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Résumé :

Ce travail s’intéresse a I’étude de I’activité antifongique des extraits de Thymus vulgaris
récolté de deux régions différentes du pays (Mostaganem et Naama) sur la croissance de
Candida albicans impliqué dans les infections urogénitales particuliérement chez les patients
de sexe feminin. Les extraits ont été obtenus par macération dans différents solvants a
polarités croissante dont : I’hexane, le méthanol, I’éthanol et I’eau. Les extraits ont été ensuite
testés a différentes concentrations différentes ; (0, 20, 40, 60, 80 et 100 %,) respectivement.
Différentes méthodes de mesures ont été employées : la méthode directe, la méthode des
disques par diffusion, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale fongicide (CMF). D’apres les résultats obtenus, il apparait que I’espéce Thymus
vulgaris autochtone, est dotée d’un bon nombre de composes bioactifs antifongiques
présentant une action de type fongicide contre I’espece de levure étudiée ; Candida albicans.

Mots clés: Thymus vulgaris, activité, solvant, polarité, antifongique, extraits, Candida
albicans, infection, urogénitale, CMI, CMF

Abstract :

This work investigates the antifungal activity of extracts of Thymus vulgaris collected from
two different regions of the country (Mostaganem and Naama) on the growth of Candida
albicans involved in urogenital infections, particularly in female patients.The extracts were
obtained by maceration with various solvents with increasing polarities including: hexane,
methanol, ethanol and water with different concentrations; (0, 20, 40, 60, 80 and 100%
respectively).Different methods of measurement were used: the direct method, the diffusion
disc method, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal
concentration (CMF).According to the results obtained; it appears that the native Thymus
vulgaris species is endowed with a good number of bioactive antifungal compounds having a
fungicidal action against the yeast species Candida albicans.

Key words: Thymus vulgaris, activity, solvent, polarity, antifungal, extracts, Candida
albicans, infection, urogenital, CMI, CMF
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Introduction

Introduction :

Depuis des milliers d’année, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans

son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes

représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux

métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité

de

structure chimique et ils possedent un tres large éventail d’activités biologiques.

Cependant, I’évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui

peut faire I’intérét de nombreuses études (Hans, 2007).

Le Thymus vulgaris est une plante médicinale et aromatique tres utilisée en
médecine traditionnelle ; elle contient plusieurs composés bioactifs dont le
thymol, le carvacrolet les flavonoides utilisés dans les domaines
pharmaceutiques, alimentaires et en parfumerie. A la fois antibactériennes et
fongicides, ils possedent des propriétés antispasmodiques et antioxydants
(Teuscher et al., 2005).

L’augmentation des infections fongiques montre que, c’est au sein de
I’embranchement des mycetes que se trouvent les microorganismes,
potentiellement, les plus adaptés a un tel comportement. Les candidoses, dues
aux levures du genre Candida, sont les infections opportunistes les plus
fréquentes, et leur fréquence a doublé ces derniéres années. Du coup, elles
représentent désormais plus de 80% des infections a levures (Eggimann et al.,
2003).

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier les effets
antimicrobiens des principaux composés bioactifs de Thymus vulgaris, des
labiées trées frequemment employées dans le pourtour méditerranéen chez
particulierement espéce Candida albicans la plus incriminée dans les infections
uro-génitales et dont le traitement conventionnel aux antifongiques semble étre

atténué.

-
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Chapitre I : Généralité sur le Thymus vulgaris Partiel : Etude bibliographique

Généralité sur le Thymus vulgaris :
1. Définition :

Thymus vulgaris est une espéce de plante toujours verte de la famille des Lamiacées
originaire des régions méditerranéennes et a ete adaptée a de nombreux climats différents a
travers le monde. C'est un arbuste touffu, ligneux, de 10 a 40 cm de haut, avec de petites
feuilles ovales gris-vert trés aromatiques contenant de nombreuses petites glandes avec des
grappes de fleurs roses ou violettes. Le genre Thymus comprend environ 400 especes, dont
plusieurs sont largement utilisées en médecine traditionnelle (Teuscher et al., 2005).

Figure 1.Thymus vulgaris (Teuscher et al , 2005)

2. Historique :

Dans ses divers pays d’origines, le Thym était connu en qualité d’aromate depuis
I’antiquité, bien que I’on ne sache pas exacte quelle especes de Thym étaient utilisées a cette

époque. Discorde (2° moitié de 1 ¢ siecle) et Hippocrate (460 a 370).

Le mentionnent déja dans leurs écrits. Ce sont les Romains qui I’ont introduit en Angleterre.
Comme de nombreuses autres plantes médicinales et aromatiques, son usage s’est répandu

dans toute I’Europe, dés le début du moyen age, grace au moine bénédictin.

Le Thym entrait dans la composition de diverse préparation (alcoolature vulnéraire, baume

tranquille, baume opodeldoch....) et faisait partie des especes vulnéraires (Teuscher, 2005).
3. Classification :

Le thymus vulgaris est aussi nommé par : saatar, zaatar, Thym vulgaire, Thym des jardins,

Farigoule, Thym commun, Thym cultivé (Goetz zt Ghedira, 2012).
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Tableau 1. Classification botanique de Thymus vulgaris

Régne Plantae

Sous régne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta

Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris L
(Morales, 2002)

4. Habitat :

Le Thym pousse sur les endroits naturels, sols Iégers et calcaires, mais il prospere tout aussi
bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. 1l nécessite des endroits bien ensoleillés et
supporte relativement bien la sécheresse. C’est d’ailleurs sur sols pauvres (maquis, rocaille de
garrique) que se déeveloppe le mieux son arome. Dans les endroits de fortes gelées, une

protection est recommandée durant I’hiver.

Sa multiplication se fait par semis superficiel (germination a la lumiere), réalisé mi-avril ou
plus rarement en aout, en rangées écartées d’environ 20a 30 cm, sur sol Iéger et sablonneux.
(Goetz et Ghedira, 2012).

5. Description botanique :

Thymus vulgaris, est un sous arbrisseau, vivace, touffu et trés aromatique de 7-30 en
hauteur, d’un aspect grisatre ou vert grisatre. Ses tiges ligneuses a la base, herbacées
supérieurement sont presque cylindriques, ces tiges ligneuses et trés rameuses sont
regroupeées en touffe ou en buisson tres dense. Ses feuilles sont tres petites, ovales, a bord
roulés en dessous a nervures latérales distinctes, au pétiole extrémement court et

blanchéatres a leur face inferieure.

-
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Ses fleurs sont presque roses ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de longueur, sont
pédicellées et réunies ordinairement au nombre de trois ¢ I’aisselle des feuilles
supérieures. Le limbe du calice est bilabié, un peu bossu. La corolle de taille variable, un
peu plus longue que le calice mais la partie tubulaires de la corolle ne depasse pas celle du
calice, les étamines sont incluses, la période de la floraison commence en mai-début de
juin (Bruneton, 2009).

Fleur =

- Plante entiere

Fruit >

Feuille

Figure 2. Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L.
(Iserin, 2001)

6. Propriétés du thym :

» Assaisonnement des aliments et de boissons.

> Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est
indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures.

> Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et
vermicide (Bazylko et Strzelecka, 2007).

> Propriétés anti virales, antifongiques, anti inflammatoire, et antibactériennes dont

une étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des
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parties aériennes de thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobactérium

tuberculosis( bactérie qui cause la tuberculose) (Jiminez-Arellanes et al., 2006).
7. Production :

Durant la premiére année de culture, la récolte a lieu juste avant la floraison (jusqu’a fin de
septembre) et dans la seconde année, de juin a début de septembre, a environ 10 cm au-dessus
du sol. Deux coupes annuelles sont donc possible, la premiere en début de floraison en début

d’automne. C’est en début d’apres-midi que la teneur en huile essentielle est maximale.

Aprés séchage entre 35 et 40 °C, le montage et le tamisage sont réalisés, de maniére
mécanique. Pour un usage personnel, il est recommandé de récolter les feuilles fraiches et les
tiges fleuries au fur a mesure des besoins. Dans un contexte industriel, le thym est récolté

encore aujourd’hui en partie de pieds, a partir de pieds sauvages (Teuscher, 2005).
8. Réparation géographique dans le monde :

Les pays d’origine des espéces de Thymus sont partiellement ceux situés dans la
méditerranée s’étalant de I’Ouest de I’Europe jusqu’au sud de I’Italie (Teuscher et al., 2005).

Les principaux pays producteurs sont surtout d’Europe, plus particulierement la France,
I’Espagne, la Grece, le Portugal, I’lItalie, la Tchéetchénie, la Hongrie, la Pologne, I’Ukraine, le
Maroc, I’Algérie et les Etats Unis, I’inde, IArgentine, I’Afrique de I’Ouest et du Sud
(Teuscher et al., 2005).

9. Composés bioactifs :

Un tres grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des sources riches en

terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques (Naghibiet al., 2005).

Les acides phénoliques: acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchiet al., 2004).

Les flavonoides: hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al., 2004), lutéoline
(Bazylko et Strzelecka, 2007).

Les polyphénols: tannin (Cowan, 1999 ; Ozcan et Chalchat, 2004).

-
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Les terpenes :

Une étude effectuée sur les parties aériennes de Il'espece Thymus vulgaris .L, a permit
I’isolement de  monoterpénes glycosylés, dont un nouveau (R)-p-cymen-9-yl beta-D-
glucopyranoside et trois connus (Takeuchiet al., 2004).

10. Activites biologiques des flavonoides :
10.1. Activités antimicrobiennes:
a) Activité antibactérienne :

De nombreux flavonoides possedent des propriétés antibactériennes. Des isoflavones sont
connus comme bactéricides ou bactériostatiques, en particulier vis-a-vis des bactéries Gram +

(Jimenez-Gonzalezetal., 2008).

Les flavonoides agiraient a plusieurs niveaux. Il semblerait que le cycle B joue un role
important dans I’intercalation avec les acides nucléiques et inhiberait ainsi la synthése d’ADN
et d’ARN (Cushnie et al., 2005).

b) Activité antifongique:

De nombreux flavonoides possédent des activités antifongiques, le plus grand nombre
appartient aux flavanones et aux flavanes (Grayer et al., 1994). Une flavanone prénylée (5,
7,4’ trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl])-(2S)-flavanone) ainsi qu’une flavane (7-
hydroxy- 3’,4’-(methylénedioxy)-flavane sont actives contre Candida albicans (Cushnieet al.,
2005).

Quelque soit la classe de flavonoides considérée, il apparait que le caractere lipophile des
composés augmente I’activite, permettant aux molécules de pénétrer plus facilement a travers

la membrane fongique (Jimenez et al., 2008 ; Grayeret al., 1994).
C)Activité antivirale :

La genistéine, ainsi que d’autres flavonoides (quercétine, kaempférol, 5, 6,7-
triméthoxyflavone, 3-méthylkaempférol) sont actifs in vitro sur plusieurs souches virales, que
ce soit des virus non- enveloppés (poliovirus, adénovirus) ou des virus enveloppés

(Retroviridae comme VIH, Flaviviridae, Herpes virus...). Le flavonoide le plus étudié est de

-
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loin la génistéine, néanmoins les mécanismes d’action ne sont pas clairement élucide (Andres
et al., 2009).

La génistéine pourrait étre active en inhibant la PTK (inhibition de I’entrée du virus), en
inhibant la phosphorylation de la glycoprotéine E et d’autres polypeptides viraux (inhibition
de I’assemblage du virus), en inhibant la secrétion du facteur TNF-a, ou en inhibant
I’expression de certains génes viraux (inhibition de la réplication virale) (Andres et al.,
2009).

Des isoflavanones ainsi que des isoflavonoides prénylés ont une activité antivirale sur le VIH,
des études suggerent qu’une absence de groupement hydroxyle en position 4’ et une absence
de tout substituant en position 5 est nécessaire a I’activité (Botta et al., 2009).

Des flavones (baicaléine, robustaflavone, hinokiflavone) sont décrites comme inhibant la
reverse transcriptase du VIH-1, une autre flavone, la chrysine apparait comme la molécule

présentant le meilleur index thérapeutique contre VIH-1 (Cushnie et al., 2005).
10.2. Activiteés antiparasitaires:
De nombreux flavonoides possedent des propriétés antiparasitaires contre:

e Plasmodiumsp (Wright, 2010).
e Leishmaniasp (Tasdemir et al., 2006).
e Trypanosomasp (Tasdemir et al., 2006).

10.3-Activités estrogéniques et anti-estrogeniques :

Ces activités sont dues essentiellement aux isoflavonoides qui font partie des phytoestrogénes
qui peuvent étre definis comme toute substance issue de plante qui est capable d’induire ou de
moduler une réponse estrogénique chez les vertébrés en se liant & des récepteurs

estrogéniques.

Les phytoestrogénes regroupent des flavanones, des lignanes, des coumestanes et

beaucoupd’isoflavonoides (Chatenet, 2008).
10.4-Potentiel antioxydant:

L’activité anti-radicalaire des flavonoides est conditionnée par (Halbwirth, 2010 ; Kale et
al., 2008 ; Mladinkaet al., 2010 ; Rufer et al., 2006).

-
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11. Utilisation :

Thymus vulgaris est une des plus populaires plantes aromatique utilisées dans le monde entier,
ces applications sont tres vastes et touchent le domaine alimentaire ét celui de la médecine
traditionnelle (Adwan et al., 2006).

La feuille et la sommité fleurie de Thymus vulgaris sont traditionnellement utilisées par voie
orale dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels que: ballonnement
épigastrique, lenteur a la digestion, éructation, flatulence ainsi que dans le traitement
symptomatique de la toux et de la bronchite (Bruneton, 1999).

En usage local, elles sont traditionnellement utilisées en cas de nez bouché, de rhum pour le
traitement des petites plaies aprés lavage abondant pour soulager les piqures d’insectes et les
douleurs rhumatismales, en bas de bouche pour I’hygiene buccale (Poletti, 1988 ; Brunton,
1999).

Ainsi comme additifs de bain préparé par décoction qui stimule I’écoulement de sang
vers la surface du corps humain, soulageant de ce fait la dépression nerveuse (Ozcan
et Chalchat, 2004).

12. Extraits hydro alcoolique de plantes fraiches ou alcoolatures :

L’extraction permet I’obtention d’une forme pulvérulente (extrait sec, atomisat), pateuse
(extrait mou) ou liquide (extrait fluide, teinture, teinture-meére) concentré en principes actifs.
Apres le broyage de la plante, la poudre obtenue est traité par un solvant, par simple contact
ou par lixiviation. On utilise généralement de I’eau ou un alcool, ou un mélange hydro-
alcoolique de titre variable, le plus souvent a chaud. Cette extraction permet d’isoler touts les
principes actifs et de conserver leur éventuelle synergie d’action. Le liquide ainsi obtenu est

ensuite filtré afin d’éliminer le résidu insoluble.

Puis, une phase d’évaporation élimine tout ou une partie du solvant. La forme

ainsi obtenue :
sest une forme concentrée en principes actifs.

speut étre ajustée a une teneur fixe en principe actifs (pour assurer une
reproductibilit¢ de [I’action) et peut étre incorporée dans une forme galénique
permettant un usage aisé, y compris en ambulatoire (gélules, solution, etc.) buvable
(Kabore et al., 1998).

-
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13. Types d’extraits vegétaux :
13.1. Huiles essentielles :

On appelle huiles essentielles (ou parfois essences végétales) le liquide concentré et
hydrophobe des composés aromatiques (odoriférants ) volatils d’une plante, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiére vegétale botaniquement
définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation seche, ou par un
procédé meécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent separée
de la phase aqueuse par un procedé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition (Laurent et Delene, 2008).
13.2. Les oléorésines (concréte et résinoides) :

Les extraits obtenus a I’aide des solvants organiques volatils —éther de pétrole, hexane,
éther éthylique, alcool éthylique, acétone, dioxyde de carbone, chlorure de méthyléne,
benzene, toluéne, etc., sont plus complets que les huiles essentielles car ils contiennent non
seulement les composés volatils mais aussi d’autre constituants qui n’était pas entrailles par la
vapeur d’eau (triglycérides, cires, colorants de nature lipidique) et composés sapides. Notons
que le solvant doit étre éliminé avec le plus grand soin de maniére a ne pas faire disparaitre
les constituants les plus volatils. Par ailleurs, la plupart des solvants utilises ont I’objet d’une

réglementation stricte dictée par des considérations de santé.
Par cette méthode d’extraction deux types de produits sont fabriques :
eLes concrete a partir de substances végetales fraiches.
*Les résinoides a partir des substances végétales seches.

Le terme « oléorésine designe indifféeremment 1I’un ou I’autre de ces deux extraits (Mathieu et
Fonteneau, 2008).

1.1.13.3 Autres types d’extraits :

A des degrés moindres, d’autres techniques sont également utilisées pour la préparation
d’extraits : Macération a froid, digestion a chaud, décoction a I’ébullition, lixiviation ou
percolation a froid ou sous pression, infusion a chaud puis a froid, et teinture alcoolique
(Branger et Richer, 2007).

.
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Généralité sur Candida albicans :
1. Définition :
Candida albicans est une levure commensale de la voie orale, vaginale, gastro-intestinale,

cutanée et des surfaces muqueuses. Elle est considérée comme pathogene fongique

opportuniste le plus commun chez I’humain.

En réponse a des changements dans I’équilibre nutritif ; la temperature et le ph; des

transitions morphologiques entre la forme levure et la forme hyphe peuvent étre subites.

Exceptionnellement et sous certaines conditions; candida albicans peut former des
chlamydospores (sudbery et al., 2004).

Cette levure posséde des mécanismes d’adaptation complexes ; lui permettant de survivre
dans diverses conditions environnementales et de causer une grande variété d’infection :
superficielles (candidoses muco-cutanées) ou profondes (candidoses systémiques, souvent
mortelles). La transition saprophyte-pathogene s’opere a la suite d’une baisse des défenses
immunitaires de I’h6te (locales ou générales), permettant la multiplication des levures
(Segal ,2005 ; Sarazin, 2010).

Figure 03. Candida albicans (sudbery et al., 2004).

2. Historique :
Les vaginites mycosiques deviennent actuellement les principales causes de vaginite en
général. Il est assez fréquent de mettre en évidence dans les sécrétions vaginales des filaments

mycéliens divers.
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En 1840, Wilkinson établit une corrélation entre une vulvo-vaginite et la
présence.

En 1875, Haussamann prouve la pathogeénicité de candida albicans pour les
voies génitales féminines en provoquant, par inoculation des pertes de malades
porteuses de champignons, une vulvo-vaginite chez les témoins sains.

En 1909, de nombreux auteurs décrivent des cas d’affections uro-génitales aigus
ou chroniques en rapport avec la présence de Candida albicans.

En 1938, Jones Martin et Durant identifierent les espéces suivantes :

Candida albicans 44 %

Candida stelloide 43,7 %

Candida tropicalis 1,3 %

Candida parakruessei 1%

Depuis cette date, nombreuses publications sont faites dans ce domaine notamment par :
Feo et Dellette (1953), Halde et Dragon (1956) Drouhet(1965)
En 1939, le nom de candidose a été donné sur décision du congres international de
microbiologie & New York.
3. Habitat :

Candida albicans est une levure de forme variable ronde a allongé.
Commensale dans le tube digestif de I’homme, des mammiferes et des oiseaux.
Il n’est normalement jamais retrouvé dans I’environnement a moins d’une
contamination par I’homme ou I’animal. Cette levure est un opportuniste qui
devient pathogéne sous I’effet de facteurs favorisants généraux ou locaux
(Segal, 2005).

4. Classification :

Le genre candida compte 196 espeéces, dont seulement une dizaine ont éte
reconnues pathogénes pour I’homme, en raison de leur faculté d’adaptation a la

température de 37 °C (Benmansour, 2012).
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Tableau 2 : classification botanique de Candida albicans

Régne Champignons

Division Eumycota

Phylum Deuteromycotina

Classe Blastomycete (levures asexees)
Ordre Moniliales

Famille Moniliaceae

Genre Candida

Espéce Candida albicans

(Browser, 2007)

5. Caractéres morphologiques et conditions de croissance :

a- Reproduction asexuée :

Les blastospores ou blastoconidies c’est la forme la plus courante de multiplication de

C.albicans. Elles se presentent sous forme de petites cellules ovoides de 3.5a4 6 micrometres

suré a 10 micrometres.

Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule fille identique a la cellule mére

(Benmansour ; 2012).

Formation des Jores par mult par bourgeonnemen t

Figure 4 .Morphologie de Candida albicans
(Odds, 1988)
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b- Reproduction sexuée :

Candida albicans a été considéré comme un champignon diploide asexué. Mais depuis la
découverte du Mating Type Locus (MTL) et des conditions nécessaires a la reproduction de
C.albicans, un cycle parasexuel a été établi (reproduction et réduction du génome mais sans

méiose) comme possible modele de reproduction sexuée de C.albicans (Johnson, 2003).

En effet; la croissance est possible pour des ph allant de 3 a 7. Les températures de
croissance entre 20°C et 30°C pour la majorité des levures. Les espéces pathogénes sont

capables de croitre a 37°C (Benmansour, 2012)

Toutes les espéces du genre Candida sont aérobies. Il vit exclusivement sur les muqueuses,
mais il peut cependant survivre dans le milieu extérieur: 7 a 8 semaines sur le sable des
plages, méme arrosé d’eau de mer. Mais elle est détruite par le lavage de la ligne, la

stérilisation du matériel médical et des cathéters (Euzeby, 1994)
6. Forme de résistance :

Dans certaines conditions de cultures, chez C.albicans, des grosses spores peuvent apparaitre
sur les filaments mycéliens, ces spores sont rondes ou ovales, a paroi épaisse, de 6 a 12

micrometres de diametre, se sont des chlamydospores (Odds, 1979).
e La formation de biofilm :

Le biofilm est un amas de microorganismes adhérant a un support, enrobés d’une matrice exo
polysaccharidique (Hawse et al., 1995). Les biofilms se constituent sur toute interface
solide/liquide et sur les tissus vivants. Ils constituent une barriére protectrice pour le tissu sous

jacent contre les agréssions physiques, chimiques, thermiques et biologique.

Par contre lorsque I’organisme s’affaiblit et que ses défenses sont perturbées, les biofilms
peuvent étre des réservoirs microbiens a I’origine d’infections. La structure d’un biofilm est

tout a la fois hétérogene, micellaire, filtrante, évolutive.
On distingue quatre étapes dans I’évolution d’un biofilm :(Hawse et al., 1995).

v" Une phase planctonique : les microorganismes sont a I’état libre au sein de liquide
dans lequel le support est immerge.
v" Une phase d’adhérence au support : des microorganismes de la phase liquide se

fixent sur le support et y forment des communautés pionniéres.

.
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v" Une phase de recouvrement (attachement) : les communautés pionnieres proliferent
jusqu’a recouvrir toute la surface disponible du support avec formation d’une
monocouche ; ceci facilite la fixation d’autres microorganismes sur de nouvelles
couches.

v" Une phase de croissance ou phase sessile : la prolifération des microorganismes.

CallinNeed L

Figure 05 .Formation de biofilm chez Candida albicans
(Hawse et al., 1995).

1.2.7. Caractéres physiologiques :

Les différentes espéces de candida se distinguent par leurs caractéres nutritionnels et
biochimiques. Nous nous intéresserons plus particulierement a C.albicans ; qui est la levure
pathogene la plus fréqguemment rencontrée (Benmansour, 2012) :

e Cette espéce possede la propriété de fermenter le glucose et le maltose mais pas le
lactose, ni le raffinose, ni le saccharose.

e Elle est incapable de réduire les sels de tétrazolium et de transformer en un composé
coloré (la colonie restera blanche)

e C.albicans n’est pas inhibé par I’actidione.

e C.albicans réduit le sulfite de bismuth (milieu de Nickerson Cator).

C .albicans n’élabore pas d’uréase.
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e C.albicans produit une protéase keratolytique, capable de digérer la couche cornée de
I’épiderme, d’ou la pathogenicité du champignon lorsqu’il est présent a la surface de

la peau.
8. Pouvoir pathogene :

Candida albicans est saprophyte, elle devient pathogene s’il elle est retrouvée en grand
quantité, elle provogue un érythéme cuisant recouvert par fois de dépdts blanchatre crémeux.
Sur la peau Candida est pathogene, elle est source de placards érythémateux prurigineux

émiettés (Bouvenot et al., 1996).
9. Critere d’identification :

Il existe plusieurs techniques qui permettent d’identifier C.albicans en laboratoire comme par

exemple :

e Le test de germination positif, en effet Candida albicans formera un hyphe sans
constriction lorsqu’elle est placée dans du plasma de lapin a 37°C.

e Le test de chlamydospore sera positif sur milieu RAT du a la présence de tween 80.

e Test de I’uréase négatif sur milieu Christensen.

e Colonie blanche créme, luisant et crémeuse sur gélose sang ou Saboraud
(Bennett et Johnson, 2003).

10. Sérologie :

La détection des anticorps anti-Candida a un réle limité. Bien que la production d’anticorps
soit plutét le reflet d’une colonisation, un élément dans la décision de prise en charge
thérapeutique. Au laboratoire de parasitologie-mycologie de Grenoble, on utilise une
technique d’immunofluorescence deétectant des anticorps dirigés contre des antigénes

(maison).

Si ce test est positif, il sera confirmé par une technique d’immunoélectrophorese (IEP).
D’apres leurs caractéres antigéniques et notamment la nature des peptidomannanes pariétaux,

on considére deux syrotypes de C.anbicans :

v Le syrotype A
v Le syrotype B (Rispail, 2005).

-
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Les infections urogénitales :
1. Introduction :

C.albicans est une endosaprophyte du tube digestif et des muqueuses génitales. Elle peut
passer de I’état saprophyte a I’état pathogéne sous I’influence de divers facteurs favorisants le
plus souvent lié a une défaillance des systémes de défense de I’hdte. C.albicans est capable de
survivre comme commensal dans plusieurs sites anatomiques, chacun présentant ses propres
pressions environnementales. Ceci explique les manifestations cliniques tres diverses causées
par ce champignon. Sur le plan clinique, il est habituel de distinguer les candidoses d’origine
peut étre endogene : des candidoses superficielles, localisées au niveau digestif (muguet,
candidose cesophagienne, gastrique, intestinale, anale et péri-anale), génital (vulvo-vaginite a
Candida, balanite), cutané et ungueal, (intertrigo, péri onyxis et onyxis). Voie exogene :
candidoses invasives se produit un passage des Candida au travers de la barriére cutané
muqueuse, se traduit par une candidémie ou une septicémie qui conduit a la dissémination,

par voie hématogéne (institut pasteur).
2. Définition :

Les candidoses sont les infections a champignons levuriformes les plus fréquentes et qui se
développent en faveur de la chaleur et de I'humidité. Elles se manifestent aux mémes endroits
que les dermatophytoses, mais il existe aussi des formes buccales, genitales et

systémiques (Calderone et Fonzi, 2001).

Il 'y a méme eu rapport d'endocardites a C. albicans (Maertens et al., 2001; Kaloterakis et
al., 2003).

3. Facteurs de risques d’infection candidosique :

Le champignon pathogéne opportuniste C.albicans exprime de nombreux facteurs qui
contribuent a sa virulence. Sa capacité d’adaptation qui est liée a sa variabilité structurale et
antigénique ne considére que la capacité d’adhérer aux composés de I’h6te, le dimorphisme et
la sécrétion de protéases et de phospholipases soit les trois facteurs de pathogenicité

principaux chez C.albicans (Calderone et al., 1994).

Il existe de nombreux facteurs pour le développement des candidoses et des candidémies. Ils

sont regroupés en deux catégories :

.
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a- Intrinseques :

Les facteurs intrinséques sont: la colonisation: c’est le facteur de risque principal ;
I’antibiothérapie, la neutropénie/immunodépression (sida) ; la hémopathie maligne/cancer ;
les traumatismes ; I’influence rénale ; I’age extréme ; le faible poids a la naissance ; et le

nouveau-né prématuré (Charles et al., 2005).
b- Extrinseques :

Les facteurs extrinseques sont: la chirurgie (digestive principalement), [I’iatrogéene
(antibiotique, prophylaxie par antifongiques, corticostéroides), I’chimiothérapie, I’épuration
extra-rénale, le dispositif implantables ou matériels, la ventilation mecanique, la nutrition

parentérale, et la durée d’hospitalisation (Kourkoumpetis et al, 2011).
4. Différents types de candidoses :
4.1. Candidoses cutanées :

Les candidoses cutanées sont tres répandues chez I'homme (Hay, 1999). Elles sont
favorisées par I'numidité et la macération, ce qui explique l'atteinte préférentielle des plis et
leur fréquence chez I'obése. Elles peuvent résulter de I'extension d'une candidose digestive ou
génitale ou I'on retrouve des facteurs favorisants comme le tres jeune age, le diabéte, la prise

d'antibiotique et des corticoides.

Il existe également une forme rare de candidoses appelée la candidose mucocutanée
chronique qui touche les membranes muqueuses, mais qui peut s'étendre a la peau ou aux
ongles .Cette forme de candidoses est associee a des probléemes de l'immunite
cellulaire (Garber, 2001).

Des données récentes tendraient aussi a l'associer avec des déficient sélectives en
anticorps (Kalfa et al., 2003).

Les groupes a fort risque de developper une candidose systématique opportuniste sont donc
composés de patients ayant des atteintes hématologiques malignes ayant recu la greffe d'un
organe solide et sous une médication immunosuppressive, ceux ayant recu une chimiothérapie
immunosuppressive en prévision d'une greffe de moelle et ceux ayant été victimes de brllures

entrainant la perte de la protection fournie par la peau (Garber, 2001).

.
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Diagnostic clinique :

Une infection a Candida albicans atteint : les muqueuses frontiere artificielles du tube
digestif (bouche, anus) ; les zones périphériques de ces muqueuses (génitales) ; les
plis (intertrigos) ; et les phanéres (essentiellement les ongles, exceptionnellement les
poils. (Garber, 2001).

4.2 Les infections urogénitales :

Le systéeme urogénital est composé de deux appareils qui ont chacun une fonction bien
Précise :

L’appareil urinaire est chargé de purifier sang et de maintenir constante sa composition

grace a un triple mecanisme de filtration, de sécrétion et de réabsorption.

L’appareil génital est chargé de la reproduction de I’espéce (Eline, 2008).

4.2.1 Appareil urinaire :

L appareil urinaire se compose de deux volumineux organes, les reins .Gréce 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.Figure06).

4.2.2 Les éléments constituants I’appareil urinaire :
4.2.2.1 Haut appareil urinaire :

Les reins : 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 pése en moyenne 150gr
Ils sont situés en arriére du péritoine, de part et d’autre de la colonne vertébrale entre
la 11éme vertebre dorsale et la 3eme vertebre lombaire A cause de la présence du foie,

le rein droit est un peu plus basse que le gauche (Eline, 2008).

L’uretere : Un conduit musculo-membraneux d’environ 4385 mm de diameétre et de

25mm de long qui véhicule les urines du bassinet a la vessie (Eline, 2008).

-
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4.2.2.2 Bas appareil urinaire :
La vessie :

Est un réservoir musculo-membraneux, qui recoit et emmagasine I’urine dont I’évacuation est

assurée par I’urétre (Eline, 2008).

L’urétre :Possede une tunique musculaire et des sphincters lisses et striee.

S R e e T e id =i

Calaceal el
errrpEac e B
assazze ode
17 eriree

Foeirn drooit

IT.e diarmctre da
1" uretsre est
mEddirit car Le
calocul ermpaSche
1 xrisne de

= EE-ot

T Iretcre

e sSsie

Sphincter

T Fretre

Schama simplific de I"apparcil urirraire

Figure 06:L’appareil urinaire (Eline, 2008)
Urine :

L’urine normale est un liquide jaune pale, elle fonce 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 set le resultat de la fonction excrétrice du rein. Sa composition est liée a celle
du plasma, dont elle est un filtrat. L’urine est acide (Fléche, 2012).

4.2.3 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 premiere étape vont coloniser la peau et les muqueuses génitales externes. Ensuite
colonisent I’urétre distal. (Gonthier, 2000).

E. coli, C’est la bactérie la plus fréqguemment impliqué dans les infections urinaires, elle

représente 85% des cas positives (Minor, et Veron, 1989).
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4.2.4. Les types des infections urinaires
L'appareil urinaire est un vaste systeme de filtration, composé notamment des reins et de la
Vessie. Mais ce réseau peut étre victime d'infections, de malformations ou d'autres maladies.
4.2.5 Les infections du bas appareil :

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 I'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, I'inflammation
de I’urétre (Minor et Veron, 1989).

La Prostatite :

Une prostatite est une inflammation de la prostate, affection fréquente chez I'homme
agé (hypertrophie ou hyperplasie bénigne de la prostate). Si la prostate se développe
trop, elle Peut resserrer l'urétre et ainsi perturber I'écoulement de l'urine, ce qui rend
la miction difficile et douloureuse, voire complétement impossible dans des cas
extrémes (Pilly, 2008).

4.2.6 Les infections du haut appareil :
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).
Urétrite :

Il est classique de distinguer les urétrites gonococcique, 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).

-
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4.3 Facteurs favorisant I’infection urinaire :

Sexe féminin :

e (Grossesse

e Activité sexuelle

e Utilisation de spermicides

e Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incompletes)

e Diabéte déséquilibré et /ou compliqué (neuropathie vésicale)

e Anomalie organique ou fonctionnelle du tractus urinaire (Brochard et al., 2008).

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

ménopause) (Tattwin, 2003).
4.4. Causes de I’infection urinaire :

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

son hote. Pour cela, on a :

4.5 Facteurs liés a I’hote :

Les voies de contamination, I’ immaturité vésicale, facteurs urétéraux.
4.6. Facteurs liés a la bactérie:

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

d’adheérence, par les organelles filamenteux, 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
fimbriae (Tattiwn, 2003).

4.7. Symptémes généraux des infections urinaires:

e Des douleurs et des brulures au moment d’uriner

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

e Des urines troubles ; qui dégagent une odeur désagréable

e Une pression dans le bas-ventre

e Des fois du sang dans I’urine

g
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e Des douleurs lombaires
e Une fiévre élevée.
e Des vomissements.

e Des pleurs au moment d’uriner chez les enfants (Tattevin, 2003).
4.8 Diagnostic bactériologique :
4.8.1. Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

En théorie, la ponction sus pubienne de I’urine intra vésicale fournit les prélevements les plus

représentatifs.

En pratique, un prélévement dit a la volée en milieu de jet a un niveau de fiabilité acceptable
apres toilette du meat urétral et des organes génitaux externes (écartement des levres chez la

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

D’autres méthodes de prélevement (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 méethode de recueil, influant sur
le niveau de contamination du prélevement, doit étre précisée, pour une meilleure

interprétation des résultats (Bruyere, 2008).
5. Appareil génital féminin :

L'appareil génital féminin est I'ensemble des organes chargés de la reproduction chez la

Femme comporte trois parties:

e Les organes genitaux internes représentes par deux ovaires
e Les voies genitales formées par la trompe utérine, I’utérus et le vagin

e Lesorganes génitaux externes comprenant la vulve (Figure 7).
5.1. Organes génitaux externes
Ovaires :

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.
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Trompe de Faliope

trompe de Fallope Ubérus

Col de l'utérus
Viagin

Figure 07. L’appareil génital féminin (Bruyere, 2008)

5.2. Voies génitales

Trompes utérines
La femme possede deux trompes utérines, aussi appelées trompes de Fallope, situées
de part et d’autre de I’utérus. Enfouis dans les plis des ligaments larges de I’utérus,

ces tubes mesurent environ 10 cm de long.
Utérus :

L’ utérus est un organe que parcourent les spermatozoides déposés dans le vagin ,
pendant qu’ils cheminent les tropes utérines .1l constitue également le siege de
I’implantation de I’ovule fécondé .Situé entre la vessie et le rectum, I’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 .
Vagin :

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.

E
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Vulve :
Le terme vulve désigne I’ensemble des organes génitaux externes de la femme
La vulve comprend les éléments suivant :
e Le mont du pubis
e Lesgrandes levres
e Les petites levres
e Le clitoris
e Le vestibule du vagin
e Le bulbe du vestibule.
Périnée :
Le périnée est une région anatomique compris entre les organes génitaux externes et I’anus

Les glandes mammaires :

Les glandes mammaire ou seins se developpent 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. Se sont organes génitaux externes (Tortora et Derrickson, 2007).
6. Infection génital :
6.1. Flore normale :

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

La flore vaginale normale compte des bactéries tant aérobique qu’anaérobique, les
microorganismes de I’espéce Lactobacillus occupant une place prédominante et
constituante plus de 95 % de toutes les bactéries présentes. On estime que les
lactobacilles offrent une 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

I’état immunitaire (Gaillard et Simonet, 1988).

g
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6.3 Types des infections genitales :
6.3.1. Infections basses:

Sont dues, soit a des pathogenes spécifique exogénes contracte notamment lors des rapportes
sexuelle soit a la prolifération anormal d’une partie a la flore commensale du vagin (Cérusites,

vulvites, vaginites) (Gaillard et Simonet, 1988).
6.3.2. Infections hautes :

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

6.4 Microorganismes responsables des infections génitales féminines :

e Peuvent étre :
e Des bactéries pathogénes spécifiques exogenes (Neisseira gonorrhoeae, .Haemophilus
ducreyi , Mycoplasmes ,Chlamydiae ) .

e Des champignons et des parasites ou des virus (Herpés virus)
6.5. Diagnostic des infections génitales féminines :

e |l peut s’agit d’une Iésion visible des muqueuses (chancre, ulcéres, etc.)

e une inflammation des muqueuses (vaginite, urétrite, vulvite, bartholinite, cervicite)
avec prurit et leucorrhée d’une femme sans symptdmes mais qui est suspecte d’étre
porteuse d’un pathogéne spécifique (partenaire sexuel infecté) (Gaillard et Simonet ,
1988).

6.5.1 Candidoses buccales et digestives

La candidose orale est une infection opportuniste de la cavité buccale, ayant la plus forte
prévalence chez I'hnumain et causée par la croissance accélérée des champignons unicellulaires
du genre Candida (Abu-Elteen et Abu-Elteen ,1998).

Plusieurs espéces de Candida sont responsables de cette infection dont C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. pseudotropicalis, C. guillieirimondii, C. krusei, C. lusitaniae, C.

parapsilosis et C. stellatoidea avec une forte fréquence de C. albicans (Odds, 1988).

.
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La population est en général porteuse asymptomatique de C. albicans dans une proportion de
20 a 75% (Farah et al., 2000).

Diagnostique clinique :

a- Perleche :

C’est un intertrigo de la commissure labiale, uni- ou bilatéral, ou le fond du pli est

érythémateux, fissure et macéré.

b- Glossite :

La lange est rouge et dépaillée, il s’agit d’une inflammation aigue ou chronique de la
muqueuse buccale, se traduisant par : une sécheresse de la bouche, une sensation de cuisson,
de gout métallique. Elle peut se présenter sous la forme d’une stomatite érythémateuse

(gencives et palais) : muqueuse brillante, rouge, vernissée et douloureuse (Institut pasteur).

c- Muguet :

Son siége est la face interne des joues. Il s’agit d’un érhyteme recouvert d’un enduit
blanchétre, qui se détache facilement au racage entraiant une dyphagie (Raspail, 2005).

6.6 Traitement chimique des candidoses:

Chez C. albicans Les antifongiques sont des molécules capables d’affecter spécifiqguement
les différents champignons impliqués en mycologie médicale, ou au moins, de réduire leur
prolifération. Contrairement au grand nombre d’antibiotiques et malgré d’importants progres,
la quantité d’antifongiques disponibles reste limitée a un petit nombre de produits (Anofel,
2007).

Les classes de substances antifongiques existant, actuellement, sur le marché inclut les
polyenes (amphotéricine B), les pyrimidines analogues (5-fluorocytosine), les dérives azolés
(fluconazole, itraconazole, voriconazole et posaconazole) et enfin, les échinocandines

(caspofongine) (Fisher et al, 2011).

6.6.1 Sensibilité aux antifongiques :

La sensibilité de Candida albicans a certains antifongiques est rapportée dans le (Tableau3).

.
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Tableau 3. Sensibilité a I’amphotéricine B, au 5fluoro-cytosine, aux azotés et aux

échinocandines de Candida albicans.

Antifongique

AMB

SFC

FCZ

ITZ

VCzZ

POS

CAS

ANI

MIC

C.albicans

+

+/-

+

+

+

+ :actif ;+/- :intermédiaire ;- :inactif

6.6.2 Traitement naturel des candidoses :

(Sanglard, 2000)

a- Le lait: de part ses composants ; la galicine et I’alicine ; il est bactériostatique et

fongicide.

b- Le Berberis vulgaris : son action thérapeutique est due a sa forte concentration en un

alcaloide : la berbérine qui a une activité antibiotique et antifongique empéchant le

développement du Candida. Elle a une puissante action de normalisation (Institut pasteur).

c- Les épices : certains contiennent des phénols, tel que le thymol et le carvacrol, qui ont

des propriétés antifongiques. Le gingembre, le thym, la mélisse et le romarin. (Institut

pasteur).
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1-Objectif:

Beaucoup d’études ont été réalisées au sujet de I’activité antifongique des extraits de plantes
ayant des vertus thérapeutiques dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées
lors de congrés scientifiques d’aromathérapie.

Ces activités sont liees essentiellement a la composition chimique aux groupes fonctionnels
des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques.

Notre étude a pour but de suivre I'effet antifongique des extraits aqueux et organiques de
Thymus vulgaris sur la croissance de Candida albicans responsable de candidose
(superficielles et profondes).

2-Zone de prélevement:

Le matériel végétal étudié (Thymus vulgaris) a été prélevé le mois de Mars 2018 dans la
Wilaya de Mostaganem située au Nord-Ouest du pays de cordonnée 35°56°00"" Nord, 0°
05’00 'Est et a Naama située a I’Ouest de I’Algérie, de cordonnée 33°15°44""Nord,
0°18°52""Ouest.

Un échantillonnage de 2a 3Kg pris uniquement sur la partie aérienne de I’espece Thymus

vulgaris a été prélevé puis:

- Etalé sur du papier aluminium.

- Séché a I’air ambiant.

- Broyé de I’échantillon dans un broyeur a lame.
- Mis dans des bocaux hermétiques.

- Conserve a sec et a I’abri de I’humidité.
3- Extraction des composés bioactifs aux solvants a différentes polarités :

Cette méthode d’extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinue solide-liquide par
macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a une température
ambiante durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du

solvant sous-vide (Sultana et al., 2009).

-L’extraction des composeés bioactifs a été réalisée par usage de plusieurs solvants a polarité

croissante dont I’hexane, méthanol, éthanol et eau.

- Une Prise de 50g d’échantillon a été mélangée avec 500ml de solvant aqueux
(400ml/100ml, solvant/eau).

-
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-tout le mélange est laissé 6h a une température ambiante sous agitation.

Figure 8. Mélange de I’échantillon avec les solvants

Les extraits ont été filtrés en utilisant un papier filtre whatman n° et débarrassées des

solvants par évaporation sous vide & I’aide d’un rota vapeur & 45°C.

Figure9. Filtration avec du papier filtre figurel0.Evaporation dans un rota vapeur sous vide

Les extraits purs riches en composeés bioactifs récupérés ont été enfin dilués a I’eau distillée

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

Figure 11. Dilution des extraits a I’eau distillée

E
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4. Etude des effets antimicrobiens des extraits de Thymus :

4.1. Activation des inocula microbiens :

Une prise de 0.25g de la souche de référence conservée au froid a 4°C est ensemencée dans
10ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 3h.

Un prélévement de 0.1ml de I’inoculum a été pris pour étre ensemencée en surface d’une
boite de Petri contenant le milieu gélosé de Sabouraud, puis incubée enfin & 37°C pendant
24h.

Figure 12. Activation de la souche figurel3. Ensemencement sur milieu Sabouraud

4.2. Méthode de contact direct :
Aprés activation de la souche de référence, 1ml de cette solution est ajouté a 9 ml d'eau
physiologique, suivie d'une série de dilution allant jusqu'a 107,
1ml & plusieurs fois sont pris de cette derniere dilution et sont melangés respectivement dans 9
ml de chaque solution d'extraction préparée a (0, 20, 40, 60, 80 et 100%).
2 gouttes de ces derniéres solutions sont ensuite ensemencées a plusieurs fois (3fois) en
surface des boites de Pétri contenant le milieu Sabouraud. Les boites sont enfin incubées a
37°C durant 24,48 et 72 heures (Bourgeois et Leveau, 1980).
4.3. Méthode des disques par diffusion sur gélose :
e Préparation des disques : Des disques de papier Wathman n°5 de 6 mm de diamétre,
stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) sont imbibées pendant
5 min dans chaque concentration d’extrais obtenus.
e Préparation des milieux de culture : La gélose de Muller Hinton stérile préte a
I’usage a été coulée dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diamétre a raison de

12 ml. L'épaisseur de la gelose est de 2 mm répartie uniformément dans les boites.
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Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire
avant leur emploi.

e Ensemencement : Des boites de Petri stériles préalablement coulées, sont
ensemenceées par étalage a l'aide d'un rateau stérile, I'ensemencement s'effectue de
telle sorte a assurer une distribution homogéne des bactéries.

A laide d'une pince stérile, 3 disques de papier filtre contenant les produits a tester sont

déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable.

D’un autre coté, un test de sensibilité aux antifongiques a été réalisé pour étudier
I’antibiogramme standard des germes utilisés et le comparer avec I’effet de nos extraits bruts.
Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement
ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.

On a utilisé un antifongique puissant contre Candida albicans a savoir le (5-flurocytosine). Le

choix a été fait en fonction de la disponibilité.

Figurel4. Test de la sensibilité au 5-flrocytosine
L'activité antifongique est déterminée en termes de diametre de la zone d'inhibition produite
autour des disques apres 24,48 et 72 h d'incubation a 37° C.

Figure 15 .Activité antifongique

E
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4.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI) :

La concentration minimale inhibitrice représente la plus faible concentration en antibiotique,
antifongique ou principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme (Denis et al ., 2011) aprés un temps d’incubation de 18 & 24 heures.

Dans cette étude sa détermination est effectuée par la mesure de la turbidité induite par la
croissance des germes étudiés. Ainsi, la concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond
a la plus petite concentration pour la quelle il y a absence de turbidité.

A laide d'une pipette pasteur des prises a raison de 0,2 ml de l'inoculum sont mis
respectivement dans les tubes contenant 2ml de chaque concentration d'extrait de Thymus
vulgaris préparé a (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) dans une solution de bouillon Muller Hinton.

La densite optique de chaque tube est mesuree a 625 nm et ceci avant et apres incubation des
tubes 837°C durant 18 a 24 heures.

Le taux de survie de Candida albicans est déterminé comme suite :

S= df-di x100
Df-Di

S : Taux de survie,
Df -di : Différence de la densité optique des solutions expérimentales ensemencées avant et
apres incubation a 37°C durant 18 a 24 heures.
Df-Di : Différence de la densité optique de la solution témoin sans extrait de Thymus vulgari
avant et apres incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures (Kra et al., 2001 ; Zirihi et al.,
2007).
4.5. Détermination de la concentration minimale fongicide(CMF) :

La concentration minimale fongicide (CMF) est définie comme étant la plus petite
concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivants de I’inoculum
initial apres incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination le tube témoin a été dilué a I’eau physiologique jusqu'a 10, Cette
dilution représente 0,01% de survie du microorganisme, elle est cultivée par des stries de 5
cm sur un milieu solide MH a 37°C durant 24 heures.

Le nombre de colonies obtenu sur la strie de la dilution 10 est comparé a celui de chaque
tube expérimentale ayant servi a la détermination de la CMI apres 24 heures d'incubation.
Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de germes présent sur sa strie est inferieur

ou égale a celui de la dilution 10* correspond & la CMF (Moroh et al., 2008).

-
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5. Traitement statistique :
Les résultats obtenus ont subi une analyse de variance bi factorielle en randomisation totale,
suivie d'une comparaison des moyennes deux a deux selon test de Newman et Keuls et ceci en

utilisant un logiciel de statistique ; le stat Box6.4.
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1- Résultats :

1-1- Croissance du germe Candida albicans :

Les effets des extraits aux solvants a différentes polarités de Thymus vulgaris prélevé des
deux régions de I'étude (Mostaganem et Naama) sur la croissance de Candida albicans sont

motionnés dans les (Figures 16 et 17).

Les extraits a I'nexane ; au méthanol, a I'éthanol et a I’eau de Thymus vulgaris préleve de
Mostaganem ont engendré de faible croissance microbienne chez Candida albicans (p< 0,05);
27.104 vs 27.10 4, vs 27.10 * vs 83.10 * UFC/ml, respectivement.

En revanche, les extraits au méthanol, éthanol et a I’eau de Thymus vulgaris récolté a Naama
ont présenté de médioeres résultats de croissance microbienne ; 55.10 2, 277.10%, 166.10°
UFC/ml, Successivement .

La faible prolifération microbienne est observée avec les extraits a I'nexane, méthanol et a
I’éthanol de la plante prélevée de Mostaganem (27.10  UFC/ml en moyenne) et avec I'extrait
au méthanol pour le Thymus vulgaris provenant de la région de Naama (55.10 3 UFC/ml en

moyenne).

Apparemment, I'élévation de la concentration aux extraits de la plante de Mostaganem s'est

traduit par une nette baisse (p<0,01) de la croissance du germe.

Au-dela de 20, 40, 60,80 et 100% d'extraits, la croissance microbienne reste stable (p<0,01) et
varie de 58.10% a4 250. 10%et &8 00% UFC/ml pour les trois derniéres concentrations.

Concernant le Thymus vulgaris de Naama, les extraits préparé a 0% ont présentés une forte
croissance du germe Candida albicans (p<0,01); 166.10 > UFC/ml. La croissance du
microorganisme a diminué remarquablement (p<0,01) a20, 40, 60,80 et 100% d'extraits ;
83.103, 66.10°,41.103,33. 103t 25.10 *UFC/ ml en moyenne, successivement (Tableau 4).

1-2-Taux de Croissance du germe Candida albicans :

Les extraits a I'nexane, au méthanol et a I’éthanol de Thymus vulgaris prelevé a Mostaganem
ont engendré de faibles taux de croissance chez Candida albicans par rapport a I'extrait
aqueux de la plante (p< 0,01); 16.667 vs 16.667 vs 16.667 vs 49.933 % respectivement.

.
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Figure 16. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé de Mostaganem chez Candida albicans
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Figure 17. Effets des extraits de Thymus vulgaris récolté a Naama sur la croissance de Candida albicans
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Cette tendance est maintenue pour les extraits récoltés a Naama a différentes polarités (16.667
vs 33.3 vs 16.667vs 99.83%), respectivement.

La faible prolifération microbienne est observée avec l'extrait a I'eau de Thymus vulgaris
prélevé a Mostaganem et Naama ; 49.933et 99.833 %, en moyenne.

Apparemment, I'élévation de la concentration aux extraits de la plante de Mostaganem de
(0 a 20 a 40%) s'est traduit par une nette baisse (p<0,01) du taux de croissance du germe ; de
100 a 34.93 a 14.97 %.A 60,80 et 100% d’extraits le taux de croissance de I’espéce étudiée

Candida albicans est nulle.

Concernant le Thymus vulgaris de Naama, les extraits prépares a 20, 40, 60, 80 et a 100% ont
présenté un méme taux de croissance du germe Cadida albicans (p<0,01); 49. 9 vs 39. 92vs
24. 95 vs 19.96 vs 14.97 % (Tableau 6).

1-3-Test de diffusion sur disque chez Candida albicans :

Les effets des extraits aux solvants a différentes polarités de Thymus vulgaris récolté des
deux régions de I'étude (Mostaganem et Naama) sur la diffusion de Candida albicans sur

disque sont mentionnés dans les (figures 18 et 19).

Les extraits a I’hexane de Mostaganem ont presenté les meilleurs diamétres d’inhibition (p<

0,01) de Candida albicans par comparaison a I’extrait a I’eau ; 17.22vs 7.5mm.

Par ailleurs, les extraits au méthanol et a I’éthanol de Mostaganem ont également accusé des
diametres d’inhibition bien supérieurs a celui de I’eau (p< 0,01) ; 13.5vs 12.5 vs7.5mm, en

moyenne.

Ce pendant, en fonction, des concentrations aux extraits de Mostaganem, les diametres
d’inhibition developpés chez Candida albicans restent stables de 14 a 15.08mm, en
moyenne. Ces valeurs sont néanmoins nettement supérieurs (p< 0,01) a ceux de

I’antifongique de référence (7.5mm).

En d’autre part, les extraits a I’hexane, méthanolique et éthanolique de Naama semblent
induire des diameétres d’inhibitions bien supérieurs a celui de I’extrait a I’eau dont les valeurs
ont varié de 13a 17.06mm contre 7.83mm, en moyenne. Ces extraits de thym surtout a I’état
pur ont accusé des zones d’inhibition plus élevées (p< 0,01) que I’antifongique ; 18.42 vs

7.83, en moyenne (Tableau7).

.
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Figure 18. Effets des extraits de T.vulgariss de Mostaganem sur le diamétre d’inhibition chez Candida albicans
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Figure 19. Effets des extraits de Thymus vulgaris de Naaama sur les diamétres d’inhibition de Candida albicans
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1.5 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Les CMI de Candida albicans ont été réalisées avec les extraits a I’hexane, éthanolique et
aqueux de Thymus vulgaris de Mostaganem concentrés a 80%.

Figure 20. CMI des extraits a I’hexane Figure 21. CMI des extraits éthanolique

¥

Figure 22. CMI des extraits aqueux

Et avec les extraits au méthanol de Thymus vulgaris de Mostaganem concentré a 40%.

Figure 23. CMI des extraits méthanoliques

Concernant, le Thym de Naama, les CMI du germe étudié sont constatées avec

les extraits a I’hexane, méthanoliques et éthanoliques concentré a 20% ainsi
qu’avec les extraits aqueux purs a 100% (Tableau8).

)
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Tableau08. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des extraits bioactifs de Thymus

vulgaris récolté des régions de Mostaganem et & Naama sur la croissance de Candida albicans :

Région | Solvants Concentration d’extraits bioactifs de Thymus vulgaris
Paramétres | Témoin | 20% 40% 60% 80% 100%
© df 0.491 1.726 1.389 1.045 1.546 1.919
§ di 0.919 1.413 1.201 0.920 1.829 1.996
2 df-di 0.428 0.313 0.188 1.125 -0.283 -1.077
S% 100 73.130 | 43.925 29.205 0 0
CMI 80%
df 0.413 0.050 0.056 0.115 0.159 0.120
S di 0.253 0.049 0.193 0.253 0.224 0.150
e % df-di 0.160 0.001 -0.137 -0.138 -0.065 -0.07
= p S% 100 0.606 0 0 0 0
g CMI 40%
2 df 0.491 0.371 0.959 0.847 0.897 0.934
2 S di 0.919 0.134 0.767 0.455 0.920 1.046
E df-di 0.428 0.237 0.192 0.392 -0.023 -0.112
L S% 100 | 55373 | 44859 | 91588 0 0
CMI 80%
df 0.413 0.130 [ 0.555 0.584 0.787 0.567
di 0.253 0.042 | 0472 0.541 1.016 0.967
,ﬁ df-di 0.160 0.088 | 0.083 0.043 -0.229 0.4
S% 100 53.333 50.303 26.060 0 0
CMI 80%
df 0.194 0.031 | 0.301 0.301 0.298 [ 1.285
@ di 0.079 0.121 0.308 3 3 3
£ df-di 0.015 | -0.09 -0.007 -2.699 -2.702 -1.715
I S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
df 0.194 | 0.128 0.865 0.002 0.109 0.033
2 di 0.079 | 0.257 3 3 0301 | 0.977
2 df-di 0.015 0129 |-2.135 -2.998 -0.192 -0.944
o s S% 100 |0 0 0 0 0
£ CMI 20%
S df 0.194 [ 0.090 0.024 0.028 0.103 0.301
E di 0.079 0.301 0.040 0.062 3 2.427
8 df-di 0.015 -0.211 -0.016 -0.034 -2.897 | -2.126
i S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
df 0.125 0.229 0.302 0.371 0.574 0.447
di 0.009 0.047 0.152 0.196 0.265 0.523
,ﬁ df-di 0.116 0.182 0.150 0.175 0.309 -0.076
S% 100 46.907 38.659 45.103 79.639 0
CMI 100%

di : densité optique initiale avant I’incubation ; df : densité optique finale apres incubation ;
S : Taux de survie ; CMI : concentration minimale inhibitrice.
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1.6 Concentration Minimale Fongicide (CMF) :

La (Figure 24) représente d’un coté (Figure 24-a) les repiquages en strie sur
gélose Muller Hinton des déférentes dilution 10, 102, 10-%et 10 de I’inoculum
bactérienne de Candida albicans apres incubation a 37° C pendant 24 heures , et
d’un autre coté (Figure 24-b) les repiquages en strie sur gélose Muller Hinton
des différentes concentration d’extrait a I’hexane de Thymus vulgaris de la
région de Mostaganem ensemencé avec Candida albicans et incubé durant 18 a
24 heures & 37° C.

A travers cette figure, il apparait que I’extrait a I’hexane préparé a 80% a
engendrée un pourcentage de survie proche de 0,01 de I’espéce microbienne ;
cette dilution d’extrait de Thymus vulgaris représente donc la concentration

minimale fongicide.

80%

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure24. CMF des extraits al’hexane de Thymus vulgaris de Mostaganem chez
Candida albicans

3
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La CMF chez Candida albicans a été réalisée avec I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris
de Mostaganem concentré a 20%, et avec I’extrait éthanolique concentré a 40% ainsi que
I’extrait pur aqueux (Figures 25, 26 et 27).

20%

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure25. CMF des extraits au méthanol de Thymus vulgaris L de Mostaganem chez Candida albicans

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure26. CMF des extraits al’ éthanol de Thymus vulgaris de Mostaganem chez Candida albicans

100%0

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure27. CMF des extraits agueux de Thymus vulgaris de Mostaganem chez Candida albicans

Concernant le Thymus vulgaris de Naama, les CMF ont été observées avec les extraits

aux solvants concentrés a 20% et avec I’extrait aqueux pur (Figure 28, 29, 30 et 31).

5
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a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure28. CMF des extraits a I’hexane de Thymus vulgaris de Naama chez Candida albicans.

80%

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure29. CMF des extraits méthanoliques de Thymus vulgaris de Naama sur chez Candida albicans

20%

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure30. CMF des extraits éthanoliques de Thymus vulgaris de Naama chez Candida albicans

a. Repiquages en strie des différentes dilutions b. Repiquages en strie des différentes concentrations

Figure31.CMF des extraits agueux de Thymus vulgaris de Naama chez Candida albicans

5
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1.7 Type d’inhibition des extraits de Thym :

D’apreés les rapports CMF/CMI ayant varié de 0.5 a 1.25 et inférieurs a 2, les extraits de Thym
exercent des effets inhibiteurs de type fongicide vis-a-vis de I’espece étudiée Candida

albicans (Tableau9).

Tableau 9. Type d’inhibition des extraits de Thymus vulgaris chez Candida albicans

Rap. Type
Solvants CMI CMB CMB/CMI | dinhibition
Hexane 80% 80% 1 Fongicide
5 ,
c | Méthanol 40% 20% 0.5 Fongicide
5
8
S | Ethanol 80% 40% 05 Fongicide
Eaux 80% 100% 1.25 Fongicide
Hexanes 20% 20% 1 Fongicide
) Méthanol 20% 20% 1 Fongicide
g
S | Ethanol 20% 20% 1 Fongicide
Eaux 100% 100% 1 Fongicide
*D’apres (Olivier 2007)
o CMB/ CMI < 2(Effet bactéricide)
£ CMB/ CMI >2(effet bactériostatique)
S * D’aprés (Marmonier 1990)
< CMB/ CMI < 4(Effet bactéricide)
CMB/ CMI > 4(effet bactéristatique)
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2. Discussion :

Depuis des milliers d’année, I’humanite a utilisé diverses plantes trouvées dans
son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces
plantes représentent un réservoir immense de composes potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité de
structure chimique et ils possedent un trés large éventail d’activités biologiques.
L’évaluation de ces activités demeure une tache difficile, mais qui peut étre

intéressante par I’homme (Eggimann et al., 2003).

Candida albicans est considéré comme étant une levure opportuniste la plus
pathogene chez I’humain et responsable des infections urogénitales chez

particulierement les femmes (Sudbery et al., 2004).

Dans cette étude nous avons étudiés les effets antimicrobiens des extraits
phénoliques de Thymus vulgaris récolte a Mostaganem et a Naama chez cette

espece microbienne.

Les extraits de Thymus vulgaris préparés a différentes concentrations (20, 40,
60, 80 et 100%) ont induit des diminutions hautement significatifs (p <0,01) de

la croissance de Candida albicans

Le développement de ce germe commence a régresser a 20 et 40% jusqu'a
son absence totale a 60, 80 et 100% des extraits de Mostaganem. Par contre, il
a subi une diminution lente en fonction de la concentration dans les extraits de

Thymus vulgaris de Naama.

Tous les extraits aux solvants a différentes polarités de Thymus vulgaris
récolté a Mostaganem et a Naama ont présenté des diamétres d’inhibitions
intéressants variables de 7 a 18mm et proches sinon supérieurs a I’antifongique
utilisé connu pour son large spectre vis-a-vis de I’espece microbienne étudiée

Candida albicans.

.
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En effet, les recherches de (Ait chabane et al., 2017) confirment bien que
les extraits phénoliques de certaines plantes comme Salvadora persica exercent

un effet inhibiteur significatif (p <0,01) sur la croissance de Candida albicans.

D’une fagcon générale, plusieurs auteurs (Bouterfas et al., 2016) ont suggéré
que I’activite antifongique de certaines plantes telles le Marrubium vulgare chez
Candida albicans varie significativement (p <0,01) en fonction de la localité
d’échantillonnage des feuilles, de I’extrait flavonoique testé ainsi que de sa
concentration et du type de la souche fongique étudiée. Les diametres
d’inhibition enregistrés ont oscillé entre 8.16 et 37.5mm.

Les taux d’inhibitions de Candida albicans traité par nos extraits phénoliques
ont varie significativement (p <0,01) de 63.69 a 131.547%. les extraits a de
fortes concentrations, notamment a [I’état pur ont exercé des effets

antimicrobiens mieux que I’antifongique de reférence teste (5-fluorocytosine).

Ceci représente une preuve irréfutable que les extraits phénoliques de Thymus
vulgaris ont un effet inhibiteur sur le développement in vitro de Candida

albicans.

Cette relation de cause a effet nous a permis de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF) des
extraits vis-a-vis de la souche étudiée Candida albicans. En effet, Candida
albicans est sensible a 80% d’extrait a I’hexane, d’éthanol, d’eau de Thymus
vulgaris de Mostaganem, ainsi qu’a 40% de I’extait methanolique provenant de

la méme région.

Les extrais aux solvants organiques préparés a I’hexane, éthanol et au
méthanol de Thymus vulgaris de Naama, préparé a la concentration de 20% ont
démontrés une méme Concentration Minimale Inhibitrice de la souche étudiée.
Par contre, la Concentration Minimale Inhibitrice de cette espece de levure est

obtenue dans I’extrait pur aqueux concentré a 100%.

-
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Les CMF des extraits a I’hexane, méthanol, éthanol et a I’eau ont été obtenus
respectivement a 80, 20, 40, et 100% pour les extraits phénoliques de Thymus

vulgaris de Mostaganem et avec les extraits de Naama concentrés a 20%.

Marmonier (1990), rapporte que lorsqu’en générale le rapport CMF/CMI
d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égale a quatre ceci suggere
qu’elle présente un effet fongicide ; alors que si le rapport et supérieur a quatre
elle présente plutét un effet fongistatique. Par ailleurs, et d’aprés (Olivier,
2007), si ce rapport est inférieur a deux il exerce un effet de type fongicide sur
I’espece microbienne étudiée. Ainsi, tous les extraits expérimentaux ont montres

un effet de type fongicide sur la levure pathogene Candida albicans étudiée.

Plusieurs auteurs ont rapporté que cet effet antimicrobien chez Candida
albicans des principaux composes bioactifs de Thymus vulgaris peut se
manifester chez cette espéce de levure particulierement par une lyse de la paroi
microbienne et une inactivation de certaines enzymes spécifiques ainsi que de
certains facteurs de virulences (Runyoro et al ., 2006; Kumar et Gautam,
2016; Noumi, et al., 1994 et Saadabi, 2006).

-
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Tableau4. Effets des extraits de la Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur la croissance de Candida albicans (UFC/ml)

Interaction (F1xF2) (n=03)

Effet types de solvants (n=18)

Concentrations des extraits (n=12) | Effet Effet Interactio
_ _ type concentr | n (solvants
Solvants Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau | 0 20 40 60 80 | 100 | solvant | ation des x extraits)
. (F1) extraits | (FixF2)
Concentratrens (F2)
= 00% 152x10% | 152x103 152x10° | 152x10°
(]
% 20% 00 00 00 115%10°
(@)]
I | = |[40% 00 00 00 100x10° g g s| |3 |= |=2
z | ¢E 5 3l S 3% %8 % lals
> % | 60% 00 00 00 00 ~ ~ < wl g |l = | g | S| 8|S |P005 | P00l P>0,05
Ll ~ ~ ~ 0| 3 o Q
S 80% 00 00 00 00
k=L
& 100% 00 00 00 00
00% 166x10° | 166x10° 166x10° 166x10°
g 20% 00 133x10° 00 200x103
& | = [40% 00 3107 | 00 233x10°
z | g
c < | 60% 00 00 00 166x10° P<0,01 | P<0,01 P >0,05
2 w -
e 3 b 2 2 o = = =
Ei) 80% 00 00 00 133x10 3 ?’3 2 2 % 2 2 2 % .Sé
100% 00 00 00 100x10° I ¥ N 98568 S ] ele
N o] N — — o0 Vo] < ™ N

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration
en extrait.P>0.05 : Effet non significatif du facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudie ; P<0,01 : Effet hautement
significatif du facteur étudié ; a,b, ¢ .etc. groupes homogenes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et

Keuls ; n ; nombre de répetitions.
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Tableau05. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur les taux de croissance (%) de Candida albicans

Interaction (F1xF2) (n=03) Effet types de solvants (n=18) Concentrations des extraits (n=12) | Effet Effet Interactio
_ _ type concentr | n (solvants
Solvants Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau | 0 20 40 60 80 | 100 | splvant | ation des x extraits)
(F1) extraits | (F1xF2)
concentratli (FZ)
c 0% 100® 1002 100® 100®
[<5]
= 20% 00 00° 00°¢ 139.72 2
[@)]
‘% 5 | 40% 00°¢ 00°¢ 00°© 50.88° | s S S Bl (2l % . o],
S | X 60% c c c c © © © @ | S .| © | 2| © | P<0,01 | P<0,01 P<0,01
| 0 00 00 00 00 < < < 3 — & ik
2 80% 00°¢ 00°¢ 00°¢ 00°¢
D
o 100% 00° 00° 00°© 00°©
0% 100 100 100 100
g 20% 00 79.84 00 119.76
© 0, o] 5+
g .E 40% 00 19.96 00 139.72 % e DB g o | % Qg Qg % Qg
= ; © =] ; . P<0,01 P<0,01 P>0,05
lg ﬁ 60% 00 00 00 99.8 ‘L_o; 2 < g- = =] S 5|9 o ) ) )
h8:’ 80% 00 00 00 79.84
100% 00 00 00 59.88

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration
en extrait. P>0.05 : Effet non significatif du facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudiée ; P<0,01 : Effet hautement
significatif du facteur étudié ; a,b, c ....... etc. groupes homogenes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et
Keuls ; n ; nombre de répétition.
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Tableau 6. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur les diamétres d’inhibition chez Candida albicans (mm)

Interaction (F1xF2) (n=03) Effet types de solvants (n=18) Concentrations des extraits (n=12) | Effet Effet Inter.
_ o isthanol TEhanal TE a type concentr | (solvants
Solvants Hexane | Méthanol | Ethanol Eau exane éthano thano au ﬁ(:o 20 |40 |60 |80 |100 | ¢olvant | ation des x extraits)
) (F1) extraits | (F1xF2)
Concentratigns cyto E
sine (F2)
Safluro- 14 14 14 14
: + + + +
cytosine 6.928 6.928 6.928 6.928
b 20% 12.333 10.333 7.333 6
GC) + + + +
4.163 1528 2.309 0 - © ™ —
= 20% 17333 14.333 1 6 o © ] Slo | 1 8 S & o
I = + : * * © P by TS| 8| @ | @ | &| o | P<0,01 | P>0,05 P>0,05
o | ‘© 6.807 4.933 8.185 0 +l ™ i ) - ﬂ < "
§ E 60% 18 12.333 13333 6.333 © +H + H Lo N - +i -|a-j| pa
+ + + + N o +Il Jo'e}
- L 10.44 2.309 1528 0577 Q ) T?) Do < '!.2' > © B °
o 18 13.333 12.333 6.667 : ; o : A o N =
o 80% N s s o ~ o) S ~ N — Nl
R 7 2.082 3.057 1.155
e
100% 23667 16.667 14 6
+ + + +
6.11 2517 1 0
Safluro- 14 14 14 14
H + + + +
cytosine 6.928 6.928 6.928 6.928
20% 6 11 12.667 6
+ + + +
© 0 6.245 2.082 0 © © —
M To) N~ <t
g 15.333 12.333 11.667 7 ™ o el Tol w| o
% 40% + + + + L 3 o ‘# 8 o0 N © QN
TS| = 1528 4509 2.082 1 © et . N > N N < S| <F
Z| © +l - N H 5 + + + | 4 P<0,01 | P<0,01 P>0,05
g - < + a o o o e 4|
cl ¥ 60% 17 15.667 11.667 6.333 © +l «© o | T~ > |~ ~
ol W + * + + Lo ‘;l_ e} ™ < — pore) © e
o)) 10.392 1.155 3.055 0.577 o - 1) ©o S o o © o | X
D 0 22 10.333 12.333 7.333 : — : . — I3\ — | @®
4 80% + + + + : ™~ © — — A
10.583 5.859 1528 0577
100% 28 20.667 18.667 6.333
+ + + +
9.644 2.082 1528 0577

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration en extrait.
P>0.05 : Effet non significatif du facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : Effet hautement significatif du facteur

étudié ; a,b, c

etc. groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n ; nombre de répétition.
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Tableau07. Effets des extraits de Thymus vulgaris prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur les taux d’inhibition (%) de Candida albicans

Interaction (F1xF2) (n=03) Effet types de solvants (n=18) Concentrations des extraits (n=12) | Effet Effet Interactio
Solvants Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau Hexane | Méthanol | Ethanol | Eau | Sefl | 20 40 60 80 | 100 | type concentr | n (solvants
grgs solvant | ation des | x extraits)
concentratiqns ir¥e (F1) extraits | (F1xF2)
(F2)
Safluro- 100 100 100 100
e cytosine
% 20% 88.094 | 73.809 52.381 42.857
(=2 ©
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Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration en extrait.
P>0.05 : Effet non significatif du facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : Effet hautement significatif du facteur
....... etc. groupes homogenes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n ; nombre de répétition.

étudié ; a,b, c




Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs

connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Nos résultats ont démontré que les extraits de Thymus vulgaris a I’hexane,
méthanol, éthanol et a I'eau peuvent avoir un profil fongicide chez le germe
Candida albicans agent responsable des infections urogénitales. L'efficacité
d'inhibition du développement de la prolifération de cette levure été en fonction
du type de solvant, sa concentration et selon la région de la récolte (Mostaganem
ou Naama) de la plante étudiée.

Les extraits de Thymus vulgaris préparés a différentes polarités de solvants
organiques et a de fortes concentrations ont engendré de fortes baisses de la
croissance de Candida albicanas ; avec des diametres d’inhibitions supérieurs
méme a I’antifongique de référence utiliseé le (5 fluro-cytosine). Cet effet
antimicrobien des extraits de la plantes étudiee s’est avéré de type fongicide

chez I’espece de levure testée.

La présence des composés bioactifs dont les polyphénols, flavonoides et
d'huiles essentielles dans I’extrait de Thymus vulgaris renforce les effets
antimicrobiens de cette plante observés dans cette étude chez Candida albicans,
il est possible que cette activité observée dans ce travail dépend non seulement
de la teneur en flavonoides ou en polyphénols ; mais aussi a d'autres substances

inconnues ayant la méme activité.

D'autres études seraient donc nécessaires pour évaluer la contribution d'autres
substances a I'activité antimicrobienne recherchée chez le Thymus vulgaris. Ceci
peut aussi permettre d’utiliser certaines de ces substances bioactifs de la plante
dans le domaine médical et pharmaceutique a moindre cout et sans effets
secondaires par rapport aux traitements conventionnels aux antifongiques chez

les patients.

-



Conclusion
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«» Bouillon nutritif :
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O P PIONE. .. e e e e e 240
O  EXIrait 08 VIANGE. .. ... e e e e e e 0.49

o EXtraitde levure.......coooo i e e e 22.0.80

e PH du milieu prét a 'emploi a 25°C: 7,1+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.

« Sabouraud :
Composition :

o Eaudistillée ... e

L T 0] (0] 1 10g
L €[ oo LS 10 [0
L Ao 1= o -1 PP 129

e PH du milieu prét a 'emploi a 25°C: 7,1£0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
+* Gélose nutritive :
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O EQU AIStIllEO.c it e st 500ml
L o =T o) o] o V=T TSP 2.5¢g
®  EXErait e VIANGE..ei ettt st st st st s s st e e e e e 0.5g
®  EXEFaAit @ IEVUI..cei ettt sttt et e sae st st st saese e saeneen 1.25g
© N it et e st e st b st st saesee e e e e e nbentenenbentas 2.5g
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PH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 74#0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
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PH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,3+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
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Eau physiologique:

Composition :

*

[ LU e FE A= 500ml

PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.

L'évaporateur rotatif (ou rotavap, ou rotavapor) :
est un appareil utilisé en chimie afin de distiller rapidement des solvants, dans le but
de concentrer partiellement une solution ou pour concentrer a sec (on enléve tout le

solvant) une solution ou une suspension.

Un agitateur:
est un élément d'une unité de procédé ayant pour but d'assurer I'nomogéneisation d'un
milieu (homogénéisation du point de vue des composants du milieu et/ou de

la température).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Distiller
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Temp%C3%A9rature

s Un incubateur:
est une enceinte thermo-statée faite en acier inoxydable et équipée d'une double porte .

Ils sont généralement réglés a une température optimale pour les microorganismes

cultivés et équipés d'une arrivée de CO: et d'un bac d'eau pour obtenir une atmospheére

a5 % de CO; et environ 80 a 85 % d'humidité.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Acier_inoxydable
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_carbone
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