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Résumé 

  L’objectif de ce travail est de mettre en évidence l’activité antibactérienne de l’huile 

essentiel (HE) et l’extrait N-Hexane du Nigella sp. et l’huile essentiel du Thymus algeriensis 

in vitro sur nombreuses souches bactériennes en utilisant deux méthodes complémentaires 

(aromatogramme et micro-atmosphère).  

Au total 93 souches ont été isolées et identifiées, dont 80 sont des bacilles à Gram 

négatif, et 13 bactéries à Gram positif. L’étude de la sensibilité de ces souches aux 

antibiotiques a permis de sélectionner 51 souches résistantes à ces molécules avec une 

dominance des entérobactéries. 

 Aucun rendement en l’HE n’a été obtenu par l'hydrodistillation des graines sèche de 

la nigelle, par contre le rendement de l’extrait N-Hexane des graines est de 42.11%. 

L’activité antibactérienne de l’extrait N-Hexane du Nigella sp., est évaluée par la 

méthode de diffusion du disque sur 6 souches à Gram négatif et 2 souches à Gram positif, 

isolées cliniquement et certaines souches de référence. 

 Nos résultats montre que l’extrait est fortement inhibitrice sur S.aureus (Sa6) et 

Streptococcus sp avec une zone d’inhibition (ZI) (ZI= 30mm, ZI = 25mm) respectivement 

pour la faible dose de l’extrait.  

L’activité antibactérienne de l’HE du Thymus algeriensis est évaluée par la méthode 

aromatogramme et microatmosphère. D’après les résultats obtenus, la quasi-totalité des 

souches bactériennes étudiées sont sensibles vis-à-vis l’HE de thym, dont le diamètre des 

zones d’inhibition augmentent en fonction du dose d’HE et oscillent entre 15 et 72 mm pour 

les disques imprégnés de 20µL, et entre 25 et 85 mm avec les disques imprégnés de 60 µL.  

A partir de ces résultats, on constate que l’extrait N-Hexane de la nigelle et l’huile 

essentiel de thym constituent des sources importantes des molécules actives qui peuvent être 

utilisées comme alternatifs aux antibiotiques. 

 Mots-clés: Nigella sp, Thymus algeriensis, huile essentielle, l’extrait N-Hexane, 

activité antibactérienne 

 



Abstract 

The objective of the present study is to evaluate the antibacterial activity of the 

essential oil (HE) and the N-Hexane extract of Nigella sp. and the essential oil of Thymus 

algeriensis in vitro on numerous bacterial strains, using two Complementary methods 

(aromatogram and micro-atmosphere). 

A total of 93 strains were isolated and identified, of which 80 were Gram-negative 

bacilli, and 13 Gram positive bacteria. The study of antibiotic susceptibility of these strains 

allowed to select 51 strains resistant with a dominance of Enterobacteria. 

No essential oil yield was extracted by the hydrodistillation of the dry seeds of the 

nigella, whereas the N-Hexane extract of Nigella sp. was 42.11%. 

The antibacterial activity of the N-Hexane extract of Nigella sp. is evaluated by the 

disk diffusion method (aromatogram only) on 6 Gram-negative strains and 2 Gram-positive 

strains, clinically isolated and some reference strains. 

Our results show that the N-Hexane extract of the nigella exert significant effect 

inhibitory on Staphylococcus aureus (Sa6) and Streptococcus sp with an inhibition zone (IZ) 

(IZ = 30mm, IZ = 25mm) respectively for the low dose of the N-Hexane extract and (IZ = 

11mm, IZ = 12mm, IZ= 13mm, IZ = 15mm), respectively. 

The antibacterial activity of the essential oil of Thymus algeriensis is evaluated by the 

disk diffusion method (aromatogram) and the micro-atmosphere method. According to our 

results, almost all the bacterial strains studied are sensitive to the essential oil of thyme, and 

the diameter of the zones of inhibition increase according to the dose of essential oil and 

oscillate between 15 And 72 mm for discs impregnated with 20 µL of HE, between 20 and 85 

mm with disks impregnated with 40 µL of HE and between 25 and 85 mm with disks 

impregnated with 60 µL of essential oil. . 

From these results, it can be seen that the N-Hexane extract of the nigel and the 

essential oil of thyme constitute important sources of active molecules that can be used as 

alternatives to antibiotics. 

Keywords: Nigella sp., Thymus algeriensis, essential oil, N-Hexane extract, antibacterial 

activity 



����  

� ا���ء ��� ا���ط ا���د �������	 �� ا�
	� ا����ي   ���� �و$��-�, ) HE(ا�'&ف $# ھ"ا ا���! ھ

N-Hexane  #$565�7 ا��� Nigella sp.ر
����ة  وا�
	� ا�����  Thymus  algeriensis  &	&ا��-��� ��� ا�� ��

 #���$��$ #��D	ام ط�&-�FG 5	ت ا������IJ�  ).  aromatogramme و Micro-atmosphère($# ا�

 &	&R�ل و
� T�93  '�$ ، 5�JF80  5�Z�Gram négatif  13، و 	����G Gram positif . 5�F�7 5F�7 دراأ�

�	5 ا`��ر �Rدات ا�ت 51ھ"ه ا��IJت ����c	
dو$5 �'"ه ا�D$ 5�JF. 

  5�Fا�G ر�ل ��� $�دود $# ا�
	� ا���ZRا� T�	 T�l’hydrodistilation  5�dا��"ور ا� #$nigelle �� ،

  ,�-��  .٪42.11ھ�  �"ورا�ا����-�ج $# N-Hexane �7# أن ا���دود $# $

  ,�-���� �ا5�F ط�	N-Hexane #$ .Nigella sp .  5D	� T�T��D ا���ط ا���د �������	G ،    

aromatogramme  ���6 تIJFGram négatif   ت  2وIJFGram positif تIJ� وm�G ا�	�	�F 5و�
�$ ،

5��nا���.  

 أن   �do�p �'q���r$ ن6 ,�-��   و �G )Staphylococcus aureus (Sa6&ة ��� ا��

.streptococcus sp  ���r� 5D��$ د�nو t$)ZI) (ZI = 30mm  ،ZI = 25mm ( #$ 5�x-5 ا�����d�� �ا����� ا��

,�-��  .ا��


	� ا���ر �������	 � 	� T�T��D ا���ط ا���د�Thymus algeriensis 5D	ل ط�J` #$ aromatogramme        و

micro-atmosphère . �ً	�D� '�Fدرا ��� �5 ا��	ت ا������IJ��ل ���' ، �zن t��n ا�ZRا� T� �ا�� {o���� ًD�وو

 5F�
	� ا���ر ��
����ة7��	
	 |�7 ،5��d�� ًD�و ���rط{ ا���$ ��~ &   #�G �nر��	72و  15و  T$  5اص ا������~��

  .t$ T$µL60 ا�~�اص ا����G 5Gـ   85و  25، وG µL20   #�Gـ 

 

��-�, ا $# ھ"ه ا���dp ، {o& أن ��N-Hexane  #$Nigella sp  ت�	
  ھ�  ، ة���$# ا�
�ا���رة وا�

دات ���� !o�6&ا ت ا����5 ا��� 	��# ا�F-&ا$'c	
d�� 5�'$ درZ$5	��Rا�. 

  

    .ا���ط ا���د �������	 ، ا�
	� ا���ر،  ا�
����ة ، ��� ا��ر��  ا	�������  ا
	���ت

  

  



LISTE DES TABLEAUX 

Titre Page 

Tableau I . Compositions chimique de l’huile essentielle de T. algeriensis 9 

Tableau II. Utilité de test oxydase 25 

Tableau III. L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne 33 

Tableau IV. Répartition des germes isolés 39 

Tableau V.  Les souches microbiennes utilisées pour l’évaluation de l’activité 

antibactérienne 

40 

Tableau VI. Résultats de la méthode aromatogramme de l’extrait N-Hexane nigelle 42 

Tableau VII. Résultats quelque étude sur l’activité antibactérienne de la nigelle 47 

Tableau VIII. Résultats des tests de l’évaluation de l’activité antibactérienne                        

l’aromatogramme et micro-atmosphère 

48 

 Tableau IX. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI, µL/mL 50 

 

LISTE DES FIGURES 

Titre Page 

Figure 1 : Différentes espèces de Nigelle : Nigella damascena, Nigella sativa 5 

Figure 2 : Aspect des graines de  Nigella sativa 5 

Figure 3 : Nigella arvensis 6 

Figure 4. Thymus algeriensis 9 

Figure 5. Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles 

essentielles 

11 

Figure 6. Mécanisme d’action de principaux antibiotiques 17 

Figure 7. Démarche expérimentale 19-20 

Figure 8. Schéma d'un dispositif Clevenger 30 

Figure 9.  Schéma d'un dispositif Soxhlet 31 

Figure 10. Illustration de méthode aromatogramme et micro-atmosphère 35 

Figure 11. Répartition globale des prélèvements d’urine 36 

La figure 12. Répartition globale des prélèvements de pus 38 

Figure 13. Répartition des souches par groupe bactérien 38 

Figure 14. Etude Comparative  : Aromatogramme Vs Microatmosphère 51 

 



LISTE DES ABREVIATIONS 

 

 

− ATB : Antibiotique 

− DZI : Diamètre de Zone d’Inhibition 

− PAM : Plantes Aromatique et Médicinale 

− HE : Huile Essentielle  

− HF : huile fixe 

− ATCC : American Type Culture Collection  

− MH : Muller-Hinton 

− GN : gélose nutritive  

− ATB : Antibiotiques 

− ECBU : Examen Cytobactériologique des Urines  

− LDC : Lysine décarboxylase  

− ODC : Ornithine Décarboxylase   

− ADH : Arginine Dihydrolase  

− TSI : Triple-Sugar-Iron Bio-Radest 

− ONPG : Orthonitrophényl-β-D-galactopyranoside  

− TDA : Tryptophane désaminase 

− TCC=Ticarcilline+Acide Clavulanique 

−  CTX = Céfotaxime / Ceftriaxone  

−  AMP/AM/AML= Ampicilline 

−  SXT : Triméthoprime + Sulfamides 

−  AMC : Amoxicilline + Acide Clavulanique 

− VA : Vancomycine 

− TE : Tétracycline 

− NA : Acide Nalidixique 

− C : Chloramphénicole 

− FA : Acide Fusidique 

− CIP : Ciprofloxacine 

− IPM : Imipénème 

− CL: Colistine  

− CAZ = Ceftazidime                

− COT = Cotrimoxazole                     

− CZ = Cefazoline  

− E= Erythromycine  

− GM = Gentamicine  

− LVX = Lévofloxacine  

− RA= Rifampicine  

−  AK = Amikacine 

− CN : Céfalexine 

− K : Kanamycine 

− OX : Oxacilline  

− P = Pénicilline  

− FOX/CX = Céfoxitine  

 



 

 

 

TABLE DES MATIERES 

INTRODUCTION 

 

1 

CHAPITRE I : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

 

 

I. Monographie de deux plantes étudiées : Nigella sp et Thymus algeriensis 3 

1. Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales  3 

2. Nigella sp. 3 

2.1. Généralités  3 

2.2. Systématique  4 

2.3 Aspect botanique  de N. sativa L., N. damascena L. et N. arvensis L. 4 

2.4. Composition chimique des graines  6 

2.5. Activités pharmacologiques  7 

2.6. Toxicité  8 

3. Thymus algeriensis (Thym) 8 

3.1. Généralités 8 
3.2. Systématique 8 

3.3. Description botanique  9 

3.4. Composition chimique 9 

3.5. Activités pharmacologiques 10 

II. Généralités sur les huiles essentielles  10 

1. Les huiles essentielles 10 

1.1. Définition 10 
1.2. Compostions chimiques et principes actifs 10 

       1.2.1. Compostions chimiques 10 

      1.2.2. Principes actifs 11 

1.3. Procédés d’extraction des huiles essentielles 12 
1.4. Activité biologique des huiles essentielles 12 

1.5. Activité antimicrobienne et mode d’action        12 

1.6. Méthodes d’évaluation de l’activité antimicrobienne 13 

       1.6.1. Technique par contact direct 14 

       1.6.2. Technique des micro-atmosphères 14 

IV. Généralités sur les bactéries étudiées et antibiorésistance 15 

1. Généralités sur les bactéries étudiées 15 

1.1. Bactéries à Gram négative 15 



 

 

 

      1.1.1. Famille des Entérobacteriaceae 15 

      1.1.2. Famille des Pseudomonaceae 16 

        1.1.3. Famille des Neisseriaceae 16 

1.2. Cocci à Gram positif 16 

     1.2.1. Famille des Micrococcaceae 16 

     1.2.2. Famille des Streptococaceae 17 

2. Antibiotiques et résistance aux antibiotiques  17 

2.1. Antibiotiques 17 

      2.1.1. Définition 17 
2.2. Résistance aux antibiotiques 

 

18 

CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 

 

 

II.1. Matériel 20 
1.1. Matériel non biologique 20 

1.2. Matériel biologique 20 

II.2. Méthodes 20 
2.1. Méthodes d’isolement et d’identification des  souches     21 

2.1.1 Examen utilisée (Examen cytobactériologique des urines, et du pus) 22 

2.2. Identification  24 

       2.2.1. Étude morphologique 24 

       2.2.2. Identification biochimique 24 
               2.2.2.1. La galerie biochimique classique 24 

                2.2.2.2. Mini galerie API 20E 28 

2. 3. Extraction de l’huile essentielle de Nigella sp. par hydrodistillation  30 

2.4. L’extrait N-Hexane de la nigelle 30 

2. 5. Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits étudiés in vitro 31 

         2.5.1. Technique de l’aromatogramme (diffusion en milieu solide) 32 

2.5.2.  Technique de microatmosphère (diffusion en phase vapeur) 32 

         2.2.3.  Détermination de la concentration minimale inhibitrice par dilution 
en milieu gélosé 

 

33 

CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION 

 

 

1. Répartition globale des prélèvements d’urine 35 

2. Répartition globale des prélèvements de pus 35 



 

 

 

3. Isolement et identification des souches  38 

3.1 Répartition des souches par groupe bactérien et par espèces  38 

3.2. Identification morphologique et biochimique 39 

4. Extraction et rendement en huile essentielle de la nigelle  40 

5. Extraction et rendement de L’extrait N-Hexane de la nigelle 41 

6. Résultats de l’activité antibactérienne de l’extrait N-Hexane de la nigelle 41 

7. Résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle du Thym 44 

8. Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 50 

 9. Etude comparative : aromatogramme vs micro-atmosphère 

 

51 

CONCLUSION 

 

53 

Références bibliographiques 55 

  

  

  

  

  

  

  
 



INTRODUCTION 

 

Introduction 

Selon l'Organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies infectieuses sont la 

deuxième cause de décès dans le monde (Lopez-Romero et al., 2015). Au cours des dernières 

décennies, l’utilisation excessive et parfois inadéquate des antibiotiques à large spectre, a 

conduit à l’émergence et à la multiplication de bactéries résistantes aux antibiotiques. Or, la 

résistance bactérienne aux antibiotiques constitue une menace pour l’avenir entrainant des 

choix thérapeutiques de plus en plus limités (Paloazzi et al., 2015). De ce fait, divers 

stratégies de recherche ont été mises en œuvre afin de garantir dans le futur la disponibilité 

d’antibiotiques efficaces.  

Les plantes aromatiques sources de ces substances sont largement répandues dans la 

nature. L’Algérie abrite un ensemble d’espèces importantes et variées et témoigne de ce fait 

d’une richesse floristique incontestable (Mebarki, 2010) 

Ainsi, les huiles essentielles commencent à avoir beaucoup d'intérêt comme source 

potentielle de molécules naturelles bioactives (Mebarki, 2010). Elles font l’objet de multiples 

études (Reyes-Jurado et al., 2015; Boukhatem et al., 2014 ; Amarti et al., 2010 ; Tyagi et 

malik, 2011 ; Svoboda et Hampson, 1999) pour leur éventuelle utilisation comme 

alternative dans le traitement des maladies infectieuses. C'est pourquoi, dans le cadre de la 

valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes intéressés à étudier Thymus algeriensis 

et Nigella sp, deux plantes très fréquemment employées dans le pourtour méditerranéen. 

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail est de mettre en évidence l’activité 

antibactérienne de l’huile essentiel et l’extrait N-Hexane de la nigelle et l’huile essentiel du 

thym in vitro sur nombreuse souches bactériennes, standardisées ou isolées cliniquement de 

différents prélèvements (urine, pus, sang, liquide céphalo-rachidien) en utilisant deux 

méthodes complémentaires (aromatogramme et micro-atmosphère). Une étude comparative 

entre les deux méthodes a été menée, enfin, pour mieux apprécier l’efficacité des phases 

vapeur ou liquide de l’essence sur l’inhibition de la croissance microbienne. Nous nous 

sommes proposé de présenter cette thèse en trois parties : 

Une 1ére Partie, est consacrée à des informations sur les deux plantes étudiée (Tymus 

algeriensis et Nigella sp, les huiles essentielles, et un  bref rappel sur les bactéries pathogènes 

et antibiorésistance. 



INTRODUCTION 

 

La 2éme parie, décrit le matériel et méthodes pour l’identification de nos souches 

cliniques isolées des patients hospitalisés aux différents services de l’hôpital de Boufarik. 

Ainsi que l’extraction de l’huile essentielle  et l’extrait N-Hexane de la nigelle et l’évaluation 

de l’activité antibactérien de ces huiles et de l’huile essentielle de thym. 

Enfin, la 3éme partie, notre travail est réservé à la présentation et discussion de 

l’ensemble des résultats obtenus. 
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I. Monographie de deux plantes étudiées : Nigella sp et Thymus algeriensis 

1. Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales  

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée 

européenne dont au moins une partie possède des propriétés médicamenteuses. Il est peu 

fréquent que la plante soit utilisée entière, le plus souvent, il s'agit d'une ou de plusieurs 

parties qui peuvent avoir chacune des utilisations différentes (Vercauteren, 2012). 

La plupart des espèces végétales qui poussent dans le monde entier possèdent des 

vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur 

l'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles 

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin,2001).  

. 

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 

l’élaboration des médicaments ; non seulement lorsque les constituants des plantes sont 

utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matières premières pour 

la synthèse de médicament ou comme modèle pour les substances pharmacologiquement 

actifs (Decaux, 2002).  Aujourd'hui, les traitements à base de plantes reviennent au premier 

plan, car l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution 

quasi universelle aux infections graves) décroît. Les bactéries et les virus se sont peu à peu 

adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin, 2001). 

2. Nigella sp. 

2.1. Généralités  

Le genre Nigelle contient environ 20 espèces d'herbes annuelles indigènes de la 

Méditerranée et de l'Asie occidentale (Kökdil et al.,2006 ; Dandi et al., 2009). Il comprend 

certaines espèces importantes (par exemple, N.sativa L., N.damascena L. et N. arvensis L.) 

avec des propriétés aromatiques et médicinales (Kökdil et al., 2006). La nigelle fait partie 

aussi de la médecine traditionnelle prophétique, le prophète Mohamed satisfaction et salut de 

Dieu sur lui, avait dit : « Soignez- vous en utilisant la graine noire c’est un remède contre tous 

les maux à l’exception de la mort ». Pour cette raison, plusieurs savants musulmans 

s’intéressèrent à cette graine ((Randhawa, 2008 et Meziti, 2009). Ces paroles sont restées 

pour longtemps un mystère pour la science jusqu'à l’arrivée des techniques modernes qui ont 

réussi à prouver les vertus thérapeutiques de cette plante. 
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Nigella sp. est connu sous le nom de cumin noir. Il  a été nommé d’après les graines noires 

caractéristiques retrouvées dans la plupart des espèces de Nigella. Le terme Latin « nigellus » 

est le diminutif de « niger », qui signifie noir (Toparslan, 2012). 

2.2. Systématique  

-Règne : Plantae 

- Sous-règne : Tracheobionta 

- Embranchement :Spermatophyta 

- Sous embranchement :Magnoliophyta 

- Classe : Magnoliopsida (dicotylédone)  

- Ordre :Ranunculales 

- Famille :Ranunculaceae 

 - Genre :Nigella (Sultana et al., 2015 ; Afrin et al., 2016)  

2.3 Aspect botanique  de N. sativa L., N. damascena L. et N. arvensis L. 

Les nigelles  sont des plantes annuelles, plumeuses, leurs segments plus ou moins 

linéaires, avec des feuilles très découpées (Zohary, 1983). Leur système racinaire est une 

racine principale allongée et persistante, la fleur est actinomorphe (régulières) et les graines 

peuvent être plates, ou triquètres, à caractères lisses et constants (Zohary, 1983).  

2.3.1. Nigella sativa L. : 

C’est une plante à floraison annuelle atteignant 20 à 90 cm de hauteur, avec des 

feuilles finement divisées, les fleurs sont de couleur blanche, jaune, rose, bleu pâle ou violet 

pâle, à 5-10 pétales (sultana et al ., 2015).  

Ses fruits sont des follicules cornés partiellement, sessiles et fréquemment renflés, 

s’épanouissent entre avril et juin, et sont récoltés avant maturité complète pour conserver les 

graines à l’intérieur qui sont dures et noires (Lemaoui, 2010) (Figure 1). Les graines sont 

petites dicotylédone, trigone, angulaire, tuberculeuse, noire à l'extérieur et blanc à l'intérieur, 

odeur légèrement aromatique et goût amer (Sultana et al ., 2015)(Figure 2). C'est un remède 

naturel pour de nombreuses pathologies, notamment pour le traitement de l'asthme, de 

l'inflammation, de la toux, de l'eczéma et des états grippaux (Benkaci-Ali et al., 2011) . 
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2.3.2. Nigella damascena L.:

 Elle fleurit en juin-

involucre dont les feuilles les plus hautes s'approchent des fleurs (

une capsule renflée très ornementale 

2.3.4. N. arvensis L. : 

  Plante à rameaux écartés, à grande fleur isolée sans involucre, de couleur bleu clair 

strié de vert. Elle fleurit en juin

rarement simples. Les graines angulaires ou discoïdes (

 

 

Figure 1 : Différentes espèces de Nigelle

Figure 2 : Aspect des graines de 
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L.: 

-juillet. Cette très jolie fleur se distingue des autres espèces par son 

les feuilles les plus hautes s'approchent des fleurs (Zohary, 1983).

apsule renflée très ornementale (Orsi-Llinares, 2013) (Figure 1). 

Plante à rameaux écartés, à grande fleur isolée sans involucre, de couleur bleu clair 

fleurit en juin-juillet (Orsi-Llinares, 2013). Les feuilles sont alternes, 

rarement simples. Les graines angulaires ou discoïdes (

Différentes espèces de Nigelle : Nigella damascena, Nigella sativa

(Orsi-Llinares, 2013) 

Aspect des graines de  Nigella sativa (Al-Khalaf et Ramdan, 2013)

 

juillet. Cette très jolie fleur se distingue des autres espèces par son 

Zohary, 1983).Son fruit est 

 

Plante à rameaux écartés, à grande fleur isolée sans involucre, de couleur bleu clair 

Les feuilles sont alternes, 

rarement simples. Les graines angulaires ou discoïdes (Zohary, 1983) 

 
: Nigella damascena, Nigella sativa 

Khalaf et Ramdan, 2013) 
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Figure 3

2.4. Composition chimique des graines 

Les graines du Nigella sp.

de acides gras, des stérols et des polyphénols 

alcaloïdes, saponine et 0,4-

d’acide oléique (39-44,5%), acide linoléique (36

acide myristique (0,26%), acide stéarique (2,45%) et linolénique

HE extraites par la distillation à la vapeur d'eau contenait

méthyl-4-l'isopropyl-p-quinone et la thymoquinone 

actifs les plus importants chez l’espèce de 

thymohydroquinone, dithymoquinone, p

terpinéol (2% -7%), tanethol (1% 

thymol, etc. (Sultana, 2016). 

polyphénols (Benkaci-Ali et al

• L’extrait N-Hexane

L’extraction de l’extrait N

Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le cycle 

d’extraction avec du solvant frais jusqu'à l’épuisement complet du soluté dans la matière 

première. 
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Figure 3 : Nigella arvensis (Orsi-Llinares, 2013)

Composition chimique des graines  

Nigella sp. contiennent de 36 à 38% d’huiles fixes (HF)

de acides gras, des stérols et des polyphénols (Benkaci-Ali et al., 2011).

-2,5% d'huiles essentielles (HE).  les huiles de graines composées 

44,5%), acide linoléique (36-37,6%), acide palmitique (6,31%),

acide myristique (0,26%), acide stéarique (2,45%) et linolénique acide (1,9%). 

la distillation à la vapeur d'eau contenait principalement du nigellon, du 

quinone et la thymoquinone (Tanis et al., 2009)

actifs les plus importants chez l’espèce de N.sativa sont thymoquinone (30% 

thymohydroquinone, dithymoquinone, p-cymène (7% -15%), le carvacrol (6% 

7%), tanethol (1% -4%), sesquiterpène longifolène (1% à 8%) 

(Sultana, 2016).  L’huile fixe est constituée de acides gras, des stérols et des 

et al., 2011).  

Hexane 

l’extrait N-Hexane  est faite par un appareil de type soxhlet. L’extraction par 

Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le cycle 

d’extraction avec du solvant frais jusqu'à l’épuisement complet du soluté dans la matière 

 

Llinares, 2013) 

contiennent de 36 à 38% d’huiles fixes (HF) est constituée 

., 2011)., de protéines, 

les huiles de graines composées 

37,6%), acide palmitique (6,31%), 

acide (1,9%). L'analyse des 

principalement du nigellon, du 2-

2009). Les constituants 

sont thymoquinone (30% -48%) 

15%), le carvacrol (6% -12%), de 4-

4%), sesquiterpène longifolène (1% à 8%) α-pinène et le 

tituée de acides gras, des stérols et des 

est faite par un appareil de type soxhlet. L’extraction par 

Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le cycle 

d’extraction avec du solvant frais jusqu'à l’épuisement complet du soluté dans la matière 
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Dans le montage, l'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. 

Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le 

solide à extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant 

à liquéfier les vapeurs du solvant. La séparation du solvant de l’extrait est faite à l’aide de 

l’appareil appelé Rotavapor (Penchev, 2010). 

• Activités antimicrobiennes de l’extraits N -Hexane 

 Les acides gras fonctionnent comme les principaux ingrédients des additifs 

alimentaires antimicrobiens qui inhibent la croissance des microorganismes indésirables. 

Outre les acides gras normaux, les dérivés d'acides gras présentant de puissantes activités 

antimicrobiennes existent dans la nature. Ceux-ci se trouvent principalement dans les 

microorganismes, les algues ou les plantes, qui peuvent servir de médiateur à la défense 

chimique contre les microorganismes. Ces actions antibactériennes d'acides gras sont 

habituellement attribuées à des acides gras insaturés à longue chaîne, y compris l'acide 

oléique, l'acide linoléique et l'acide linolénique, tandis que les acides gras saturés à longue 

chaîne, y compris l'acide palmitique et l'acide stéarique, sont moins actifs (Zhenga et al., 

2005). 

2.5. Activités pharmacologiques  

Selon Saultan et al., (2009), les activités biologiques des graines de N.sativa sont 

principalement dues à la thymoquinone, composé majoritaire de l’huile essentielle et présent 

dans l’huile fixe. Les graines de la nigelle révèlent un large spectre d'activités 

pharmacologiques, notamment des immuno-stimulants, diurétique, antihypertenseur 

(Dehkordi et Kamkhah, 2008) bronchodilatateur, gastroprotective, hépatoprotecteur, 

antidiabétiques et anticancéreux (Khan et al., 2011), anti-hépatotoxique, antinéphrotoxique; 

analgésiques et anti-inflammatoire, antispasmodique, antioxydantes ; antiparasitaire et 

antimicrobienne (Ghedira, 2006 ; Afrin et al., 2016). 

Activité antimicrobienne : Les différents extraits des graines de N. sativa  présentent 

un large spectre d'inhibition vis-à-vis de nombreuses souches bactériennes.L'huile essentielle 

même diluée à 1%, la dithymoquinone ainsi que l'extrait méthanolique exercent une 

importante activité antimicrobienne sur des germes Gram positif et Gram négatif. Son huile 

essentielle a été démontré une activité contre les bactéries comme Bacillus cereus, B. subtilis, 

B. pumilus, S. aureus, S.abony, E.coli (Hadjazi et al., 2015). De même, l’huile fixe de Nigella 

sativa présente une excellente activité antifongique, notamment sur Aspergillus niger 
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(Tembhurne et al., 2014). En plus des activités antibactériennes et antifongiques, l’huile de 

Nigella sativa possède aussi un effet antiviral vis-à-vis de virus de l’herpès, des propriétés 

anti-cestodales et anti-nématiques comparables à celles de la pipérazine (antiparasitaire) 

(Meziti, 2008). 

2.6. Toxicité  

Études toxicologiques sur N. sativa et la thymoquinone révélé une toxicité extrêmement faible 

(Bamosa, 2015).L’Administration des graines de N. sativa, poudre des graines, huile des 

graines, extraits de graine à des doses prescrites ne conduire à une toxicité pour l'organisme 

animal ou humain. Les recherches expérimentales présentées très bas toxicité pour 

l’administration de graines de cumin noir ou consommation (Ahmadi et al.,2016). 

3. Thymus algeriensis (Thym) 

3.1. Généralités  

Le thym fait partie du genre Thymus défini comme un ancien groupe tertiaire, ayant 

son origine dans le sud-est de l’Espagne (Passet, 1979). C’est une plante aromatique 

spontanée appartenant à la famille des Lamiacées, se retrouve principalement dans la région 

méditerranéenne, l'Asie, l'Europe du Sud et l’Afrique du Nord. Elle est appelée 

communément Zaâitra par les populations locales (Zayyad et al., 2014). 

Dans la médecine traditionnelle algérienne, les feuilles et les branches en fleurs sont 

utilisées comme condiment, diaphorétique, antispasmodique spécifiquement pour la 

coqueluche, stimulant pour la circulation sanguine et aphrodisiaque (Benkiniouar et al., 

2007). 

Les huiles essentielles de thym sont largement utilisées dans la médecine alternative 

grâce à leurs propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antimicrobiennes (Panizzi et al., 

1993 ; Van Den Broucke et Lemli, 1981 et Zayyad et al., 2014). 

3.2. Systématique 

Règne :Plantea (végétal)                                         Ordre : Lamiales ou Labiales 

Sous-règne : Tracheobionta                                   Famille : Lamiaceae(Labiaceae) 

Embranchement : Spermatophyta                        Genre : Thymus 

Sous embranchement : Magnoliophyta                 Espèce : Thymus algeriensis (Madi, 2009) 

Classe : Magnoliopsida  
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3.3. Description botanique 

Le thym est un arbuste qui peut atteindre 20

feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et qui sont recouvertes de poils et de 

glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent l’huile essentielle majoritairement 

composée de mono-terpènes. Les cal

structures qui libèrent l’essence par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges. 

Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc 

au violet en passant par la rose

 

3.4. Composition chimique

De nombreux travaux ont été réalisés sur l’

étude comparative de principaux composés de l’HE de 

Tableau I : Compositions chimique de l’huile essentielle de 

Pays Composés majoritaire

Maroc 

Camphre (27,7 %) et l’α

bornéol (28%), camphène (20,9%) et

Algérie 

Thymol (71%) et de carvacrol (4%)

Camphène (12,78%), Bornéol (11,16%) 

 

Figure 4. 
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3.3. Description botanique  

Le thym est un arbuste qui peut atteindre 20-50 cm de hauteur. Ils possèdent de petites 

feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et qui sont recouvertes de poils et de 

glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent l’huile essentielle majoritairement 

terpènes. Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ces 

structures qui libèrent l’essence par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges. 

Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc 

passant par la rose (figure 4) (Zouari et al., 2012). 

3.4. Composition chimique 

De nombreux travaux ont été réalisés sur l’HE de thym. Le tableau 

étude comparative de principaux composés de l’HE de Thymus algeriensis.

Compositions chimique de l’huile essentielle de T. algeriensis

Composés majoritaire Référence

Camphre (27,7 %) et l’α-pinène (20,5 %). Amarti

bornéol (28%), camphène (20,9%) et le camphre (15,7%). Hamdani

Thymol (71%) et de carvacrol (4%) Chemat

hène (12,78%), Bornéol (11,16%)  Ouakouak

Figure 4. Thymus algeriensis Anonyme 1 

 

hauteur. Ils possèdent de petites 

feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et qui sont recouvertes de poils et de 

glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent l’huile essentielle majoritairement 

ices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ces 

structures qui libèrent l’essence par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges. 

Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc 

 

de thym. Le tableau I nous donne une 

Thymus algeriensis. 

T. algeriensis 

Référence 

Amarti et al., 2014 

Hamdani et al., 2015 

Chemat et al., 2012 

Ouakouak et al., 2015 
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3.5. Activités pharmacologiques 

Dans la littérature, il a été rapporté que le Thymus algeriensis présente des propriétés 

antiseptiques (Jaafari et al., 2007), antispasmodiques, anti oxydant (El Hadj Ali et al., 

2015 ; Hazzit et al., 2009 ; Ouakouak et al., 2015), antifongique et antibactérienne 

(Touhami et al., 2016 ; Zayyad et al., 2014 ; chemat et al., 2012). 

II. Généralités sur les huiles essentielles  

1. Les huiles essentielles 

1.1. Définition  

L’huile essentielle (HE) est définie comme étant la fraction odorante volatile issue de 

métabolites secondaires. Il s’agit d’un concentré de nombreuses molécules synthétisées par 

les plantes pour se défendre contre les agressions de l’environnement, aussi bien conte les 

agents physiques (l’ardeur du soleil notamment) que contre les agents biologique (bactéries, 

virus, champignons, insectes, vers…) (Thierry Foliard et al., 2014 ; Lopez-Romero et al., 

2015). 

Ces huiles peuvent être stockées dans divers organes ; fleurs (origan), feuilles 

(citronnelle, eucalyptus), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), 

rhizomes (acore), fruits (badiane) ou grains (carvi).Les HE doivent leur nom à ce qu'elles sont 

très réfringentes, hydrophobes et lipophiles. Elles ne sont que très peu solubles ou pas du tout 

dans l'eau. Par contre, elles sont solubles dans les solvants des lipides (acétone, sulfure de 

carbone, chloroforme, etc.) et, à l'inverse des glycérides, dans l'alcool (Nestor Bassolé, 2012 ; 

Firenzuoli et al., 2014 ;El Abed et al., 2014 ; Reyes-Jurado et al., 2015). 

1.2. Compostions chimiques et principes actifs 

1.2.1. Compostions chimiques 

Varie largement en fonction de la situation géographique emplacement, origine 

botanique, génétique, et les techniques d'extraction (Zhiri et Baudoux, 2005 ; Firenzuoli et 

al., 2014). 

Les composés volatils : Ce sont des mélanges complexes variables de constituants 

appartenant de façon quasi-exclusive à deux groupes caractérises par des origines 

biogénétique distinctes : le groupe des terpenoïdes d’ une part et groupe des compose 

aromatiques dérivés du phénylpropane beaucoup moins fréquent d’autre part (Bakkalia et al., 
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2008 ; Nestor Bassolé et al., 2012).Elles peuvent également renfermer divers produits issus 

du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Lamara, 2008). 

Les composés terpéniques : Ils sont formés par la combinaison de 5 atomes de 

carbone (C5) nommée : isoprène (Lakhder, 2015) Caractérisés par bas poids moléculaire et 

dotées de certaines activités résumées dans le Tableau III (Annexe I). Il convient à souligner 

que seuls les terpènes de faible masse moléculaire (mono – et sesquiterpènes) sont rencontrés 

dans les huiles essentielles leur conférant un caractère volatil et des propriétés olfactives 

(Svoboda et Hampson, 1999 ; Nazzaro et al., 2013).  

Le thymol, le carvacrol, le linalol, le menthol, le géraniol, l'acétate de linalyle, citronellal et 

piperitone sont les terpénoïdes les plus courants et bien connus (Nazzaro et al., 2013). 

Les composés aromatiques : Ce sont des composés dérivés à partir de phénylpropane 

(mélanges d'aldéhydes, d'alcools, de phénols, dérivés méthoxy, et des composés 

méthylènedioxy) (Bakkalia et al., 2008 ; Bilia et al., 2014 ; Lopez-Romero et al., 2015). 

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l’eugénol, 

l’anéthol, l’estragole et bien d’autres (Bakkalia et al ; 2008). 

Les chémotypes : Un chémotype, ou encore race chimique, désigne une entité 

chimique distincte au sein d’une même espèce. En effet, une même espèce végétale peut 

fournir des HE de compositions chimiques différentes (Mebarki, 2010). Biochimiquement 

différents, deux chémotypes issus d'une même plante présenteront non seulement des activités 

thérapeutiques différentes, mais aussi des toxicités variables.  Par exemple, pour le thym 

(thymus vulgaris), l’huile essentielle de Thymus vulgaris Les chémotypesthujanolpossède des 

propriétés anti-infectieuses avec une action stimulante et régénératrice au niveau hépatique, 

alors que l’huile essentielle de Thymus vulgarischémotypes thymol est antibactérien mais 

hépatotoxique à doses élevées (Thompson et al., 2003 ; Zhiri et Baudoux, 2005). 

1.2.2. Principes actifs 

Selon Dorman et Deans (2000) ; Nestor Bassolé (2012), il a été rapporté que les HE 

contenant des aldéhydes ou des phénols tels que le cinnamaldéhyde, le citral, carvacrol, 

l'eugénol ou thymol comme principaux composants, ont montré l'activité antibactérienne la 

plus élevée, suivie par les HE contenant des alcools terpéniques. D'autres HE, contenant des 

cétones ou des esters, tels que les β-myrcène, ou l'acétate de géranyle avaient une faible 

activité. 
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1.3. Procédés d’extraction des huiles essentielles  

La première mention enregistrée des techniques et des méthodes utilisées pour 

produire des huiles essentielles est censé être celui d'Ibn al-Baitar (1188-1248) (Firenzuoli et 

al., 2014).Plusieurs procédés d’extractions sont connus et utilisées à ce jour, dont l’expression 

à froid, l’extraction par solvant organique volatil, l’extraction à l’eau surchauffée, l’extraction 

à CO2 supercritique, par micro-ondes, par ultrasons, par l’entrainement à la vapeur d’eau et 

par l’hydrodistillation (Mebarki, 2010 ; Reyes-Jurado et al., 2015 ; Ouis, 2015). 

Hydrodistillation : C’est l’un des procédés le plus simple et le plus ancien 

(Benteaud, 2011 ; Guinoiseau, 2010). Les échantillons séchés à l'air sont broyés, puis 

soumis à une hydrodistillation pendant trois heures en utilisant un appareil de type Clevenger 

(Rami et Zheng-Guo, 2011 ; Bencheqroun et al., 2012 ; Said Hassane et al., 2011). La 

solution obtenue circule dans un serpentin où elle se condense en refroidissant. L'huile 

essentielle étant plus légère que l'eau, elle reste en surface. On obtient ainsi deux phase non 

miscibles que l'on peut séparer par décantation : les huiles essentielles et les eaux aromatiques 

(ou hydrolats) chargées des parties ; hydrosolubles des essences distillées (Mebarki, 2010). 

Afin d'éliminer toute l'eau, les huiles extraites sont traitées avec du sulfate de sodium anhydre, 

puis filtré et conservé à l'obscurité à 4 °c (Rami et Zheng-Guo, 2011 et Bencheqroun et al., 

2012). 

1.4. Activité biologique des huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont couramment utilisées en parfumerie, dans l’industrie 

cosmétique, la pharmacie et l’agroalimentaire. Ils peuvent être utilisés comme naturels 

alternatives aux préparations synthétiques, ils ont été largement utilisés comme bactéricide, 

virucide, fongicide, antiparasiticide, insecticides et autre propriétés médicinales telles que 

analgésiques, sédatifs, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antispasmodique etc... (Firenzuoli 

et al., 2014 ; Bilia et al., 2014 ; Lopez-Romero et al., 2015). 

1.5. Activité antimicrobienne et mode d’action        

 Compte tenu du nombre de différents groupes de composés chimiques présents dans 

les HE, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuée à un mécanisme  

spécifique mais qu’il y ait plusieurs cibles dans la cellule (Goetz et Ghedira, 2012). Les 

principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont 

indiquées dans la figure 5. 
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Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles 

essentielles sont: 

– L’altération de la paroi cellulaire et des protéines 

– La dégradation de la membrane cytoplasmique 

– La fuite du contenu cellulaire

– La coagulation du cytoplasme 

– L’épuisement de la force de mouvement des protons 

al., 2013; Boukhatem et al

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des 

caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur 

permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule 

bactérienne (Goetz et Ghedira, 2012

microorganismes ; en général, les Gram 

à la structure de leur membrane externe 

 

1.6. Méthodes d’évaluation de l’activité antimicrobienne

Figure 5. Principales localisations des s

essentielles 
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Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles 

L’altération de la paroi cellulaire et des protéines membranaires 

La dégradation de la membrane cytoplasmique  

La fuite du contenu cellulaire 

La coagulation du cytoplasme  

L’épuisement de la force de mouvement des protons (Goetz et Ghedira, 

al., 2014) 

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des 

caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur 

permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule 

(Goetz et Ghedira, 2012 ; El Amri et al., 2014). Il dépend aussi du type de 

; en général, les Gram - sont plus résistantes que les bactéries Gram + grâce 

à la structure de leur membrane externe (El Amri et al., 2014). 

Méthodes d’évaluation de l’activité antimicrobienne 

Principales localisations des sites d’action des constituants des huiles 

essentielles (Burt, 2004 et Goetz et Ghedira, 2012

 

 

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des huiles 

Ghedira, 2012; Nazzaro et 

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des 

caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur 

permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule 

l dépend aussi du type de 

sont plus résistantes que les bactéries Gram + grâce 

tuants des huiles 

) 
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Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles peut être estimé par deux méthodes 

principales : technique de contact direct (en milieu solide ou en milieu liquide) et technique de 

micro-atmosphère.  

1.6.1. Technique par contact direct 

Les techniques par contact direct consistent à mettre en contact l’huile essentielle et 

les micro-organismes, puis à observer la croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu 

en milieu gélosé (milieu solide) ou dans un bouillon (milieu liquide) (Lamara, 2008). 

La méthode des disques et la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), 

sont les deux méthodes utilisées pour l’évaluation de l’activité antibactérienne des huiles 

auquel nous nous intéressons. 

Méthode des disques (Aromatogramme) : Le procédé de diffusion en disque sur 

gélose, généralement utilisé comme une vérification préliminaire, a été employé pour étudier 

l’activité antimicrobienne des HE (Boukhatem et al., 2014).C’est une méthode ancienne mais 

toujours d’actualité, utilisée pour déterminer la létalité d’HE contre les micro-organismes 

(Guesmi et al., 2014). Il est utilisé avec des micro-organismes aérobies ou microaérophiles 

(Reyes-Jurado et al., 2015).  

Ce test est réalisé par dépôt de l’huile essentielle, à l’aide de disques imprégnés d’une 

quantité connue de l’huile essentielle. Après incubation, la lecture des résultats se fait par 

mesure des diamètres des zones d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée (Belaiche, 1979 

; Hulin et al., 1998 ; El Amri et al., 2014). 

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) : Une solution 

contenant des concentrations connues des fractions à tester est diluée dans un volume connu 

de gélose de MH en surfusion ; après solidification, une suspension bactérienne est déposée à 

la surface du milieu gélifié (Basli et al., 2012). L’adjonction d’un émulsifiant (Tween 80), 

inerte, stable et dépourvu d’action synergique antibiotique, peut être réalisée pour améliorer la 

solubilité de l’huile essentielle et sa diffusion dans la gélose (Lakhder, 2015). 

1.6.2. Technique des micro-atmosphères 

Cette méthode consiste à déposer un disque de papier filtre imprégné de l’huile 

essentielle au centre du couvercle d’une boite de pétri, sans que l’huile essentielle entre en 

contact avec la gélose ensemencée par les micro-organismes. La boite est hermétiquement 
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fermée et placée couvercle en bas à l’étuve à 37°C (pour les bactéries) et 25°C pour les 

champignons. 

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans l’enceinte de la boite et les 

cellules sensibles de l’inoculum sont inhibées, donc l’essence n’agit qu’à l’état des vapeurs 

qu’elle développe à 37°C. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de l’inoculum 

(Benjilali et al., 1986). Cette méthode ne quantifie pas l’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles, elle montre seulement l’activité des constituants volatils à température 

d’incubation ( Hulin et al., 1998). 

IV. Généralités sur les bactéries étudiées et antibiorésistance 

1. Généralités sur les bactéries étudiées 

Dans son environnement, l’homme est entouré d’un grand nombre de microorganismes 

colonisant sa peau, ses muqueuses, son tube digestif et même son système respiratoire et son 

appareil urinaire. Parmi ces microorganismes, les bactéries qui peuvent être des saprophytes 

comme la flore digestive ou pathogènes déterminant une infection chez l’hôte (Ouis, 2015). 

Le choix des bactéries étudiées dans notre travail a été porté sur les souches fréquemment 

isolées en pathologie humaine. On a sélectionné deux groupes de bactéries : 

Bactéries à Gram négative : Famille des Entérobacteriaceae, Pseudomonaceae et 

Neisseriaceae 

Bactéries à Gram positif : Famille des Micrococcaceae et Streptococaceae 

1.1. Bactéries à Gram négative 

1.1.1. Famille des Entérobacteriaceae 

Cette famille regroupe une variété d’espèces bactériennes. La majorité de ces espèces 

sont des hôtes normaux du tube digestif. Elles sont retrouvées dans le sol et l’eau, mais le plus 

souvent sur les muqueuses intestinales, ou elles se multiplient rapidement et montrent une 

résistance particulière aux antibiotiques à spectre large et les antibiotiques actifs sur les   

Gram + (penicillines, macrolides), ce qui justifie largement leur implication en pathologie 

infectieuse (Carbonnelle et al., 1987). 

Plusieurs processus métaboliques caractérisent cette famille bactérienne. Il s’agit 

notamment de la capacité de réduire les nitrates en nitrites (en vue de générer de l’énergie), de 

fermenter le glucose avec ou sans production de gaz, de ne pas avoir de cytochrome-oxydase, 
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d’être aérobies ou anaérobies, mobiles par une ciliature péritriche ou immobile (Denis et al., 

2007; Chafiaa, 2011; Elliott et al.,2011 et kenneth et al., 2014) 

La famille des Enterobacteriaceae comporte 44 genres qui sont regroupés en cinq 

tribus, d’après leurs propriétés fermentatives : Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae 

et Erwiniae. Les genres contenant les espèces les plus virulents pour l'homme sont 

Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella, et Yersinia. D'autres genres moins courants 

mais médicalement importants sont Enterobacter, Serratia, Proteus, Morganella et 

Providencia (Denis et al., 2007; Kenneth et al., 2014). 

1.1.2. Famille des Pseudomonaceae 

La famille des Pseudomonaceae comporte dix genres dont les genres Pseudomonas et 

Flavimonas (Delarras et al., 2010).Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles 

Gram négatifs, mobiles (à ciliature polaire), aérobies stricts, cultivant facilement sur les 

milieux usuels. En fonction de la nature des antigènes O (portés par le lipopolysaccharide) on 

distingue différents sérotypes. (Nauciel et Vildé, 2007). 

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie ubiquiste, 

saprophyte dans les eaux douces et marines, dans l’air, dans les sols humides ou sur les 

végétaux. Elle se rencontre dans l’environnement hospitalier au niveau de matériel médical ou 

chirurgical. Chez l’homme, cette bactérie est l’agent du pus bleu, des septicémies, 

d’endocardites ect… (Nauciel et Vildé, 2007). Ce germe est aussi caractérisé par sa résistance 

aux antibiotiques et aux antiseptiques (Avril et al., 1992). 

1.1.3. Famille des Neisseriaceae 

Selon Avril et al., (1992), la famille des Neisseriaceae est une famille hétérogène, qui 

inclue des bacilles, des coccobacilles et des cocci à gram négatifs. Elle comprend 

classiquement les genres : Acinetobacter, Neisseria, Moraxella, Kingella et Oligella.  

Genre Acinetobacter : II s'agit de coccobacilles, courts, souvent en diplocobacilles, 

immobiles, aérobies stricts, souvent encapsulés (Avril et al., 1992) 

1.2. Cocci à Gram positif 

1.2.1. Famille des Micrococcaceae 

Elle est composée de 4 genres: Micrococcus, Stomatococcus, Planococcus et 

Staphylococcus. Les espèces retrouvées en pathologie humaine appartiennent presque 

exclusivement aux genres Micrococcus et Staphylococcus (Denis et al., 2007). 
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Staphylocoques : Les staphylocoques sont des cocci Gram positifs immobiles, en 

générale groupés en amas, catalase(+), aérobies facultatives fermentant les glucides. Ils 

peuvent être répartis en souches pathogènes et relativement non pathogènes sur la base de la 

synthèse de coagulase. L’espèce coagulase-positive Staphylococcus aureus est l’agent le plus 

pathogène pour l’être humain. Les Staphylocoques coagulase-négative Staphylococcus 

epidermis ne produisent pas de coagulase, et sont non-pigmentés et généralement moins 

invasifs (Willey et al., 2008).  

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes qui peuvent vivre comme bactéries 

saprophytes dans la nature (sols, air, aliments..), comme bactéries commensales sur la peau et 

les muqueuses de l’homme et des animaux, comme bactéries pathogènes, agents d’infections 

humaines qui peuvent être redoutables (Rafati et al.,  2014). 

1.2.2. Famille des Streptococaceae 

Les streptocoques sont des coques ovoïdes ou sphériques à Gram positif, immobiles, 

non sporulé, souvent disposés en paires (diplocoque) et / ou en chainettes plus ou moins 

longues. Ce sont des anaérobies facultatifs, ubiquistes, saprophytes et commensaux. En plus 

des membres relativement inoffensifs de la flore oropharyngée, les espèces les plus 

pathogènes chez l’homme sont : Les streptocoques du groupe A, les pneumocoques et les Les 

streptocoques du groupe B (Kenneth et al., 2014). 

2. Antibiotiques et résistance aux antibiotiques  

2.1. Antibiotiques 

2.1.1. Définition 

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine 

biologique, synthétique ou semi synthétique, capable d’inhiber la multiplication ou détruire 

les micro-organismes (Caron et al., 2014). 

Les antibiotiques agissent à un niveau précis dans les structures bactériennes et chaque 

famille possède son site d’action propre (figure 6).  Ils agissent notamment en inhibant la 

synthèse de la paroi cellulaire, des acides nucléiques, des protéines ou sur l’inhibition de voies 

métaboliques (Yala et al., 2001 ). 
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2.2. Résistance aux antibiotiques

 Le résistance bactérienne se définit par la capacité d’un micro

développer en présence d’un agent antimicrobien, dont l’action empêche ou ral

normalement sa croissance. 

normaux de l’espèce bactérienne. Elle est dite acquise lorsqu’elle atteint des souches au sein 

d’une espèce bactérienne normalement sensible.

Les bactéries ont, par ailleurs, démontré leur capacité à croître l

antibiotiques par une multitude de mécanismes dont la nature et l’efficacité varient suivant les 

espèces et les produit. Les principales stratégies connus sont de quatre types 

Paolozzi et Liébart, 2015)

antibiotiques (béta-lactamase), le second est la modification des cibles des antibiotiques 

empêchant l’action de ce dernier, le troisième mécanisme est la diminution de la perméabilité. 

Le dernier mécanisme est la réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotiques. Ce 

phénomène peut être du à un transport actif vers l’extérieur de la cellule via des transporteurs 

membranaires appelés pompes d’efflux 

Figure 6
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2.2. Résistance aux antibiotiques 

Le résistance bactérienne se définit par la capacité d’un micro

développer en présence d’un agent antimicrobien, dont l’action empêche ou ral

normalement sa croissance. Elle est dite naturelle lorsqu’elle est liée aux caractères génétiques 

normaux de l’espèce bactérienne. Elle est dite acquise lorsqu’elle atteint des souches au sein 

d’une espèce bactérienne normalement sensible. 

Les bactéries ont, par ailleurs, démontré leur capacité à croître l

antibiotiques par une multitude de mécanismes dont la nature et l’efficacité varient suivant les 

espèces et les produit. Les principales stratégies connus sont de quatre types 

Paolozzi et Liébart, 2015). Le premier est la production d’enzymes inactivatrices des 

lactamase), le second est la modification des cibles des antibiotiques 

empêchant l’action de ce dernier, le troisième mécanisme est la diminution de la perméabilité. 

mécanisme est la réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotiques. Ce 

phénomène peut être du à un transport actif vers l’extérieur de la cellule via des transporteurs 

membranaires appelés pompes d’efflux (Cattoir, 2004). 

Figure 6. Mécanisme d’action de principaux antibiotiques 

(Yala et al., 2001) 

 

 

Le résistance bactérienne se définit par la capacité d’un micro-organisme à se 

développer en présence d’un agent antimicrobien, dont l’action empêche ou ralentit 

lorsqu’elle est liée aux caractères génétiques 

normaux de l’espèce bactérienne. Elle est dite acquise lorsqu’elle atteint des souches au sein 

Les bactéries ont, par ailleurs, démontré leur capacité à croître leur résistance aux 

antibiotiques par une multitude de mécanismes dont la nature et l’efficacité varient suivant les 

espèces et les produit. Les principales stratégies connus sont de quatre types (Levinson, 2014 

. Le premier est la production d’enzymes inactivatrices des 

lactamase), le second est la modification des cibles des antibiotiques 

empêchant l’action de ce dernier, le troisième mécanisme est la diminution de la perméabilité. 

mécanisme est la réduction des concentrations intracellulaires d’antibiotiques. Ce 

phénomène peut être du à un transport actif vers l’extérieur de la cellule via des transporteurs 

. Mécanisme d’action de principaux antibiotiques  
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Notre étude a été réalisée entre Mars et septembre 2016. Les différentes 

expérimentations ont été effectuées au niveau des structures suivantes

- CRIA-Blida où nous avons fait 

- Laboratoire de bactériologie de l’Etablissement Publique Hospitalier (EPH) de 

Boufarik (Blida) dans le but d’isoler, d’identifier et tester la sensibilité des bactéries vis

des ATB, ainsi que tester l’effet antibactérienne des huiles de la nigelle et de l’huile 

essentielle de thym. 

Démarche expérimentale 

illustré sur la figure n° 7 
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milieux
Hektoen, gélose au 
sang frais et cuit.
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Notre étude a été réalisée entre Mars et septembre 2016. Les différentes 

expérimentations ont été effectuées au niveau des structures suivantes : 

Blida où nous avons fait l’extraction de l’huile essentielle et fixe de la nigelle.

Laboratoire de bactériologie de l’Etablissement Publique Hospitalier (EPH) de 

Boufarik (Blida) dans le but d’isoler, d’identifier et tester la sensibilité des bactéries vis

ue tester l’effet antibactérienne des huiles de la nigelle et de l’huile 

 : Le présent travail est structure selon la démarche expérimentale 

Prélèvements 

UrinePus 

Ensemencement 

Par la méthode des 
quadrants, sur les 

milieux : Chapman, 
Hektoen, gélose au 
sang frais et cuit. 

Par des stries, sur 
le milieu Gélose 
nutritive (GN).

 

Diagnostic 
bactériologique 

 

Notre étude a été réalisée entre Mars et septembre 2016. Les différentes 

 

l’extraction de l’huile essentielle et fixe de la nigelle. 

Laboratoire de bactériologie de l’Etablissement Publique Hospitalier (EPH) de 

Boufarik (Blida) dans le but d’isoler, d’identifier et tester la sensibilité des bactéries vis-à-vis 

ue tester l’effet antibactérienne des huiles de la nigelle et de l’huile 

Le présent travail est structure selon la démarche expérimentale 

Urine 

Par des stries, sur 
le milieu Gélose 
nutritive (GN). 
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Figure 7: Démarche expérimentale 

 

Antibiogramme 

Galerie classique 

Galerie API 20E 

CMI 

Extraction des 
huiles de Nigelle 

hydrodistillation 

Sohxlet 



Chapitre II : Matériel te méthodes 

 

22 

 

II.1Matériel 

1.1 Matériel non biologique 

Le  matériel  non  biologique  englobe  toute  la  verrerie  de  laboratoire,  les  

milieux  de culture  et  les  réactifs  chimiques  utilisés  au  sein  de  l’étude  expérimentale  

et  illustré  dans l’annexe N°I. 

1.2. Matériel biologique 

Échantillonnage : Cette étude porte sur 353 prélèvements d’urine et 41 prélèvements 

de pus de pied diabétique, cutanée, d’oreille et d’abcès issus des patients  hospitalisés  dans  

les  différents  services  de  EPH  de  Boufarik  (Pédiatrie,  Maternité, Médecine interne, 

Maladies infectieuses, Chirurgie générale, Urgences) de la wilaya de Blida et aussi des 

malades consultés à titre externe. 

 Matériel végétal : Le matériel végétal est constitué de : 

- Graines de Nigella sp. achetées sous forme séchées, chez un herboriste dans la commune 

de Birkhdem. Selon ce dernier, ces graines sont importées de Pakistan. 

- L’huile essentielle du Thymus algeriensis qui a été achetée chez le même herboriste. Cette 

huile  est  produite  par  la  société  « Ultra-Bio » spécialisée  dans  la  production  des  HE  

sise  à Boumerdés (Alger). L’HE a été extraite à partir de la parie aérienne fraiche de la 

plante durant la période de floraison (Mai 2014). Le matériel végétal provient de la wilaya 

d’Annaba. L’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été additionnée  ou  mélangée  

à  aucun  solvant  organique  pendant  la  production.  Elle  a  été conservée teintées à 4°C 

et à l’abri de l’air et de la lumière  pendant toute la durée de notre travail pour éviter 

d’éventuels phénomènes d’oxydation ou de contamination. 

II.2 Méthodes 

2. Méthodes d’isolement et identification des souches          

2.1. Examen utilisée (Examen cytobactériologique des urines, et de pus) 

� Examen cytobactériologique des urines 

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) autorise le diagnostic de certitude 

d’une infection urinaire ou on isole le microorganisme responsable (bactérie ou levure) 
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pour permettre  de  déterminer  la  sensibilité  de  la  ou  des  bactéries  isolées  aux   

antibiotiques (antibiogramme). 

La mise en culture : 

Choix  des  milieux :  la  très  grande  majorité  des  bactéries  responsables  

d’infections urinaires ne sont pas exigeantes et sont cultivées sur géloses ordinaires 

(Bonacorsi, 2007). 

Modes   d’ensemencement :   il   existe   plusieurs   méthodes   d’ensemencement,   

la méthode originale de Kass, la méthode simplifiée de Véron, la méthode à l’anse calibrée et 

la méthode  de  lame  immergée.  Dans  notre  travail  nous  avons  utilisé  la  méthode  à  

l’anse calibrée. Une  anse  calibrée  à  10  µl  est  utilisée  pour  ensemencer  les  géloses  

nutritives.  On prélève  verticalement  avec  l’anse  calibrée  et  par  capillarité  une  goutte  

d’urine  que  l’on ensemence   par   stries   sur  la   boîte  de  gélose.   Une   strie  centrale   

est  ensemencée  puis perpendiculairement réalisant un isolement de haut en bas de la boite 

en desserrant légèrement les dernières stries (Djennane et al ., 2009). 

� Examen cytobactériologique de pus 

Les  prélèvements  de  pus  sont  très  divers  dans  leur  localisation  anatomique.  

Ces prélèvements  arrivent  au  laboratoire  sous  plusieurs  aspects :  écouvillonnages  

(furoncles, escarres,  morsures),  biopsie  (cutanées,  tissulaires),  pièces  opératoires,  

liquides  prélevés  de préférence à la seringue (Poly et Denis, 2007). Les prélèvements 

acheminés au laboratoire ont fait l’objet d’une étude bactériologique pour la recherche des 

germes présents. 

La mise en culture : 

Choix  des  milieux :  les  prélèvements  sont  ensemencés  sur  les  milieux  de  

cultures : Chapman, Hektoen, gélose au sang frais et sur gélose au sang cuit. 

Modes d’ensemencement : Nous avons ensemencé les prélèvements par la méthode 

des quadrants. Le premier quadrant est ensemencé par l’écouvillon chargé de prélèvement 

par des  stries  serrées.  Après  avoir  tournée  la  boite  de  90°,  des  stries  serrées  sont  à  

nouveau effectuée  à  l’aide  d’une  pipette  pasteur  boutonné. Le dernier quadrant est 

ensemencé sans rentrer au contact des quadrants précédents. Cette technique permet d’isoler 
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les différentes bactéries contenues dans un mélange et d’obtenir dans le dernier quadrant des 

colonies bien isolées. 

2.2. Identification 

Les cultures positives ont fait l’objet d’une identification bactérienne par une étude 

morphologie et par une étude biochimique. 

2.2.1. Étude morphologique 

L’étude morphologie des microorganismes est investiguée en deux examens, un 

examen macroscopique et un examen microscopique. 

� Examen macroscopique : C’est l'étude de l'aspect des colonies. Son but consiste à 

observer à l'œil nu la forme du relief (bombée, semi-bombée, plate), la taille, la couleur 

(pigmentation), l'aspect (collant, filamenteux...), l’odeur, l’opacité (opaque, translucide, 

transparentes), forme régulier ou dentelés, la consistance, la pigmentation, et l’aspect de la 

surface (lisse ou rugueuse). 

� Examen microscopique : Permet de définir certain caractères morphologiques et 

organisationnels des bactéries 

Technique : Déposer une goutte de la suspension entre lame et lamelle et observer sous  

microscopique à l'objectif(x40). 

2.2.2. Identification biochimique 
 

Cette identification repose sur l’utilisation de galeries spécifiques pemettant       

d’identifier le genre et l’espèce bactérienne en s’appuyant sur ces caractères biochimiques 

après orientation à partir de caractères culturaux et morphologiques. Nous avons utilisé la 

galerie biochimique miniaturisée Api20E et parfois la galerie classique selon la disponibilité 

ainsi que deux autres tests, le teste de catalase et le teste de coagulase pour l’identification des 

bactéries Gram (+). 

 
2.2.2.1. La galerie biochimique classique 

Des tests biochimiques conventionnels de métabolisme respiratoire, glucidique ou 

protéique sont utilisés en pratique courante au laboratoire. 

a) Étude de type respiratoire   

Test d’oxydase : L’oxydase ou Cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaine 

chaines respiratoires cytochromiques bactériennes (Delarras, 2007 et Delarras, 2014).  
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La recherche de cette enzyme est utile dans le repérage des colonies de Neisseriaceae et dans 

le diagnostic des bacilles à Gram négatif (voir tableau II). 

Tableau II : Utilité de test oxydase (Delarras, 2014) 

Test oxydase  Genres bactériens  

Oxydase + Pseudomonas, Neisseria, Vibrio, 

Aeromonas… 

Oxydase - Enterobacteriaceae, Acinetobacter, 

Pasteurella… 

Oxydase variable  Brucella… 

 

Technique : Il faut déposer, sur une lame porte-objet propre, un disque Oxydase et imbibé 

avec une goutte d’eau distillé ou l’eau physiologique stérile, puis prélever une partie de la 

colonie à étudier à l’aide d’une pipette pasteur stérile et l’étaler sur le disque. 

Lecture : La réaction est instantanée à la formation d’un complexe violet au contact de cette 

enzyme indiquant un test positif. La bactérie est dite oxydase positive. La réaction tardive ou 

absence de couleur indique un test négatif.   

b)  Etude de métabolisme protéique 

Recherche de décarboxylase : Les décarboxylases bactériennes sont des enzymes qui 

catalysent les réactions de décarboxylation des acides aminés. Trois décarboxylases sont 

fréquemment recherchées : La lysine décarboxylase (LDC), l’Ornithine Décarboxylase 

(ODC) et l’Arginine Dihydrolase (ADH) (Lanotte et mereghetti, 2007). 

Technique : Le test est réalisé dans 4 tubes différents : Le premier constitue le témoin. Les 

autres tubes contiennent l’un des trois acides aminés suivant : Arginine, Lysine ou Ornithine. 

Après ensemencement, quelques gouttes d’huile de vaseline sont ajoutées dans chaque tube et 

le tout sera incubé à 37°C pendant 24h. 

Lecture : Virage de couleur de témoin de violet au jaune et le tube d’acide aminé reste violet 

: décarboxylase positive. 

-  Le témoin devient jaune et le tube d’acide aminé jaune : décarboxylase négative. 
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- Si le témoin reste violet : test à refaire. 

c) Etude du métabolisme glucidique 

Milieu mannitol- mobilité : Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant entre autres du 

mannitol, du rouge de phénol comme indicateur du pH. 

Technique : Le milieu est ensemencé par piqure centrale. 

Lecteur : lorsque l’indicateur passe du rouge au jaune ce qui correspond à l’acidification du 

milieu, le mannitol a été utilisé. Le caractère mobile est défini dans ce milieu par un trouble 

qui envahissant toute la largeur de la gélose de part et d’autres de la piqure centrale, alors 

qu’une bactérie immobile ne se développe que le long de la piqure centrale (Lanotte et 

mereghetti, 2007). 

Milieu TSI : La gélose TSI ou Triple-Sugar-Iron Bio-Radest permet de mettre en évidence 

L’attaque du glucose, du lactose et /ou du saccharose ainsi que la production d’hydrogène 

sulfuré et du gaz (Delarras, 2007). 

Technique: A partir de la culture pure, ensemencer la pente du milieu par des stries et le culot 

par piqure à l’aide d’une pipette Pasteur, puis incuber à 37°C pendant 24h. 

Lecture: La lecture de ce milieu se fait au niveau du culot pour le glucose et au niveau de la 

pente pour le lactose et/ou le saccharose.  

 - Virage de couleur de la pente vers le jaune : fermentation de lactose et\ou saccharose. 

- Virage de couleur du culot vers le jaune : fermentation de glucose. 

- Noircissement de du milieu : production de H2S. 

- Formation de bulles de gaz dans la masse du culot : production de gaz. 

• Étude de la dégradation du lactose (test d’ONPG) 

L’orthonitrophényl-β-D-galactopyranoside (ONPG) est un analogue structural du 

lactose. Ce substrat synthétique incolore peut être scindé en galactose et en orthonitrophénol 

(composé soluble jaune) en présence d’une des enzymes appelées ONPG hydrolase 

(Delarras, 2014).Ce test est réalisé pour étudier l’existence d’une Bêta-Galactosidase chez la 

bactérie, donc la possibilité de la fermentation effective du lactose indépendamment de la 

perméase bactérienne. 
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Technique : Prélever une colonie à partir d’une culture bactérienne pour faire une 

suspension dense d’eau déminéralisée stérile et homogénéiser la suspension. Puis, il faut 

placer un disque d’ONPG (disque de papier filtre stérile imprégné de tampon et d’ONPG) est 

placé avec la suspension. Après il faut le mettre à l’étuve à 37°C pendant 24h. 

Lecture : L’apparition d’une coloration jaune indique un test positif : la bactérie est 

dite ONPG +. Absence de coloration indique un test négatif : la bactérie est dite ONPG 

négative  

• Citrate de Simmons  

 L’utilisation de citrate se traduit par une culture sur la gélose et plus Souvent cette 

croissance s’accompagne d’une libération d’ammoniaque à partir des sels d’ammonium ce qui 

traduit par un virage du bleu de bromothymol au bleu (Lanotte et mereghetti, 2007). 

Technique : La moitié du milieu sera ensemencée par des stries serrées ascendantes 

avec une goutte de la suspension bactérienne, l’autre moitié servira comme témoin, puis 

incuber à 37°C pour 24h. 

Lecture : Le virage de couleur de vert au bleu se traduit par l’utilisation du substrat 

comme source de carbone (Citrate positive). 

• Urée-indole  

 Le milieu Urée-tryptophane (improprement dit Urée-indole) contient du Tryptophane de 

l’urée et du rouge de phénol comme indicateur de pH . Il permet de réaliser 3 tests : 

- Test Uréase : L’urée, sous l’action d’une uréase bactérienne va être transformée en 

carbonate  d’ammonium entrainant une coloration rouge de milieu (Lanotte et mereghetti, 

2007).  

-Test d’Indole : certaines bactéries dégradent le tryptophane en indole grâce à une  

Tryptophanase. 

- Test TDA : le « Tryptophane désaminase » agit sur le tryptophane en donnant l’acide  

indole pyruvique. 

Technique : Additionner quelques gouttes de la suspension bactérienne à étudiée dans 

le milieu puis incuber à 37°C pour 24h.  
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Lecture : Changement de coloration de jaune au rose indique que l’Uréase (+). 

Absence de virage de couleur indique que l’Uréase (-), formation d’anneau rouge après 

l’addition de Kovacs : Indole (+) et virage de couleur au rouge-brun après ajout du TDA : 

TDA(+). 

d) Recherche de catalase  

Le catalase est une enzyme présente chez la plupart des aérobies strict et anaérobies 

facultatives. Elle décompose l’eau oxygénée formée, en eau et en oxygène qui se dégage pour 

compléter l’identification des bactéries cocci à Gram  positifs. (Delarras, 2014) 

Technique : Il faut déposer sur une lame porte objet propre une goutte d’eau oxygénée 

et émulsionner un peu de la colonie suspecte. 

Lecture : Dégagement immédiate de gaz indique la présence de catalase  

e) Recherche de coagulase 

Ce test permet la différenciation entre l’espèce staphylococcus aureus et les autres 

espèces de staphylocoque. 

Technique : Dans un tube à essai, mettre 2ml de plasma humaine, et ajouter quelques 

colonies bactériennes, puis incuber dans l’étuve à 37°c pendant 24h. Un tube témoin va 

servira comme un contrôle du test et pour valider le résultat (Dans un tube à essai, mettre 2ml 

de plasma humaine, et ajouter quelques colonies de la souche S.aureus de référence). 

Lecture : S’il y a une coagulation de plasma la bactérie est dite coagulase positive. 

2.2.2.2. Mini galerie API 20E 

C’est un système standardisé qui permet d’identifiée aujourd’hui  22 genres 

d’entérobactéries et 18 autres genres de bacilles de Gram- dont les Pseudomonas, les 

Aeromonas et Vibrio…etc. Elle est composée de 20 microtubes (surmontés cupules) 

contenant des substrats déshydratés, qui permet de réaliser 21 tests biochimiques de 

métabolisme respiratoire, glucidique et protéique. 

Technique : Réunir le fond et le couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 

5 ml d’eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide, puis placer la galerie 

dans la boite d’incubation.  
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- Prélever quelques colonies et préparer une suspension bactérienne dans l’eau distillée stérile.  

- Remplir les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension bactérienne et 

uniquement les tubes des autres tests.  

- Réaliser une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en remplissant leur 

cupule d’huile de vaseline. 

- Refermer la galerie et l’incuber à 37°C pendant 24H. 

- Après incubation, noter sur la fiche de résultat, toutes les réactions spontanées. La révélation 

des trois TDA, VP et indole est faite par l’ajout des réactifs nécessaires (TDA, VP1, VP2 et 

KOVACS). 

Lecteur : La lecture des galeries API se fait en appliquant le tableau de lecteur de 

catalogue analytique selon les indications du fournisseur, après codification des réactions en 

un profil numérique (On obtient un nombre de 7 chiffres). 

A-  Étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques 

L'antibiogramme est l'examen biologique destiné à mesurer l'interaction entre chacune 

des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'être 

pathogène, isolée d'un patient. 

 L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion 

sur milieu gélosé Mueller-Hinton selon les normes préconisées par le CLSI (Clinical 

Laboratory Standards Institute) recommandées par l’OMS et agréées par de nombreux pays, 

cité par Rahal et al., 2014.  

Technique :-Tremper un écouvillon stérile dans l’inoculum 0,5 Mac Farland de 

turbidité et essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, 

afin de décharger au maximum. 

-Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries 

serrées et Répéter l’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois. 

-Pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la 

périphérie de la gélose. 

- Appliquer les disques d’antibiotiques : elle se fait manuellement avec une pince stérile. 
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 Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de 90 mm. 

- Incuber les boîtes à l'étuve à 37°C pendant 18 à 24h. 

Lecture : La lecture a été faite par la mesure avec précision des différents diamètres 

des zones d'inhibition, en comparant ces résultats aux valeurs critiques. Les bactéries ont été 

classées dans l'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistance. 

2. 3. Extraction de l’huile essentielle de Nigella sp. par hydrodistillation  

L'extraction des huiles essentielles des graines de Nigella sp. est effectuée par hydro 

distillation avec un appareil de Clevenger (Clevenger, 1928) (Figure 8) dans le laboratoire du 

CRIA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Technique : Au préalable, 100 g des graines sont débarrassées des débris terreux et 

végétaux puis broyées à l’aide d’un broyeur électrique et mettre dans le ballon remplit 2/3 du 

l’eau distillée. La durée d'extraction est de l’ordre de 90 minutes. Trois expériences au moins 

sont réalisées (El Arch et al ; 2003). L’HE est récupéré dans un flacon stérile entouré par le 

papier aluminium et mise en contact avec l’éther de pétrole pour éliminer toute trace d’eau 

puis conserver à 4 °C à l’abri de la lumière. 

2.4. L’extrait N-Hexane de la nigelle 

L'extraction par un solvant d'échantillons solides, qui est communément appelée 

extraction solide-liquide, est l'une des méthodes les plus anciennes pour le prétraitement des 

échantillons solides (Luque et al., 2000).  

Ballon 

Réfrigérant 

Ampoule à 
décanter 

Chauffe ballon 

Figure 8: Schéma d'un dispositif  clevenger. (Originale, 2016) 
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Technique : Au préalable, les graines sont débarrassées des débris terreux et végétaux 

puis broyées à l’aide d’un broyeur électrique. Un poids donné (30 g) de ce broyat est disposé 

dans une cartouche cellulosique, puis la cartouche est introduite dans l’extracteur «soxhlet » 

équipé à sa base d’un ballon contenant 250 ml de n-hexane. Le solvant est porté à ébullition à 

l’aide d’une chauffe ballon pendant 3 heures. La figure 9 représente un schéma d'un dispositif 

Soxhlet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les huiles contenues dans la phase organique sont récupérées après évaporation 

rotative par un appareille dite ROTADEST. 

 

 

2. 5. Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits étudiés in vitro 

L’évaluation des propriétés antimicrobiennes consiste à estimer l’inhibition de la 

croissance des germes soumis à l’HE du thym et l’extrait N-Hexane de la nigelle. Dans un 

premier temps, deux méthodes qualitatives et complémentaires (aromatogramme et micro-

atmosphère) ont été utilisées afin de sélectionner les souches sensibles à l’action inhibitrice 

des deux huiles testée. Une seule méthode quantitative (méthode de dilution en milieu gélosé) 

a été abordée sur les souches fortement sensibles sélectionnées afin de déterminer les CMI.  

Préparation de l’inoculum : des colonies bien isolées ont été transférées dans des 

tubes contenant de l’eau distillée stérile afin d’avoir des suspensions microbiennes ayant une 

turbidité voisine à celle de 0.5 McFarland (106 UFC/ml) en utilisant un agitateur de type 

Figure 9 : Schéma d'un dispositif Soxhlet.(Originale,2016) 

R (%) = (poids de l’huile fixe obtenue/poids des graines utilisées)	× 100 
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vortex. Toutes les souches ont été cultivées sur Mueller- Hinton Agar (MHA) sauf les 

streptocoques sont cultivées sur gélose au sang frais.  

2.5.1. Technique de l’aromatogramme (diffusion en milieu solide) 

Cette méthode est utilisée par plusieurs auteurs (Mebarki, 2010 ; Tyagi et Malik, 

2011 ; Boukhatem et al,2014 ;Chahboun et al, 2015 ; Waleed Al Abbasyet al, 2015 ; 

Touhami et al, 2016). 

Dans notre étude, nous avons testé l’activité antimicrobienne des huiles selon la 

méthode de Boukhatem et al., 2014 illustrée dans la figure 10. Cette méthode repose sur le 

pouvoir migratoire des HE sur un milieu solide à l’intérieur d’une boîte Pétri en créant un 

gardien de concentration décroissante au fur et à mesure de l’éloignement du disque. 

Technique : Cette technique permet de mettre en évidence la diffusion des 

composants volatils des HE à l’intérieur d’une boîte de Pétri. 

-Ensemencer les boites par la suspension bactérienne standardisée à 0.5 McFarland. 

-Déposer les disques stériles de 9 mm au centre de la boite. 

-Imprégner les disques par 3 doses croissantes à savoir 20, 40 et 60µl par disque à l’aide 

d’une micropipette. Ceci a été fait dans le but d’apprécier l’action « Dose-Dépendante » des 

huiles sur l’inhibition de la croissance des souches testées. Maintenir les boites à température 

ambiante pendant 30 min, ensuite incuber dans l’étuve à 37 ° C.  

Lecteur : A la sortie de l’étuve, l’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo 

translucide autour du disque et dont le Diamètre de la Zone d’Inhibition (DZI) est mesuré (y 

compris le diamètre du disque de 9 mm) pour les souches d'essai comparativement aux 

témoins négatifs, et exprimé en mm. Pour chaque souche, des disques sans échantillons ont 

été utilisé comme contrôle négatif et les témoins positifs sont les disques d’ATB qui vont 

servir comme référence afin de comparer leur pouvoir inhibiteur avec nos échantillons des 

huiles. 

2.5.2.  Technique de microatmosphère (diffusion en phase vapeur) 

Cette méthode est utilisée par certains auteurs (Tyagi et malik, 2011 ; Ajjouri, 2013 ; 

Boukhatem et al, 2014). Nous avons utilisé cette méthode dans le but d’apprécier les 

propriétés inhibitrices de la phase volatile de l’HE. La différence entre cette méthode et 

l’aromatogramme réside dans la position et la taille du disque imprégné. Ce dernier est déposé 
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au centre du couvercle de la boîte Pétri préalablement ensemencé par une souche bactérienne, 

renversée pendant la durée de l’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu 

gélosé (Figure 10).  

Technique : De la même manière que l’aromatogramme, nous avons appliqué 3 doses 

croissantes en HE. En premier lieu, 20µl d’HE est déposée sur un disque de papier filtre 

stérile de 20 mm de diamètre. Dans le 2ème essai, un disque de 40 mm a été imprégné par 40 

µl d’HE alors que pour le dernier, un disque de 60 mm a été chargé par 60µl l’HE. Le 

diamètre du disque diffère selon la quantité d’HE à imprégner afin d’obtenir un bon étalement 

et, par conséquent, une meilleure évaporation de l’HE. L’incubation et la lecture des résultats 

ont été menées de la même manière que la première méthode. 

L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne évalué par les deux méthodes est citée 

par Mutai (Mutai et al ; 2009) : 

Tableau III : L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne (Mutai et al ; 2009) 

Non inhibitrice Légèrement 

inhibitrice 

Modérément 

inhibitrice 

Fortement 

inhibitrice 

Très fortement 

inhibitrice 

D < 10mm 11 ≤ D ≤ 15mm 21 ≤ D ≤ 29mm 16 ≤ D ≤ 20 mm D ≥ 30 mm 

 

2.5.3.  Détermination de la concentration minimale inhibitrice par dilution en milieu 
gélosé 

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont définies comme la dernière ou la 

plus basse concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance 

d’un microorganisme après 24 h d’incubation pour les bactéries. Cette CMI a été déterminée 

selon la méthode de dilution dans un milieu gélosé Muller Hinton pour les bactéries. 

Technique : Préparer une suspension de 0.5 McFarland (106 UFC/ml) à partir d’une 

culture microbienne de 24h. 

-Liquéfaction de 200 ml du MH et SAB à 95°C dans un bain marie ; en lui additionnant 1 ml 

de tween 80, puis on le laisse 10 mn dans l’étuve à 45°C. 

-Préparer une série de dilution de chaque extrait allant de 2 jusqu’à 0.03% dans les précis. 
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La réalisation des dilutions se fait comme suit : 

-1ml d’extrait est diluée dans 50 ml de milieu dans un premier flacon ce qui donne une 

dilution de 2% (2 ml d’extrait dans 100 ml du milieu). 

-Verser la moitié du 1er flacon dans 2éme flacon et ajuster avec 25 ml de milieu pour la dilution 

1%. 

-Procéder de la même manière jusqu’à l’obtention de la dernière dilution de 0.03%. 

-Verser chaque dilution sur la boite de Pétri et laisser les milieux solidifier. 

-Ensemencer les boites par spotage à l’aide d’une micro seringue à raison de 1 – 2 µl des 

suspensions microbiennes puis incuber à 37°C pendant 24h 

Préparer les boites témoin (positif) contenant le MH avec tween sans extrait. 

La lecture : Se fait visuellement, en observant l’apparition d’une éventuelle 

croissance microbienne, en comparaison avec une boite témoin. La CMI se définie comme 

étant la plus petite concentration du l’huile pour laquelle aucune croissance n'est visible à l'œil 

nue.  

A noter que les CMI ont été déterminées uniquement pour quelques souches ayant 

manifesté une grande sensibilité à l’action inhibitrice de l’HE par les méthodes préliminaires, 

et à cause de manque des milieux de culture. 
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   Écouvillon imbibé par la 

   suspension bactérienne 
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Souche microbienne ensemencée 
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    Micro-atmosphère Aromatogramme 

Disque imbibé de l’huile 

 

Incubation à 37°C pendant 24h 

 Boite de pétri 
couvercle en bas 

 

Souche 

microbienne 

ensemencée 

Croissance microbienne 

 

Diamètre de zone d’inhibition 

 
Diamètre de zone d’inhibition 

 

Figure 10. Illustration de la méthode aromatogramme et micro-atmosphère 

(Originale. 2016) 
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III. Résultats et discussion

1. Répartition globale des prélèvements

 Parmi 347 Prélèvements reçus de déférente services (maladie infectieuse, Médecine 

interne, Chirurgie, Pédiatrie, Maternité, l’urgence et à titre 

montre que 52prélèvements se sont 

contaminés (21.61%). 

 La figure 11 représente la répartition globale des prélèvements d’urine.

 

Figure 11

2. Répartition globale des prélèvements

Parmi 42 Prélèvements reçus

interne, Chirurgie, Pédiatrie, Maternité, l’urgence et à titre externe)

montre que 26 prélèvements 

cultures monomicrobiennes

polymicrobiennes (plusieurs 

prélèvement contaminé (0%).

dans la figure 12. 
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tition globale des prélèvements d’urine 

Prélèvements reçus de déférente services (maladie infectieuse, Médecine 

interne, Chirurgie, Pédiatrie, Maternité, l’urgence et à titre externe) l’ex

prélèvements se sont révélés positifs (14.98%), 220 négatifs 

représente la répartition globale des prélèvements d’urine. 

11. Répartition globale des prélèvements d’urine

Répartition globale des prélèvements de pus 

Prélèvements reçus de déférente services (maladie infectieuse, Médecine 

interne, Chirurgie, Pédiatrie, Maternité, l’urgence et à titre externe), l’examen bactériologique 

prélèvements  sont révélés positifs (61.90%) (Dont 17 

nes (un seul espèce Bactérienne), et 9 prélèvements

plusieurs espèces Bactériennes) et 16 négatifs (38.1%), et 

%).La répartition globale des prélèvements de pus 

14,98%

63,40%

21,61%
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l’examen bactériologique 

, 220 négatifs (63.40%), et 75 

 

. Répartition globale des prélèvements d’urine         

services (maladie infectieuse, Médecine 

, l’examen bactériologique 

 prélèvements sont des 

prélèvements sont des cultures 

16 négatifs (38.1%), et aucun 

de pus est représentée 

Positifs

Négatifs

Contaminés
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3. Isolement et identification des souches 

3.1 Répartition des souches par groupe bactérien

A partir des 93 prélèvements positifs, on a identifié

(dont77.41% (72/93) sont des entérobactéries

aeruginosa et Pseudomonas

bactéries à Gram positif (dont 

2.15% (2/93)sont des streptocoques

bactériens. 

 

Figure 13. Répartition des souches par groupe bactérien

La répartition des germes isolés

Tableau récapitulatif IV ci-

11,82%

2,15%

38,10%
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Figure 12 : Répartition globale des prélèvements de pus

Isolement et identification des souches  

Répartition des souches par groupe bactérien et par espèces  

A partir des 93 prélèvements positifs, on a identifié 80 bactéries à Gram négatif 

ont des entérobactéries, 7.52% (7/93) sont des Pseudomonas (

Pseudomonas sp) et 1.07% (1/93) sont des Acinetobacter

(dont 11,82% (11/93) sont des staphylocoques

streptocoques. La figure 13 montre la répartition des différents 

. Répartition des souches par groupe bactérien 

La répartition des germes isolés et leur taux de résistances est

-dessous. 

77,41%

11,82%

2,15%

8,59%

61,90%

38,10%
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Tableau IV. Répartition des germes isolés et leur taux de résistances  

Espèce Souches 

résistantes 

Taux Souche 

sensibles 

Nombre 

total  

Taux 

Escherichia coli  25 26,88% 12 37  39.78% 

Proteus mirabilis 10 10,75% 6 16  17.20% 

Klebsiella pneumoniae 4 4,30% 3 7  7.52% 

Pseudomonas aeruginosa 0 0% 7 7 7.52% 

Enterobacter cloacae 2 2 ,15% 2 4 4.30% 

Proteus vulgaris 2 2,15% 1 3 3.22% 

Klebsiella oxytoca 1 1,07% 1 2 2.15% 

Morganella morganii 1 1,07% 1 2 2.15% 

Citrobacter freundii 1 1,07% 0 1 1.07% 

Acinetobacter baumannii 0 0% 1 1 1.07% 

Staphylococcus aureus 3 3,22% 7 10 10.75% 

Staphylococcus epidermidis 1 1,07% 0 1 1.07% 

Streptococcus sp 1 1,07% 1 2 3.22% 

Total 51/93 54.83% 42/93 93 100% 

 

D’après les résultats illustrés dans le tableau IV, le taux des bactéries résistantes est de 

(54.83%) (51/93). Ces résultats confirment l’émergence des bactéries résistantes dans les 

milieux hospitaliers. E.coli est l’espèce la plus fréquemment isolées (39,78%) avec un taux de 

résistante de 26,88%, suivi par P.mirabilis avec un taux de résistante de 17,20%. Selon 

l’étude   faite par Sekhsokh et al., (2008), les microorganismes isolées étaient surtout des 

entérobactéries (85 % ) dont Escherichia coli sont les plus fréquemment isolées avec un taux 

(44,7 %).  

3.2. Identification morphologique et biochimique 

Les résultats de l’examen macroscopique et microscopique des souches et les résultats 

des tests biochimiques sont présentés dans l’Annexe N°II. 

Tableau V : Les souches microbiennes utilisées pour l’évaluation de l’activité 

antibactérienne. 
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Tableau V : Les souches microbiennes utilisées pour l’évaluation de l’activité  

antibactérienne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Souche bactérienne Origine Souche bactérienne Origine        

Escherichia coli  BLSE  

(Ec1) 

ECBU  Kp2 BLSE Pus cutanée 

E. coli BLSE (Ec2) Pus  Kp3 BLSE ECBU 

E.coli (Ec3) ECBU  Kp4 BLSE LCR 

E. coli (Ec4) ATCC (25922) Klebsiella oxytoca ECBU 

E. coli (Ec5) Hémoculture Proteus mirabilis Pm1 Pus d’oreille 

Klebsiella pneumoniae 

BLSE(Kp1) 

Pus du pied 

diabétique PPD 

P. mirabilis Pm2 PPD 

P. mirabilis (Pm3) PPD Citrobacter frendeii PPD 

P. mirabilis (Pm4) ECBU Enterobacter cloacea PPD 

Proteus.vulgaris PPD Serratia liquifaciens ECBU 

Salmonella sp. Coproculture Serratia marcexens ECBU 

Shigilla sonnie Coproculture Acinitoobacter 

baumannii 

ECBU 

Pseudomonas sp. Pus cutanée Staphylococcus aureus 

(Sa1) 

Pus cutanée 

Pseudomonas aeruginosa   

(Pa1) 

ECBU S. aureus (Sa2) PPD 

P. aeruginosa (Pa2) Hémoculture S.aureus (Sa3) Pus d’abcès 

P. aeruginosa (Pa3) ATCC S. aureus (Sa4) PPD 

Staphylococcus 

epidermidis 

ECBU S.aureus (Sa5) ECBU 

Streptococcus sp. PPD S.aureus (Sa6) ATCC(25923) 

Streptococcus sp. PPD   
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Parmi les bactéries isolées, nous avons sélectionnées quelques souches pour étudier 

l’effet d’huile essentielle de thym et l’huile fixe de la nigelle sur ces isolas. Le tableau V 

présente les souches utilisées pour l’évaluation de l’activité antibactérienne. 

NB. L’étude bactériologique des prélèvements de LCR, Hémoculture et coproculture 

sont faite par les techniciens de laboratoire. 

4. Extraction et rendement en huile essentielle de la nigelle 

Aucun rendement n’a été obtenu par l'hydrodistillation des graines sèche de la nigelle 

menée dans un appareil Clevenger. Ceci pourrait s’expliquer par la faible contenance des 

graines en huile essentiel, leur rendement varie de 0,18 à 1,7% du poids total (Benkaci-Ali et 

al., 2007).De plus, les rendements les plus élevés des huiles essentielles ont été recueillis 

pendant la période de pleine floraison (de Mai à Juin). D’autre part, nous avons fait 7 

extractions avec une quantité de 100g à cause du manque de matériel (Ballon de 2 litres). 

5. Extraction et rendement de L’extrait N-Hexane de la nigelle 

Le rendement en huile, extraite des graines de la nigelle est de 42.11% obtenu d’une 

prise d’essai de 30g constituée par des gaines sèche. Cependant, ce taux est comparable à 

celui   rapporté par Hadjazi et al.,  2015 ,(40% ). La variation de rendement en l’huile 

peut être attribuée l’origine de la plante, le climat, la nature du sol, le temps de collecte et  le 

mode d'extraction. L’huile obtonue a une consistance liquide un peu visqueuse avec une 

couleur marron et une odeur fortement épicé.  

6. Résultats de l’activité antibactérienne de l’extrait N-Hexane de la nigelle 

L’activité antibactérienne de l’extrait est évaluée par la méthode de diffusion du 

disque (aromatogramme seulement) sur 6 souches à Gram négatifs et 2 souches à Gram 

positifs. La sensibilité des différentes souches vis-à-vis l’huile étudiée est déterminé selon le 

diamètre d’inhibition observé. A noter que le diamètre du disque (9 mm) a été inclus dans le 

calcul. Pour ce test, 3 doses croissantes en l’huile ont été utilisées (une goutte, 

2gottes ,3gouttes/disque) pour apprécier l’action « Dose-Dépendante » de l’extrait de la 

nigelle. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau VI. 
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Tableau VI. Résultats de la méthode d’aromatogramme 

Méthode utilisée 

 

Aromatogramme  Antibiogramme 

Quantité d’Huile 1 gtte  2 gttes 3 gttes Les disques d’ATB 

Bactéries à Gram– 

Souches testées            Diamètre des zones d’inhibition (mm) 

E. coli (Ec 4) _ 

 

_ _ AMC=15; SXT=25; GM=20; CL=R; 

C=22; AK= 23; ���=35; CX=25; AM=R ; 

E.coli (Ec3) _ _ 13 CN=25 ;NA=25 ;COT=32 ; AK=20 ; SXT=R ; 

CL=R  

Proteus vulgaris 

 

_ _ 11 AML=R ; GM=22 C=30 ; CN=R ; 

IPM=36 ; TCC=32 ; CT�=40 

Pseudomonas  

aerogenosa(Pa3) 

_ 

 

_ _ ATM=30; IPM=30 ; CAZ=18 ; GM=16 ; 

PIP=30 ; AK = 25 ; TOB=22 

Salmonella sp. _ _ 12 CT� = 32; C=28; CZ=24; GM=20; AM=R  

Shigilla sonnei _ 12 15 C=30 ;AM=R ; GM=19; CZ=23; FOX=23;  

Bactéries à Gram+ 

S.aureus (Sa6) 30 40 40 OX=R ; P=36 ;  FOX=30 ; GM=21 ; 

C=36 ; K=21 ; TE=32 ;VA =20 ; CD=31 

;E=30  ; AK=26 ; SXT=28 ; OX�=41 

Streptococcus sp.  

 

25 30 35 P=R ; VA=18 ; CD=35 ; RA=30 ; 

LVX=28 ; GM=35; TE=R ; E=30 ; 

AM=25 ; COT =35 ; C=34. 

 

nd : non déterminé ;(-) : absence des zone d’inhibition ; ATB : Disque d’antibiotique 

(contrôle positif) ; AMP/AM/AML= Amoxicilline/Ampicilline; AMC = Amoxicilline + Ac. 

Clavulanique ; AK = Amikacine; C = Chloramphénicol;  CAZ = Ceftazidime ;                  

CN30 =Céfalexine ; CIP = Ciprofloxacine ; CL=Colistine ; COT = Cotrimoxazole ;                    

CTX = Céfotaxime / Ceftriaxone ; CZ = Cefazoline ; E= Erythromycine ; FA= Acide 

Fusidique ; FOX/CX = Céfoxitine ; GM = Gentamicine ; IPM = Imipénèm ;                           

K = Kanamycine ;          LVX = Lévofloxacine ; NA = Acide nalidixique ; OX = Oxacilline ; 

P = Pénicilline ;RA= Rifampicine ; TE = Tétracycline ; TCC =Ticarcilline + Acide 

Clavulanique ; VA = Vancomycine. 
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D’après le tableau VI, on constate que l’huile de la nigelle est fortement inhibitrice sur 

S. aureus (Sa6) et Streptococcus sp. avec une zone d’inhibition (ZI) (ZI= 30mm, ZI = 25mm) 

respectivement pour la faible dose de l’huile et exècre une activité légèrement inhibitrice sur 

les souches P.vulgaris, Salmonella sp. et E. coli pour la grand dose avec une zone d’inhibition 

(ZI=11mm, ZI=12mm, ZI=13mm, ZI=15mm) respectivement. Notons aussi que la souche 

Shigella sonnei est légèrement inhibée avec une zone d’inhibition ZI=12 pour la dose (2 

gouttes /disque). Par contre, nous avons remarqué que les deux souches E. coli (Ec 4) et 

Pseudomonas aeruginosa (Pa3), ont présenté une résistance vis-à-vis l’huile testée. 

 Par ailleurs, une étude comparative a été faite avec les contrôles positifs, à l’aide d’une 

gamme d’antibiotiques. En égards des résultats obtenus, il en ressort que notre échantillon 

d’huile possède un bon pouvoir antibactérien contre S. aureus et streptococcus sp.  

Dans notre étude, l’extrait N-Hexane a été jugé plus efficace sur les bactéries à      

Gram + que les bactéries à Gram - ce qui est conforme avec des études antérieures où les 

composés dérivés de plantes présentent souvent une activité considérable contre les bactéries 

Gram positif mais pas contre les espèces Gram négatives (Toama et al ; 1974 ;El amri et al., 

2014 ; Nor Aishah et al.,2013 ; Rafati et al., 2013 ; Salman et al.,2008 ; Akloul et al., 

2014 ; Karrouchi et al ; 2014 ) 

Les bactéries à Gram négatives ont une efficace barrière de perméabilité, constituée de 

la membrane externe, ce qui limite la pénétration des composés amphipatiques et les pompes 

multirésistance qui expulsent les toxines à travers cette barrière. Il est possible que l'apparente 

de l'inefficacité de l'activité antimicrobienne de la plante vis-à-vis ces bactéries est en grande 

partie en raison de cette barrière de perméabilité. (Salman et al., 2008) 

Selon l’étude de Tuaseef Suaultan et al., 2009, la composition chimique de l’HF de la 

nigelle cultivée en Pakistan e montrent qu’elles est  composées d’acide gras insaturés ,dont les 

plus dominantes sont les acides linoléique, oléique et palmitique respectivement ,des acide 

gras monoinsaturés et des acides gras polyinsaturés. De plus l’HF contient des composants 

fonctionnels comme le Thymoquinone qui représente aussi le composant major de l’HE de la 

nigelle. Grâce à des études antérieures, il a été la preuve que la Thymoquinone est dotée d’une 

activité antimicrobienne (Forouzanfar et al., 2014 ; Aftab et al., 2015 ; Salman et al.,2008 

Kahsai Welderufael, 2002) .  Le thymoquinone inhibe significativement la 

synthèse des protéines et  de l 'ARN dans S. aureus  (Kahsai Welderufael, 2002). On 

outre Zheng et al., 2005 démontrent pour la première fois que l’action antibactérienne des 

acides gras insaturés est médiée par l’inhibition de la synthèse des acides gras insaturés a 

longue chaine , tels que l'acide linoléique, qui montrent une activité antibactérienne et sont les 

ingrédients clés des additifs alimentaires antimicrobiens et des herbes antibactériennes. 
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Cependant, le mécanisme précis de cette activité antimicrobienne reste incertain. Dans cette 

étude ils ont  constaté que l'acide linoléique inhibe la protéine réductase bactérienne       

enoyl-acyl (FabI), un composant essentiel de la synthèse bactérienne d'acides gras, qui a servi 

de cible prometteuse pour les médicaments antibactériens. Des acides gras insaturés 

additionnels, y compris l'acide palmitoleique, l'acide oléique, l'acide linolénique et l'acide 

arachidonique ont également montré l'inhibition de FabI.  

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité antibactérienne des 

composants de l’HF (Thymoquinone et acide gras). Nos résultats sont en concordance avec 

ceux présenté dans le tableau VII mais notre huile est plus efficace surtout contre S.aureus et 

Streptococcus avec une DZI (40 mm et 35mm) respectivement. 

 

Tableau VII. Résultats de quelque étude sur l’activité antibactérienne de la nigelle 

 

Souches testées DZI Référence  

Bactéries à Gram positive Entre 9,5mm et 35mm Akloul et al.,2014 

E.coli 14mm 

S.aureus  25mm  

Zwidah et al.,2015 E.coli . Pseudomonas 9mm10mm 

S. aureus, B. cereus, E. coli, S. 

typhi, E. aerogenes, P. aeruginosa. 

P. vulgaris 

32, 15, 14.14, 13 mm 

respectivement 

Hadjazi et al.,2015 

 

7. Résultats de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle du Thym 

L’activité antibactérienne de l’HE du Thymus algeriensis est évaluée par la méthode 

de diffusion du disque (aromatogramme) et la méthode de micro-atmosphère. Pour ce test, 3 

doses croissantes en HE ont été utilisées (20, 40 et 60µL /disque) pour apprécier l’action 

« Dose-Dépendante » de l’HE. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau VIII. 
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Tableau VIII. Résultats de l’aromatogramme et microatmosphère de Thymus algeriensis  
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D’après le tableau VII, nous pouvons constater que la quasi-totalité des souches 

bactériennes étudiées sont sensibles vis-à-vis l’huile essentielle de thym, dont le diamètre des 

zones d’inhibition augmentent en fonction du dose d’huile essentielle et oscillent entre 15 et 

72 mm pour les disques imprégnés de 20µL d’HE, entre 20 et 85 mm avec les disques 

imprégnés de 40 µL d’HE et entre 25 et 85 mm avec les disques imprégnés de 60 µL 

d’HE.S.aureus (Sa6) demeure l’espèce la plus sensible avec un diamètre inhibition de 72 mm 

à la plus faible dose en HE. Une inhibition totale de la croissance a été notée pour la quantité 

d’HE de 60 µL /disque pour les bactéries S.aureus (Sa2, Sa3, Sa5, Sa6) et K.pneumoniae 

(Kp2). 

En plus, une activité légèrement inhibitrice a été observée pour Pseudomonas 

aeruginosa (Pa1 et Pa2).Ces souches possèdent un potentiel de résistance élevé vis-à-vis les 

huiles essentielles testées. Cette résistante n’est pas surprenante. Ceci à été confirmé par 

plusieurs études antérieures (Dorman et Deans, 2000). 

Par ailleurs, une action « dose-dépendante » a été aussi enregistrée pour la majorité 

des isolats étudié. On note aussi que l’HE de thym et actif sur tous les souches peu importe 

leur site d’infection, et leur pathogénicitées, donc on peut dire que HE de thym un 

antibactérien à large spectre d’action. 

L’étude comparative qui a été faite avec le contrôle positif (ATB) permet confirmer 

que notre échantillon d’HE de thym est doué d’un fort pouvoir antibactérien, largement 

supérieur à celui du témoin positif où les DZI obtenus ne dépassent pas la valeur de 45 mm. 

Notre étude montre qu’il n'y avait pas de différence significative de effet 

antibactérienne de l’He sur les bactéries à Gram- et les bactéries à Gram +  

Une étude menée par Dob et al., 2006 sur les thymus d’Afrique de nord a démontré 

que le composé majoritaire était le thymol chez les espèces d’Algérie et du Maroc et le 

carvacrol chez les espèces de Tunisie. 

De nombreux travaux ont été réalisés sur l’HE du thym. Le tableau IX nous donne une 

étude comparative de la composition chimique de thym. 

Selon Dormans et Deans., 2000 l’activité antibactérienne des HE ainsi que leur mode 

d’action sont directement influencés par la nature et la proportion de leurs constituants qui 

entrent dans leur composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables de 

l’activité antibactérienne observée  

Notre recherche révèle que l’activité inhibitrice de T. algeriensisest très forte sur 

toutes les souches rassemble avec les travaux de Chemat et al., 2012. Cette activité elle est 

due à la nature des principaux composants actifs.le thym étudie par chemat et al., 2012 se 
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caractérise par un contenu riche de es composés phénoliques tels que le thymol (71%) et le 

carvacrol (4%) qui exerce une forte activité antibactérienne.  

De plus, les études antérieur de (Dob et al., 2000 ; Amarti et al.,2010 ; Zouari et al., 

2012 ; Hazzit et al., 2009 ; Ben El Hadj Ali et al., 2015 ; Zayyad et al., 2014 ; Ouakouak 

et al ; 2015 )réalisés sur l’HE du thym révèle que ce derniers est dotée par une forte activité 

antimicrobienne qui varie selon la composition chimique dont le plus puissant ceux qui est 

riche on composées phénoliques teleque le thymol et le carvacrol.   

Il a été rapporté que les HE contenant des aldéhydes ou des phénols, tels que        

cinnam aldéhyde, le citral, carvacrol, l'eugénol ou thymol comme principaux composants ont 

montré l'activité antibactérienne la plus élevée, suivie  par HE contenant des alcools 

terpéniques.  OE autres, contenant des cétones ou des esters, tels que les β-myrcène, α-

thuyone ou l'acétate de géranyle avaient une activité beaucoup plus faible.  Tandis que les 

huiles volatiles contenant du terpène hydrocarbures étaient généralement inactive (Nestor 

Bassolé et  Juliani, 2012). 

Des études ont montré que le thymol interagit avec les membranes cellulaires. 

L’interaction affecte la perméabilité de la membrane, ce qui a été documenté par la perte de 

potentiel de la membrane, l'absorption cellulaire du bromure d'éthidium et la fuite d'ions 

potassium, d'ATP et de carboxyfluorescéine (Hyldgaard et al., 2012). 

En conclusion, les résultats que nous avons obtenus sont très prometteurs pour une 

éventuelle utilisation de la fraction aromatique du thym comme principe actif, dans des 

préparations galéniques à visée thérapeutique pour lutter contre déférente infection 

bactériennes.  

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’HE de thym sont colligés dans le 

Tableau VII. En concordance avec les résultats obtenus en aromatogramme, la phase vapeur 

de l’essence a exhibé une action inhibitrice sur la croissance de toutes les bactéries à 

l’exception de l’espèce pseudomonas où les DZI obtenus varient entre 30 et 80 mm à la plus 

faible quantité en HE. Nous pouvons constater que la quasi-totalité des souches à l’exception 

de Pseudomonas bactériennes sont fortement sensibles, dont le diamètre des zones 

d’inhibition augmentent en fonction du volume des huiles essentielles des plantes avec une 

grande zone d’inhibition marquée pour S .aureus (80mm) pour un volume de 20 µl d’huile 

essentielle de thym. De plus, une action bactéricide a été notée sur la croissance de bactéries 

suivantes : S. aureus (Sa1, Sa2, Sa3, Sa4, Sa5, Sa6), E.coli (Ec1), K.pneumoniae (Kp2 et 

Kp4), P.mirabilis (Pm4), Acinitobacter bumannii, Citrobacter frendeii, Enterobacter cloacea, 

Serratia marcexens, serratia liquifacies et shigilla sonnie à la grand dose.  
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En revanche, pour d’autres germes microbiens, c’est la phase liquide qui présente une 

certaine efficacité par rapport à la vapeur, C’est l’exemple de Klebsiella oxytoca et E.coli 

(Ec5). 

Pour ce qui de l’action antibactériennes de la phase vapeur des HE en générale, et celle 

de thym en particulier, il existe quelques études ont été réalisées à ce jour (Tyagi et Malik, 

2011 ; Kloucek et al., 2012 ; Laird et al., 2012., Inouye et al.,2001 ; Boukhatem et al., 

2014) ont mis en exergue l’efficacité de la phase vapeur sur l’inhibition de la croissance des 

germes par rapport à la phase liquide. Ceci a été confirmé, lors de notre étude, notamment sur 

les bactéries à Gram+ (voire figure 12). Cependant l'une des raisons pour lesquelles la phase 

vapeur est plus efficace est que les molécules lipophiles dans la phase aqueuse s'associe pour 

former des micelles et suppriment ainsi la fixation des HE à l'organisme, alors que la phase 

vapeur permet une fixation gratuite (Laird et Phillips., 2012).   

Il existe de plus en plus des preuves que les HE  en phase vapeur sont des systèmes 

antimicrobiens efficaces et qu'ils ont avantages sur l'utilisation d’HE  en phase liquide comme 

augmentation de l'activité, utilisation à des concentrations plus faibles, capacité à être utilisé  

dans une gamme d'environnements, par exemple, comme  décontaminant de l’air ambiant ou 

les systèmes de ventilation dans le milieu hospitalier pour limiter la propagation des germes 

microbiens et lutté contre   les infections nosocomiales. 

9. Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

La détermination des CMI a été accomplie uniquement pour les souches bactériennes 

ayant montré une grande sensibilité vis-à-vis de l’action inhibitrice des huiles essentielles. On 

s’est intéressé au 05 bactéries à cause de manque des milieux de culture. 

Pour facilite la diffusion de l’huile essentielle  qui sont également non miscibilité dans la 

gélose, nous avons incorporées un dispersant (tween 80) pour une bonne diffusion à travers le 

milieu gélosé. Par ailleurs, la gamme de dilutions en HE utilisée, lors de cette étude, varient 

entre2% à 0.03%. Les résultats de cette analyse sont mentionnés dans le Tableau IX.  

Tableau IX. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI, µL/mL) 

 

Souches bactériennes CMI (µL/mL) 

S. aureus (Sa6) CMI< 0.03 

E.coli (Ec4)  0.25 

Salmonella sp 0.06 

Shigilla sonnei 0.06 
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À l’égard de l’essence de T. algeriensis : Toutes les bactéries testées sont très 

sensibles à l’action inhibitrice de l’HE du thym, avec des valeurs de CMI de l’ordre de 

0.06µL/mL pour Salmonella sp et Shigilla sonnei, de 0.25 µL/mL pour E.coli, et inferieur à 

0.03 pour S.aureus.Nos résultats défère à ceux trouvée par Dob et al., dont la CMI d’E.coli et 

a l’ordre de 5 µL/mL et la CMI de S.aureus est d’ordre de 2 µL/mL.D e plus l’études de 

Amarti et al., 2010 montre que l’espèces d’E.coli et de S.aureus elles ont inhibées à une CMI 

de l’ordre de 1/100 v/v. Cette variété de la CMI et probablement due  grande variabilité de la 

composition chimique des essences du genre Thymus ainsi que l'interaction entre les 

antimicrobiens dans une combinaison peut avoir trois résultats différents, synergiques, 

additifs ou antagonistes. La synergie survient lorsqu'un mélange de deux composés 

antimicrobiens a une activité antimicrobienne supérieure à la somme des composants 

individuels. Un effet additif est obtenu lorsque la combinaison d'antimicrobiens a un effet 

combiné égal à la somme des composés individuels. L'antagonisme se produit lorsqu'un 

mélange de composés antimicrobiens a un effet combiné inférieur à celui appliqué séparément 

(Hyldgaard et al.,  2012). 

9. Etude comparative : aromatogramme vs microatmosphère 

Une étude comparative entre l’aromatogramme et la microatmosphère a été réalisée 

afin de vérifier l’efficacité de l’action antimicrobienne de la phase vapeur de l’essence.  

A la lecture comparative des résultats des deux méthodes, il apparait que, d’une 

manière générale, certaines souches bactériennes sont plus sensibles à l’action inhibitrice de la 

phase vapeur que la phase liquide. C’est le cas notamment du E.coli (Ec1),  Proteus mirabilis 

(Pm4),Serratia Liquifaciens et Citrobacter frendeii où les DZI obtenus, en microatmosphère, 

sont deux fois plus supérieurs que ceux de l’aromatogramme (Figure 14). En revanche et 

avec d’autres isolats (S. aureus (Sa1), Acinitobacter, K. pneumoniae et Serratia marcexens), 

aucune différence notable n’a été signalée. En plus, une activité légèrement inhibitrice a été 

observée sur Pseudomonas aeruginosa). Ces souches possèdent un potentiel de résistance 

élevé vis-à-vis l’huile testé. 

Les études réalisées par Tyagi et Malik (2010,2011), Laird et Phillips (2012) et  

(Mandras et al., 2016) et ont mis en exergue l’efficacité de la phase vapeur sur l’inhibition 

de la croissance des germes par rapport à la phase liquide.  

De plus, il est de plus en plus évident que les HE en phase vapeur sont des systèmes 

antimicrobiens efficaces et qu'ils pourraient présenter des avantages par rapport à leur 

utilisation en phase liquide, en particulier en milieu hospitalier. En fait, nos étude 

démontraient une meilleure activité en phase vapeur (Mandras et al., 2016). Ceci a été 

confirmé, lors de notre étude, notamment sur les bactéries à Gram-. 
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La différence d’activité antimicrobienne  en phase liquide et en phase vapeur pourrait être due 

aux caractéristiques des HE telles que leur forte hydrophobicité et leur volatilité. En fait, lorsqu'il est 

ajouté à un milieu, l'OE se répartit plus ou moins d

hydrophobie relative. En phase liquide, l'activité dépend de la diffusibilité et de la solubilité des HE 

dans le milieu, tandis que dans le dosage en phase vapeur, 

Phillips 2012). 

 

 

Figure 14. Etude Comparative
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La différence d’activité antimicrobienne  en phase liquide et en phase vapeur pourrait être due 

aux caractéristiques des HE telles que leur forte hydrophobicité et leur volatilité. En fait, lorsqu'il est 

ajouté à un milieu, l'OE se répartit plus ou moins dans la phase aqueuse en fonction de son 

hydrophobie relative. En phase liquide, l'activité dépend de la diffusibilité et de la solubilité des HE 

dans le milieu, tandis que dans le dosage en phase vapeur, elle dépend de la volatilité (
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Conclusion 

l’objectif de notre  travail est de mettre en évidence l’activité antibactérienne de l’huile 

essentiel et fixe de la nigelle et l’huile essentiel du thym in vitro sur nombreuse souches 

bactériennes, standardisées ou isolées cliniquement de différents prélèvements (urine, pus, 

sang, liquide céphalo-rachidien).  

En résumé, nous avons obtenu au cours de notre étude les résultats suivants :  

  Au total 93 souches ont été isolées et identifiées, dont 80 sont des bacilles à Gram 

négatif (77.41% (72/93) sont des entérobactéries, 7.52% (7/93) sont des Pseudomonas (P. 

aeruginosa et Pseudomonas sp) et 1.07% (1/93) sont des Acinetobacter baumannii), et 13 

bactéries à Gram positif (dont 11,82% (11/93) sont des staphylocoques (S.aureus et SCN) et 

2.15% (2/93) sont des streptocoques. L’étude de la sensibilité de ces souches aux 

antibiotiques a permis de sélectionner 51 souches résistantes à ces molécules avec une 

dominance des entérobactéries. Ces résultats confirment l’émergence des bactéries résistantes 

dans les milieux hospitaliers 

Aucun rendement en huile essentielle n’a été obtenu par l'hydrodistillation des graines 

sèche de la nigelle menée dans un appareil Clevenger, par contre le rendement  de l’extrait N-

Hexane était de 42.11%. 

L’activité antibactérienne de l’extrait de la nigelle est évaluée par la méthode de 

diffusion du disque (aromatogramme seulement) sur 6 souches à Gram négatif et 2 souches à 

Gram positif, isolées cliniquement et certaines souches de référence. Dans notre étude, 

l’extrait  a été jugé plus efficace sur les bactéries à Gram + ( S.aureus (Sa6) et Streptococcus 

sp  que les bactéries à Gram - ( P.vulgaris, Salmonella sp et E.coli). 

L’activité antibactérienne de l’huile essentielle du Thymus algeriensis est évaluée par 

la méthode de diffusion du disque (aromatogramme) et la méthode de micro atmosphère. 

D’après les résultats obtenus, la quasi-totalité des souches bactériennes étudiées sont sensibles 

vis-à-vis l’huile essentielle de thym, dont le diamètre des zones d’inhibition augmentent en 

fonction du dose d’huile essentielle. En plus, une activité légèrement inhibitrice a été observée 

sur Pseudomonas aeruginosa (Pa1 et Pa2). Ces souches possèdent un potentiel de résistance 

élevé vis-à-vis les huiles essentielles testées. 

A la lumière de ces résultats obtenue dans la phase vapeur de l’huile essentielle de 

thym, on peu utilisées cette essence pour assainir l’air ambiant ou les systèmes de ventilation 

dans le milieu hospitalier pour limiter la propagation des germes microbiens et lutté contre   
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les infections nosocomiales. L’autre conclusion à souligner consiste à dire que l’HE du Thym 

a présenté de meilleurs résultats comparativement aux ATB utilisés comme référence. 

Les résultats obtenus laissent entrevoir des perspectives d’application  

pharmaceutiques de l’extrait N-Hexane de la Nigelle et l’essence du thym comme une source 

potentielle des molécules naturelles bioactive dans le traitement des maladies infectieuses et 

même comme conservateurs dans les aliments.  

Comme perspectives, il serait intéressant : 

D’identifier et de quantifier les constituants de des huiles testées par des analyses 

chromatographiques. 

Étudiée  l’activité antifongique et antioxydant. 

Evaluation de l’activité antimicrobienne in vivo. Le mode d’action des huiles au 

niveau cellulaire des germes microbiens a été rarement abordé. De même que la cinétique 

d’inhibition au cours de la croissance microbienne. Pour améliorer la compréhension des 

altérations cellulaires observées, un travail plus approfondi, impliquant les molécules actives 

des HE devra être entrepris. L’observation des effets produits sur l’ultra-structure bactérienne 

devra être réalisée en microscopie électronique à transmission. 

En définitive, l’objectif premier de notre travail a été atteint puisque nous avons 

contribué à valoriser la fraction aromatique de thym et de la nigelle en aromathérapie anti-

infectieuse. 
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ANNEXE I 

Matériel de laboratoire et appareillage 

 

Appareillage, Verrerie 

 

 

 

 

 

 

Milieus de cultures 

 

 

 

 

 

Appareillage           Verrerie 

-     Bec bensen 

-     Portoir de tubes à essai  

-     Etuve d’incubation 

-     Réfrigérateur 

-     Microscope optique 

-     Agitateur 

 -   Disques d’ATB 

-     Ecouvillons  stérile. 

-     Boite de Pétrie 90mm 

-     Disques vierge 

-    Lame et lamelle 

-     Pipettes Pasteur 

-     Tubes à essai stériles 

-     Tubes secs 

Milieux de cultures Réactifs et solutions 

-     Gélose ordinaire 

-      Gélose Hektoen 

-    Gélose au sang cuit 

-     Gélose au sang frais 

-     Milieu Miller Hinton 

-    Mannitol – mobilité 

-     Milieu T.S.I 

-     Milieu au citrate de 

   Simmons 

-Milieu Urée – Tryptophane 

(Urée-Indole) 

-  Milieu  LDC 

- Milieu ODC 

- Milieu ADH 

-     Milieu Clark et Lubs. 

 

-     Réactifs de VP 

-     Réactifs pour TDA 

-     Réactifs de Kovacs 

-     L’huile à immersion 

-     L’huile de vaseline 

-     Disques d'ONPG 

-    Eau physiologique 

-    Eau oxygénée 

 -     Huile de thym 

 -     Huile de la nigelle 



ANNEXE II 

 

Résultats de l’examen macroscopique et microscopique des souches 

Espèce Examen  macroscopique Examen 

microscopique 

Escherichia coli  colonies rondes, lisses, abordes réguliers, aplatée Bacille 

Proteus mirabilis Colonie verdâtre avec un centre noire  Bacille 

Klebsiella 

pneumoniae 

colonies rondes, bombées, mucoïde 

volumineuses, brillantes. 

Bacille 

Klebsiella oxytoca colonies rondes, bombées, mucoïde 

volumineuses, brillantes. 

Bacille 

Proteusvulgaris Colonie verdâtre avec un centre noire Bacille 

Pseudomonas 

aeruginosa 

 Colonie verdâtre à contour irrégulier avec un odeur 

aromatique 

Coccobacilles  

Staphylococcus  

aureus 

Colonie fine de couleur jaune-orange sur milieux 

Chapman 

Cocci regroupé 

en amas 

Staphylococcus 

épidermidis 

Colonies fine de couleur blanchâtre sur milieux 

Chapman 

Cocci 

Streptococcus sp petites colonies translucides Cocci regroupé 

en chaînette  

 

Résultats des tests biochimiques pour les staphylocoques 

 

 

 

 

 

  

 Coagulase Catalase 

 S.aureus + + 

S.épidermidis - - 



Résultats des tests biochimiques de la galerie AP20E  pour les entérobactéries 
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ANNEXE III 

Résultats de l’activité antibactérienne de huile de thym 

 

 

 

 

Saphylococcus aureus (Sa3) 

(Micro-atmosphère) 

Saphylococcus aureus (Sa3) 

(Aromatogramme) 

Citrobacter frendii (Micro-atmosphère) Citrobacter frendii (aromatogramme ) 

Acinitobacter baumani 

(Micro-atmosphère) 

Acinitobacter baumani 

(aromatogramme ) 



 

 

 

 

 

E. coli (Ec5) (Micro-atmosphère) 

Klebsiella oxytoca (Micro-atmosphère) 

E. coli (Ec5) Aromatogramme 

Klebsiella oxytoca Aromatogramme 

Pseudomonas aeruginosa   Aromatogramme 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III 

 

RESULTAT ET DISCUSSION



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION
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