureus isolé- 5 :S.aureus ATCC6538-6 :S.epidermidis
ATCC12228- 7:L.monocytogenes ATCC15313- 8:E.feacalis ATCC29212- 9 :E.feacalis ATCC65669-10 :B.subtilis isolé -
11:B.subtilis ATCC23857 — 12 : B.subtilis ATCC6631- 13 :B.amyloliquefaciens ATCC2350-14 :P.mirabilis isolé- 15 :E.coli
ATCC25922- 16 :E.coli ATCC25622 -17 :E.coli isolé- 18 :E.coli ATCC11150-19 :P.aeruginosa ATCC9027-

20 :P.aeruginosa isolé- 21 :K.pneumoniae ATCC 4352- 22 :C.albicans ATCC19763- 23 :S.cerevisiae ATCC19763.
TAE : thymus acétone eau- TA : thymus acétone- TEE : thymus éthanol eau —TE : thymus éthanol.
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Cependant, les autres souches gram positif Bacillus sp et E. fecalis ATCC 6569 présentent
une certaine sensibilité intermédiaire aux extraits, mis a part E. fecalis ATCC 29212 qui s’est

montré une forte sensibilité a I’extrait acétonique (TA).

L’effet antimicrobien des extraits de thym sur les bactéries a gram négatif est présenté dans

la figure 4.9.
Effet de thymus sur les bacteries gram-
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Figure 4. 9 lllustre effet de thym sur les bactéries gram-, Ecart type : barre noire
U : P.mirabilis isolé-Pseudo f : p.aerogenosae ATCC 9027- Pseudo : p.aerogenosae isolé —
El: E.coli ATCC25922 — E2 : E.coli ATCC25622 —E3: E.coli isolé — E4F: E.coli ATCC4352—
KLB: K.pneumoniae ATCC 9027

En revanche, les Gram négatifs ont présenté plus de résistance pour ces extraits que les gram
positifs, mais il faut noter que ces souches sont sensibles vue leurs diamétre d’inhibition qui est
supérieur a 10 mm. Alors que la plus faible activité antimicrobienne est donnée par
P.aerogenosa isolé qui ne présente aucune sensibilité vis a vis tous les extraits de thymus
vulgaris .aussi qu’E.coli ATCC 25622 a été inhibé seulement par 1’extrait acétonique avec une
zone de ~10mm.

Les autres bactéries grams negatifs (P.mirabilis isolé, P.aerogenosa ATCC 9027 et E.coli
ATCC 25922, E.coli isole , E.coli ATCC11150 et K.pneumoniae ATCC 9027) présentent une
résistance intermediaire a ces extrait avec des zones intérimaires qui ne dépasse pas le 16mm.
En outre, les souches fongiques ont été inhibées par les extraits de thymus vulgaris. La meilleure
activité ¢’était due a I’extrait éthanolique (TE) qui a inhibé les deux souches avec des diametres

supérieures a 20 mm (voir figure4.10).
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Figure 4. 10 présente I’effet de thym sur les souches fongique, Saccaro :
S.cervisiae ATCC 19763 —Candida : C.albicans ATCC 10231

Plusieurs études ont été réalisé pour la détermination de pouvoir antimicrobien de certaines
extraits de Thymus vulgaris, en citant celles de Tabak et ses assistants (1996), Ettayebi et ses
collaborateurs (2000), Thuille (2003), Bouhdid (2006) et plusieurs autres qui ont indiqué que
les extraits de thymus vulgaris portent une forte activité antimicrobienne surtout contre les
bactéries & Gram +, ce qui confirme nos résultats vu que les extraits de Thymus vulgaris ont
inhibé presque toutes les souches testées.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits de thym agissent sur les gram+ particulierement
S.aureus, L.monocytogenes et aussi S.epidermidus qui ont été les plus sensibles, suivi par les
Enterococcus fecalis et les Bacillus sp qui révelent une activité intermédiaire envers ces extraits.
Ces résultats sont similaires a ceux de Varga, E et al (2015) qui a testé I’effet de quatre extraits
différents de thym sur E.coli, P.mirabilis, P.aeruginosa, C.sakazakii, S.aureus. B.subtilis,
L.monocytogenes, S.pyogenes, C.albicans et enfin S.cerevisiae, ces extraits avaient une
activité antimicrobienne significatives contre tous les microorganismes testés.

Ainsi que les gram- paraissent moins sensibles, et ceci est directement lié a la structure de
leur paroi cellulaire, puisque le thymus cible principalement la paroi de gram+ riche en
peptidoglycane (Aznar, A et al. 2015). Les résultats obtenus montrent que K.pneumonea
ATCC4352, P.miribilis isolé et P.aerogenosa ATCC9027, Escherechia coli sp, présentent une
sensibilité intermédiaire, sauf E.coli ATCC25622 qu’a résisté a tous les extraits mis a part
I’extrait acétonique, cette variation de I’effet des extraits sur E.coli est probablement due a la

présence d’un polymorphisme genétique entre eux.
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De plus, P.aerogenosa isolé a resisté vis-a-vis tous les extraits de thymus vulgaris cela est
liée a sa grande capacité de développer une résistance envers nombreux agents antimicrobiens
ce qui revient a la structure particuliere de la membrane externe de ce genre, particulierement

imperméable aux molécules hydrophobes (Nordmann P et al 2006).

Par ailleurs, la paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez les souches
Gram- est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces
derniéres constitue une barriére de perméabilité efficace. Le LPS, grace a ses charges négatives
de surface, empéche la diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines excluent le
passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé Alors que les bactéries Gram+

sont moins protégées contre les agents antibactériens Blackmore CG et al 2001.

Le mode d’action des extraits de thym dépend en premier lieu a leurs compositions et la
propriété hydrophobe de leurs constituants, ainsi que leurs teneurs élevés en phénols tell que le
carvacrol et le thymol qui sont des composés phénoliques connus par leurs propriétés
antimicrobiennes (Fadli M et al. 2012). Et d’aprés dorman et al (2000) le thymol est le composé
qui posseéde le plus large spectre d’activité antibactérienne, suivi du carvacrol et de I’a-
terpineol. (Aznar, A et al. 2015).

Il n’existe pas des études précises qui nous permettent de comprendre les mécanismes
antimicrobiennes des phénols, mais des recherches ont démontré que les composés phénoliques
causent des dommages au niveau de la membrane externe des bactéries, ce qui augmente la
perméabilité membranaire aux protons, aux ions potassiums et une réduction des réserves de
I’ATP intracellulaire, aussi elle posséde une activité inhibitrice de I’ATPase qui induit la
perturbation de la force proton-motrice et une dénaturation des protéines intracellulaires (Ultee
et al. 2002).

En effet plusieurs études ont estiment que 1’action des extraits de thymus est due a la
concentration élevée du thymol et o—terpinéne, et malgre la petite concentration du carvacrol et
bornéol dans la composition on peut les considérer comme des composes clés avec lequel Le
thymol et le carvacrol sont les plus bactéricides (Zohary et al. 2004).

L'activité antifongique des huiles du Thym sont attribuées au Thymol et au carvacrol. lls
provoquent une dégénérescence des champignons (hyphes) qui semblent a vider leur contenu
cytoplasmique (Edris, 2007). Tandis que le mécanisme de toxicité phénolique est fondé
principalement sur 1’inhibition des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur

site actif et dégradent la membrane plasmique des levures (Celimene et al. 1999).
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2.3 Boite a Moustache, de I’action des extraits vis-a-vis 23 souches

A ce sujet, les figures suivantes (a) et (b) présentent une comparaison de 1’activité

antimicrobienne de tous les extraits préparés vis-a-vis aux 23 souches testées. Afin de découvrir

I’extrait qui présente plus d’efficacité.

50

““““““ 40 1

w
o
L

N
o
L

zone dinhibition

[]

(a) extrait (b) extrait

Figure 4. 11 Présente I’effet moyen de différents extraits provient de thymus et de gingembre.

La figure 4.11 nous a permet d’évaluer I’efficacité des extraits de gingembre et de thym en
comparant leurs zones d’inhibitions. Dans la figure (a), les médianes des extraits provient de
gingembre sont clairement différentes. La médiane de I’extrait de gingembre acétonique 70%
(GAE) est 9.33 mm ce qui indique la non-efficacité de cet extrait, aussi les deux extraits
d’¢éthanol 70% (GEE) et d’acétone (GA) ont des valeurs de médians similaires porches de 10
mm et leurs premiers quartiles Q1 sont 6.33mm et 6.67mm respectivement.

Tandis que la médiane de I’extrait éthanolique de gingembre (GE) est 13.00 mm avec la
valeur de Q1 est 10.73mm et Q3 est 26.00mm et une valeur maximale est de 35.67 mm, ce qui
indique que I’extrait éthanolique de gingembre (GE) est le meilleur par rapport les autres
extraits de gingembre GEE, GA et GAE. De ce fait, il est considéré comme I’extrait de
gingembre le plus efficace avec les plus grandes zones d'inhibitions vis-a-vis toutes les souches
testées. Selon I’analyse de la variance (ANOVA) qui permet de déterminer le Pyae de

gingembre est 0.0040 qu’est considéré statistiquement significative.

De méme la figure 4.11 (b) présente une comparaison entre les extraits de thym (Pvalue =
0.0057), les résultats montrent que 1’extrait éthanolique de thymus (TE) est le plus efficace avec
médiane de 21.00 mm, avec Q1 de 11mm et son Q3 égale a 36.33mm et une valeur maximale

est de 40.00 mm, suivi par I’extrait acétonique TA qui a une médiane de 15.33mm et avec des
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valeurs de quartiles de Q1 (11.75mm) et Q3 (26.33mm) et une valeur maximale de 36mm.

Alors que les deux derniers extraits éthanol 70% et acétone 70% (TEE et TAE) ont des

médianes de 10.67mm ,12.00mm respectivement.

Par conséquent, les extraits éthanolique et acétonique purs de gingembre et ceux de thym

ont été choisi pour déterminer leurs effets en associations.

2.4 Evaluation de P’activité antimicrobienne des associations :

Dans cette partie, les extraits éthanolique et acétonique purs de gingembre et ceux de thym

ont été utilisé pour préparer quatre différents extraits d’association qui sont présenté dans le

tableau4.4.
Tableau 4. 4 Présente les différentes probabilités d’association.
Extraits TA TE
GA TAGA TEGA
GE TAGE TEGE

Selon les graphes (figures4.12, 4.13, 4.14 et 4.15) et le tableau4.3, on constate que 1’effet

antimicrobien des extraits devient plus important lorsqu’ils sont mélangés entre eux. Les

Effet de lassociation de gingembre et thymus sur les bacteries gram-+
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Figure 4. 12 Présente ’effet de I’association des extraits sur les bactéries gram+, ST :S.aureus ATCC 43300 —
SB : S.aureus ATCC 25923 — S2: S.aureus 29213 — S3: S.aureus isolé — SF3 : S.aureus ATCC 6538—

SE : S.epiderlidis ATCC 12228- LIS : L.monocytogenes ATCC 153 15313- ECBE : E.feacalis ATCC 29212-

ESF: E.feacalis ATCC 6569 —B1 : B.subtilis isolé — B2 :B.subtilis ATCC23857-B3 : B.subtilis ATCC6631—

B4 : B.amyloliquefaciens ATCC23350.
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résultats obtenus montrent que 1’effet des deux extraits éthanolique et acétonique de gingembre

augmente quand ils sont associes avec les extraits de thym, de ce fait on aura un effet de

potentialisation pour ces extraits. En effet, les valeurs inhibitrices les plus élevées sont obtenue

20 21 22 23

Figure 4. 13 Présente I’effet antimicrobien des extraits des associations. 1 :TAGE 2 :TAGA 3 :TEGE 4 :TEGA
1 :S.aureus ATCC43300- 2 :S.aureus ATCC25923- 3 :S.aureus ATCC29213-4 :S.aureus isolé- 5 :S.aureus
ATCC6538-6 :S.epidermidis ATCC12228- 7:L.monocytogenes ATCC15313- 8:E.feacalis ATCC29212- 9 :E.feacalis
ATCC65669-10 :B.subtilis isolé - 11:B.subtilis ATCC23857 — 12 : B.subtilis ATCC6631- 13 :B.amyloliquefaciens
ATCC2350-14 :P.mirabilis isolé- 15 :E.coli ATCC25922- 16 :E.coli ATCC25622 -17 :E.coli isolé- 18 :E.coli
ATCC11150-19 :P.aeruginosa ATCC9027- 20 :P.aeruginosa isolé- 21 :K.pneumoniae ATCC 4352- 22 :C.albicans
ATCC19763- 23 :S.cerevisiae ATCC19763.
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Les resultats d’association presentés dans la figure4.12 indique que chez présque toutes les
souches référencées de staphylococcus sp et L. monocytogéne ATCC 15313, les zone
inhibitrices de 1’extrait TEGE sont les plus grandes avec un diametre de 40mm, suivez par les
valeurs de I’extrait TEGA avec des zones comprisent entre 25-40mm. par contre les bacillus sp
présentent une sensibilite intermediare aux extraits testés. Pourtant, I’extrait acétonique de
thym (TA) perd son pouvoir intibacterien important (diminué) sur S.aureus ATCC 29213 et
E.feacalis ATCC 29212, E.feacalis ATCC 6569 quand il été combiné avec les autres extraits,

donc on observe un effet inhibiteur de I’activité due a ’association.

Effet de lassociation de gingembre et thymus sur les bacteries gram-

35 - TAGA
TAGE
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)
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=
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U Pseudo fPseudo E1 E2 E3 E4F KLB

Souches

Figure 4. 14 illlustre effet de I’association sur les bactéries gram- U : P.mirabilis isolé —Pseudo f :
p.aerogenosae ATCC 9027- Pseudo : p.aerogenosae isolé — E1 : E.coli ATCC25922 — E2 : E.coli
ATCC25622 —E3: E.coli isolé — E4F: E.coli ATCC4352-KLB: K.pneumoniae ATCC 9027

Par ailleurs, les bactéries gram- ont montré une résistance envers ces extraits (voir
figure4.14), mis a part E.coli ATCC4352 qu’a présenté une forte sensibilité avec des zones
d’inhibitions qui dépassent 25mm. Par contre P.aerogenosa isolé ne montre aucune sensibilité
envers tous les extraits de thym seul, et de gingembre seul testés auparavant, mais cette souche
devient sensible vis-a-vis GETE avec une zone de 25mm, on peut dire qu’on a eu une

potentialisation de I’effet des extraits apres leurs combinaison.
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En outre, dans la figure4.15, I’effet inhibitrice des extraits d’association sur les souches
fongiques a été caractérisé par des zones d’inhibition supérieures a 18mm, plus précisément
C.albicans montre une forte sensibilité avec les quatre extraits de I’association avec une zone

qui atteint jusqu'a 40mm, d’ou un effet de potentialisation.

Effet d%gassociation de gingembre et thymus sur les souches fongiques

TAGA
TAGE
40 - TEGA
TEGE
=
=
= 30 -
=2
=
=
£
L 20+
o
~N
10 +
0 T T
Saccaro Candida

Souches

Figure 4. 15 présente effet de I’association des extraits sur les souches fongique, Saccaro :
S.cervisiae ATCC 19763 —Candida : C.albicans ATCC 10231

Dans la figure 4.16, les médianes des extraits (TAGA) et (TAGE) sont entre 10 et 15mm suivi
par I’extrait (TEGA) avec une médiane de 22 mm, tandis que la médiane de I’extrait éthanolique
de gingembre et thym (TEGE) est 24.5mm qui a une valeur maximale de 40 mm, ainsi que Q1
dépasse 15mm et Q3 égale a 38mm, ce qui indique que cet extrait est le meilleur par rapport

aux autres.
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Figure 4. 16 Présente I’effet moyen de différents extraits de 1’association de
Z.officinale et T.vulgaris.
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D’apreés nous résultats, Le meilleur effet synergique a été obtenu par les extraits TEGE suivi
par TEGA vis-a-vis toutes les souches testés (Pvae=0.052), cela a été traduit par I’augmentation
de zone d’inhibition. Par contre, un effet antagoniste a été observé par I’interaction de 1’extrait
acetonique de Thymus vulgaris avec les extraits de gingembre, cela s’est traduit par une
diminution de la zone d’inhibition. Donc I’effet des interactions entre les extraits dépend de
I’interaction de leurs composants (Katryna et al. 2012).

Ainsi, d’autres travaux ont évalué I’effet de la combinaison de I’huile essentielle de Thymus
vulgaris L. avec d’autres huiles essentielles comme, les huiles de laurier, d’orange amére, de
menthe, de camphre, de myrte, et du romarin. Ils ont trouvés que 1’addition du thym, a permis
d’augmenter 1’effet inhibiteur de leurs solutions (Katryna et al. (2012), Benaziza et al. (2017),
Aussi, Oussalah et al. (2007), ont rapporté que la différence dans les activités antibactériennes
des huiles essentielles peut étre liée a la concentration, a la nature et le contenu, aux
groupements fonctionnels, a la configuration des composeés et leurs interactions synergiques

possibles.

2.5 Comparaison entre ’efficacité des extraits avec les antibiotiques

Les staphylococcus aureus ont montré une variation de la sensibilité entre les
antibiotiques et les extraits, S.aureus ATCC 29213 présente une sensibilité dominante a I’extrait
éthanolique de thymus vulgaris avec une valeur de 38.00mm supérieur a celles des antibiotiques
utilisés. Alors que, S.aureus ATCC 43300 et S.aureus ATCC 25923 ont présenté une sensibilité
élevée a I’amoxicilline jusqu’a 50mm, suivie par une sensibilité similaire vis-a-vis 1’extrait
éthanolique de T.vulgaris TE, et ce de I’association TEGE avec des zones d’inhibitions qui
dépasse 40mm. Ainsi que, I’effet de Gentamicine et I’extrait éthanolique de gingembre GE est
identique sur la souche S.aureus ATCC 43300 avec des zones d’inhibition proches de 30mm.
Et pour les autres bactéries a gram positif ont présenté une sensibilité dominante des trois

antibiotiques par apport aux extraits testés (Voir I’annexe B).

Il est important de noté que, 1’effet de I’extrait de I’association entre thym et gingembre
TEGE montre une sensibilité vraiment élevée (40mm) par rapport a celles de antibiotiques
(*25mm) vis-a-vis E.coli ATCC11150. De méme, cet extrait montre une sensibilité similaire &
Gentamicine vis-a-vis P.aerogenosae isolé. Tandis que, C.albicans ATCC 10231 a montré une
sensibilité dominante pour I’extrait TEGE avec une zone de 38mm par contre elle résiste au

antifongique Fluconazole (Voir I’annexe B).
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3 Determination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

D’aprées les tests de 1’activité antimicrobienne sur 23 souches, les résultats obtenus ont
confirmé que les extraits éthanoliques de T.vulgaris, de Z.officinal et leur association sont les
plus efficaces, vis-a-vis presque toutes les souches testés. Particuliérement, S.aureus ATCC
43300, S.aureus ATCC 6538, L.monocytogene ATCC 15313 et B.subtilis ATCC6631 ont
présenté une sensibilité plus elevées. Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) vis-a-vis ces souches, on a utilisé la méthode de dilution en milieu liquide. Les résultats
sont mentionnés dans les tableaux 4.5, 4.6 et 4.7 et les figures 4.17, 4.18 et 4.19.

Tableau 4. 5 Présente les valeurs de CMI de Z.officinale.

Les différentes dilutions de Z.officinale en mg/ml
D 0% | 102 | 102 | 10-* 10-° 10-6 10-7 108 10°° 1010 10-% | T
mg/ml | 10> | 10t |1 101 10 1073 10 10 106 107 108 | -
St + + + + + + + + + + + +
SF - + + + + + + + + + + +
Lis + + + + + + + + + + + +
B3 - + + + + + + + + + + +
Tableau 4. 6 Présente les valeurs de CMI de T.vulgaris.
Les différentes dilutions de T.vulgaris (TE) en mg/ml
D 10t | 102 | 10* | 104 | 105 | 1085 |10 | 10% 10 1010 01 T
mg/ml | 145 | 145 | 145 | 1.45. | 1.45. | 145 | 1.45. | 1.45. 1.45. 1.45. 1.45. | .
10-* | 102 |10 | 10* 10 108 107 108
St + + + + + + + + + + + +
SF - - - + + + + + + + + +
Lis - - - + + + + + + + + +
B3 - - - - + + + + + + + +
Tableau 4. 7 Présente les valeurs de CMI de ’association de thym, et de gingembre.
Les différentes dilutions de I’association en mg/ml
D 0% | 102 | 10 | 10 10-° 10-® 10-7 108 107 1010 10-% | T
mg/ml | 1225 | 12.25 | 1.225 | 1.225. | 1.225. | 1.225. | 1.225. | 1.225. | 1.225. | 1.225. | 1.225. | _
10t | 102 |10% | 10" 10 10 107 108
St - + + + + + + + + + + +
SF - + + + + + + + + + + +
Lis - + + + + + + + + + + +
B3 - + + + + + + + + + + +
D : dilution Et T : témoin. Mg/ml : la dose.
+ : présence de croissance bactérienne. - . absence de croissance bactérienne.
St : S.aureus ATCC 43300. SF :S.aureus ATCC 6538.
Lis :L.monocytogenes ATCC 15313 B3 : B.subtilis ATCC6631
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Vu que I’apparition ou I’absence de trouble n’étais pas clairement apparu dans les dilutions
préparées dans les tubes (voir annexe C), on a ensemencé des boites de gélose a partir de ces
dilutions pour la confirmation de la prolifération de germes ou non.

Figure 4. 17 Détermination de la CMI de I’extrait de gingembre (a)B.subtilis ATCC6631, (b)
S.aureus ATCC 6538(c), L.monocytogenes ATCC 15313 et (d) S.aureus ATCC 43300.

Figure 4. 18 Détermination de la CMI de I’extrait de thym (a) L.monocytogenes ATCC 15313, (b)
B.subtilis ATCC6631, (c) S.aureus ATCC 6538, et (d) S.aureus ATCC 43300.
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Figure 4. 19 Détermination de la CMI de I’extrait de 1’association (a) B.subtilis ATCC6631, (b)
S.aureus ATCC 6538, (c) L.monocytogenes ATCC 15313 et (d) S.aureus ATCC 43300.

Le tableau 4.5, 4.6 et 4.7 ont montrés les valeurs de CMI de Z.officinale, de T. vulgaris et
leurs association respectivement, alors que les concentrations des dilutions D ont été calculé
comme suite:

D1= poids de 1ml de I’extrait / 9ml (volume de milieu dans la 1ere dilution)

Les poids initial de chaque extraits : Pthym= 1309mg, Pgingembre = 900mg et Passociation= 1104.5mg.
Donc, les concentrations de la premiére dilution de I’extrait de gingembre, thym et celle de
I’association sont 100mg/ml, 145mg/ml et 122.5mg/ml respectivement.

Les résultats obtenus montrent que la plus faible concentration minimale inhibitrice qui
révélé une efficacité plus grand est de I’extrait de T.vulgaris 0.145mg/ml (dilution 10*) vis-a-
vis de B.subtilis ATCC6631, suivi par une concentration de 1.145 mg/ml (dilution 10 ) envers
L.monocytogene ATCC 15313 et S.aureus ATCC 6538, ainsi que la souche S.aureus ATCC
43300 ne présente aucune sensibilité (voir tableau 4.6)

Contrairement a 1’extrait éthanolique de Z.officinale qui a montré des valeurs de CMI plus
élevé par rapport a ce de T.vulgaris la seule concentration minimale inhibitrice ¢’est 100 mg/ml
marqué vis-a-vis B.subtilis ATCC6631 et S.aureus ATCC 6538, tandis que les deux autres
souches S.aureus ATCC 43300 et L.monocytogene ATCC 15313 sont plus résistantes et ne
montrent aucune CMI. (Voir tableau 4.5)

Et pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’extrait de
I’association (TEGE), toutes les souches testées ont présenté une sensibilité avec une CMI de
122.5 mg/ml (dilution 10%), ces résultats sont illustrés dans le tableau 4,7.

Selon les résultats obtenu a partir de deux souches de S.aureus ATCC 6538 et S.aureus
ATCC 43300 qui sont proches a ceux de Yakhlef G (2010) qui a testé 1’extrait de thym sur
deux souches de staphylococus aureus, une souche ne montre aucun sensibilité et I’autre souche

est revele une sensibilité de 0.312mg/ml.

55



RESULTATS ET DISCUSSION

La valeur de CMI obtenu de I’extrait de thym vis-a-vis B.subtilus présente une faible
concentration (0.145mg/ml) qui a donné une meilleure efficacité par rapport au Tamerti. A et
al (2017) qui ont trouve que le CMI de Bacillus subtilus égale a 2.5 mg/ml. La valeur de CMI
de D’extrait éthanolique de gingembre trouvée dans notre étude est relativement élevée
(100mg/ml) par rapport a la valeur de CMI de I’extrait éthanolique et méthanolique de (0.0064
a20 mg/ml) vis-a-vis S.aureus et B.sibtilus trouvé par (Bhargava et al. 2012 ; Abd-Alrahman
et al. 2013 ; Nikoli¢ et al. 2014). Tandis que N Azu et al (2006) ne montre aucune sensibilité
envers 1’extrait éthanolique de Z.officinale au Bacillus subtilus. Ce qui n’est pas d’accord avec

nos résultats.

4 L’évaluation de I’activité mycobacterienne

Les souches de M. tuberculosis sont classiquement identifiées par la morphologie des
colonies sur les arétes de gélose Lowenstein-Jensen, 1’aspect de ces colonies est rugueux, beige
a bords irréguliers en forme de chou-fleur. Les deux souches de Mycobactérium tuberculosis
traitée par différents extraits : ’extrait éthanolique de gingembre (GE), extrait éthanolique de

thym (TE) et leurs associations (TEGE) sont représentées dans la figure4.20.

La figure4.20 (c),4.20 (d) ne montre aucune prolifération de colonie a la surface de tubes de
I’extrait éthanolique de thym (tubes 5 dans (c) et tube 4dans (d)) ce qui indique I’effet
antimycobacteruim de thym. Parallélement, I’effet inhibiteur de (TEGE) est bien apparent dans
les tubes 6. D’autre part, les tubes de 1’extrait éthanolique de gingembre (GE) et les témoins
sans traitement ont donné des tapis bactériens (tubes3 dans (c et d). tube4 dans (c) et tube5 dans
(d)). Le pouvoir antimycobacterien de Zingiber officinale et de Thymus vulgaris et de leurs
constituants sur la croissance de Mycobactérium tuberculosis a été évalué par des différents
travaux. En particulier, Hiserodt et al. 1998 a trouvé que le 10-gingerol présente une activité
antimycobacterienne contre Mycobacterium avium (MIC: 25 pg/mL) et Mycobacterium

tuberculosis (MIC: 50 pg/mL), ce qui n’est pas en accord avec nos résultats.

D’apres les résultats obtenus, I’extrait éthanolique de thym a un effet antimycobacterien, et
cela est confirmé par Jimenez-Arellanes et al. (2006) qui a évalué environ 50 especes de plante
médicinale, dont sept inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis, et le thymus
vulgaris est I'un d'entre eux. De plus, Vikrant Arya et al. (2011) I’extrait et I’huile essentielle
de thymus vulgaris ont un effet anti-mycobacterienne grace a la présence de un composent
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phénolique qui est lutéoline. Ainsi, Botelho et al. (2007) and Kunle et al. (2003) ont trouvé

que le carvacrol et lutéoline présente une activité antimicrobienne puissante sur les especes de

e

Figure 4. 20 Evaluation de 1’activité antimycobacterienne. (a) ensemencement de prélevement N°1.
(d) zoom de prélévement N°1. Tubel: prélévement de patient. Tube2: tube non ensemence.
Tube3:Témoin. Tube4:TE. Tube5:GE. Tube6: TEGE. (b) ensemencement de prélévement N°2. (c) zoom
de prélevement N°2. Tubel: prélevement de patient. Tube2: tube non ensemencé. Tube3:Témoin.
Tube4:GE. Tube5:TE. Tube6: TEGE.
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CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressées a 1’extraction et a la récupération des
extraits de Zingiber officinale, de Thymus vulgaris et de leurs associations par une macération,
a déterminer leurs composition chimique, a I’é¢tude de 1’activité antibactérienne et enfin a

I’évaluation de leurs activités antimycobactériennes.

L’obtention des extraits par la macération en utilisant des solvants différents reste une
méthode simple et efficace, et donne des rendements intéressants. Le calcul des rendements
moyens des extraits proviennent des plantes nous a révélé des valeurs importantes pour
Z.officinale par rapport T.vulgaris. Alors que le rendement des extraits d’une méme plante varié¢

selon la nature de solvant utilisé.

L’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits ainsi que leurs mélanges a été
déterminée sur 23 souches microbiennes selon la méthode de diffusion de disque. Cette
technique a montré que la majorité des extraits étudiés possedent un effet inhibiteur contre
presque tous les souches testées. Ces souches ont présenté une sensibilité important a 1’action
des extraits surtouts a leurs associations avec des diametres d’inhibition compris entrel5-
40mm. Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice CMI obtenues varient d’un extrait
a un autre, I’extrait éthanolique de Thymus vulgaris posséde la plus petite CMI (0.145mg/ml)
qui se traduit par une meilleure efficacité suivi par la valeur de I’extrait éthanolique de
gingembre qui est (100mg/ml), et la plus grande valeur de CMI est celle de I’extrait de
I’association (122.5 mg/ml).

D’apres nos résultats, I’activité antimicrobienne a ét¢é modifié selon les solvants utilisés,
I’éthanol s’est révélé étre un bon solvant pour I’extraction des composés actifs antimicrobiens.
Par conséquent, les extraits éthanoliques purs de gingembre, de thym et ce de leur association
ont été choisis car pour étudier I’activité antimicobacterienne ces extraits posseédent la meilleure
activité antimicrobienne.

Quant aux résultats enregistrés des tests de 1’évaluation de 1’effet antimycobactérien des

extraits eéthanolique de gingembre (GE), de thymus (TE) et leurs association (TEGE) montre
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que les extraits TE et TEGE ont un pouvoir antimycobactérien énorme ce qui a été confirmé

par I’absence totale de colonies a la surface de tubes contenant ces extraits.

Cette étude notée le pouvoir antimicrobienne et antimycobacterium des extraits provient
de plantes médicinales (Z.officiale et T.vulgaris). Bien que cette étude est I'une des nombreuses
¢tudes qui ont étudié I’effet antimycobacterium de certain plantes médicinale, I’originalité de
notre étude c’est I’utilisation de thymus vulgaris d’origine de Médéa (Algérie) ce qui nous a

permis de comparer les résultats avec d’autre études.

D’aprés nos résultats, 1’association ente le gingembre et le thym a montré une
potentialisation de I’effet inhibiteur contre les souches testées. Donc il est nécessaire de faire

d’autres études pour voir I’effet de 1’association d’autre plantes médicinales.

Perspectives

Grace a ce mémoire est possible de reconnaitre que beaucoup de travail reste encore a faire
et plusieurs parties ont besoin d'étre étudié.

En se basant sur cette étude, et pour bien comprendre l'activité antimicrobienne de ces
plantes, il est recommandé de déterminer le mode d’action pour chaque composant et les
mécanismes de l'activité antimicrobienne contre les bactéries pathogenes et les champignons.

De plus, il est important d’étudier 1’activité antimycobactérienne de ces deux plantes afin
de préciser les composants responsable de cet effet et pour déterminer le mode et le mécanisme
d’action de ces composés sur Mycobacterium tuberculosis, dans le but de développer un
nouveau traitement naturel sans effets secondaires et pour lutter contre les souches multi-
résistances. Et enfin, il faut déterminer autres activités biologiques de T.vulgaris et Z.officinale

a ’exemple de I’activité anticancéreuse et antidiabétique.
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ANNEXE A

1. Les milieux de culture utilisée :
Eau physiologique :

Chlorure de SOdiUm. ....oovunnee et

Gélose nutritive:

Peptone......ooeiiii
Extrait de boeuf. ...

Gélose Muller Hinton :

Extraits de boeuf ....oooiiiiii

AGAT o

Gélose Hektoen:

ProteoSe-peptone. ... ..ovueeiniiiii e
Extraitde levure ..........coooviiiiiiii i
Lactose ..o
SaCChATOSE ...
SaliCINE ..o
Chlorure de sodium ...........ooviiiiii i
Citrate de fer d’ammonium .............coovvviiiiiiiiinnnnn...
Selbiliaire .....oovvii
Thiosulfate de sodium ...,
Fuchsine acide ............ooiiiiiiiii e
Bleu de bromothymol...................ooiiiii
N . |
Eaudistillé ..... ..o

Gélose Chapman :

Peptone ...
Extraitde boeuf.........cooviiii
Chlorure de sodium ............ccooiiiiiiiiiiiii i,
Mannitol ........ooiiiii
Rougedephénol ...
N .

ANNEXES



ANNEXES

Gelose LOWEINSTEIN-JENSEN:

(BULS @NLICT . ..vtnttie ettt e e 625¢
ASPATAZINES ...ttt ettt et et e et e e e e e 2.25¢g
Fécule de pomme de terre ...........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiii e 18.75¢g
GLYCEIOIE ..o e 7.5 ml
Citrate de magn@siUum ...........cooiiiiiii e, 0375¢g
Verte malachite ... 025¢g
Sulfate de magnésium .............oeiiiiiiiiiiiiii e 0.15¢g
Dihydrogeénophosphate de potassium.............cccevviiiiiineniannnn.. 15¢g
Gélose de SABOURAUD :

Peptone ....oonneiii 10¢g
DEXIIOSE ettt e 20¢g
Chloramphénicol ...........ooiiiiii e e 05¢g
N 15¢
Eau distillé ... 1L
PH 5.7

2. Définitions
Tween 80

Ou Polysorbate 80, Monoléeate de sorbitane polyxyethyléne, le polysorbates 80 est un
produit synthétique fabriqué a partir de sorbitol ( E420 ),en effet est un tensioactif non ionique
d'origine végétale utilisé comme un excellent solubilisant pour les huiles essentielles et a de
bonnes fonctions en tant qu'agent mouillant, modificateur de viscosité, stabilisant et agent
dispersant. Il est utilisé pour préparer une grande variété de produits dans les industries
alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, textile et métallurgique.

Le formol :

Le formol est un composé organique liquide, Il est principalement utilisé comme
désinfectant, fixateur de tissus biologiques, ou conservateur dans les produits cosmétigues,
permettant ainsi de prévenir le développement des micro-organismes (bactéries, levures et
champignons). Il posséde également des propriétés de durcisseur.

3. Les antibiotiques
La gentamicine :

La gentamicine est un antibiotique de la famille des aminosides, caractérisé par son action
bactéricide sur des nombreuses bactéries a Gram positif et négatif. Elle est utilisée en
monothérapie ou en association, son principal inconvénient est ca toxicité, Les aminosides
agissent en inhibant la synthese protéique des bactéries par fixation sur le ribosome 30S. Ce
sont des antibiotiques bactéricides actifs in vitro sur divers bactéries tell que : Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, Bacillus spp.
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Amoxicilline :

C’est un antibiotique de la famille des béta-lactamine, indiqué dans le traitement a des
infections bactérienne a germe sensible, leur mécanisme d'action bactéricide en inhibant la
transpeptidase, enzyme essentielle, présente sur la membrane cytoplasmique, qui commande la
synthese du peptidoglycane ou muréine, constituant essentiel de la paroi des bactéries a Gram
négatif et a Gram positif.

Cefazoline :

C’est un antibiotique de la famille des béta-lactamine, c’est un bactéricides qui inhibent la
production de la paroi cellulaire et sont des inhibiteurs sélectifs de la synthése de
peptidoglycanee et donc Il induit une lyse bactérienne. Elle est sensible a des divers bactéries
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus mirabilis,les staphylosoccus aureus.

Fluconazol :

Est un médicament antifongique apparenté a la famille des imidazolés indiqué dans le
traitement des candidoses cutanéo-muqueuses, sont des inhibiteurs enzymatiques qui agissent
en bloquant le site actif de ’enzyme connue sous le nom de lanostérol 14 o demethylase qui
permettre chez la levure la transformation du lanostérol en ergostérol, principal stérol de la
membrane fongique, Cette enzyme est essentielle chez les levures et champignons. Son
inhibition provoque un arrét de croissance, de reproduction et entraine la mort du myceéte.

ANNEXE B

Comparaison entre P’efficacité des extraits avec les antibiotiques

Effet de differents extraits éthanoliques sur
les bacteries gram- en comparant avec des antibiotiques

35 A GE
TE
30 A TEGE
= AMC
S 25 CEF
% GEN
S 20
=
L 15 -
o
~N
10 A
5 -
0 T T T T T T T T
U Pseudo f Pseudo E1l E2 E3 E4F KLB

Souches

Figure 1 Effet significatif de différents extraits éthanoliques sur les bactéries gram+ en
comparant avec des antibiotiques (Pvaieur= 0.0001).



Effet de differents extraits éthanoliques sur

les bacteries gram+ en comparant avec des antibiotiques
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Figure 2 Effet significatif de differents extraits éthanoliques sur les bacteries gram+ en

comparant avec des antibiotiques (Pvaieur= 0.0060).

Effet de differents extraits éthanoliques sur
les fongiques en comparant avec Fluconazole

mm GE
354 mm TE
30| ™ TEGE
FLU
25 -

Zone dinhibition

Saccaro Candida
Souches

Figure 3 Effet de différents extraits éthanoliques sur les fongiques en comparant avec

Fluconazole (Pvaieur= 0.52).
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P et Gumpale o4 celty e - ESTEENESEa T OE i PRERRY Y -
igure c.1 les valeurs de CMI pour I’extrait ethanolique de gingembre (a) B.subtilis
ATCC6631- (b) S.aureus ATCC 6538 - () L.monocytogenes ATCC 15313 (d) S.aureus ATCC
43300.

Figure c.2 les valeurs de CMI pour I’extrait ethanolique de thyme (a) B.subtilis ATCC6631-
(b) S.aureus ATCC 6538 - (C) L.monocytogenes ATCC 15313 (d) S.aureus ATCC 43300.
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Figure c.3 les valeurs de CMI pour I’extrait ethanolique de thyme (a) B.subtilis ATCC6631-
(b) S.aureus ATCC 6538 - (C) L.monocytogenes ATCC 15313 (d) S.aureus ATCC 43300.



