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Résumé

Le thym est un arbrisseau appartenant a la famille des Lamiaceae. Ce travail a porté sur I'étude
de I'effet antimicrobien de I'huile essentielle et I'extrait phénolique de Thymus vulgaris.
L'extraction de I’huile essentielle est réalisée par hydrodistilation et I'extraction des phénols par
macération. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur dix souches, selon la méthode des
disques et la détermination des CMI par la méthode des micro dilutions sur les microplaques a
96puits suivie par 1’étude de I'activité antioxydant par DPPH. Le rendement de I'huile essentielle
et de I'extrait phénolique obtenu est de 0,39 % et 26,5% respectivement. Les résultats montrent
que I'extrait du T.vulgaris possede une forte activité antimicrobienne représentée avec diametres
d'inhibition varient entre 7mm a 25mm pour I'extrait phénolique et avec un diamétre de 8mm a
37mm pour I'huile essentielle. La souche Staphylococcus aureus ATTC 25923 était
extrémement sensible que les autres souches. Les concentrations minimales bactéricides (CMB)
varient de 0,15mg/ml a 0,3mg/ml pour I'extrait phénolique et de 0,04mg/ml a 0,9mg/ml pour
I’HE. Les résultats d’activité antioxydant d'extrait brut des feuilles de T.vulgaris ont révélé un

pourcentage d'inhibition du DPPH trés élevés de 83,50%.

Mots clés : Thymus vulgaris, polyphénols, huile essentielle, activité antimicrobienne, activité

antioxydant.
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Abstract

Thym is a shrub belonging to the family Lamiaceae. This work focused on the study of the
antimicrobial effect of the essential oil and phenolic extract of Thymus vulgaris. The extraction
of the essential oil is carried out by hydrodistilation and the extraction of phenols by maceration.
The antimicrobial activity was determined on ten strains, according to the disc method and the
determination of MIC by the microdilution method on 96-well microplates. The study of
antioxidant activity by DPPH. The yield of essential oil and phenolic extract obtained is 0.39%
and 26.5% respectively. The results show that the extract of T.vulgaris has a strong antimicrobial
activity represented with inhibition diameters vary between 7mm to 25mm for the phenolic
extract and with a diameter of 8mm to 37mm for the essential oil. The Staphylococcus aureus
strain ATTC 25923 was extremely sensitive than the other strains. The minimum bactericidal
concentrations (MBC) ranged from 0.15mg/ml to 0.3mg/ml for the phenolic extract and from
0.04mg/ml to 0.9mg/ml for the EO. The results of antioxidant activity of crude extract of

T.vulgaris leaves were revealed a very high percentage of DPPH inhibition of 83.50%.

Key words: Thymus vulgaris, polyphenols, essential oil, antimicrobial activity, antioxidant

activity.
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Introduction

Introduction :

L’ Algérie, la porte de I’ Afrique, par son climat trés varié (la mer méditerranéenne au Nord
et le Sahara dans le sud) et sa situation géographique particuliére bénéficie d’une flore trés riche
et diversifiée répartie sur tout son territoire. En effet, le Nord algérien présente une large gamme
des espéces endémiques adaptées au climat de la zone et appartiennent aux différentes familles
entre autre : les Lamiaceae, les Asteraceae, les Apiaceae, etc. Ces plantes endémiques constituent
un important réservoir de substances actives ce qui peut conduire a la découverte de nouveaux
agents antimicrobiens ou molécules d’intéréts scientifiques (Zenasni, 2014).

La famille des Lamiacées est 1’une des plus répandues dans le régne végétal (Naghibi et al,
2005). 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’extrait a fort pouvoir antibactérien, antifongique , anti
inflammatoire et antioxydant (Gherman et al ., 2000 ;Bouhdib et al ., 2006 ; Hilan et al .,2006).

La famille Lamiacées est contient des plusieurs espéces et d’eux le thym (Thymus). Le
thym est I’'une des plantes les plus utilisées comme épices et extraits a fort pouvoir antibactérien
et anti inflammatoire dans la pharmacopée traditionnelle. En effet, le thym « zaatar » est trés
utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles sont utilisées en infusion
contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et gastrites, en usage
externe comme cicatrisants et antiseptiques. Les feuilles de thym sont riches en huile essentielle
dont les propriétés mises a profit en phytothérapie (Bellakhdar, 1997 ; Ebrahimi ,2008).

Dans le cadre de la valorisation des plantes algériennes, et compte tenu des vertus
thérapeutiques que représentent les Lamiacées, cette étude est portée sur I’espéce (Thymus
vulgaris). Thymus vulgaris est largement utilisé comme antitussif, antispasmodique,
antibroncholitique, propriétés anthelminthinsues, carminatives et diurétiques. Les espéces Iranien
et Turques du Thymus ont été respectivement déclarées pour leur activité antibactérienne
( Bayati .2008).

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la recherche et de I'exploitation de substances bioactives
telles que les substances naturelles a activité antibactérienne. L'objectif de ce travail est d'évaluer
in vitro l'activité antimicrobienne d'extraits de feuilles de Thymus Vulgaris contre des souches
pathogenes provoquant des infections des voies urinaires. Il s'agira également de caractériser les
groupements chimiques permettant d'expliquer les effets thérapeutiques apres avoir fait une

extraction des composés phénoliques et I'nuile essentielle de Thymus Vulgaris.



Introduction

Ce manuscrit est divisé en deux parties, la premiére représente une synthése
bibliographique, elle comprend trois chapitres, le premier décrit la plante (Thymus vulgaris), le
deuxieme traite les métabolites secondaires et les activités biologiques, le troisieme est réservé
aux bactéries pathogeénes et les activités antibactériennes. La deuxiéme partie est consacrée aux
matériels et méthode ainsi que les résultats et discussion. Enfin le manuscrit est conclu par une

conclusiongénérale.
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La plante de Thymus Vulgaris



Chapitre | : La plante de Thymus Vulgaris

I. Définition
Le thym est une plantes aromatiques les plus employeés en thérapeutique depuis les temps
les plus anciens. Il a toujours accompagné la vie quotidienne des humains, tant pour ses usages

médicaux et cosmétiques que culinaires. (Boukhatem et al, 2014)

I1. Historique

Le nom «Thym» provient du mot Grec «Thymos» qui veut dire odeur, et a ce titre le Thym
est tres largement utilisé en qualité de plante aromatique, en particulier dans la cuisine
méditerranéenne en tant que condiment (Richard, 1985).

Les Romains, la diffusant en Europe, en faisaient de nombreuses sortes de cosmétiques
(eau de toilette parfumant méme leurs couches, baume censé retarder le vieillissement) et s'en
servaient pour purifier leurs pieces d'habitation et pour « donner du parfum aux fromages et

liqueurs.» (Grieve, 1931).

I11. Classification

Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Morales, 2002) synthétisée
dans le tableau 1.

Tableau 01 : Classification botanique de Thymus

Régne Plantes
Sous regne Plantes vasculaires
embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus

IV. Description botaniques

Thymus vulgaris est un sous —arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre de
20 a 30 cm de hauteur, 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, sub-sessiles,
opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a 12mm de long et de 0.5 a 3mm de

large.



Chapitre | : La plante de Thymus Vulgaris

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 & 6mn de long), de couleur
blanche a rose, bilabiées, zygomorphes, regroupées par 2 ou 3 a l’aisselle des feuilles et
rassemblées en glomérules ovoides (figure 01). La période de floraison de 1’espéce dans la

période mai & aoQt (Prasanth et al, 2014).
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Figure 01 : Aspects morphologique de T.vulgaris (Iserin ,2001)

V. Répartition géographique de Thymus
V.1.Dans le monde

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie occidentale et la Méditerranée. En Afrique du
Nord-Ouest (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), en Ethiopie et Du sud-ouest de 1’Arabie a la
Péninsule du Sinai en Egypte. Aussi trouvé Dans la région de Macalonia (iles Canaries, Madére
Et Agores) et de I’Himalaya. Il peut méme Atteignez la frontiére entre les régions tropicales et

Le Japon. Au nord, il pousse en Sibérie, Europe du Nord jusqu’aux confins du Groenland
(Abdelli, 2017).
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Figure 02 : Distribution géographique du thym dans le monde (Abdelli, 2017)

V.2. Algérie

L’Algérie est célebre pour sa superficie et son abondance de plantes médicinales et sa
Diversité bioclimatique. Le thym est une plante largement répandue en Algeérie. Différentes
Especes du nord de I’Algérie a I’Atlas du désert du Sahara, la zone est répartie sur tout le

territoire Du pays, de Constantine a Oran (Touhami, 2017) .Tableau 2.
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Tableau 02: Localisation des principales espéces de thym en Algérie (Touhami, 2017)

Espéces Découverte par Localisation Nom local
Thymus Hoffman et Link | (&€ dans laregion de Tlemcen. i
capitaus
. . Commun dans le Tell Endémique Est
T. fontanesii Boiss et Reuter Algérois. -
T. munbyanus Boiss et Reuter Endgm_lque dans le secteur Nord Djertil
Algérois.
T. commutatus Battandier Endémique Oran.
Assez rare dans :
-Le sous-secteur de I’atlas tellien,
T. numidicus Poiret -La grande et la petite Kabylie, Tizaat arte
-De Skikda a la frontiere tunisienne,
-Tell constantinois.
Rare dans le sous-secteur Des hauts
T. guyonii Noé plateaux algeérois, oranais et -
Constantinois.
Rare dans : Le secteur de I’atlas tellien
T. lancéolatus Desfontaine (Terni De Médea Benchicao) et dans le Zaateur

sous-secteur des hauts plateaux algérois,
Oranais (Tiaret) et constantinois.

Trés rare dans le sous-secteur de L’ Atlas

T. pallidus Coss Saharien et constantinois
T. hirtus Willd Commun sauf sur le littoral.
Trés rare dans le sous-secteur des hauts
T. glandulosus Lag

plateaux algérois

T. algeriensis

Boiss et Reuter

Tres commun dans le sous-secteur des
hauts plateaux algérois, oranais

Djertil Zaitra

V1. Habitat et culture

Thymus vulgaris est une plante typique des garrigues, qui s’accommode particuliérement

dans les zones calcaires et rocailleuses, ne dépassant pas 2500 m d’altitude (Pitman, 2004 ;

polese, 2006).Elle préfére les sols légers, perméables, secs ou bien drainés, Iégérement alcalins,

constamment ensoleillés et quelque peu riches en matiéres organiques et en éléments minéraux
fertilisa (Rey, 1999 ; Small et Deutsch ,2001 ; Peter ,2004).
Elle ne survit pas longtemps dans un sol lourd et détrempé .Sa croissance toléere un pH

allant de 4.5 a 8.0 et pousse dans n’importe quel climat ayant une température moyenne annuelle

de 7 a 20 °C (Small et Deutsch, 2000 ; Peter, 2004).
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VII. Les composés chimiques
VI1.1. Huile essentielle

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25ml/Kg et sa composition fluctue
selon le chémotype considéré (Bruneton, 1999) ; 30 composes ont éte identifies et caracterisés,
les plus abondants sont respectivement : thymol (44,4-58,1 %), p-cymene (9,1-18,5 %), v-
terpinéne (6,9-18,0 %), carvacrol (2,4-4,2 %), linalol (4,0-6,2 %). La caractéristique d’huile
essentielle de Thymus vulgaris était sa teneur élevée du thymol (Guillén et al, 1998; Balladin et
al, 1999; Hudaib et al. 2002; Bouhdid et al. 2006).

VI11.2. Phénols totaux

Il est riche aussi en Acide rosmarinique, Acide caféique et Acide p-hydrox benzoique
(Kulisic et al. 2006).
VI11.3. Flavonoides

Parmi les flavonoides qui se trouve au T.vulgaris : Acacétine, Hispiduline, Cirsimaritine,
Xanthomicrol, Scutellarine, Cirsilinéol, Thymonine, 8-methoxycirsilinéol, Kampférol,

Quercétine, Rutine (Regnault-Roger et al, 2004).

VI1.4. Vitamines
La composition en vitamines révéle la présence de la vitamine E (J-tocophérol) (4,4
mg/Kg) (Guillén et Manzanos, 1998).

VI11.5. Mono terpenes

La teneur en mono terpene (R)-p-cymen-9-yl beta-D-glucopyranoside, 2-B-D-
glucopyranosyl thymoquinols, 5-B-D-glucopyranosyl thymogquinols, (-)-angelicoidenol-beta-D-
glucopyranoside (Takeuchi et al, 2004). Chez Thymus vulgaris de la Méditerranée occidentale
on trouve sept chimiotypes différents (a thymol, a carvacrol, a géraniol, a linalol, a terpinéol, a

trans-4-thuyanol, a cis-8-myrcénol et a cinéol) (Bruneton, 1999).

VIII. Propriétés et usages

T.vulgaris est largement répandue dans la médecine traditionnelle dans les traitements des
gastroentérites et les affections broncho-pulmonaires. Elle possede aussi de nombreuses activités
biologiques, antiseptique, antispasmodique (Vanaclocha et al, 2003), expectorant, diurétique,
stomachique Vermifuge (Hmamouchi, 1999), antioxydant (Viuda-Martos et al, 2010) et
Antimicrobienne (Kon et al, 2012).
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Elle est utilisée pour le traitement des Parodontopathies (tuméfaction Gingivale) (77,7%),
mauvaise haleine (63,1%) et saignement gingival (75,7%) (Guessous, 2013) et contre les
maladies du systeme digestif, respiratoire et du Systeme cardio-vasculaire et les maladies
rhumatologiques (Zeggwagh et al, 2013).

De plus, son huile essentielle est utilisée dans les industries alimentaires, Pharmaceutique
et cosmétique (Jordan et al, 2006). L’épice T.vulgaris est intensivement cultivé en Europe et aux
Etats-Unis Pour 1’usage culinaire dans I’assaisonnement des poissons, volailles, des potages et

Des légumes (Ozcan et al, 2004).
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I. Généralités

Au début du XXéme siecle, des synthéses de composés analogues (métabolites
secondaires) ont commencés a naitre ; et afin d’augmenter leurs efficacités pharmacologiques,
des études des structures et des activités biologiques issues des dérivés phényles de ces
métabolites ont été réalisés. Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition
limitée dans 1’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions
extérieures.

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, et ont des intéréts
multiples. Ils sont mis a profit aussi bien dans I’industrie alimentaire, cosmétique que
pharmaceutique. 1ls sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires.

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la
recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles ou des matieres premieres pour
la hémi synthése de composés actifs.

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés anti oxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti

carcinogénes ou mutagenes (Epifano et al, 2007).

I1. Les composés phénoliques

Le terme« polyphénols» est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans des
articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner 1I’ensemble des composés phénoliques des
végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant Plusieurs fonctions
phénols. Ce qui exclurait alors les mono phénols, pourtant abondants et importants chez les
végétaux. Donc la désignation générale «composés phénoliques» Concerne a la fois les mono,
les di et les poly phénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs

fonctions phénoliques (Fleuriet, 2005).

I1.1.Les acides phénoliques
On distingue deux principales classes des acides phénoliques (Nagendran, 2006) :

* Les dérivés de I’acide benzoique (Les hydroxybenzoiques) : qui inclus plusieurs
molécules dont les plus fréquentes sont ; L’acide gallique, I’acide Vanillique, I’acide syringique
et le p-hydroxybenzoique. Ces composants ont une Structure de C6-C3 en commun.

* Les dérivés de D’acide cinnamique (Les hydroxycinnamiques) : Ces Molécules

possédent un cycle aromatique avec 3 carbones en plus C6- C3; comme L’acide caféique,
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I’acide férulique, p-coumarique et ’acide sinapique. La concentration de ’acide hydroxy-
benzoique est généralement trés faible chez Les végétaux comestibles. Ces dérivés sont assez
rares dans 1’alimentation humaine par contre ceux des acides hydroxycinnamiques sont trés

présents (Fleuriet et al, 2005).

11.2. Les flavonoides

Des composés naturels appartenant a la famille des polyphénols, ils sont considérés comme
des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont responsables de couleur des
fleurs, des fruits et des feuilles (Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005).

11.2.1 .Structure des flavonoides

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle (Pietta, 2000). Les plus
répandus et les mieux caractérisés sont: flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols et
anthocyanidines (Heim et al, 2002 ; Hendrich, 2006).

A T’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés.  La partie des flavonoides autre
que le sucre est appelée aglycone ou génine, I’unité glycosidique la plus commune est le glucose
mais parfois elle peut étre glucorhamnose, galactose, arabinose ou rhamnus (Heim et al, 2002).

La méthodologie habituelle pour étudier les dérivés flavonoidiques dans les plantes
implique les extractions successives employant plus d’un solvant, plusieurs étapes de
fractionnement et différentes techniques de chromatographie pour extraire, séparer, isoler, épurer
et identifier les composés d’intérét.

De nombreuses études ont confirmé que les especes qui appartiennes a la famille des
Lamiaceae sont une bonne source d’acide rosmarinique, I’identification des composés
polyphénoliques dans I’infusion aqueuse de T.vulgaris par analyse HPLC a montré une présence
dominante d’acide rosmarinique (17,45 mg/g = 1,7 % de la masse seche de T. vulgaris) et un
autre composé significatif est I’eriocitrin (1,96mg/g) (Kulisiii et al, 2006).

D’autres composants ont été¢ détectés seulement en traces, 1’acide caféique (0,02 mg/g) et
I’acide p-hydroxybenzoique. La composition en vitamines a été déterminée et révele la présence
de la vitamine E (J-tocopherol) (4,4 mg/Kg) (Guillén et al, 1998; Kulisic et al, 2006).

10
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11.3. Alcaloides

Les alcaloides sont d’origine naturelle, le plus souvent végétale. Ce sont des substances
organiques azotés et basiques, doués, a faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées. A
1’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides organiques ou combinés a des tanins
(Bruneton, 2009).
On peut les subdiviser en trois classes : Alcaloides vrais, protoalcaloides et pseudo alcaloides.

e Alcaloides vrais : ils se caractérisent par une importante cytotoxicité, expose une vaste
activité physiologique, la plupart sont des bases stables, elle comporte un ou plusieurs
atomes d’azotes dans le cycle.

e Protoalcaloides : se sont des amines simples comme les acides aminés et d’autre
Alcaloides.

e Pseudo alcaloides : regroupe les composés azotés, non dérivés des acides amines ;
I’incorporation de I’azote dans la structure se fait en phase finale ; comme la caféine

(Harborne et al, 1969).

11.4. Les terpenes

Les terpénes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nhombreuses plantes, en
particulier les coniféres. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence de
térébenthine produite a partir de résine.

Les terpénes sont des dérivés de I'isopréne C5H8 et ont pour formule de base des multiples
de celle-ci (C5H8). On peut considérer l'isoprene comme l'un des éléments de construction
préférés de la nature. Leur squelette de carbone est constitué d'unités isopreniques reliées entre
eux. C'est ce que I'on appelle la regle de I'isopréne.

Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien former des cycles. En
fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer pour; n = 2 : les monoterpénes (C10),
n = 3: les sesquiterpénes (C15), n = 4: les diterpénes (C20), n = 5: les sesterpenes (C25), n = 6:
les triterpénes (C30) (Soldermann, 2002).

Le carotene est un tétraterpene (C40H64), 1l joue le réle de pigment en photosyntheése
végétale. Des matiéres aussi diverses que le caoutchouc, la vitamine Al ou le cholestérol sont
construites essentiellement des «briques» d'isoprenes. Parmi les terpenes les plus importants on
trouve: l'a-pinéne, le 3-pinéne, le 5-3- caréne, le limonéne, le caroténe. ..

En revanche, les caroténoides qui contiennent des atomes d’oxygeénes, ne sont pas a

Proprement parler des terpénes, mais des terpénoides (luteine). Deux propriétés fondamentales
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de terpénes sont leurs caractéres odoriférants (Géranium) et leurs sensibilités a la lumiére. Un

grand nombre d’entre eux posséde des Propriétés antiseptiques (Klaas et al. 2002).

I11. Utilisation et activités biologiques de Thymus vulgaris

T.vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le monde. Il
est vastement appliqué et touche particulierement le domaine alimentaire et celui de la médecine
traditionnelle (Adwanet et al, 2006).

L’huile essentielle de cette plante est exploitée en aromathérapie et dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Tisserand, 2014). Elle entre dans la composition
de divers produits pharmaceutiques tels que : les pommades antiseptiques et cicatrisantes, les
émulsions, les cataplasmes, ainsi que, les gouttes, les sirops, les élixirs ou les gélules pour le
traitement des affections des voies respiratoires ainsi que des préparations pour inhalation
(Tiwari et al, 2004 ; Zarzuelo et al, 2002).

En raison de ses nombreuses propriétés ethno médicinales, T. vulgaris est utilisé comme
stimulant, antiseptique, sédatif, stomatique, antitussif, antispasmodique, antimicrobien,
antioxydant, anti-inflammatoire, antiviral, carminatif, expectorant, diaphorétique et diurétique
(Johnson, 1998 ; Razzaghi et al, 2013).
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I. Introduction

Les bactéries sont tres nombreuses et ont souvent été considérées comme des agents
pathogeénes et agressifs responsables de maladies plus ou moins graves. Mais, contrairement au
virus, ce n’est pas toujours le cas .....En effet, le corps humain est colonisé par de nombreuses
bactéries qui constituent la « flore commensale » (Heart et Atlas ,2006).

Par exemple, au niveau du systeme digestif, le macrobiote intestinal, largement impliqué
dans les processus de digestion et de défense de 1’organisme, est composé d’environ mille
milliards de bactéries. Certaines de ces bactéries sont utilisées dans 1’alimentation ou dans
certains médicaments pour rééquilibrer le macrobiote et rétablir une fonction digestive normale
(Goulet ,2009).

I1. Les bactéries pathogenes

Les bactéries pathogénes sont des bactéries qui peuvent causer des maladies (Ryan et al,
2014). La plupart des especes de bactéries sont inoffensives et souvent benéfiques, mais d'autres
peuvent causer des maladies infectieuses (McFall-Ngai et al, 2007).

Le nombre de ces espéces pathogenes chez I'nomme est estimé a moins d'une centaine (En
revanche, plusieurs milliers d'especes font partie de la flore intestinale présente dans le tube
digestif).

Les bactéries pathogénes sont spécialement adaptées et dotées de meécanismes pour
surmonter les défenses normales de ’organisme et peuvent envahir des parties du corps, telles
que le sang, ou les bactéries ne se trouvent normalement pas. Certains agents pathogénes
n’envahissent que 1’épithélium de surface, la peau ou les muqueuses, mais beaucoup voyagent
plus profondément, se propageant a travers les tissus et se disséminant par les voies lymphatique
et sanguine. Dans de rares cas, un microbe pathogéne peut infecter une personne en parfaite
santé, mais l’infection ne se produit généralement que si les mécanismes de défense de
I’organisme sont endommagés par un traumatisme local ou une maladie débilitante sous-jacente,
telle qu’une blessure, une intoxication, un refroidissement, une fatigue et une malnutrition.
Dans de nombreux cas, il est important de différencier infection et colonisation, c’est-a-dire
lorsque les bactéries causent peu ou pas de dommages.

Les bactéries pathogenes provoguent eégalement des infections telles que le tétanos, la
fievre typhoide, la diphtérie, la syphilis et la lepre. Elles sont également a 1’origine de taux élevés
de mortalité infantile dans les pays en développement (Santosham et al, 2013).

La plupart des bactéries pathogénes peuvent étre cultivées dans des cultures et identifiées

par la coloration de Gram et d’autres méthodes. Les bactéries cultivées de cette maniere sont
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souvent testées pour trouver quels antibiotiques seront un traitement efficace contre I’infection.
Pour les agents pathogénes jusqu’ici inconnus, les postulats de Koch sont la norme pour établir

une relation causale entre un microbe et une maladie (Azoulay, 2020).

11.1. Escherichia coli
11.1.1. Définition

Escherichia coli (colibacille) est une entérobactérie mobile capable de fermenter le lactose
et de produire de I’indole. E. coli est un commensal du tube digestif de ’homme et de nombreux
animaux. Il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de I’intestin
(espéce aérobie dominante) a raison de 108 par gramme de feces (flore totale : 1011 a 1012
bactéries par gramme). E. coli est un bacille a Gram négative, disposée séparément ou par paires.
Il est mobile par les flagelles péritriches, bien que certaines souches ne soient pas mobiles. Des
capsules et des fimbriae se trouvent dans certaines souches. La température de croissance
optimale est de 37 ° C. Sur la gélose nutritive, leur croissance donne des colonies, blanc griséatre,

humilies, lisses, opaques ou translucides (Toma et al ,2003).

11.1.2. Pouvoir pathogéne

Son réservoir naturel est I’homme et tous les animaux a sang chaud. E. coli fait partie de la
flore commensale. Il représente 80% de la flore intestinale aérobie de I’adulte, et on le retrouve
aussi au niveau de différentes muqueuses.

De simple bactérie commensale, E. coli peut aussi devenir un agent pathogéne responsable
de différents types d’infections ; infections urinaires, diarrhées cholécystites.

Il peut aussi étre impliqué dans des infections nosocomiales. La transmission peut se faire

par contact direct ou via des contaminations fécales (Flandrois, 2000).

11.2. Staphylococcus aureus
11.2.1. Définition

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des cocci a Gram positif, groupés en amas
ayant la forme de grappe de raisin, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase
négative. Il existe 27 especes du genre Staphylococcus actuellement répertoriées, dons S.aureus
est la principale (Demetrio et al ,2016).

S. aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux
(rhino-pharynx, intestin). On le retrouve sur la muqueuse nasale d’un tiers environ des sujets

normaux. Eliminé dans le milieu extérieur, cette bactérie peut survivre longtemps dans
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I’environnement .L’apparence microscopique du S. aureus est ronde et ressemble a celle d’une
sphére (cocci). En raison de la maniére dont les bactéries se divisent et se multiplient, elles

apparaitront en grappes ou en tétrades. (Van cleef et al, 2011).

11.2.2.Pouvoir pathogene

Son réservoir naturel est I’homme. S. aureus est trés fréquent a 1’état commensal et
pathogéne. En effet, tres rapidement apres la naissance, il colonise la peau, le tube digestif et la
région périnéale des nouveaux nés. Il est également tres présent au niveau des fosses nasales et
des mains.

Mais il peut devenir pathogene et étre responsable d’infections cutanée. Et de certaines
infections ORL. En milieu hospitalier, il est impliqué dans les infections nosocomiales, pouvant
étre graves. S.aureus peut aussi étre responsable d’intoxications alimentaires. Il se transmet par
les mains ou par voie oro-pharyngée, peut ainsi diffuser son mode épidémique dans les
maternités, les écoles, les créches. Pouvant survivre dans le milieu extérieur, il peut étre retrouvé
sur la literie, dans le matériel médical a 1’hopital, ce qui amplifie les phénomeénes de transmission
(Flandrois, 2000).

11.3. Pseudomonas aeruginosa
11.3.1.Définition

P. aeruginosa appartient a la classe des y protéobactéries. C'est un batonnet aérobie a
Gram négatif appartenant & la famille Pseudomonadaceae dont le biotope est 1’environnement
(sol, eau). Cependant, il est aussi isolé a la surface des plantes et parfois a la surface des

animaux.

11.3.2. Pouvoir pathogéne
P. aeruginosa est un pathogene opportunisme responsable des infections nosocomiales

graves, d’infections potentiellement mortelles chez les patients atteints de mucoviscidose

(Benhaj et al, 2011).

I1.4. Candida albicans
11.4.1.Définition
Candida albicans est un organisme vivant a 1’état naturel dans les muqueuses de 1’étre

humain. On le retrouve dans le tube digestif de 70% des adultes sains (Askin et al, 2015), et il
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n’entraine habituellement aucune maladie ou symptome en particulier. C’est un organisme

commensal saprophyte (Bennett et al, 2005).

11.4.2.Pouvoir pathogéene

Les champignons pathogénes sont responsables d’infections généralisées et représentent un
probléme majeur de santé mondiale (Brown et al, 2012). Parmi les différentes espaces de
champignons, C. albicans est impliqué dans plus de la moitié des candidoses et est toujours
considéré comme un agent pathogéne majeur. Cette levure est responsable d’infections des
muqueuses gynécologique et digestive, qui peuvent évoluer en maladies systémiques. Cela
concerne 0.3% des admissions hospitaliéres en France et 50% des patients touchés par ces

infections généralisées en meurent (Leleu et al, 2002).

11.5. Klebsiella pneumoniae
11.5.1. Définition

Klebsiella pneumoniae est un hdéte normal du tube digestif, mais en faible quantité, ne
dépassent pas 5% de la flore aérobie. Sa résistance a toutes les pénicillines dégradables par les B-
lactamases (pénicilline G, ampicilline et carbénicilline). Les bactéries du genre Klebsiella se
distinguent par leur immobilité contacte, leur regroupement en diplobacilles, généralement, en
capsule (Pillet et al, 1986).

11.5.2. Pouvoir pathogéne

K. pneumoniae détermine des infections respiratoires, des infections intestinales et
urinaires. Elle a un effet cytotoxique sur les épithéliums des voies aériennes et peut étre
responsable d'infections nosocomiales.

K. pneumoniae est une souche hyper virulente issue d'Asie responsable d'infections
foudroyantes. Elle touche particulicrement le systeme nerveux central et l'ceil. Elle peut
également étre responsable d'abcés hépatiques. Le bilan d'extension et le traitement de cette
infection ne font pas I'objet de recommandations et sont donc discutés au cas par cas (Thomas et
al, 2019).

11.6. Proteus mirabilis
11.6.1. Définition
P. mirabilis est une bactérie Gram négative qui est bien connue pour sa capacité a essaimer

de manicre robuste sur les surfaces selon un motif en ceil de beeuf saisissant. Cliniquement, cet
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organisme est le plus souvent un pathogene des voies urinaires, en particulier chez les patients
subissant un cathétérisme au long cours. P mirabilis est bien connu dans les laboratoires
cliniques et les cours d’enquéte de microbiologie comme 1’espéce qui essaime sur les surfaces de

gélose, dépassant toute autre espéce présente dans le processus. (O’Hara, et al, 2000).

11.6.2. Pouvoir pathogéne
Provoquer des calculs rénaux. Cette bactérie est uréase positive et produit donc une uréase

capable de transformer I’urée en ammoniaque, alcalinisant 1’urine.

I11. Activité antibactérienne

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme si¢cle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. (Haddouche et al, 2008) Ces derniéres années, il y a eu un grand
intérét pour la découverte de nouveaux agents antimicrobiens, due a une augmentation alarmante
du taux des infections avec les microorganismes résistant aux antibiotiques.

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives est
le criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de beaucoup
d'agents thérapeutiques utiles. (Sagdic et al, 2002). En particulier, I'activité antimicrobienne
d'huiles et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup d'applications, y compris,
pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et la conservation des aliments (Sagdic et al,
2002).
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I. Objectif

Chapitre | : Matériel et méthodes

Notre objectif de travail et d’évaluer 1’activité antimicrobienne et antioxydant de Thymus

vulgaris.

I1. Matériel et Méthode
11 .1.1.Matériel biologique
11.1.1.1.La plante

La plante T. vulgaris a été récoltée au mois de Mars 2022 dans la région de Ouled Maalah

de I’ de Sidi Ali de la wilaya de Mostaganem, caractérisée par une Latitude 36°00°25’” Nord,

une Longitude 0° 35’31 Es Attitude de 44m (figure 03).

Oled Maalah
Achaacha AinDeft
A, AinDefla
Chlef e
Mazouna Al Oiie 3
AL aladl. CEifttar
) 0 liaal|
e Oued-Rhiou  Bou Kadir
Mostaganem sl oy 245a
PSR o Theniet E
o} anl|d
Gayel Relizane :
Lag N
Nr y! ‘;,l;\.v._.!.ﬁ. uu i
3 N 7AS o o AN Tm
m L [N23 | Lo eliiaig
nami Sl .
g A N7 R
R & Mo Tiaret Mahdia-
: N7 | viascara Iar dgagall
Susa’ | EER vyl 8 b
bis 9. Tighennif o
o e ! Sougueur
= b N14 §
= i Takhemaret L

Figure 3 : Larégion de récolte de la plante Thymus vulgaris
Zone de prélevement de matériel végétal (thym). Données cartographie Google maps

Les feuilles de Thymus vulgaris ont été séchées a I’ombre, pendant trois semaines et

broyer a I'aide d'un moulin électrique jusqu'a I'obtention d'une poudre trés fine pour faciliter le

contacte de matiére végétal et solvant d’extraction.

L’échantillon de la poudre des feuilles de T. vulgaris, récupéré apres broyage et tamisage a

été stocké dans un bocal en verre hermétiquement fermés, a 1’abri de la lumiere pour des

analyses ultérieures.

11.1.1.2. Les souches utilisées

On a utilisé des souches réféerencées et des souches cliniques ont était récupéré au niveau

de laboratoire d’hygiene de Mostaganem (Tableau 03)
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Tableau 03 : Les caractéristiques des souches bactériennes.

Nome de bactérie Référence Type
Escherichia coli Clinique Gram négatif
Escherichia coli ATCC 25922 Gram negatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 Gram negatif
Staphylococcus aureus Clinique Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram positif
Candida albicans Clinique Levure
Candida albicans ATCC 10230 Levure
Pseudomonas aeruginosa Clinique Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram négatif
Proteus mirabilis ATCC 23659 Gram négatif

11 .1.2. Matériel non biologique
Pour réaliser cette étude, le matériel utilisé est composé d’un ensemble de réactifs, de

produits chimiques, de verreries, d’appareillages et des milieux de culture (Annexe 01).

11.3. Extractions

Dans cette étude on va faire deux extractions : extraction de polyphénol et extraction
d’huile essentielle.
11.3.1. Extraction des polyphénols par méthanol pure

L’extraction a été réalisée selon la méthode Sujith et al. (2011).Un échantillon de 10g de
matériel végétal (poudre de feuilles) broyé est mélangé a 100ml de méthanol. Le mélange a été
maintenu dans un bain marie de 60°C pendant 20min avant d’étre filtré figure 04 .Trois
répétitions sont ainsi réalisées .Les trois filtrats ont été combinés et le solvant a été éliminé a

’aide d’un rotavapore a 40°C, Annexe 02 ; figure 05
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L

Figure 04 : filtration Figure 05 : Rota vapor

11. 3.2.Rendement de polyphénol
Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse de I’extrait
phénolique obtenu et la masse de la matiére premiere végétale traitée. (Yapo. 2007) Le
rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivant :
R(%)= (M1 /M0) X 100
R : Rendement de I’extraction en % ;
M1 : Masse en gramme de I’extrait phénolique obtenu ;

MO : Masse en gramme de la matiére végétale initiale.

11.3.3. Extraction des huiles essentielles
11.3.3.1. Dispositif d’extraction

Extraction de I’huile essentielle a été extraite des feuilles de Thymus vulgaris par la
méthode d’entrainement a la vapeur d’eau (figure 06). Le principe de cette méthode consiste a
récupérer ’huile essentielle (HE) des végétaux, en faisant passer a travers ces derniers un
courant de vapeur d’eau, qui va entrainer ces composés volatils. La matiere végétale a traiter
n'est pas mise en contact direct avec l'eau. La vapeur d'eau fournie par une chaudiére traverse la
matiére végétale située au-dessus d'une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules eclatent et libérent I'huile essentielle qui est vaporisée sous l'action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers
le condenseur et I'essencier avant d'étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique :

I'huile essentielle. L'absence de contact direct entre I'eau et la matiere végétale, puis entre I'eau et
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les molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse ou de degradation pouvant
nuire a la qualité de I'huile (EI Haib, 2011). L’opération de distillation dure deux heures, a la

température 100°C pendant 2 heures.

Figure 06: Extraction des huiles essentielles

11.3.4. Rendement des huiles essentielles
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel végétal utilis¢ pour cent. Apres récupération d’huiles
essentielles, le rendement est calculé par la méthode suivante (Afnor ; 2000).
R™E = M’/M. (100)
RME: rendement en huiles essentielles.
M’: masse d’huiles essentielles obtenu en gramme.

M: prise d’essai du matériel végétal utilisée en gramme.

III. L’étude d'activité antimicrobienne
111.1. Méthode de détermination de I’activité antimicrobienne des extraits étudies

La détection des propriétés biologiques nécessaires pour la suivre des plantes est parmi les
bases dans la recherche propriétés biologiques similaires pour combattre différents
microorganismes responsables de plusieurs maladies infectieuses chez I’homme et I’animal. Ces
recherches ont tendance a faire face a la résistance aux antibiotiques des microorganismes
pathogenes (Miguel, 2010).
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Pour la détermination de I’activité antimicrobienne, on a utilisé la méthode de diffusion de
disque dans un milieu gélosé (Aromatogramme).
I11.1.1.Etude de I’aromatogramme (par les disques)
111.1.1. 1.Principe

L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode d'aromatogramme qui permet de
déterminer la sensibilité des différentes especes bactériennes vis a vis d’un extrait donnée. La
méthode de 1’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé
convenable, déeja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée.

Des disques en papier wattman de 6mm de diamétre, préalablement imprégnés de quantités
connues d’huile essentielle et de I’extrait phénolique (07ul), sont alors placés en surface de la
gélose. Généralement, les micro-organismes seront classés susceptibles, intermédiaires ou

résistants, selon le diametre de la zone d'inhibition (Wilkinson, 2006).

I11.1.1. 2.Procédure

Ensemencement des germes sur les boites pétri par écouvillons. Dans chaque boite de Pétri
ensemencée on applique 2 disques.
* Le premier imbibé par le DMSO pour confirmer le non activité sur les germes (controle
négative).

* Le deuxieme imprégné par extrait pure des feuilles ou I’huile essentielle.

111.1.1.3. Détermination de la sensibilité

La sensibilité aux différents extraits est organisée selon le diametre des zones d’inhibition
comme suit : non sensible (-) pour le diametre moins sensible de 6 mm ; sensible (+) pour un
diamétre entre 9-14 mm ; trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15-19 mm et extrémement

sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm (Ponce et al, 2003).

111 .1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits testés a été déterminée par la
méthode de micro dilution en bouillon (CLSI, 2009) a l'aide d'une microplaque a 96 puits.
Chaque puits recois 10puL de suspension bactérienne (10° CFU/ml) et 100 uL d'extrait
phénolique de feuilles et d'huiles essentielles a différentes dilutions (de 10, 30, 60, 90, 120, 150
et 180 mg / ml) et 90 Ul de bouillon nutritif. Le contrdle positif contiens 90uL de bouillon

nutritif, et 10uL de bactérie a testé, le contrdle négatif contiens que le bouillon nutritif. La CMI a

24



Chapitre | : Matériel et méthodes

été définie comme la concentration la plus faible a laquelle aucune croissance bactérienne n'a été
observée apres incubation a 37 °C pendant 24 heures (Klancnik, 2010).
Apreés 24h on ajoute 40uL de TTC (colorant) et on observe les résultats apres incubation

& 37 c° pendant 30 min.

111 .1.3. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la concentration de 1’antimicrobien qui
ne laisse pas plus de 0,01 % de germes survivants. Sa détermination a commencé par
ensemencement de ces différentes dilutions de CMI dans des sillons en boucle de 5 cm de long a
I’aide d’une calibrant de 2 ul , sur une gélose Muller —Hinton incuber a 37 ° C pendant 24
heures pour évaluer I'effet bactérienne des extraits. Bactéricide lorsqu'aucune croissance visible

n’est observée et bactériostatique lorsqu’il y a formation de colonies.

IV. Etude d’activité antioxydant
IV.1. Méthode de piégeage des radicaux libres ,2diphényl-1-picryl hydrazyl (DPPH?)

La capacité des polyphénols de T.vulgaris a piéger le 2,2-diphényle-2 picrylhydrazyle
DPPH), a été évaluée a I’aide de méthode de Yang et al ,2008. Le picryl- hydrazyl diphényle
(DPPH) est un radical libre stable, violet en solution et avec une absorbance caractéristique a 517
nm .Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine
par un composé anti-radicalaire entrainant une decoloration (I’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons) (Sanchez-Moreno, 2002). La réaction peut étre résumée par DPPH + (AH) n DPPH-
H+(A) n Ou (AH) n est un compose capable de céder de 1’hydrogene au radical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) .Un millilitre de la solution de
méthanol EPFIO a différentes concentrations a été ajouté a 3 ml d’une solution de méthanol
DPPH a 0,1 mg/ ml . Aprés 20 min d’incubation a 27°C, 1’absorbance a été mesurée a 517 nm
contre un contrdle. L’acide ascorbique et la quettine ont été utilisés antioxydants de référence. Le
pourcentage de piege DPPH a été calculé comme suit :

Taux (%) d’activité anti radicalaire = (1-(Abs EPFIO / Abs contrdle)) x 100

Les valeurs 1C50 (50 % de concentration inhibitrice) ont été déterminées a partir de courbe

d’activité d’inhibition du DPPH radicaux en fonction des concentrations de 1’extrait par la

méthode de régression .Ces valeurs sont exprimées en mg / ml.
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I. Rendement d’extrait

Les rendements des extraits sont définis comme le rapport entre la quantité de substances
végétales extraites et la quantité de matiere végétale utilisee.

Le rendement de I'huile essentielle extraite par hydrodistilation et le rendement de I'extrait
obtenu par macération & partir de Thymus vulgaris sont représenté dans le tableau 04 et la figure
07.

Tableau 04 : le rendement d’extraction d’huile essentielle et extrait phénolique

HE Extrait

Le rendement en 0,39 % 26,5%
pourcentage (%)

rendement d'extraction

30.00%

26.50%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00%

0.39%
0.00%
1

M ex phénolique M H/E

Figure 07 : Diagramme de rendement d’extraction de T.vulgaris

On remarque que nos résultat de rendement d’H.E est proche a celle trouvée par Hazzit et
al. (2009) et Amarti et al. (2009) qui ont rapporté des valeurs de 0,4% et 0,3% respectivement.
En revanche, notre valeur parait plus faible comparée a celles rapportées par Dob et al. (2006) et
Zayyad et al. (2014) qui ont trouvé des rendements de 1,13% et 2,96% respectivement.

Chemat et al. (2012) ont met en évidence l'influence de la période de conservation qui a
affecté beaucoup la proportion de rendement de Thymus algeriensis. Selon leurs résultats, le taux
de rendement est inversement proportionnel a la durée de conservation. Mebarki (2010), a trouvé

que le meilleur rendement de Thymus fontanesii est obtenu durant la période de floraison (mai-
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juillet). L'origine géographique, le stade végétatif de la plante, la période de récolte, les
conditions climatiques et édaphiques (facteur écologique lié au sol) le lieu, la température et la
durée de séchage, les parasites et la méthode d’extraction, tous ces facteurs peuvent aussi jouent
un réle déterminant pas seulement sur le rendement mais également sur la composition chimique
de I'HE (Svoboda et al, 1999).

I1. Evaluation d'activité antimicrobienne de I’huile essentielle et I’extrait de T.vulgaris
II.1. L’aromatogramme
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 05 et illustré en figure 08 et 09 pour

I’huile essentielle et figure 10 pour 1’extrait.

Tableau 05: Les valeurs des diamétres de la zone d’inhibition des I'huile essentielle et de

I'extrait de T. vulgaris aux dix souches bactériennes

Les extraits (polf/);trzggols) Huile essentielle

les souches Diamétre des zones d'inhibition en mm
Staphylococcus aureus 25 mm 37 mm
Escherichia coli 14 mm 22 mm
Pseudomonas aeruginosa 12 mm 35 mm
Candida albicans 9mm 22 mm
Klebsiella pneumoniae 7 mm 35 mm
Proteus mirabilis 15 mm 34 mm
Staphylococcus aureus clinique 18 mm 22 mm
Escherichia coli clinique 7 mm 17 mm
Pseudomonas aeruginosa clinique 10 mm 8 mm
Candida albicans clinique 15 mm 22 mm

Nos résultats montrent des zones d’inhibition autour de disque d’huile essentielle sur les
bactéries référencées et clinique (Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et la levure Candida albicans) figure 08 et
09.

Nos résultats montrent que les H .E du T. vulgaris exercent un effet antibactérien tres
accentue sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec un diametre d’inhibition moyen de 37mm

figure 08. De méme, un effet antibactérien trés prononcé de I’HE du T. vulgaris a éte, observé
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sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec un diametre de 35mm et Proteus mirabilis
ATTC 23659 avec 34mm.

Les grandes zones d’inhibition ont ¢été constatées chez la bactérie référencée :
Staphylococcus aureus ATTC 25923, Klebsiella pneumoniae ATTC 70603 Proteus mirabilis
ATTC 23659 et chez la bactérie clinique : Staphylococcus aureus et Candida albicans qui
testées avec I’huile essentielle de T.vulgaris, les diamétres des zones d’inhibition varient de
22mm a 37mm.

En revanche, nos résultats montrent que 1’extrait phénoliques de T.vulgaris exerce un effet
inhibitrice sur toutes les souches référencées et cliniques, avec un diamétre des zones
d’inhibition qui varient entre 7mm et 25mm.

Le diametre de zone d’inhibition différe donc d’une bactérie a une autre. Selon (Ponce et
al. 2003) et (Moreira et al ,2005), la sensibilité des germes a été classé par le diamétre des halos
d’inhibitions comme suit : son sensible pour les diamétres moins de 8mm, sensible pour les
diametres de 9mm a 14mm, tres sensible pour les diamétres de 15mm a 19mm et extrémement
sensible pour les diamétres de plus 20mm .

La grande zone d’inhibition a été constatée chez la bactérie Staphylococcus aureus ATTC
25923 a I’égard d’extrait phénoliques de T.vulgaris, avec des zones d’inhibition qui varient de
18mm a 25mm. Donc Staphylococcus aureus ATTC 25923 est une bactérie extrémement

sensible que les autres souches testées.
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Figure 08 : Les zones d'inhibition de I'huile essentielle de thym qui testé sur les souches
référencées , 2 : I' huile essentielle de thym , 3 : DMSO , Sa: Staphylococcus aureus ,
KP : Klebsiella pneumoniae , PM: Proteus mirabilis ,Pa: Pseudomonas aeruginosa ,
Ec : Escherichia coli ,Ca : Candida albicans
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Figure 09: Activité antimicrobienne de I’extrait d’huiles essentielles de Thymus vulgaris sur des
souches bactériennes clinique : Sa : Staphylococcus aureus, Ec : Escherichia coli, Ca : Candida
albicans, Pa : Pseudomonas aeruginosa, ¢ : control négatif DMSO.
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Figure 10: Activité antimicrobienne de I’extrait phénolique de Thymus vulgaris sur des souches
bactériennes de référencé et clinique : S/ C : souches cliniques

Sa: Staphyloccus aureus, Ec: Escherichia coli, Ca: Candida albicans, KP: Klebsiella
pneumoniae, Pa : Pseudomonas aeruginosa, PM : Proteus mirabilis, ¢ : control négatif DMSO
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11.2. Concentration minimal inhibitrice

Les résultats relatifs aux concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’extrait
phénolique des feuilles et I’huile essentielle de Thymus vulgaris, déterminés pour les bactéries
présentant des zones d’inhibition supérieures a 7mm sont présentées dans le tableau 06 et
illustrés dans les figures 11 et 12. Pour les concentrations (30, 60, 90, 120, 150 et 180mg/ml) la
CMI n’a pas pu étre déterminé car les concentrations étaient tres élevées.

L’huile essentielle de T.vulgaris agit de maniére similaire sur tous les germes avec une
CMI de 0,04 mg/ml. L’effet de I’extrait phénolique de T.vulgaris et reste aussi important, avec
une CMI variant entre 0,03 et 0,15 mg/ml pour I’ensemble des microorganismes testés.

La CMI basse de I’extrait phénolique des feuilles, enregistré avec Staphylococcus aureus
ATTC 25923, naturellement connu par sa résistance aux antibiotiques Prometteuse pour traiter

des infections causé par ce germe.

Tableau 06: Concentration minimal inhibitrice de 1’extrait phénolique et ’huile essentielle de

T.vulgaris.
Les souches CMI de extrait CMI de I’huile essentielle
(polyphénols) en mg / ml En mg/ mi
Staphylococcus aureus 0,03 0,04
Staphylococcus aureus clinique 0,15 0,04
Escherichia coli 0,15 0,04
Escherichia coli clinique 0,15 0,04
Pseudomonas aeruginosa 0,7 0,04
Pseudomonas aeruginosa clinique 0,15 0,04
Candida albicans 0,15 0,04
Candida albicans clinique 0,7 0,04
Proteus mirabilis 0,7 0,04
Klebsiella pneumoniae 0,15 0,04
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Figure 11: Résultat CMI d’extrait phénolique T.vulgaris sur les souches référencées et clinique :
PM : Proteus mirabilis, Sa: Staphylococcus aureus, Ec: Escherichia coli, Ca: Candida
albicans, KP : Klebsiella pneumoniae, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Cl - : control négatif,
Cl + : control positif
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Figure 12: Résultat CMI d’extrait d’huile essentiel T.vulgaris sur les souches référencées et
clinique : PM : Proteus mirabilis, Sa: Staphylococcus aureus, Ec: Escherichia coli, Ca:
Candida albicans, KP : Klebsiella pneumoniae, Pa : Pseudomonas aeruginosa, Cl - : control
négatif, Cl + : control positif
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11.3 .Concentration Minimal Bactéricide (CMB)
Les résultats de détermination de CMB sont présentés dans le tableau 07 et illustrés sur les
figures 13 et 14.

Tableau 07: Concentration minimale bactéricide CMB d’extraits phénoliques et I’huile

essentielle de Thymus vulgaris.

Les souches CMB de l’extrait (poly CMB de ’huile
phénol) en mg /ml essentielle en mg /ml

Staphylococcus aureus 0,15 0,04
Staphylococcus aureus clinique 0,15 0,04
Escherichia coli 0,3 0,9
Escherichia coli clinique 0,15 0,04
Pseudomonas aeruginosa 0,3 0,9
Pseudomonas aeruginosa 0,15 0,04
clinique

Candida albicans 0,15 0,9
Candida albicans clinique 0,15 0,9
Proteus mirabilis 0,3 0,04
Klebsiella pneumoniae 0,15 0,04

Les résultats obtenus apreés la détermination de la concentration minimale bactéricide sont
présentés dans les figures 13 et 14. Les extraits sont considérés comme bactéricides lorsque le
CMB est proche du CMI, et les extraits sont bactériostatiques lorsque le CMB est éloignée du
CMI. Nous comparons les résultats de CMI et de CMB sur les souches testées, selon (Bouabdali
et al, 2016).

CMB / CMI < 2 : bactéricide ;
CMBJ/CMI > 2 : bactériostatique ;
CMB /CMI > 32 : résistant. Tableau 07.
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Figure 13: Détermination de CMB de I'extrait de [I'huile essentielle de T.vulgaris sur les
souches référencé et clinigue: PM: Proteus mirabilis, Sa: Staphyloccus aureus,
Ec : Escherichia coli, Ca: Candida albicans, KP : Klebsiella pneumoniae, Pa : Pseudomonas

aeruginosa
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Sur la base de ces résultats, il est confirmé que pour les souches cliniques : Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et les souches référencées : Staphylococcus
aureus ATTC 25923 et Proteus mirabilis ATTC 23659 la CMI est égale a la CMB.

Ceci prouve que I’huile essentielle de T. Vulgaris exerce une activité bactéricide contre

ces cing souches.

Figure 14: Détermination de la concentration minimale bactéricide de [I'extrait phénolique de T.
vulgaris sur les souches référencé et clinique : PM : Proteus mirabilis, Sa : Staphyloccus aureus,
Ec : Escherichia coli, Ca: Candida albicans, KP : Klebsiella pneumoniae, Pa : Pseudomonas

aeruginosa
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Sur la base de ces résultats, il est confirmé que pour les souches cliniques : Staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeruginosa et les souches référencées : Candida albicans ATTC 10230

et Klebsiella pneumoniae ATTC 70603, la CMI est égale a la CMB .Ceci prouve que ’extrait

phénoliques des feuilles de T. Vulgaris

exerce une activité bactéricide contre ces quatre

souches. Pour Escherichia coli cliniques et les souches Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853,

Escherichia coli

ATTC 25922 et Proteus mirabilis ATTC 23659, la CMB est égale SM

(solution meére). Les souches Staphylococcus aureus ATTC 25923 et Candida albicans clinique,

la CMB est égale C1.

Tableau 08 : Concentration minimale inhibitrice (mg/ml) et concentration minimale bactéricide

(mg/ ml) des extraits de Thymus vulgaris.

Les extraits

les souches Polyphénols Huile essentielle
CMB/ - CM | CMB L

CMI | CMB CMI Effet bactérien | CMI B |/CMI Effet bactérien
Staphylococcus 0,03 (0,15 |05 Bactériostatique | 0,04 | 0,04 | 01 Bactéricide
aureus
Staphylococcus 0,15 |0,15 01 Bactéricide 0,04 |0,04 |01 Bactéricide
aureus clinique
Escherichiacoli | 0,15 |0,3 02 Bactéricide 0,04 |09 |[225 | Bactériostatique
Escherichia coli | 0,15 |0,15 |01 Bactéricide 0,04 |0,04 |01 Bactéricide
clinique
Pseudomonas 0,7 0,3 0,42 Bactéricide 0,04 |09 |225 bactériostatique
aeruginosa
Pseudomonas 0,15 |0,15 01 Bactéricide 0,04 |0,04 |01 Bactéricide
aeruginosa
clinique
Candida albicans | 0,15 0,15 |01 Bactéricide 0,04 |09 |[225 | bactériostatique
Candida albicans | 0,7 0,15 |0,21 Bactéricide 0,04 |09 |225 Bactériostatique
clinique
Proteus mirabilis | 0,7 0,3 0,42 | Bactéricide 0,04 |0,04 |01 Bactéricide
Klebsiella 0,15 |0,15 |01 Bactéricide 0,04 |0,04 |01 Bactéricide
pneumoniae

I11. Résultat du test anti radicalaire au DPPH

L’activit¢ antioxydant d’extrait de thym vis-a-vis du radical DPPH a été eévaluée

spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par la

déviation de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm.
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Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte durée,
aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentrations, a cet
effet, il a été employé pour le criblage des activités anti radicalaires des extraits végétaux (Yi et
al, 2007). Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en
présence d'un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un électron ; la forme non radicalaire
DPPH-h est formée.

Le pouvoir antioxydant d’extrait brut des feuilles de Thym a été évalué en mesurant le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH. Les résultats du test anti radicalaire au DPPH
d’extrait brut des feuilles de Thym ont révélées un pourcentage d’inhibition du radical DPPH,
significatif et trés élevés de 83 ,50% , ces résultats représenté dans le tableau 09 et illustrés
dans le figure 15 .

Tableau 09 : L’activité anti oxydante des polyphénols des feuilles de T.vulgaris.

conceI;terSations Témoin 1,25mg/:ml 2,5mg:ml 5mg/ml

DO 0,394 0,330 0,211 0,065

Le pourcentage 16,24% 46,44% 83,50%
d’activité. /

activité antioxydante

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

0 1 2 3 4 5 6

concentration mg/ml

Pourcentage %

T% DO

Figure 15: Pourcentage d'inhibition de radical DPPH en fonction des concentrations d’extrait
phénolique
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Les résultats obtenus indiquent que le pourcentage d'inhibition du radical libre augmente
avec l’augmentation des concentrations d’extrait phénolique qui inversement proportionnelle

avec la densité optique.

V. Détermination de I'IC50 (Concentration inhibitrice 50%0)

A des fins comparatives, nous avons évalué 1’IC50 de I’extrait phénolique de T. vulgaris.
Cet indicateur exprime la quantité d’antioxydant nécessaire pour faire décroitre la concentration
initiale du DPPH- a la moitié (50%). L’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydant d’un
composé. Cela veut dire que la capacité antioxydant d'un composé est d'autant plus élevée que
son IC50 est petite. Les valeurs de I’IC50 ont été déterminées graphiquement par la régression

linéaire comme c’est illustré dans la figure 16.

DO
90.00%
80.00% .
70.00%
60.00%
o, o

°0-00% = y =0.3363x - 0.1853
40.00% R?=0.9965
30.00%
20.00% pocs
10.00%

0.00%

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Figure 16: Détermination de la valeur IC50 de I'extrait phénolique de T. vulgaris

Le T.vulgaris marque une valeur de 1541,8ug/ml. Cette activité est inférieure a celle de
I’acide ascorbique pris comme antioxydant de référence (CI50 =52,5+1,5ug/ml).

D’un autre coOté, nous notons qu’il y a une corrélation entre la concentration des
polyphénols et I’activité antioxydant, ce qui confirme que les polyphénols sont des antioxydants
puissants capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a 1’oxydation des
macromolécules. Ces résultats sont conformes a ceux de plusieurs auteurs qui ont rapporté une
telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et I'activité antioxydant (Makris et al
2007 ; Angelov et al, 2008 ; Berrin et al 2008 ; Bozan et al, 2008 Hua et al, 2008). En effet

41



Chapitre Il : Résultats et discussion

Falleh et al (2008) ont montré que I’activité antioxydant ne dépend pas seulement de la
concentration des polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans
I’extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des groupements hydroxyles

présentent une activité antioxydant trés importante (Heim et al 2002 ; Torres et al 2007).
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Conclusion

Conclusion

En vue de lI'importance thérapeutique et économique des plantes médicinales, cette étude
a eté réalisée afin d'explorer les activités biologiques d’extrait méthanoiques et de 1’huile
essentielle du Thymus vulgaris qui est une plante médicinale appartenant a la famille des
Lamiacées. L'ensemble des résultats obtenus nous ont permis de constater les points suivants :

Le rendement obtenu a partir des extraits phénoliques est de 26,5% et 0,39% pour I'huile
essentielle.

La mise en évidence de l'activité antimicrobienne par la méthode de I'aromatogramme a
montré un effet antimicrobien trés remarquable des H.E de T.vulgaris sur les dix souches
pathogénes testées. Les diametres des zones d'inhibition varient de 7mm a 25mm pour l'extrait
phénolique, et de 8mm a 37mm pour I'huile essentielle. Les valeurs de concentration minimale
inhibitrice (CMI) sont de 0,04mg/ml pour I'huile essentielle et de 0,03mg/ml a 0,15mg/ml pour
I'extrait phénolique de cette plante. Tandis que les concentrations minimales bactéricides varient
entre 0,03mg/ml et 0,15mg/ml pour I’extrait phénolique et de 0,04mg/ml pour I'huile essentielle
pour la majorité des microorganismes testés. Ces activités sont liées a la qualité des composées
phénoliques détectées dans cette plante. Des recherches qualitatives et quantitatives de ces
composes chez T.vulgaris ont montré que l'extrait au méthanol était riche en substances
phénoliques. D’aprés nos résultats, nous avons constaté que I'effet de I'huile essentielle est plus
important que celui des extraits. Les résultats montrent que I'extrait du T.vulgaris possede une
forte activité antimicrobienne représentée avec diametres d'inhibition varient entre 7mm a 25mm
pour I'extrait phénolique et avec un diametre de 8mm a 37mm pour I'huile essentielle.

Nous avons également déterminé I'activité antioxydant de I'extrait phénolique de T.vulgaris,
Les résultats du test des antis radicaux libres avec le DPPH étaient significatifs et trés élevés
(83,50%). Tous ces résultats obtenus in vitro ne sont qu'une premiere étape dans la recherche de
substance naturelle biologiquement active, ces travaux ont fourni une base scientifique pour

I'utilisation de Thymus vulgaris dans le traitement des pathologies microbiennes.
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Annexe 01

Tableau de matériel non biologique.

Micropipette
Ver de montre
Boites pétri
Bec Bunsen
Pipette
Propipette
Microplaques
Ense de platine

Reéfrigérateur
Agitateur magnétique
Balance
Spectrophotometre

Les verreries et petits Appareils Les réactifs et les
matériels produits chimiques.
Tubes & essai Etuve Méthanol

Entonoire Autoclave Milieu gelose Nutritif

Milieu Muller Hinton
Bouillon Nutritif
Diméthyl sulfoxide
(DMSO)

chlorure de 2-3-5-
triphényl-2H-tétrazolium
(TTC)

Annexe

Eambeau

Peinse

Bécher

Fiole

Annexe 02
Fiche technique de I'évaporateur rotatif BUCH / R-210.

Référence BUC-23011A000
Affichage Temperature, eau/huile.
Type d'évaporateur Montorisé
Vitesse de rotation 20-280 Tour/ minute
Puissance absorbée 1360W
Taille de bille 50-4000ml
Poids maximum de la bille 3kg
Dimensions (LHP) 550X575X415mm
Poids 19-21kg avec bain
Volume du bain 4 litres
Plage de température du bain 20-180°C
chauffant (LHP)
Pression +/-2°C
Dimensions du bain chauffant (LHP) | 285X240X300
Poids de ballon chauffant 4kg
IP de protection IP21
Conformité CE
Alimentation 100-240V / 50-60Hz




Annexe 3
Milieux de culture

Gélose nutritif

e 10 g de peptone ;

e 3 g d' extrait de viande ;

¢ 3 g d'extrait de levure ;

e 5 g de chlorure de sodium ;
e 18 gd agar;

e 1000 ml d'eau distillée .

Préparation

Annexe

Dissoudre tout les composants dans une fiole de 3000 ml avec I'eau distillée et agiter le tout

bien puis ajuster le pH a 6,7. Apres ajouter le agar et autoclavé a 120°C pendant 20min.

Figure 01 : gélose nutritif préparer

Gélose MH :

¢ 3 g d'extrait de viande;

e 17,5 g d'hydrolysat acide de caséine ;

e 1,5 g d'amidon ;
e 16 gdagar;
¢ 1000 ml d'eau distillée.

Préparation

Mettre 38 g de la mélange de ces ingrédients dans un fiole de 3000 ml avec I'eau distillée et

agiter bien puis ajuster le pH a 6,7. Aprés autoclavé a 120 °C pendant 20 min.
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Figure 02: gélose MH prépare.

Bouillon nutritif
¢ 10 g de peptone;
e 1g d'Extrait de viande ;
e 2g d'Extrait de levure ;
e 5g de chlorure de sodium ;
e llitre d'eau distillée.

Préparation
Mettre 13 g de la mélange de ces ingrédients avec 1’eau distillée et agiter bien puis ajuster
lepH a6, 7. Aprés autoclavé a 120 °C Pendant 20 min.

¢ 13 g de poudre de bouillon nutritif.
e 1 litre d'eau distillée .

Figure 03 : un litre de bouillon nutritif préparé
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Annexe 4

Observations microscopiques des souches bactériennes cliniques
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Figure 04 : observations microplaques des souches clinique, (A :
Staphylococcus aureus , B : Escherichia coli, C: Candida albicans,

D : Pseudomonas aeruginosa)
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Annexe 05
Solution stérile de T.T.C.

Formule 2-3-5 - chlorure de triphényle - 2H - tétrazolium + eau distillée
La concentration en TTC varie selon la formule

Conservation : Les tubes se conservent entre 2 et 8 °C a Il'obscurité jusqu'a la date de
péremption indiquée sur I’emballage. Le TTC est photolabile et devient jaune sous I'effet de la

lumiére.
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Annexe 06

Les premiers résultats de CMI a concentration élevée (Figure 05 et 06

Figure 05: détermination de concentration minimale inhibitrice de I'huile
essentielle sur les souches référencées et cliniques ; Ec: Escherichia coli, Sa:
Staphylococcus aureus, Ca: Candida albicans, Pa : Pseudomonas aeruginosa,
PM : Proteus mirabilis, Kp : klebsiella pneumoniae, SM : solution mere.



Pour l'extrait

€

-
ST
3

% "JA
(At

,.
2%
A

N

WA
. |
A

A

Lt

r
A
‘

-~

M '

\

v

A A

¥
I\
J\

4

-

Figure 06 : détermination de concentration minimale inhibitrice de l'extrait
phénolique sur les souches référencées et cliniques ; Ec: Escherichia coli, Sa:
Staphylococcus aureus, Ca: Candida albicans, Pa : Pseudomonas aeruginosa, PM :
Proteus mirabilis, Kp : klebsiella pneumoniae, SM : solution mere.
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