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Résumé

Résumé :

Ce travail a porté sur 1’étude de I’effet des extraits de Thymus vulgaris récolté dans deux
régions du pays (Mostaganem et Naama) sur la croissance du germe Escherichia coli
responsable des infections uro-génitales chez la femme. L’extraction des principes actifs de
la plante a été effectuée par macération du végétal dans les solvants aqueux a 80/20,
(solvant/eau, v/v) a différentes polarités (hexane — méthanol — éthanol et eau). Les extraits de
Thymus vulgaris obtenus aprés évaporation du solvant ont été dilués a 20, 40, 60, 80, 100%,
respectivement. Plusieurs techniques de mesures on été effectuées en triples essais chez
Escherichia coli dont: méthode de contact direct, méthode des disques, Concentrations
Minimales Inhibitrices et Bactéricides (CMI et CMB). Il apparait, que tous les extraits a
différents polarité de Thymus vulgaris ont présenté, notamment a 1’état pur des activités
antimicrobiennes intéressants et proche de la gentamicine vis —a- vis d’E. Coli. Le mode
d’action de ces extraits a 1’encontre du germe étudié est de type bactéricide.
Mots clés : Thymus vulgaris, E. Coli, infection, urogeénital, effet, antibactérienne
Abstract :
This work focuses on the effect of hexane, methanol, and ethanol Thymus vulgaris in two
regions, Mostaganem and Naama, on the germ responsible for uro-genital infection.
Escherichia coli Natural extracts from plants contain a range of bioactive compounds that are
attributed to an inhibitory potency of microorganisms and antioxidants In this work, we
investigated the antibacterial effects of Thymus vulgaris a plant widely used in medicine,
traditional, also in agribusiness industry around the world. Extracts of Thymus vulgaris were
tested on the germ Escherichia coli responsible for uro-genital infection, using the method of
direct contact, the disk method, to determine the minimum inhibitory and bactericidal
concentration. Our study is summarized in the following points: Extraction by maceration of
bioactive compounds extracts of Thymus vulgaris from the two regions of Mostaganem and
Naama with hexane, methanol, ethanol and water. The inhibitory effects of thymus vulgaris
extract on Escherichia coli bacteria. Finally, from the CMB / MIC reports obtained, the
extracts of Thymus vulgaris exert an inhibitory effect of bactericidal type on Escherichia coli.
Key words: Escherichia coli, antibacterial effects, bioactive compounds, Thymus vulgaris
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Introduction

Introduction

L’infection uro-genitale communautaire est un motif trés fréquent de consultation et de
prescription médicale en pratique courante. Les voies uro-génitales représenteraient, en effets,

le second site d’infection bactérienne communautaire aprés 1’appareil respiratoire.

Le terme infection-uro-génital (IUG) regroupe un ensemble hétérogéne d’infections de 1’un
des constituants du tractus uro-génital ou de ses annexes. Ces différentes situations cliniques
justifient une prise en charge spécifique. L’IUG peut étre symptomatique ou non, haute ou

basse, compliquée ou non, en fonction du terrain sur lequel elle survient.

le recours aux ressources naturelles, surtout aux plantes médicinales, devient trés important et

intéressant pour la recherche de nouveaux produits antibactériens plus efficaces (Cheurfa et

al,. 2013)

Les plantes médicinales sont devenues importantes pour la recherche pharmacologique et
1’¢élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la
synthese de médicaments ou comme modeles pour les composes pharmacologiquement actifs
(OMS, 1998). Ainsi, malgré le développement des medicaments de synthése, les
médicaments végétals sous leurs différentes formes continue & occuper une place de choix.
Environ 20.000 a 25.000 plantes médicinales sont utilisées dans la pharmacopée humaine.
75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une
molécule active d’origine végétale ; soit un total de 120 composés provenant de 90 plantes
différentes (Adossides, 2003).

L’Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique, possede un
ensemble considérable d’especes naturelles qui représentent un patrimoine phytogénétique de
tres grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur role dans 1’équilibre
écologique (Senoussi et al., 2003). La valorisation de ces ressources est devenue
indispensable. A cet effet, nous nous sommes intéresses a connaitre 1’effet de 1’utilisation de
I’extraits du Thymus vulgaris sur la croissance d Escherichia coli qui est le principale agent

responsable de I’infection uro-génitale chez la femme.




Introduction

L’objectif de notre travail vise en particulier a étudier I’effet antibactérien des composés
bioactif de cette plante extraits par usage des solvants a différents polarités (Hexane, Ethanol,

M¢éthanol et I’eau) sur le germe Escherichia coli.

Plusieurs méthodes microbiologiques et approches techniques ont été utilisées lors de cette

étude :

1- Procéder a des extractions a 1’ Hexane, Ethanol, Méthanol et a 1’eau des principaux

composeés bioactifs de la plante.

2- Suivre les effets antibactériens des extraits de Thymus vulgaris cultivés in vitro par la

méthode de contact direct sur milieu solide.

3- Evaluation de D’activité inhibitrice des extraits de la plante effectuée en comparaison a un
ATB (Gentamicine).

4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

5. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

-
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Chapitre 1 : Les infections uro-génital

Le systeme uro-génital est composé de deux appareils qui ont chacun une fonction
bien Précise :
v' L’appareil urinaire : chargé de purifier le sang et de maintenir constante sa composition.
Gréce a un triple mécanisme de filtration, de sécrétion et de réabsorption.
v L’appareil génital : chargé de la reproduction de I’espéce (Eline, 2008)
1. Appareil urinaire :
L’appareil urinaire se compose de deux volumineux organes les reins: Grace a leurs
fonctions de filtration, de sécrétion et de réabsorption, ils forment I’urine qui est acheminée
vers la vessie grace aux deux ureteres. Une fois dans la vessie, I’urine est évacuée hors de

I’organisme par I’urétre (Eline, 2008) (figure.01)

1.1. Les éléments constituants I’appareil urinaire :
1.1.1. Haut appareil urinaire :
1.1.1.1. Lesreins:

Ce sont deux organes en forme de haricot qui mesurent environ 12 cm de longueur, 6
cm de largeur et 3 cm d’épaisseur. Chaque rein pese en moyenne 150 gr, ils sont situés en
arriere du péritoine, de part et d’autre de la colonne vertébrale entre la 11éme vertebre
dorsale et la 3éme vertébre lombaire. A cause de la présence du foie, le rein droit est un peu

plus bas que le gauche

1.1.1.2.Luretére :
Un conduit musculo-membraneux d’environ 4 8 5 mm de diamétre et de 25mm de long

qui véhicule les urines du bassin et a la vessie

1.2. Bas appareil urinaire :
1.2.1. Lavessie:
Est un réservoir musculo-membraneux, qui regoit et emmagasine 1’urine dont

I’évacuation est assurée par 1’urétre.

1.2.2. L’urétre :

Possede une tunique musculaire et des sphincters lisses et striée (Eline, 2008)

v
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Surrénale

Rein
Reaq Gauche
Droit
Ureteres |
Vessie

~_Uretre

Figure 01. L appareil urinaire (Tortora et Derrickson, 2006)

1.3. Urine:
1.3.1. Définition :

L’urine normale est un liquide jaune péle, elle est foncée lorsqu’elle est concentrée
par insuffisance d’apport d’eau ou en cas de perte hydrique par transpiration, par exemple. Sa
coloration est due a des pigments produits par le métabolisme de I’hémoglobine. Sa
production est le résultat de la fonction excrétrice du rein. Sa composition est liée a celle du
plasma, dont elle est un filtrat. (Fleche, 2012).
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1.3.2. Composition de I’urine :

Chimiquement, I’urine contient en solution des éléments trés varié¢ provenant tous du

plasma (Tableau 01)

Tableau 01 : Composition de I’urine

Paramétre Unités traditionnelles Unités Sl
Acide urique (adulte) 0.22a0.65 g/l 1.5 a 4.8mmol/24h
Acide vanyl-mandélique | 1 a6 mg/24 h 5 & 3mmol/24h
(adulte)
Calcium 0.100a0.25g/24h 2.5 a 6.5mmol/24h

Clairance de la créatinine endogéne
Homme 120 plus ou moins 20 ml/min
Femme 115 plus ou moins 16 ml/min

HLM

Hématies <5000
Leucocyte <5000
pH 46a8
Potassium 40 a 100 mEqg/24h 40 a 100mmol/24h
Sodium 1002300 mEq/24h. 100 a 300 mmol/24h
Urée 15a309/24h 250a500mmol/24h

1.3.3. Urine normal et anormal

(Caquet, 2008)

Les caractéres généraux des urines normales et anormales sont présentés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 02)
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Tableau 02. Caractéres généraux des urines normales et anormales

Caractére Etat normal Etat anormal

Diminution Augmentation

20ml par kg de|< 500ml constitue| > 2 000 ml constitue la
poids corporel soit | I’oliguriec ~ s’observe | polyurie : tous les diabétes,
1300 a 1500 par 24 | dans toutes les | ainsi que dans les néphrites
h (le plus souvent | maladies infectieuses. | interstitielles.

Volume les examens portent | 0 ml constitue 1’anurie
sur la totalité des | : s’observe, en
urines émisses | particulier, dans
pendant 24h) I’obstruction  biliaire

(Anurie calculeuse)

Jaune citron plus ou | Jaune paille ou | Brun acajou dans le cas d’un

moins foncé incolore : néphrite | ictéere, rouge sanglant dans
Couleur interstitielle chronique | I’hématurie.
Peu prononcée Odeur de pomme au cours de
Odeur ] )
I’acétonurie
Chez les sujet L’émission d’air au cours de
normal, il n’aya pas la diurése constitue la
démission d’air au pneumaturie. Celle-ci  est
Air cours de la diurése due, le plus souvent, a une
diverticulite  sigmoidienne
qui atteint la vessie.
S’abaisse (Acidité | Augmente (Acidité
pH 5a8 augmentée) chez les | diminuée) dans les
diabétiques. insuffisances rénales.

(caquet, 2008)
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1.4. La flore normale de ’appareil urinaire :

L’arbre urinaire est normalement stérile, a 1’exception de la flore des derniers
centimetres de 'urétre distal. Cette derniere est variée, et refléte a la fois la flore digestive
(Entérobactéries, Streptocoques), la flore cutanée (staphylocoques a coagulase négative,
Corynebacterium), la flore génitale (Lactobacilles chez la femme), et la flore anaérobie.

v" Les micro-organismes atteignent ’appareil urinaire par différentes voies :
Ascendante essentiellement, mais aussi hématogene, ou lymphatique. Le mécanisme principal
est la voie ascendante, spécialement pour les bactéries d’origine intestinale (Escherichia coli
et autres entérobactéries), La voie hématogéne est plus rare et limitée & quelques rares
microbes, tels que Staphylococcus aureus, Candida spp et Mycobactérium tuberculosis
(Gonthier, 2000).

1.5. L’infection urinaire :

L’infection urinaire est une maladie infectieuse trés répondue. Il s’agit d’une
colonisation des voies urinaire par un et ou plusieurs germes. Les bacilles a Gram d’origine
entérique (colon), dans une premiére étape vont coloniser la peau et les muqueuses génitales
externes, Ensuite colonisent I’urétre distal. (Gonthier, 2000).

E. coli, est considérée comme étant la bactérie la plus fréguemment impliqué dans les

infections urinaires, elle représente 85% des cas positives (Minor et Veron, 1989)

1.5.1. Types d’infections urinaires :
L'appareil urinaire est un vaste systéme de filtration, composé notamment des reins et
de la vessie. Mais ce réseau peut étre victime d'infections, de malformations ou d'autres

maladies.

1.5.1.1. Les infections du bas appareil :

1.5.1.1.1. Cystite:

Il s'agit de l'inflammation de la vessie. La plupart du temps l'inflammation est
provoquée par la prolifération de bactéries intestinales de type Escherichia coli, qui est
nombreuses aux environs de l'anus. Les bactéries passent de la région vulvaire a la vessie en
remontant l'urétre. Tout ce qui géne la vidange de la vessie augmente le risque de cystite. La
cystite s'accompagne normalement d'une urétrite, l'inflammation de I'urétre (Minor et
Veron, 1989)

1.5.1.1.2. La Prostatite :

Une prostatite est une inflammation de la prostate, affection fréquente chez I'homme

-
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Agé (hypertrophie ou hyperplasie bénigne de la prostate). Si la prostate se développe trop, elle
peut resserrer l'uretre et ainsi perturber I'écoulement de I'urine, ce qui rend la miction difficile

et douloureuse, voire completement impossible dans des cas extrémes (Pilly, 2008)

1.5.1.2. Les infections du haut appareil :

1.5.1.2.1. La pyélonéphrite :

La pyélonéphrite est un état plus grave. Elle désigne I'inflammation du bassinet et du
rein. Celle-ci résulte généralement d'une infection bactérienne. Il peut s'agir d'une
complication d'une cystite non traitée ou mal traitée qui permet la prolifération des bactéries
de la vessie vers les reins. La pyélonéphrite aigué survient surtout chez la femme, et

principalement la femme enceinte. (Minor et Veron, 1989)

1.5.1.2.2. Urétrite :

Il est classique de distinguer les urétrites gonococciques, due a Neisseria
gonorrhoeaeet les urétrites non gonococciques due a Chlaydia trachomatis, a certain
mycoplasmes génitaux (Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum) et a Trichomonas

vaginalis (Minor et Veron, 1989)

1.6. Les germes pathogénes responsables de I’infection urinaire :

L’infection urinaire sont les infections nosocomiales les plus fréquentes et sont
observer chez 3 a 4 des patients en hospitalisation, 1’agent pathogéne le plus commun de
I’arbre urinaire est Escherichia coli; il est responsable de 80% de toutes les infections
urinaires contracter a 1’extérieur de 1’hopital mais seul une petite fraction des nombreux
clones bactériennes existante entraine des infections urinaires. D’autres entérobactéries
peuvent étre la cause d’infection chez les gargons et les hommes et aussi chez les femmes
avec des complications. Le staphylococcus saprophyticus est commun chez les jeunes

femmes (Minor et Veron., 1989)

1.7. Facteurs favorisant I’infection urinaire :
Plusieurs facteurs favorables rentrent en ligne de compte et favorisent I’installation des
infections urinaire chez particulierement la femme dont:
v" Sexe féminin ;
v' Grossesse ;
v' Activité sexuelle ;
v

Utilisation de spermicides ;

-
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Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incompletes) ;

Diabéte déséquilibré et /ou compliqué (neuropathie vésicale) ;

Anomalie organique ou fonctionnelle du tractus urinaire ;

Modifications de la flore vaginale (antibiothérapie, spermicides, diaphragmes,

ménopause) (Tattwin, 2003)

1.8. Cause de ’infection urinaire :

Pour que I’appareil urinaire soit infecté par un germe, il faut une interaction entre ce

germe et son hote. les facteurs liés a 1’hote comportent les voies de contamination,

I’immaturité vésicale et les facteurs urétéraux.

Certaines bactéries, comme les colibacilles (ex : Escherichia coli), possedent la

capacité d’adhérence, par les organelles filamenteuses, a I’épithélium urinaire.

Certains enfants surtout les fillettes sont plus susceptibles de développer des infections

urinaires et cela est probablement lie a la densité et la disponibilité des récepteurs aux
fimbriea (Tattwin, 2003)

<
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1.9. Symptdmes généraux d’une infection urinaire :

Des douleurs et des brulures au moment d’uriner ;

Une fréquence anormalement élevée de mictions durant le jour et parfois le besoin
d’uriner survient aussi la nuit ;

Des urines troubles qui dégagent une odeur désagréable ;

Une pression dans le bas-ventre ;

Des fois du sang dans 1’urine ;

Des douleurs lombaires ;

Une fievre élevée ;

Des vomissements ;

Des pleurs au moment d’uriner chez les enfants (Tattewin, 2003)

1.10. Diagnostic bactériologique :
1.10.1. Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

En théorie, la ponction suspubienne de 1’urine intravésicale fournit les prélévements

les plus représentatifs.

En pratique, un prélevement dit a la volée en milieu de jet a un niveau de fiabilité

acceptable apres toilette du méat urétral et des organes genitaux externes (écartement des

levres chez la femme, eau et savon associé éventuellement a un antiseptique).

-



Chapitre 1 : Les infections uro-génital partie 1: synthese bibliographique

D’autres méthodes de prélévement (recueil par sondage urinaire chez les femmes
incontinentes ou les porteurs de stomies urinaires, chez les hommes par étuis péniens),
doivent étre adaptées aux différentes situations cliniques. La méthode de recueil, influant sur
le niveau de contamination du préléevement, doit étre précisée, pour une meilleure
interprétation des résultats (Bruyére, 2008)

2. L’appareil genital féminin :

L'appareil génital féminin est I'ensemble des organes chargés de la reproduction chez
la Femme et comporte trois parties :

v" Les organes génitaux internes représentés par deux ovaires ;
v’ Les voies génitales formées par la trompe utérine, I’utérus et le vagin ;
v’ Les organes génitaux externes comprenant la vulve. (Figure.02)

2.1.  Lesorganes génitaux externes :

2.1.1. Lesovaires:

Les ovaires sont les gonades de la femme, ces glandes paires dont la forme et la taille
ressemblent a celles des amandes non écalées sont homologues aux testicules. Les ovaires

produisent : Les gametes, des hormones telles que progestérones et les cestrogenes.

Trompe de Faliope

Endométre

Ovaire

Pavillon de la 5
Uterus

trompe de Fallope

Col de l'utérus
Vagin

Figure 02. Appareil génital féminin (Tortora et Derrickson, 2007)

2.2. Les voies genitales :

2.2.1. Lestrompes utérines :

La femme posséde deux trompes utérines, aussi appelées trompes de Fallope, situées
de part et d’autre de ’utérus. Enfouis dans les plis des ligaments larges de 1’utérus, ces tubes

mesurent environ 10 cm de long.
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2.2.2. L’utérus :

L’utérus est un organe que parcourent les spermatozoides déposés dans le vagin,
pendant qu’ils cheminent les tropes utérins. Il constitue également le siége de I’implantation
de I’ovule fécondé. Situé entre la vessie et le rectum, ’utérus a la taille et la forme d’un poire
reposant sur la pointe .sa taille varie selon les étapes de la vie sexuelle de la femme.

2.2.3. Levagin:

Est un tube fibromusculaire de 10 cm de long tapissé d’une muqueuse qui s’étend de
I’extérieur du corps jusqu’au col de I'utérus.

2.2.4. Lavulve:

Le terme vulve désigne 1’ensemble des organes génitaux externes de la femme. La
vulve comprend les éléments suivant :

Le mont du pubis ;
Les grandes lévres ;
Les petites lévres ;
Le clitoris ;

Le vestibule du vagin ;
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Le bulbe du vestibule.

2.2.5. Lepérinée:

Le périnée est une région anatomique compris entre les organes génitaux externes et
I’anus.

2.2.6. Les glandes mammaires :

Les glandes mammaire ou seins se développent au moment de la puberté sous
I’influence des hormones. Elles sont constituées d’un tissu glandulaire (lobes et canaux
galactophores) et d’un tissu adipeux. Il considérés comme étant des organes genitaux externes
(Tortora et Derrickson, 2007)

2.3. Infection génital féminin :

2.3.1. Flore normale :

Le tractus génital féminin comprend une partie haut stérile (utérus, trompes, ovaire) et
une partie bas trés riche en bactéries commensale (vulve et vagin et partie externe de col de
I’utérus) (Gaillard et all., 1988)

La flore vaginale normale compte des bactéries tant aérobique qu’anaérobique, les
microorganismes de 1’espéce Lactobacillus occupant une place prédominante et constituante

plus de 95 % de toutes les bactéries présentes. On estime que les lactobacilles offrent une
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défense contre I’infection, ce qui s’explique en partie par le fait qu’ils maintiennent un pH
acide dans le vagin et qu’ils assurent la présence de peroxyde d’hydrogene au sein du milieu
génital (Spigel et al., 1980)

La flore vaginale résidente varie selon I’age, le stade du cycle ovarien, la grossesse et
1’état immunitaire (Gaillard et al., 1988)

2.3.2. Les types des infections génitales :

2.3.2.1. Les infections basses :

Sont dues, soit a des pathogénes spécifique exogénes contracte notamment lors des
rapporte sexuelles soit a la prolifération anormal d’une partie a la flore commensale du vagin
(Cérusites, vulvites, vaginites) (Gaillard et all., 1988)

Les infections génital basses sont des infections vulvo-vaginales, c’est- a —dire
touchant la vulve ou le vagin. On exclu de cette définition les cystites qui concernant la
vessie. Elles se manifestent par des pertes vaginales qui peuvent éventuellement étre
malodorantes et pouvant s’accompagner de rougeurs de la vulve ou de démangeaisons.
L’infection peut avoir différents origines avec une conduite a tenir différente.

Une IGB peut toucher le col de I’utérus (on parle alors de cervicite) éventuellement le
franchir pour se propager aux organes génitaux profond (utérus, trompes....... ) donnant une
Infection Génital Haute (IGH) (Linet et Nizard, 2010).

2.3.2.1.1. Les signes associés aux I’infections génitales basses :

Les pertes vaginales représentent les principaux signés. On suspecte une IGB en cas de
pertes vaginales inhabituelles que ce soit par leur couleur, leur consistance, leur abondance ou
leur doleur. 1l peut également y avoir un aspect irrité de la vulve (rouge, sensible,
douloureuses) et du vagin avec parfois un prurit (=démangeaison). Méme lorsqu’elle ne se
propage pas vers les organes génitaux profonds, I’IGB risque de récidiver et d’avoir un
retentissement psychologique et émotionnel. Il est donc important d’insister sur la réduction
des facteurs de risques. (Chaine et Janier, 2009)

2.3.2.2. Les infections hautes :

Sont dues a I’extension d’une infection basse ou surviennent a la suite d’une manceuvre
chirurgicale ou lors de 1’accouchement. (Salpingites, Endométrite, Pelvipéritonites) (Gaillard
et al., 1988)

L’infection génitale haute englobe les infections touchant 1’utérus, les trompes de

Fallope, les ovaires. Elles sont souvent une complication d’infection transmises sexuellement
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(IST), bien qu’elles puissent aussi étre secondaires a une procédure médicale ou a une

grossesse (Legris, 2008)
2.3.2.2.1. Les types d’infections génitales hautes :

A. Salpingite : C’est I’infection génitale qui touche les trompes utérines, il se traduit chez une
femme par 1’apparition de douleurs pelviennes bilatérales et de leucorrhée anormale.
L’examen clinique recherche les stigmates d’une infection des voies génitales basses
(Gaillard et al., 1988)

B. Endométrite : infection de I’utérus, elle se traduit par une fiévre, et une douleur pelvienne
spontanée, augmentée par la mobilisation utérine et des écoulements plus au moins
puriforme au niveau du col utérin (Pilly, 2008)

C. Pelvipéritonite : infection du péritoine (Pilly, 2008)

2.3.3. Les microorganismes responsables des infections génitales féminines :
Peuvent étre :

v Des bactéries pathogenes spécifiques exogenes (Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
ducreyi ,Mycoplasmes, Chlamydiae), ou des champignons et des parasites ou des virus
(Herpés virus).

v De nombreux cas de vaginites (dites alors non spécifiques) sont associés a un déséquilibre
de I’écosystéme bactérien du vagin. Le plus souvent, il s’agit d’une diminution du nombre
de lactobacille accompagnée d’une augmentation du nombre de certaines bactéries

(Gardnerella vaginali ,anaérobie strictes, entérobactéries) (Gaillard et al., 1988)

2.3.4. Diagnostic des infections génitales féminines :
La diagnostique repose sur plusieurs criteres :

v 1l peut s’agir d’une 1ésion visible des muqueuses (chancre, ulcéres, etc.) Et peut s’agir
aussi d’une inflammation des muqueuses (vaginite, urétrite, vulvite, bartholinite,
cervicite) avec Prurit et leucorrhée chez une femme sans symptdmes mais qui est
suspecte d’étre porteuse d’un pathogéne spécifique (partenaire sexuel infecté) (Gaillard
etal., 1988).
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Chapitre 11 : Escherichia Coli
1. Historique :
En 1885, allemand Theodor Escherich décrit pour la premiere fois la bactérie
Escherichia coli, bactérie isolée a partir de celles de nourrissons, qu’il nommé tout d’abord
Bactérium coli puis renommé de Escherichia coli (E. coli) en 1895 par Migula. (Denis et
al., 2007) (figure.03)
Il existe au sein du genre Escherichia cing autres especes : E. albertii, E. blattae, E.
fergusonii, E. hermannii et E. vulneris (Denis et all., 2007)
2. Caractéres biologique :
Escherichia coli est :
v Un bacille a coloration de Gram négative ;
v’ Aérobie -anaérobie facultatif (AAF) ;
v" Possédant une nitrate réductase et une catalase, dépourvue d’Oxydase et non halophile ;
v E. coli est une bactérie immobile a gazogéne ou mobile gazogéne avec une structure
flagellaire péritrich et non-sporulée (Fauchére et avril, 2002)
v" Il croit aprés 24h d’incubation a 37°C en donnant des colonies de 2 a 3mm de diamétre
typique de celles des Entérobactéries ;
v E. coli est capable de fermenter le glucose avec production du gaz posséde une nitrate
réductase (Guillard et Simonet ; 1988)

Figure 03. Escherichia coli sous microscope(perscant et al., 2005)
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3. Classification :
Le tableau ci-dessus permet de classifier la bactérie E. Coli. (Tableau. 03) (Perscant et
all., 2005)

Tableau 03 : Classification de Escherichia coli (perscant et all., 2005)

Regne Bacteria
Embranchement Protéobacteria

Classe Gamma Protéobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli

4. Caracteres antigéniques d’E. coli
Les caractéres antigénique permettre de reconnaitre chez E. coli plusieurs sérotype :
v" Antigéne O : (ou somatique) .il existe environ 160 antigénes O différents. au moyen
d’immunsérums spécifique de ces antigénes O, Il est possible de classé sérologiquements
les E. coli.
v Antigene K : (ou capsulaire). Environ 70 antigénes d’enveloppe différents sont reconnus,
la majorité des souches responsable de méningites néonatales possédent I’antigéne K1
v" Antigéne H : ou flagellaire On en connait 52 type les E. coli possedent aussi leur surface
des fins filaments, les pilis ou fimbriea qui jouent un réle dans 1’adhérence des bactéries a
certaines souches de E. coli peuvent produire des hémolysines et des entérotoxines qui
sont facteurs de virulence (Fauchére et avril, 2002)
5. Habitat :
a. Habitat primaire :

E. coli est un hote normal du tube digestif de I’homme et des animaux. Chez I’homme il
est présent a raison de 107 & 10° bactéries par gramme de celles. Cependant, ce nombre est
trés inférieure a celles des anaérobies qui constituent la flore dominante.

Le tractus digestif constitue son habitat primaire. Cette bactérie est présente
principalement au niveau du colon et du ceecum & des concentrations environ > 10° UFC
(Unité Formant Colonie) / g de contenu intestinal.

E. coli se niche plus particulierement dans le mucus recouvrant les cellules épithéliales

de la paroi du tube digestif qui constitue une niche écologique propice a son développement
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de par ses conditions de température, d’humidité et de disponibilité en nutriment. (Smati et
al., 2015).

b. Habitat secondaire

E. coli est rejeté dans I’environnement via les féces a une concentration d’environ 10°
UFC/ g de féces.

Il se retrouve dans les eaux environnementales par le biais des effluents, tels que les
eaux usées, les lisiers ou les fumiers des animaux d’élevage ou par les déjections des
animaux. D’élevage ou des animaux sauvages

La présence d’E. Coli dans I’environnement est le t¢émoin d’une contamination fécale.
C’est pourquoi on procéde systématique a sa détection dans les eaux d’alimentaire ou de
baignades (colimétrie) (Smati et al., 2017)

E.coli est capable de croitre sur des milieux ordinaires tels que le milieu TSA
(Trypticase-caséine-soja) (figure.04) et milieu EMB (Eosine Bleu de Méthyléne) (figure.05)

Figure 05. Escherichia Coli sur Figure 04. Escherichia Coli sur
Milieu EMB(SmatI etal., 2017) Milieu TSA(DenIS et al., 2007)

6. Groupement des souches de Pathogeénicité :
a. Les souches entéro-pathogeénes dites EPEC :

Ces souches sont aujourd’hui rarement rencontrées dans les pays développés mais elles
sont une cause majeure de diarrhées sévéere chez les jeunes enfants , les EPEC colonisent la
muqueuse intestinal et adhérent trés fortement aux anthérocytes. Ils produisent des lésions
d’attachement et d’effacement caractérisé par la destruction localisée des microvillosités de la
bordure en brosse et induisent des altérations du cytosquelette des cellules épithéliales.
(Gaillard et al., 1988)
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b. Les souches entéro-toxinogénes dites ETEC :

Ces souches ETEC déclenchent des diarrhées aigiies chez les enfants de moins de deux
ans, surtout dans les pays en voie de développement, et sont également considérées comme
responsables d’un nombre important de diarrhées des voyageurs, de plus, elles seraient a
I’origine de grave syndromes cholériformes chez les enfants et les adultes dans les régions
d’endémie de choléra. . (Gaillard et al., 1988)

c. Les souches entéro-invasives dites EIEC :

Ces souches sont responsables de syndromes dysentériformes. Elles peuvent étre
confondues avec des shigella avec lesquelles elles ont des antigenes en commun et en raison
de caracteres biochimiques souvent atypiques (absence de fermentation du lactose, de
production de gaz et de mobilité) le sérotype O 124 est le plus souvent en cause dans ces

syndromes dysentériformes.

Les E. coli invasives ne produisent pas d’entérotoxines, mais pénétrent dans les
cellules de 1’épithélium intestinal, la capacité d’envahir 1’épithélium est démontrées par le
test de sérény (kérato conjonctivite aprés instillation de la bactérie dans 1’ceil du cobaye) et

par la pénétration de la bactérie dans les cellules. (Gaillard et al., 1988)

d. Les souches entéro-hémorragiques dites EHECou VTEC productrices de

vérotoxine :

Les souches décrites dans les années quatre-vingts sont responsables de cas
épidémiques ou sporadique de colites hémorragiques pouvant se compliquer, surtout chez
I’enfant, d’un syndrome hémolytique et urémique (SHU) caractéris€ par une anémie
hémolytique microangiopathique avec thrombopénie, insuffisant rénal et des signes nerveux
centraux. Le pouvoir pathogenes de ces souches est due a la production de grandes quantité de
vérotoxine VTlet/ou VT2. Ces toxines provoquent une thrombose de la micro circulaire

intestinale et rénale (Fauchére et avril, 2002)
e. Lessouches entéro-agrégants EAEC :

Ce sont des souches qui adherent aux cellules en formant des agrégats, grace a des
fimbriea, dont les génes plasmidiques elle augmente la sécrétion de mucus par les entérocytes.
Elle Provoquant des diarrhées prolongées sont rencontré surtout dans les pays en voie

développement. (Denis et al., 2007)
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7. Pouvoir pathogenes :
7.1. Infection extra-intestinales :
E. coli est responsable d’infections diverses :

a. Infection urinaire :

La majorité des infections sont dues a E. coli. I’'anatomie du bas appareil urinaire
féminin permet facilement aux souches d’E. Coli de la flore fécale d’atteindre la vessie par
voie ascendante. De plus, certaine souche de E. coli sont dotées a leur surface de structure, les
adhesines qui leur permettre d’adhérer spécifiquement aux épithéliums de 1’appareil urinaire
(Gaillard et al., 1988)

b. Infection abdominales :

Ce sont des cholécystites, péritonites ou salpingites (Gaillard et al., 1988)
c. Infection méningées néonatales et la septicémie :

Certaines sérotype d’E. Coli (k1 en particulier) sont capables d’induire des
infections néo-natal gravissimes. Ce sont des septicémies éventuellement compliquées de
méningites. E. Coli est tenu pour responsable de pres de 20 % des septicémies et de 40% de
méningites du nouveau-né. Ces infections sont plus fréquentes chez les prématurés ou les
enfants ayant eu un accouchement difficile et long. Parmi les complications, la plus grave est
la ventriculite, a 1’origine de décés des hydrocéphalies ou de séquelles neurologique
définitives (Nauciel et Villdé., 2005)

d. Les bactériémies :

Consécutives a une infection localisée peuvent évoluer vers un choc septique
gravissime due a I’action du lipopolysaccharides (LPS) ou endotoxine. (Nauciel et Villdé.,
2005)

7.2. Infections intestinales :

Les diarrhées infectieuses a E. coli peuvent revétir des formes différentes en
fonction des facteurs de virulence codés par les genes hébergés par ces souches, les

mécanismes physiopathologiques varient selon les pathovars. (Nauciel et Villdé., 2005)

8. Facteurs de pathogénicite :
Parmi les facteurs de pathogénicité on cite :
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a. LeCapsule:

Elle est de nature Polysaccharidique. On en connait 80 variétés immunologiques
différentes (antigene k). La capsule rende la phagocytose plus difficile et inhibe 1’action de
compliment, La capsule de type k1 est peu immunogene (elle a la méme structure de capsule
de méningocoque du groupe B). Ce sont les E. coli de type k1 qui sont responsable de la
majorité des infections néo-natales.

b. L’adhesines :

Des multiples adhesines ont été décrites. Elles peuvent induire 1’adhésion a des
globules rouges ou a des cellules épithéliales en culture. L aspect que revét I’interaction avec
les cellules épithéliales peut donner une interaction sur le type d’adhesines en cause. La
plupart des adhesines sont présentent se forme de fimbriea.

c. Lestoxines:

Certaines souches peut produire des hémolysines, une Entérotoxines Thermolabile ou
thermostable ou bien une toxine analogue a la toxine de Shigella dysenteriae (Nauciel et
Villdé, 2005)

9. Traitement :

Le traitement des diarrhées a E .coli est essentiellement basé sur la réhydratation du
malade. L’emploi des antibiotiques est une thérapeutique d’appoint, certainement nécessaire
dans les cas graves. Le traitement est habituellement basé¢ sur [’utilisation d’un seul
antibiotique non résorbable par la muqueuse digestif et administré par vois buccale. Les
dérivés des furanes ou certains sulfamides sont habituellement utilisés avec succés. Le
traitement de I’infection urinaire, vise a stériliser les urines rapidement et évité les
surinfections ou les rechutes, il est nécessaire d’utilisé des antibiotiques bactéricides a bon
diffusion urinaire, tels que notamment le triméthoprime-sulfaméthoxazole (6mg/ 30mg/ kg /
j) chez I’enfants ; 480/2mg/j chez 1’adulte),les dérivés des quinolones (acide nalidixque :60-
100mg/kg/j chez I’adulte) ou I’ampicilline (100mg/kg/j chez I’enfants ; 2g/j chez 1’adulte). La
durée du traitement est d’au moins 7jours pour une cystite et doit étre prolongé en cas de
pyélonéphrite (15- 21jours). En fin les septicémies a E. coli doivent étre traitées en urgence
par vois parentérale, en utilisant au moins deux antibiotiques bactéricides et synergique tels
que I’association d’un aminoside (gentamicine ; 3-5 mg/ kg/ jours) et d’une pénicilline type
ampicilline (200 - 300 mg/kg/j). La durée de ce traitement est en général prolongée 2 a 3

semaines. (Gaillard et al., 1988)
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Chapitre 111 : Thymus vulgaris

1. Généralité sur les plantes médicinales :

La définition d’une plante médicinale est tres simple. En fait il s’agit d’une plante
qui est utilisés pour la prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales
sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriéte
médicamenteuses (Fransworth et al., 1986)

Environ 35000 plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent a répondre & un besoin important malgré 1’influence croix du

systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007)

2. Généralité sur la famille des lamiacées :

La famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en raison de la corolle en
deux lévres de ses petites fleurs (Couplan, 2000), est I’'une des familles les plus larges
dans le regne végétal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 especes
(Harley et al., 2010) qui sont plus ou moins cosmopolites mais particulierement répandus
depuis le bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale (Judd et al., 2002). Elle est divisée
en sept sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Prostantheroidea,
Scutellarioideae, Symphorematoideae et Viticoideae (Harley et al., 2004).

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I’'une des familles les
plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,

antifongique, anti- inflammatoire et antioxydant (Ghermanet, 2006)

3. Historique :

Le genre Thymus est 1’un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des
labiées avec comme forte diversité dans la partie occidentale du bassin méditerranées
(Morales, 2002)

Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie « parfumer » a
cause de I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente., 2001). L’espéce Thymus
vulgaris est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses
qualités aromatiques, elle a aussi de trés nombreuses propriétés médicinales (lserin.,
2001).
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4. Description morphologique :

Thymus vulgaris est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant
atteindre de 20 a 30 cm de hauteur (figure.06). Ses tiges sont dressées, ligneuses, rameuses
et tortueuses a la base et ses racines sont assez robustes, ses branches sont minces, denses,
ramifiées, blanchatres et courtement velues, portant des feuilles persistantes de couleur vert
grisatre, subsessiles, opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a 12 mm
de long et de 0.5 a 3 mm de large. Les marges de leurs limbes sont enroulées sur la face
ventrale ce qui donne aux feuilles une forme générale d’aiguille. Les fleurs sont de petite
taille (4 @ 6 mm de long), de couleur blanche a rose, bilabiées, zygomorphes, regroupées
par 2 ou 3 a I’aisselle des feuilles et rassemblées en glomérules ovoides.

Le calice est velu, hérissé de poils durs, vert, souvent avec des taches violettes, en
forme de tube ventru a la base, mesurant de 3 a 4 mm de long.(figure.06) Il est formé de 5
sépales soudés en 2 lévres inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée,
ciliée et arquée La corolle est bilabiée, blanchatre a violet péle et de taille variable. Le fruit
est un tétramere brun clair a brun foncé qui renferme a maturité 4 minuscules graines (1

mm). La période de floraison de de I’espéce a lieu, mai a aodt (Prasanth et al., 2014)

Fleur

Plante entiére

Fruit

Feuille

Figure.06 Aspect morphologiques de Thymus (Iserin, 2001).

5. Classification Taxonomique :
La situation botanique de 1’espéce Thymus vulgaris L. est donnee ci-dessous
(Tableau. 04) (Goetz et Ghédira ., 2012)
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Tableau 04 : Classification taxonomique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012)

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris L.

6. Nom vernaculaire :
Les noms vernaculaires de 1I’espéce Thymus vulgaris sont les suivants :

v Arabe : saatar, zaatar (en arabe sixa ou s )

\

Francais : thym vulgaire, thym de jardins, farigoule, farigoule et barigoule.

v Allemande: Thymian, Echter Thymian, Garten thymian, ROmischer thymian,
romischer quendel, welscher thymian kutteelkraut.

v Anglais : common thym, garden thym, (Teuscher et al., 2005).

7. Habitat :

Le thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol légers et calcaires mais il
prospére tout aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. Et Il nécessite des
endroits bien la sécheresse .C’est d’ailleurs sur sols pauvres que se développe le mieux
son arome .Dans des endroits de fortes gelée , une protection est recommandés durant
I’hiver sa multiplication se fait par semis superficiel ( germination a la lumiere ) , réalisé
mi-avril ou plus rarement en aout ,en rangées encarrées environ 20 a 30 cm; de
préférence sur sol léger et sablonneux ( Eberhard et al., 2005)

8. Répartition géographique de la plante :

8.1. Dans le monde :

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’ Asie de I’ouest et la méditerranée (Mabberley,
1997) Il est tres répandu dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algeérie et Libye), les
montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en

Egypte. (figure.07). Il se trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries,
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Madeére et les Acores) et en Himalaya. Il peut méme atteindre les limites de la région
tropicale et du Japon Dans le nord, il pousse en Sibérie, en Europe nordique

jusqu’auxbords du Groenland (Morales, 1997)

La région de I’ouest méditerranéen est considérée comme étant le centre de 1’origine du

Figure 07. Répartition géographique des especes de thym dans le monde (Morales,
1997)

genre Thymus ; I’espéce T. vulgaris provient particuliérement du sud de 1I’Europe, de
I’Espagne a I’Ttalic (Morales, 1997; Peter, 2004). Le thym est maintenant trés cultivé au
Portugal, France, Allemagne, Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie,
Chine, Russie, Angleterre et les Etats-Unis d’Amérique (Wilson, 2002; Raghavan, 2006).

8.2. En Algérie :

Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont
localisées en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Quezel et Santa, 1962). Ces
espéces sont réparties le long du territoire national, du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et

du constantinois a I’oranais (Kabouche et al., 2005).

9. Propriétés du thym :

Le thym est souvent utilisé dans Assaisonnement des aliments et des boissons ; et
aussi Antiseptique, et comme désinfectant dermique et ¢’est un spasmolytique bronchique
dont il est Indiquée pour traiter les infections des voies respiratoire supérieur. Les

principaux constituants du thym montrent également des propriété vermifuges et vermicide
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(Bazylko et Strzelecka.,, 2007) et des propriétés antivirales, antifongique, anti-
inflammatoires, et antibactériennes dont une étude récente a montré que les extraits
méthanoique et hexaniques des parties aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance
de mycobactérium tuberculosis; (Jiminer et al.,2006) et aussi Propriétés
anthelminthique ; (Al-Bayati, 2008) et des Propriétés anti oxydantes qui lui permette
d’étre utilisé comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des

poissons Thymus vulgaris durant leur stockage. (Selmi et Sadok., 2008).

10. Composition chimique :

De nombreuses études ont révelé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont
tres riche en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des condition
géographiques, climatiques, de séchage ,de stockage et des méthodes d’études (extraction
et détection )L’hybridation facile de I’espéce méne a une grande variabilité intraspécifique
,qui affecte 1I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits
chimique (Amiot,2005).

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition
fluctue selon le chémotype considéré (Bruneton ,1999) ; I’huile essentielle de Thymus
vulgaris a été analysée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a
une spectrométrie de masse (CM), 30 composés ont identifiés et caractérisés , les plus
abondant sont respectivement : thymol (44.4 58,1%) p-cymene (9.1- 18.5 %) , terpiene
(6.9 -18.0%), carvacrol (2.4 — 4.2 %) , linalol (4.0 -6.2 %) . La caractéristique d’huile
essentielle de Thymus vulgaris étaitsa teneur élevée en thymol (Bouhdid et al ., 2006 ).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans 1’infusion
aqueuse préparée du Thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes

spectrophotometries (KuliSic et al., 2006) est représentent dans le tableau suivants :

Tableau05. Teneur en polyphénols (en ng EAG/mg d’extrait) dans I’infusion aqueuse
du Thymus vulgaris (KuliSic et al. ,2006).

Plante Phénols totaux | flavonoides | Non- Catéechines | Anthocyanines
flavonoides

Thymus 33.3 25.0 8.3 1.2 6.7

vulgaris
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La méthodologie habituelle pour étudier les dérivés flavonoidiques dans les plantes
implique les extractions successives employant plus d’un solvant étapes de fractionnement
et différentes techniques de chromatographie pour extraire, sépare, isoler, épurer et
identifier les composés d’intérét. Le tableau 3 énumeére les flavonoides trouvés dans les
feuilles Thymus vulgaris, par plusieurs auteurs, en utilisant la méthodologie ci-dessus
mentionné.

Tableau 06. Les principaux flavonoides trouvés par plusieurs auteurs dans les

feuilles de Thymus vulgaris (Kulisic et al. ,2006).

Flavonoide Références

v -Cirsilineol (5,4’-dihydroxy-6, 7,3’-trimethoxyflavone) | Adezet et al, .1988,
Morimitsu et al, 1995
v' -Thymonine (5, 6,4’-trihydroxy-7, 8,3’- | Morimitsu et al ,1995
trimethoxyflavone) Adezet et al, .1988,
o Morimitsu et al, 1995
v -Eriodictyol (5, 6,4 -tetrahydroxyflavone)
Adzet et al, 1988
Guillén et Manzanos,
1998

v’ -Sideritoflavone(5,3’,4’-trihydroxy-6,7,8
trimethoxyflavone)

v' -Desmethylnobiletine (5-hydroxy-6, 7, 8,3°,4’-
pentamethoxyflavone)
Adzet et al, 1988

v Apigénine (5, 7,4’-trihydroxyflavone) Guillén et Manzanos,
1998
v Lutéoline (5, 7,3’,4’-tetrahydroxyflavone) Adzet et al., 1988
) _ Kulisic et al, 2006
v' Xanthomicrol (5,4’-dihydroxy-6, 7,8- | Adzet et al. 1988

trimethoxyflavone) Kulisic et al, 2006

Guillén et Manzanos,

v -Desmethylsinensetine (5-hydroxy-6,  7,3’,4’--
tetramethoxyflavone) 1998
Guillén et Manzanos,
1998
v' Quercetine (3, 5, 7,3°,4’-pentahydrxyflavone) Morimitsu et al, 1995
KuliSic et al, 2006

De nombreuses études ont confirmé que les espéces qui appartiennent a la famille
des Lamiaceae sont une bonne source d’acide rosmarinique I’identification des composés

poly phénoliques dans I’infusion aqueuse de Thymus vulgaris par analyse HPLC a montré
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une présence dominante d’acide rosmarinique (17.45 mg/g=1.7% de la masse séche de
Thymus vulgaris) et un autre composé significatif est I’eriocitrin (1.96 mg/g) (KuliSic et
al. ,2006).

D’autres composants ont été détectés seulement en traces, 1’acide caféique (0.02
mg/g) et I’acide hydrox benzoique. La composition en vitamine a ét¢ déterminée et révele
la présence de la vitamine E (a-tocophérol) (4.4mg/Kg) (Guillén et Manzanos, 1998 ;
Kulisic et al. ,2006).

11. Les valeurs nutritionnelles de thym :

Les avantages (allocations) de Thym étonnants peuvent étre attribués a sa valeur
nutritionnelle riche. Les substances nutritives dans le Thym ont des propriétés empéchant
et de promotion de la santé .Cette herbe aromatique est chargée de phytonutrients, des

minéraux et les vitamines qui sont essentielles (vitales) pour la bonne santé (Daugan,

2017) (tableau.07)

Tableau 07 : Les valeurs nutritionnel dans le Thymus Vulgaris

Principe Substance nutritive Pourcentage de RDA
d'acide nicotinique 1.824 mg 11 %
acides Pantothenic 0.409 mg 8 %
Pyridoxine 0.348 mg 27 %

de riboflavine 0.471 mg 36 %
Thiamine 0.48 mg 4%
Vitamine-A 47511U 158 % IV
Vitamine-c 160.1mg 266
Electrolytes / /

Sodium 9mg 0.5%
Potassium 609 mg 13 %
Minéraux / /
calcium 405 mg 40.5 %
repassez 17.45 mg 218%
magnésium 160 mg 40 %
manganese 1.719 mg 75 %
zinc 1.81 mg 16.5%
caroténe -B 2851 g /
Phyto-substances nutritives / /
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12. Utilisation :

Thymus vulgarise est 1’un des plus populaire plantes aromatique utilisé dans le
monde entier, ces applications sont trés vastes et touchent le domaine alimentaire et celui
de la médecine traditionnelle (Adwan et al., 2009). Le thym est consommé en tisane,
condiment ou épice (Stahl-Biskup et Saez, 2002). En raison de ses nombreuses propriétés
ethno médicinales, il est utilisé comme stimulant, antiseptique, sédatif, stomachique,
antitussive, antispasmodique, antimicrobien, antioxydant, anti-inflammatoire, antiviral,
carminatif, expectorant, anthelminthique, diaphorétique et diurétique (Johnson, 1998). En
usage interne, les parties aériennes sont utilisées en décoction ou en infusion dans le
traitement de la dyspepsie et autres troubles gastro-intestinaux, de la toux, des irritations de
I’appareil respiratoire et des rhumes mais aussi, des infections des voies urinaires (Polese,
2006). En usage externe, elles traitent les affections liées a 1’inflammation telles que les
rhumatismes, les gonflements musculaires, les piqtres d’insectes et les douleurs (Namsa et
al ., 2009). Elles peuvent s’employer en gargarismes, inhalations, bains de bouche et
comme additif de bain pour stimuler la circulation sanguine soulageant de ce fait, la

dépression nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004)

13. Activité antioxydants :

Thymus vulgaris se situait parmi les fines herbes séchées contenant les plus
grandes capacités antioxydants .Différant composant du thym lui permettent de posséder
un tel statut, comme les phénols (thymol et carvacrol), les flavonoides, I’acide caféique et
la vitamine E (Guillén et Manzanos, 1998 ; Kulisic et al.,2006). Ces constituants
inhibent la peroxydation lipidique induite in vitro au niveau des mitochondries et des
microsomes .Il inhibent également partiellement la production de 1’anion super oxyde
(Bruneton, 1999)

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a été testée pour son activité antioxydant par
deux méthodes differents : la technique de décoloration de la B caroténe et le test du DPPH
(Diphenylpicryl-hydrazyl). Les résultats obtenus montrent que 1’huile de Thymus vulgaris
témoigne d’une grande activité antioxydant in vitro (Bouhdid et al., 2006).

A coté de I’huile, qui a été largement étudiée pour ses propriétés antioxydants,
I’extrait aqueux des feuille de Thymus vulgaris a présenté une activité antioxydant

importante, et les caractéristiques antioxydants observées n’étaient enti¢rement liée a la
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teneur en phénols de I’huile essentielle dans n’importe quelle méthode analytique, mais
vraisemblablement fortement dépendantes se 1’acide rosmarinique, composé phénolique

principal dans I’extrait aqueux de Thymus vulgaris (Thuille et al., 2003).

14. Activité antibactériennes :

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a
entrainé la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration
de nouveaux médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont
les composés phénoliques, sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique
et comme agents antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhesines microbiens, les protéines de transport et

d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999)
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1. Objectif :

Notre travail vise en particulier a étudier I’effet antibactérienne des composeés
bioactifs du Thymus vulgaris extrait de la plante par usage des solvants a différents polarités
sur le germe Escherichia coli responsable des ’infections urogénitales chez la femme .

2. Materiel :

2.1. Matiere végétale :

La matiére végétale est constituée des parties aériennes de la plante Thymus vulgaris , a été
récolté d’une maniére aléatoire dans chaque région expérimentale Mostaganem et Naama
(Figure. 08) dont les conditions climatiques, edaphiques et écologiques différentes peuvent

sans doute faire varier la composition en principes composés bioactifs de plante.

Ouargla

Figure 08.Carte géographique des régions de récolte de 1’espece Thymus Vulgaris
(willaya de Mostaganem et Naama)

2.2. Traitements préliminaires du matériel végétal :

Un échantillon de 2 a 3 kg de matiére végétale pris uniquement sur la partie aérienne de
I’espéce étudiée. La matiére végétale a été ensuite étalée sur du papier aluminium, puis séchée
a I’air ambiant. Les échantillons séchés ont été enfin broyés dans un broyeur a lame de
cuisine puis mis dans des bocaux hermétiques et conserves a sec (température ambiante) et a
I'abri de I'hnumidité (Figure.9).
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Figure 09. La Matiére végétal séche.

2.3. Souche microbienne :

Notre étude a concerné une souche de référence d’Escherichia coli ATTCC 25922 lyophilisé

et conservé aux froids a 4°C.

2.4. Milieu de culture :

Les milieux de culture utilisés sont : Muller Hinton (MH), boillon Muller Hinton, boillon

nutritif, gélose EMB, gélose nutritif.
2.5. Antibiotiques :

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), notamment pour comparer

les zones inhibition un antibiotique de référence dont la gentamicine a été utiliseé.

2.6. Solvants :

L’extraction des composées bioactifs de la plante a été effectuée avec des solvants suivants :

éthanol, hexane, méthanol, (a, b, ) respectivement et eau.

3. Méthodes expéerimentales :

3.1. Extraction des composés bioactifs :

L’extraction des principaux composés bioactifs tels les poly phénols contenus dans le
Thymus vulgaris est effectuée par la méthode decrite par (Sultana et al. 2009). Cette méthode

d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par macération et qui
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consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante durant quelques
temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

L'extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage de plusieurs solvants a polarité
croissante (Hexane, Méthanol, Ethanol et Eau). Elle a été effectuée séparément pour chaque
solvant d’extraction sur des prises d’échantillons de 10 g en triples répétitions de maticre
végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiére végétale a été mélangé avec 100 ml
de solvant aqueux (80/20, solvant / eau, v / v).

L’extraction par macération a froid de chaque mélange a été laissée ensuite se poursuivre
pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. (Figure.10) La durée de I'extraction
favorisera ainsi la dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la plante tels que
la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des
principaux composés bioactifs.

Les extraits a I’hexane, a I’eau et hydro alcooliques obtenus ont été filtrées en utilisant un

papier filtre Wattman N°5 ayant une Porosité de 0,6um(Figure.11)

Fiatire 10. 1 es extraits soiis aaitation Pendant 6 herires.

Figure 11. Filtration des extraits
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Puis débarrassés des solvants par évaporation sous vide a 45 °C, voir la (Figure.12)

Figurel2. Evaporation sous vide a 45°C

Les étapes d’extraction des composés bioactifs ont résument dans la figure suivant :

Matiere végétale brovee
10z

Hexane, Méthanol, Ethanol

et Eau (80/20 ; V/V)
l laceratron ~Oheur

Sous agitsticon
& T ambiants

Extraits hydro-
alcooliques+hexane+eau

Filtration puis &vaporation
sous wide 45%¢

Extrait pur riche en
composses boactifs

Figurel3. Etapes d’extraction des composés bioactifs de Thymus vulgaris selonle
protocole de (Sultana et al ., 2009)
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Les extraits purs riches en composés bioactifs récupérés seront enfin dilués a I’eau distillée

stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement.

3.2 Etude des effets antimicrobiens des extraits de thym :

3.2.1. Activation des inocula microbiens :

Une prise de 0.25 g de la souche lyophilisée conservée au froid a 4 °C est au prealable
ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 03 heures. 0,1 ml de
cette derniére solution constituant I’inoculum bactérienne a été pris pour &tre ensemencée en
surface d’une boite de Petri contenant un milieu spécifique gélosé de croissance Eosine bleu

de méthyle (EMB) puis le mélange est incubé a 37°C pendant 24 heures. (Figure.14)

Une colonie prélevée d’une culture jeune

de la souche étudiée

B2

Bouillon nutritif 10 ml

ﬂ Incubation a 37°C / 3 heures

Solution mére de la souche

bactérienne étudiée

!: :! Dilution a I’eau physiologique
jusqu’a 10

Ensemencement en milieu

Solide (EMB).

4

Culture jeune de la souche

Etudiée

Figure 14. Etape de I’activation de souche E. coli
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3.2.2. Etude de P’effet antimicrobien :
Quatre méthodes différentes ont été employées pour 1’évaluation de I’effet antimicrobien de
I’extrait brut des feuilles de Thymus vulgaris :

e Méthode de contact direct ;

e Meéthode des disques par diffusion sur gélose qui permet la mise en évidence de

[’activité antibactérienne de ’extrait ;

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ;

e Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB).

3.3. Méthode de contact direct :
Une colonie issue d’une culture jeune de chaque espéce microbienne activée comme
préalablement sur milieu solide gélosé spécifique EMB & été prélevée a I’aide d’une anse a
platine stérile, chacune a été ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon
nutritif, suivi d’une incubation a 37°C durant 03 heures.
A partir de ces derniéres solutions dont chacune constitue une solution mere d’une espéce de
bactérie donnée, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’eau physiologique ont
été effectuées ; allant & 10 pour le germe étudié (Escherichia coli)
Des prélevements de 01 ml de chaque derniére dilution décimale ont été ensuite
individuellement ajoutés a 09 ml de chaque extrait des plantes testés dilué¢ a I’eau distillée,
respectivement, a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.
Les mélanges des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Petri)
chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance.
La lecture du nombre de colonies développé a été effectuée aprés incubation des milieux
ensemenceés a 37°C pendant 24, 48 a 72 heures (Bourgeois et Leveau., 1980).
3.4. Méthode des disques par diffusion sur gélose :
Les disques ont été confectionnés a partir du papier filtre (Whatman n° 5), a raison de 6mm
de diametre. Pour éviter tous risques de contamination au germe exogéne au cours de
I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un
autoclave.
Une colonie de chaque espéce bactérienne prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation a été ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constitue la solution
mére. Des prises de volume de 1ml de cette derniéere solution ont été étalées séparément en

surface de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu, EMB
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Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu selon le solvant utilisé,
ainsi que dans une solution contenant un puissant antibiotique dont la gentamicine, ont été
ensuite déposés successivement a la surface de chaque boite de Petri contenant le milieu
gélosé spécifique ensemencé au germe approprié (Prescott et al., 2003).

La lecture des diamétres d’inhibition & été effectuée aprés incubation des boites de Pétri a

37°C pendant 24, 48 a 72 heures a I’aide d’un pied a colis (Figure.15) (Guignar, 1998).

Culture d’une

Souche bactérienne

@ Incubation a 37°C 3 heures

Préparation d’une suspension
bactérienne dans de bouillon nutritif

@ 3 heures

Ensemencement du milieu MH a

[’aide d’un écouvillon

@ Incubation a 37°C /24heures

Disposition des disques imbibés dans des différentes dilutions de

I’extrait de Thymus vulgaris

(0% ,20%0,40%,60%,80%,100%)

@ Incubation a 37°C /24,48, 72 heures

Mesure du halo d’inhibition

En mm

Figure 15. Methode des disques par diffusion sur gélose
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3.5. Concentration Minimale Inhibitrice CMI :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et /ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un
microorganisme (Denis et al., 2011).

Une colonie jeune d’E. coli est prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon
nutritif & été incubée pendant 03 heures a 37°C en vue d’obtenir les inocula. Des prises de
0,2 ml de chaque inoculum ont été introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait
dilué non pas avec de I’eau mais avec le bouillon Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes
concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie ont été ensuite incubés
a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Moroh et al, 2008).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a partir de la
mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI
correspond a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par
conséquent c’est le premier tube ou la valeur di est égale a df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme sera mesuré au spectrophotomeétre réglé a 560 nm
comme suit :

s= drd X 100.

Df D,

~ -S : Taux de survie du microorganisme en %.

-df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée
< avant et apres incubation a 37°C durant 18 heures.
-Df-Di : différence de densité optique sans extraits deMentheavant et apres
incubation a 37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihi et al., 2007).

3.6.Concentration Minimale Bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d’une espece de germe étudié représente la plus petite
concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de I’inoculum

initial apres incubation (Moroh et al ., 2008).
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Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a I’eau physiologique jusqu’a
10, Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par
strie de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

Le nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10™ est comparé & celui
de chaque tube expérimental contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme milieu
de culture en strie de 5¢cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube
expérimental dont le nombre de colonies present sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la

dilution 10 correspondra & la CMB.
3.7. Traitement statistique :

Les résultats paramétriques ont été traités statistiquement par une analyses de variance bi-
factorielles en randomisation totale suivie d’une comparaison des moyennes deux a deux

selon le teste de NEWMAN KEULS (STAT BOX 6.4).
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1. Reésultats :
1.1. Test de croissance du germe E. coli :

Les effets des extraits aux solvants a différentes polarités de Thymus vulgaris prélevée
des deux régions de 1’étude (Naama et Mostaganem) sur la croissance d’Escherichia coli sont

illustrés dans les (figures 16 et 17).

60% 80% 100%

Figure 16. Effets des extraits aux solvants a différentes polarités du Thymus vulgaris prélevé
de la région de Mostaganem sur la croissance d’E. Coli.
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20% 40%

60% 80% 100%

Méth.

Eth.

Eau

Figure 17. Effets des extraits aux solvants a différentes polarités du Thymus vulgaris
prélevé de région de Naama sur la croissance d’E. Coli.
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Les extraits a I'hexane, au méthanol a I'éthanol de Thymus vulgaris prélevé de la région de
Mostaganem ont engendré une croissance identique et faible par rapport a I'extrait aqueux de
la plante (p< 0,01); (95.10 % vs 95.10 * vs 95.10 * vs 230.10 * UFC/ml).

En revanche, tous les extraits de Naama ont induit un méme effet sur la croissance du germe
étudié.

Apparemment, I'élévation de la concentration en extraits de Mostaganem de (0,20, 40
60,80 et a 100) s'est traduit par une nette baisse (p <0,01) de la croissance du germe E. coli ;
57.10°,10. 10°4 46.10 * 435.10* 412.10* et a 25.10° UFC/ ml en moyenne. (Figure.16 et
17)

Concernant le Thymus de Naama, les extraits préparés a de fortes concentrations de 60, 80, et

100% ont occasionné une inhibition totale de la croissance microbienne (Tableau.08).
1.2. Taux de croissance :

La croissance d’E. Coli est plus élevée (p<0.01) dans les extraits a ’eau par comparaison

aux autres extraits aux solvants organiques.

Les extraits de Naama préparés a des concentrations séveres de 60, 80, et 100% ont

engendré des taux d’inhibitions nulles de la croissance du germe étudié.

En fonction des concentrations variables de 0, 20, 40, 60, 80, et 100% en extraits de
Mostaganem, les taux d’inhibitions du germe ont diminué significativement (p<0.01) de 100,
a18.60,a8.13,a6.10, a2.17et a 0.43%, respectivement (tableau.09)
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Tableau08. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et de Naama sur la croissance d’Escherichia coli

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
F F Int.
Solvants Hex. | Méth. | Eth. | Eau | Hex. | Méth. | Etha. | Eau | O | 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | | = |FxF)
0% 57.10°% | 57.10°® | 57.10°? | 57.10*®
c § 20% | 00" 00" 00" 42.10°2
S | S 4 b b b b |2 o © 2 < 2 2 P = | 4| W
§ % £ 40% 00 00 00 18.10° T9| va go SS m&’ m&’ é 73 é 0:9. g 8 g
S ls8% 60% |00° 00° 00° 1410°° | 5 | 5 — s I~ |3 S o |« e | VY |V |V
S | g4 b b b ] © o & Q Lo — = ® ! ~ ol Bl
> = 80% 00 00 00 5.10° N
© "100% |o00° 00°P 00° 1.10°P
0% 35.10° | 35.10° | 35.10° | 35.10°
S 20% 00 00 00 21.10°
C !
gleg 40% 00 00 00 2210 |5 |6 5 v e o = . . . 8 |3 |%
S | @ - — - — o o — o o o o o | &
© s Y 60% 00 00 00 00 [o0] (o) [o0] o —i — e o o o A V] ~
Z | $su Te} el o ™ Lo <t Lo Qo o |
§ 80% 00 00 00 00 — ™ LO
© 100% | 00 00 00 00

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes; * * p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié ; * p<0.05 : Effet significatif du facteur ;
int.f1 x 2 interaction des deux facteurs étudiés ; étudié; a, b, ¢, d :groupe homogéne(comparaison des valeurs moyens ) ; F1 : facteur étudiée type de solvant
d’extraction , f2 : facteur étudié concentration.(Type des solvants et concentration d’extraits) ; S : Effet significatif du facteur étudié ;NS : Effet non
significatif du facteur étudié ; a, b, c ....... etc.; N ; nombre de répétitions. Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.
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Tableau09. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem

et de Naama sur Le taux de croissance d ’Escherichia

Coli
Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
_ _ F Fo | (FixFy)
Solvants Hex. |Méth. | Eth. | Eau | Hex. | Méth. | Etha. | Eau | O 20 | 40 | 60 | 80 |100]| | | °
0% 1002 100% 100% 100

c S 20% 00¢ 00 00 | 74,417°

c [
(@) 3 o o e ™ o N~ o™ [« [« o
£ |28 60% 007 | 007 | 007 [24417| g < < @ S : ~ = | o A I I
3 g n - 9 9 g pt © © N ©
S %’ 80% 009 00¢ 00¢ 8,71¢

O ™100% | 00° | 00° | 009 | 1.743°

0% 1002 100° 1002 | 100°

§ 20% 00° 00° 00° | 61,32°

[
s | 4 40% 00°¢ 00° 00¢ | 6415° |2 2 2 ccs o - - I
5| E5 oo 8 |2 |8 [’ % |8 (B |5 % |s8 |8 |53
< ‘EE 60% 00 00 00 00 < © © 1) IS o) o S S S % L |2

1<} — — — N~ — Ln —

§ 80% 00° 00° 00° 00° ™ !

© [7100% | o00° 0° | 00° 00°

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes; * * p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié ; * p<0.05 : Effet significatif du facteur ;
int.f1 x 2 interaction des deux facteurs étudiés ; étudié; a, b, ¢, d :groupe homogéne(comparaison des valeurs moyens ) ; F1 : facteur étudiée type de solvant

d’extraction , 2 : facteur étudié concentration.(Type des solvants et concentration d’extraits) ; S : Effet significatif du facteur étudié ;NS : Effet non

significatif du facteur étudié ; a, b, c .......

etc.; N ; nombre de répétitions. Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.

.
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1.3. Méthode de contact indirect :

Les effets des extraits aux solvants a differentes polarités de Thymus vulgaris prélevé des
deux régions de 1’étude (Naama et Mostaganem) sur le diamétre d’inhibition d’Escherichia

coli sont représentés dans les (figures 18 et 19)

80% 100%

Figure 18. Effets des extraits aux solvants a différentes polarités de Thymus vulgaris
prélevé de la arégion de Mostaganem sur les diamétres d’inhibitions chez E. Coli
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40% 60% 80%

100%

Hex.

Méth.

Eth.

Eau

Figure 19. Effets des extraits aux solvants a différentes polarités du Thymus vulgaris
prélevé de la arégion de Naama sur les diamétres d’inhibitions chez E. Coli
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Les effets d’inhibition effectués par la méthode des disques montrent que le diametre de la
zone d’inhibition est d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée a 1’extrait

de thym.

Les extraits au méthanol, éthanol et & 1’cau de Mostaganem présentent presque le méme
effet inhibitrice (p>0,01) (12,444, 13,333, 12,056 mm) par rapport a I’extrait & 1’hexane qui a
montré un effet inhibiteur plus éleve 15,389 (p>0,01) (Figure 18 et 19)

Les extraits de Naama au méthanol ont accusé des diametres d’inhibitions supérieurs a ceux
préparés a base d’éthanol et a I’hexane (p>0,01) 21.38 et 20.16 mm, contre 16.44 et 18.27mm

en moyenne (Tableau.10)

1.4. Taux d’inhibition du germe E. Coli :
Les extraits a ’hexane et au méthanol de Mostaganem ont présenté de forts taux d’inhibitions

contre E. Coli par comparaison a ceux des extraits éthanolique et aqueux de la méme région
de récolte de Thymus vulgaris (p<0.01) ; 57et 45.7% contre 49.4et 45.06%

En revanche, les extraits aqueux et méthanoliqgue de Naama ont présenté les meilleurs
résultats que ceux a ’hexane et a 1’éthanol ((p<0.01) ; 74.21 et 79.69vs 67.7et 60.90%, en

moyenne.

La gentamicine a présente le taux d’inhibition le plus élevé de 100% du germe étudié. En
fonction de la concentration des extraits de la plante variable de 20a 100%, les taux
d’inhibitions ont tendance a augmenter de 34.56 a 44.78% dans les extraits de mostaganem et
de 57.40 a 75.64% dans ceux de Naama qui semblent plus inhibiteurs de la prolifération du
germe étudié (E. Coli) (Tableau. 11)
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TableaulO. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et de Naama sur diametre d’inhibition chez Escherichia

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12) Int.
F F FixF
Solvants Hex. | Méth. Eth. Eau Hex. | Méth. | Etha Eau Gent. 20 40 60 80 100 ! 2 | (FoxF)
27+ 27+ 27+ 27+
Gent. 1,732 1,732 1,732 1,732
20% 12,667+ | 8333* 9,333% 7+
2 6,351 1,528 1,528 1 o
o ' ' ' © 00 © ~ o
£ ™ N s} N P 324 N S S
I 40% 13+ 10+ 7,333+ 11,333+ (=) o ™ oo} K © A ol o (3] X * »
g 2 6,351 1 2,309 0,577 ™ H — —i < o + H i ¥ X
£ S + + + o +| o o + - - |8
g g © a o o + o a o o o
g S 60% 10,333t | 8333 10,667+ 8333+ | T, <t . © +H o 2 o S S | e
g |8 305 | 1528 0577 4041 | & 3 & ) 5| 9 5 o 23 = v v | &
2 ™ NG ™ o N O < < o < o o
° 80% 13,667+ 12+ 13,333+ 7,333% 9 — 0 N o o o — Y
S — —
S 3,055 1 1,528 2,309
100% 15,667+ 9+ 12,333+ 11,33%3
3512 1 1528 1528
13 | 10+ 7333 | 11,333
n . i ’
Gent 6,351 1 2,309 0577
20% 1033+ | 8333 10,667+ 8,333%
2 3,055 1,528 0,577 4,041
g 3 o ) © © ) © © o)
2 pod > o 3 © S N~ o
] 40% 13,66+ 12+ 13,333+ 7,333% 2 o — @ ~ © ! S Lo © X X X
8 3,055 1 1528 2,300 = ™ < - 0 ~ ™ < ¥ x X
E |2 + + + H = o] + i + i 5 A
< 2 o 9 o o | < = a Q 2 o o o
3 S 60% 15,66+ 9+ 12,333+ 11,33 | @ < % a 3 ) 3
= 0 N~ < © ™ 0 N~ N~ o o | o
5 3512 1 1528 1528 < o - © —
= © Q o) o, ~ v v v
= N — < 1 N oy 0o : 1 < o o | a
8 3 S © N = © 9 oo o
e 80% 13 | 10+ 7333+ | 11,333t o) o ~ —
S — ~ — — — [q\]
S 6,351 1 2,309 0577
100% 10333+ | 8333 10,667+ 8,333
3,055 1528 0577 4,041

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes; * * p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié ; * p<0.05 : Effet significatif du facteur ; int.f1 x f2 interaction des deux facteurs étudiés ;

étudié; a, b, c, d :groupe homogéne(comparaison des valeurs moyens ) ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction , f2 : facteur étudié concentration.(Type des solvants et concentration d’extraits) ; S :
Effet significatif du facteur étudié ;NS : Effet non significatif du facteur étudié ; a, b, c .......

etc.; n ; nombre de répétitions.

Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.




Tableau 03 : Effets des extraits de thymus vulgaris prélevée des régions de Mostaganem et Naama sur le taux d’inhibition
d’Escherichia coli

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
F F Int.
Solvants Hex. | Méth. | Eth. | Eau | Hex. | Méth. | Etha. | Eau 0 20 40 | 60 | 80 ] 100 | | | (Fxr)
0% 100 100 100 100
S 20% 46,91 | 30,857 | 34,563 | 25,92
E’ s 4 a0% 148143 34563 | 27157 | 41973 | N | ° P 2 N | e a  |a 2 x ®
8 | S 3 0 ’ ’ ! ! 9 | 2 e P © o I DS RS T I <
I [ o © ™ o S Lo LO N~ S) o S
S |55 60% 38,267 | 30,857 | 39,503 | 33,33 > . ) = o} < | @ - 2 s | 2
g | 54 5|2 |2 |¢ S |8 |5 |g |8 |2|*
z e 80% | 50,613 | 44,44 | 49377 | 27,157 © ™ |
© 100% 58,14 | 33,327 | 45,677 | 41,97
0% 100% | 100% 1002 1002
[75]
S 20% 41,972 | 75,302 | 59,2572 | 53,082
o g . < . 5 .g ﬁ o © o o o o o X X x
4+ 0,
|23 40% 56,782 | 93,822 | 64,193 | 54,317 N S § g o § g g § g iy % f
S |25 60% [6296°]4937%|55553% | 77,763 | [T | o < = ~ ~ D s |2 |g|Y%
2 . - = 1 © ~ © N~ Lo © © © N~ =
= 80% 65,422 | 50,612 | 44,44 87,65
O
100% 79,132 | 79,002 | 41,972 | 102,462

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes, suivit de leurs écart type ; * *effet hautement significatif de facteur étudié ; * : Effet

significatif du facteur étudié; a, b, ¢, d :groupe homogéne(comparaison des valeurs moyens ), F1 : facteur étudiée type de solvant d’extrait, f2 :

facteur étudié concentration.(Type des solvants et concentration d’extraits) ; S : Effet significatif du facteur étudié ;NS : Effet non significatif du

facteur étudié ; a, b, ¢

etc.; N ; nombre de répétitions.

Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.
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1.5. Concentration minimal inhibitrice(CMI) :

Les variations de la turbidité du germe E. coli étudié aprés incubation a 37° pendant
24h dans les différents extraits de Thymus vulgaris de Naama et Mostaganem sont

mentionnées dans le (Tableau 12)

La Concentration minimal inhibitrice du germe étudié E. Coli a été obtenu de la
plante de Mostaganem avec les extraits a I’hexane, au méthanol concentrés a 20% et avec des

extraits aqueux concentré a 80%.

Concernant la région de Naama, la CMI est établie avec les extraits a 1’hexane, au

méthanol, et a I’éthanol concentrés a 20% et avec 1’extrait a ’eau concentré a 60%.
1.6. Concentration minimal bactericide (CMB) :

La (Figure 16) représente d’un c6té les repiquages en stries sur gélose Mueller Hinton
des différentes dilutions 10, 10% 10® et 10* de I’inoculum bactérien d” Escherichia coli
apres incubation a 37° C pendant 24 heures, et d’un autre coté les repiquages en strie sur
gélose Mueller Hinton des différentes concentrations d’extrait de Thymus vulgaris

ensemencées apres culture durant 18 a 24 heures a 37° C.

La CMB a été obtenue de la plante Thymus vulgaris récolté a Mostaganem a partir des
extraits a [’hexane, a éthanol et au méthanol concentré a 20%, et des extraits purs aqueux

concentré a 100%.
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Tableaul2. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des extraits bioactifs de

Thymus vulgaris chez d’Escherichia Coli.

Reégion Solvants Concentration d’extraits bioactif de Thymus vulgaris
Parameétres | Témoin 20% 40% 60% 80% 100%0
o df 0.328 0.414 0.277 0.264 0.200 0.191
= di 0.75 0.400 0.261 0.245 0.179 0.169
% df-di 0.422 | -0.004 | -0.016 -0.019 -0.021 -0.022
S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
df 0.323 0.538 0.315 0.233 0.062 0.030
S di 0.75 0.237 0.237 0.197 0.059 0.025
= 2 df-di 0422 | -0.301 | -0.078 -0.036 -0.003 -0.005
e 2 S% 100 0 0 0 0 0
> CMI 20%
2 df 0.328 0.905 0.663 0.460 0.206 0.116
s S di 0.75 0.895 0.645 0.402 0.140 0.009
s df-di 0.422 0.01 -0.018 -0.059 | -0.066 -0.107
i S% 100 7.3 3.11 1.9 0 0
CMI 20%
Df 0.520 0.498 | 0.416 0.202 0.152 [0.120
_ Di 0.689 0.522 0.510 0.253 0.101 0.092
8 df-di 0.169 | 0.024 0.094 0.051 -0.051 -0.030
S% 100 14.20 55.62 30.17 0 0
CMI 80%
Df 0.077 0.562 0.430 0.229 0.200 0.181
o Di 0.739 0.491 0.352 0.211 0.118 0.096
g df-di 0.662 | -0.071 0.078 -0.079 -0.082 | -0.085
T S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
Df 0.077 | 0.632 0.542 0.420 0.422 0.336
° Di 0.739 0.589 0.498 | 0.474 0372 | 0.279
s df-di 0.662 | -0.043 |-0.044 -0.046 -0.050 -0.057
= ‘g S% 100 |0 0 0 0 0
£ CMI 20%
s Df 0.077 | 0.210 0.100 0.100 0.100 0.100
< S Di 0.739 0.185 0.100 0.100 0.100 | 0.100
ks df-di 0.669 | -0.025 0 0 0 0
i S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
Df 0.872 0.785 0.696 0.536 0.333 0.333
. Di 0.964 0.822 0.731 0.420 0.333 0.333
5 df-di 0.092 0.037 0.035 -0.116 0 0
S% 100 40,21 38,04 0 0 0
CMI 60%

Di : densité optique initiale avant ’incubation ; df : densité optique finale apreés incubation ; S : Taux de survie ; CMI :
concentration minimale inhibitrice.
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Extrait a ’hexane

CMB 20%

Extrait a méthanol

CMB 20%

i

Extrait a éthanol

CMB 100%

Extrait & ’eau

Figure 20. Détermination de CMB des extraits aux Thymus vulgaris de régiondeMostaganem
sur E. coli
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Concernant la Thymus vulgaris de Naama la CMB a été démontré : Dans les extraits a

I’hexane et éthanolique et méthanolique concentré a 20% et I’extrait aqueux concentré a 60%.

CMB 20%

Extrait a I’hexane

CMB 20%

Extrait a Méthanol

CMB 20%

Extrait a éthanol

CMB 60%

Figure 21. Détermination de CMB des extraits aux Thymus vulgaris de régiondeMostaganem sur E. coli
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1.7. Type d’inhibition experementaux des extraits :

Tous les extraits de Thymus vulgaris on montré un effet inhibiteur de type bactéricide vis-a-
vis du germe E. Coli (Tableau .13)

Tableau 13. Type d’inhibition des extraits de Thymus vulgaris chez E. Coli.

CMI CMB Rap. Type d’inhibition
Solvants CMB/CMI

e e N

Méthanol 20% 20% Bactéricide

Ethanol 20% 20% 1 Bactéricide
Eaux 80% 100% 1.25 Bactéricide
Hexanes 20% 20% 1 Bactericide
Méthanol 20% 20% 1 Bactéricide

Ethanol 20% 20% 1 Bactéricide

Eaux 60% 60% 1 Bactéricide

CMB/ CMI < 2(Effet bactéricide)
CMB/ CMI >2(effet bactériostatique)
*D’aprées (Olivier 2007)
CMB/ CMI < 4(Effet bactéricide)
CMB/ CMI > 4(effet bactéristatique)

* D’apres (Marmonier 1990)

Normes Naama Mostaganem
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2. Discussion :

Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée de métabolites
secondaires, qui ont une application commerciale dans les domaines pharmaceutiques et
biomédicaux(Haddouchi et al., 2016).

Des études réalisées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1999) et d’autres auteurs
(Dorman et Deans., 2000 ; El Ouali Lalami et al., 2013) ont montré que les composés
phénoliques de Thymus vulgaris posséde une forte activité antibactérienne et antifongique
contre de nombreuses espéces microbiennes, dont S. aureus, E. coli et Aspergillus sp. Les
extraits de Thymus vulgaris de notre étude ont également montré une activité antimicrobienne

importante contre E. Coli.

En effet, ’analyses des donnes expérimentales a montré que comparativement au témoin a
basse de 1’eau distilleé tous les extraits ont réagi positivement sur la croissance du germe

-----

60%.

Les résultats de la méthode des disques sur milieu solide, montrent aussi que tous les extraits
de thym présentent des diamétres d’inhibition élevée variables entre 9 a 20 mm et proches de

la gentamycine (27mm).

Boubakeur et al., ( 2017) rapportent aussi une forte activité antibactérienne des extraits de
thym avec des diamétres variable de 22,00 a 45,00 mm. Ceux-ci suggerent que 1’utilisation
des principes actifs de thym permettrait de mieux protéger I’homme contre les bactéries

responsables de gastroentérites & E. Coli et bien d’autres maladies infecteuses.

Par ailleurs, (Bourgou et al., 2016) dans une autre étude ont montré que les huiles
essentielles de Thymus Algérien ainsi que de leurs dilutions présentent des activités
antimicrobiennes intéressantes ; avec des diamétres des zones d’inhibition variables allant de

7a26 mm.

Yakhlef et all., (2011) ont un d’autre part trouvé des diametres d’inhibition plus élevés de

34.3 £ 1.2 mm avec I’extrait méthanolique.

Selon les travaux de (Haddouchi et al., 2016 ; Mouas et al., 2017) les extraits, a I’ hexane
au meéthanol, ainsi que D’extrait aqueux accusent des diamétres d’inhibitions variables entre
11 et 13 mm, chez E. Coli.
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Les CMI chez E. Coli ont été obtenues avec les extraits a I’hexane, au méthanol et a I’éthanol

de Thymus vulgaris récolté des régions de Mostaganem et de Naama et concentré a 20%.

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) rapportées par plusieurs auteurs
montrent un large éventail des valeurs en comparaison avec les zones d'inhibition
(Haddouchi et al., 2016).

Selon (Kaloustian et al., 2008) la CMI représente la plus faible concentration en extraits ne
donnant pas de croissance visible a* I’ceil nu ; alors que d’aprés (Khadir et al., 2013)la CMI

est la concentration du premier tube dans lequel aucun trouble n’apparait.

La CMI, de facon générale, est la plus faible concentration d’antimicrobien capable

d’inhiber toute croissance visible d’un microorganisme apres un temps d’incubation de 18 a

24 heures (Haddouchi et al., 2016).

A cet effet, les CMI chez I’espéce E. Coli ont été réalisées avec les extraits aux solvants dilués
a 20%. Par ailleurs, ces CMI ont été obtenues dans les extraits aqueux de Mostaganem et de

Naama au dilutions de 80 et 60%, successivement.

La concentration minimale bactéricides CMB est enregistrée aux concentrations d’extraits
aux solvants de 20% ; Les concentrations ont engendré un pourcentage de survie proche de
0.01% d’inoculum d’Escherichia Coli dilué & 10™. Ils représentent donc les concentrations
minimales bactéricides du germe étudié. Alors que pour 1’extrait aqueux de la plante, la CMB
a été réalisée avec ’extrait pur de Mostaganem a 100% et I’extrait de Naama dilué a 60%.
Ces CMB représentent les plus petites concentrations aboutissant a la destruction notable de

I’inoculum bactérien et laissent de 0,01% de survivants (Khadir et al., 2013).

Ces propos confirment ceux de plusieurs études portées sur la détermination du pouvoir
antimicrobien des extraits de Thymus vulgaris, (Yakhlef et all., 2011 ; Bouhdid et all.,
2006 ; Giordani et al., 2008 ; Kaloustian et all., 2008 ; Bourgou et al., 2016) et qui ont
tous révélé en particulier une importante activité des huile essentielle de la plante chez

Escherichia Coli.

Apparemment, tous les extraits expérimentaux de Thymus vulgaris ayant fait 1’objet
d’extractions aux solvants a différents polarités et qui ont accusé des rapports CMB /CMI
inferieurs a 2 ont montré qu’ils exercent des effets antimicrobiennes de type bactéricide vis-a-

vis d’E. Coli (Olivier, 2007 ; Marmonier, 1990). D’aprés plusieurs auteurs, ces effets se
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manifestent chez la majorité des germes microbiennes surtout par une destruction de la paroi

bactérienne et une inactivation d’enzymes, ainsi que de certains facteurs de virulence de
germe E. Coli étudié. (Marmonier, 1990).
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Conclusion :

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que les extraits au Thymus
vulgaris récolté dans les deux régions de 1’étude (Mostaganem et Naama) selon n’import
quels type de solvants a différents polarités utilisés ont inhibé efficacement la croissance du

germe de référence testé E. Coli.

Apparemment, les extraits utilisés a 1’état pur manifestent une plus grande efficacité
antimicrobienne vis-a-vis de ce germe, connus comme étant le plus responsable d’infections

uro-génital.

La méthode des disques a confirmé aussi que le diamétre d’inhibition du germe E. coli est
d’autant plus augmenté que la solution inhibitrice est fortement concentrée en extrait de la

plante.

Par ailleurs, tout les extraits ont montré un effet de type bactéricide ’encontre du germe de

référence étudié E. Coli.

L’ensemble des résultats obtenus sur la mise en évidence de D’activité antibactérienne
d’extraits de Thymus vulgaris vis-a-vis de la souche testé (E. Coli) ne constitue qu’une
premiere ébauche dans la recherche des substances naturels biologiquement actives de la
plante. D’autres recherches sont donc nécessaires pour compléter les informations déja
acquises. Les études doivent étre orientées surtout a I’¢tude selectives des principaux
composés actifs de la plante (poly phénoliques — huiles essentielles et les Alcaloides) sur la
croissance des principaux germes a l’origine des infections uro-génitales tels (Candida

albicans, S. aureus,E. coli...ect.
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Annexe

Les milieux de culture

¢ Muller Hinton agar

Infusion de viande de boeuf déshydraté...............ooooiiiiiiii 3009
Hydrolysat de CaSinNe ...........ovuiiniiiiii i e 17.59
AMIAON A€ MaATS. ...\ it e e e e 59
AAT A AT oot 139
Eau distill€e. . ..o 1000ml

< Bouillon nutritif

PO PtOME et e eae s 059
EXtrait de VIANGE ... e 01g
EXIrait de IOVUIE. ... e 029
ChIorure de SOditmL. ..ot e e 05¢g
Eau distillé. ..o e 1000ml

+ Eau physiologique

Chlorure de
SOUIUM . e 09g

BaU diStillEe .. o 950g
PH=autoclavage 120°pendent 20min

% Gélose EMB (Eosine Bleu de Méthyléne)

Pour 1 litre de milieu :

PEPEONE. ... et be e be e b e eraeenbeere e e e ee 10g
T 01 PR 10g
Phosphate dipotassiqUe ........o.eeeirint ittt et e ie e aeeaenss 0.2g
EOSING JAUNALIE .....eiiiiiiiiiieeiieiie ettt ettt ettt e et e esbeesaaeesae e e e 0.49
Bleu de MEthylene. ........c.ooiiiiiiiii i 0.065¢g
F N ) T | PR 13.59

pH du milieu pret_ a I’empoi a 25C° :7.0 +0.2.



Les solvants utilisé :

Ethanol

Annexe

Methanol

General Purpose Reagent

Hexane

Méthanol

Spectrophotometre
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