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Introduction

Introduction

Les bactéries sont des micro-organismes ubiquitaires présents dans la vie courante (Fan
et al., 2019), dans lesquels on peut les rencontrer notamment dans les sols, les eaux douces,
marines ou saumatres, dans l'air, la crolte terrestre, les aliments souillés, sur la peau et a
l'intérieur de l'intestin des animaux etc. (Faugier, 2010). Il a été évalué que la totalité des
colonies bactériennes présentes sur terre comprend entre 107 et 10° espéces bactériennes, dont
les especes pathogenes pour I'homme sont au nombre de 500 a 1000 qui sont responsables de
plusieurs maladies appelées infections bactériennes et qui atteignent tous les individus, quel

que soit leur age (Goarant, 2010).

Les antibiotiques, depuis leur découverte au début du 20e siecle, font de grands progres
en matiere de thérapeutique et ont contribu¢ au développement de la médecine moderne. En
effet, l'introduction et l'utilisation clinique des premicres classes d'antibiotiques ont
considérablement diminué la mortalité liée a des maladies auparavant incurables. La capacité
de l'antibiothérapie a contrdler et a limiter la propagation des agents pathogenes a conduit a la
création des pathogeénes a fait naitre l'espoir de pouvoir éradiquer toutes les maladies
infectieuses. Cependant, le développement de résistances bactériennes aux antibiotiques a mis

un terme a cette vague d'optimisme.

Afin de se protéger de l'action des antibiotiques, les bactéries ont ainsi développé
différentes stratégies conduisant a une décroissance de la concentration intracellulaire des

médicaments et donc a l'inefficacité de ces derniers.

Face a ces problématiques, les chercheurs se sont dirigés vers la recherche de nouvelles
solutions, en particulier les médicaments dits doux, reposant sur les caractéristiques des
plantes médicinales en général et les plantes aromatiques en particulier, qui représentent un
véritable argument thérapeutique et une source d'agents antimicrobiens tres efficaces grace a
leur richesse en métabolites secondaires (alcaloides, composés phénoliques, huiles
essentielles, etc.) et sans apparition de résistance a long terme (Haddouchi et Benmansour,
2008; Girard, 2010). La mise en ccuvre des huiles essenticlles dans la médecine traditionnelle
a permis de donner naissance a une nouvelle thérapie appelée "aromathérapie" qui consiste a
utiliser l'essence ou I'échantillon aromatique végétal pour soigner, calmer ou prévenir les

maladies, les infections et les difficultés respiratoires (Lahlou, 2004; Alexopoulos et al,

2011).
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Introduction

Un grand nombre d'études, principalement in vitro, se sont concentrées sur l'association
d'antibiotiques et d'huiles essentielles pour surmonter les problémes de résistance et d'effets
secondaires associés aux médicaments. Ces recherches révelent une synergie intéressante
entre les antibiotiques et les huiles essentielles ¢tudiés (Rosato er al, 2010; Zafar et al.,

2010).

Nous nous sommes proposé dans ce travail d’étudier ’effet antibactérien et I’effet
d’association des antibiotiques et I’huile essentielles de Thymus lanceolatus qui est I’'une des
plantes les plus connues sur le littoral méditerranéen, sur les quatre souches bactériennes

(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus fecalis ).

Notre travail est divisé en trois principale partie : La premiére partic de ce document est
consacrée a une synthése bibliographique, dans laquelle sont abordés des généralités sur les
antibiotiques et les plantes médicinales, des généralités sur la morphologie de la plante étudier

genre Thymus, La seconde partie du manuscrit est consacrée a la partie expérimentale, a savoir:

e Extraction des huiles essentielles.
e FEvaluation de I’activité antibactérienne sur milieu solide.

o FEtude de I’effet synergique entre 1’huile essentielle et les antibiotiques.

Enfin la troisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions.
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Chapitre 1 Antibiotiques et plantes médicinales

I. Antibiotiques et plantes médicinales

Les antibiotiques ont constitué une découverte thérapeutique importante pour la santé
humaine. Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalit¢ et de morbidit¢é mondiale
depuis longtemps (Bouyahya et al., 2017).

Cependant, le mauvais usage de ces agents antimicrobiens, leur utilisation accrue, la
flexibilité et plasticité¢ génétique des souches microbiennes ont eu pour conséquence de mettre
en place un programme de résistance spécifique et faire apparaitre certaines formes de
résistances contrebalancant I’action des antibiotiques (Bouyahya ez al., 2017).

Face a ce probléme, la recherche et le développement de molécules alternatives
efficaces contre ces microorganismes ont été orienté vers la phytothérapie et incitent de plus
en plus a mettre des combinaisons entre les molécules bioactives des plantes médicinales et
aromatiques et les antibiotiques.

I.1. Les antibiotiques
I.1.1. Définition et conditions d’action des antibiotiques

Sur base de I’étymologie du mot « antibiotique » (du grec anti : contre, biotikos :
concernant la vie), et selon la définition proposée par Turpin et Velu, on définit un composé
de ce type comme toute substance chimique, élaborée par un microorganisme ou produit par
syntheése, dont l'activité se manifeste a trés faible dose d'une manic¢re spécifique, par
l'inhibition de certains processus vitaux, a 1'égard des microorganismes (Yves & Michel,
2009).

Pour agir efficacement, l'antibiotique doit interagir avec I’organisme d’une part et avec la
bactérie d’autre part. Il doit donc remplir certaines conditions a savoir :

- Avoir une cible ;

- Atteindre la cible ;

- Interagir efficacement avec la cible.
I.1.2. Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur les bactéries de diverses maniéres (figure0l). A

I’échelon moléculaire, ils agissent par toxicité sélective au niveau de :
- La synthése de la paroi bactérienne ;
- Lamembrane cytoplasmique ;
- La synthése des protéines ;

- Des acides nucléiques.
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Figure 01: Principales cibles de l'action antibactérienne.
I.1.3. L’ antibiorésistance

Depuis I’avénement de [I’antibiothérapie, 1’utilisation des antibiotiques semble
s’accompagner inexorablement de I’émergence de bactéries résistantes (Cattoir, 2004).

Une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en
place (Muylaert & Mainil, 2012).

La résistance bactérienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles, naturelle
et acquise. La premicre est programmeée au niveau du pool génomique alors que la seconde est
développée en fonction des conditions métaboliques (Bouyahya et al., 2017).

L’antibiorésistance peut étre soit :

- Le résultat de mutations spontanées avec activation ou modification de déterminants
chromosomiques déja présents dans le génome bactérien.
- La conséquence de I’acquisition de genes situé€s sur des €¢léments génétiques mobiles

(Cattoir, 2004).

I.2. Les plantes médicinales

Les plantes s'imposent sur la planéte par leur aspect, leur exubérance et leur mystere.
Depuis les temps les plus reculés I'hnomme a cherché un moyen d’assouvir sa faim. Il a trouvé
chez les végétaux des aliments nourrissants, mais aussi des remedes a ses maux et il a appris a

ses dépens a discerner les plantes toxiques. Ces connaissances, transmises d'abord oralement,
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Chapitre 1 Antibiotiques et plantes médicinales

l'ont ensuite été dans les écrits et il subsiste des traces de l'emploi des plantes comme
médicaments par les anciens dans les plus vieilles civilisations (Chabrier, 2010).

La phytothérapie, le soin par les plantes, est considérée aujourd’hui comme une
excellente alternative a la pharmacie chimique. Cette alternative n’est pas récente. Elle existe
depuis des centaines d’années pour ne pas dire des millénaires et refont surface au cours des
dernieres années (Jorite, 2015).

1.2.1. La phytothérapie

Le mot "phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques: «
phuton » et « therapeia » qui signifient respectivement «plante » et « traitement », C’est une
science a la fois ancestrale et moderne c'est-a-dire : elle exploite des savoirs transmis
oralement de génération en génération a certaines catégories d’individus initie.

C’est une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou
de préparations a base de plantes, qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe
(Sanogo, 2006; Csupor, 2015).

1.2.2. Qu’est-ce qu’une plante médicinale ?

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Ces
derniéres, constituent des ressources précieuses pour la grande majorit¢é des populations
rurales en Afrique, ou plus de 80% de cette population s’en sert pour assurer les soins de santé
(Tahri et al.,2012).

En Algérie, les plantes médicinales occupent une place importante dans la médecine
traditionnelle et jouent un grand réle dans I’économie nationale. En effet, L’ Algérie est I’'un
des pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel a
base de plantes médicinales, d’ailleurs, il existe plus de 3000 sortes de plantes, dont plus de
300 sont utilisées en médecine traditionnelle ou moderne (Belaidi et Hellal, 1996).

Selon la liste de la flore du parc national de Taza de 2011, 403 plantes ont été
identifiées a Jijel, et pres de 164 plantes médicinales ont ét¢ identifi¢ées a Bejaia (Laouer,
2004).

Une plante médicinale est une drogue végétale possédant des propriétés
médicamenteuses bénéfiques pour la santé humaine et dont au moins une de ses parties (tige,
feuille ou racine) posseéde des vertus curatives (Lesley, 2005). Son action provient de ses
composé€s chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les

différents composés présents (Sanogo, 2006).
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Toutefois cette plante peut étre toxique selon son dosage comme Paracelse dit dans sa
citation célebre : « Tout est poison et rien n’est sans poison, c’est la dose qui fait le poison ».
1.2.3. Pouvoir d’une plante médicinale
A. Métabolites secondaires

Les composés naturels peuvent étre divisés en trois grandes catégories :

1. Catégorie 01 : englobe les composés, métabolites primaires, qui se produisent dans
toutes les cellules et jouent un role central dans le métabolisme et la reproduction de
ces cellules.

2. Catégorie 02 : englobe les polymeéres de haut poids moléculaire tels que la cellulose.

3. Catégorie 03 : englobe les composé€s qui sont caractéristiques d'une gamme limitée
d'espéces, les métabolites secondaires. Ces métabolites, ont souvent attiré des intéréts
en raison de leur effet biologique sur d'autres organismes (Hanson, 2003).

Les métabolites secondaires, sont des produits phytochimiques souvent complexe, tres
dispersés et tres différents selon les especes. Ils pourraient jouer un role dans la défense contre
les herbivores, et dans les relations entre les plantes et leur environnement (Hanson, 2003).

A premiére vue, les structures de ces métabolites peuvent sembler extrémement
diverses. Cependant, la majorit¢é de ces composés appartiennent a l'une des nombreuses
familles dont chacune présente des caractéristiques structurelles particuliéres résultant de la
maniére dont ils sont construits dans la nature et de leur biosynthése (Hanson, 2003).

B. Principes actifs

Les principes actifs font partie des métabolites secondaires. Ce sont des substances
chimiques se trouvant dans une plante médicinale agissant directement sur 1’organisme, de
facon isolée ou en association pour un intérét thérapeutique curatif ou préventif (Iserin,
2001). Ces substances actives sont issues de plantes fraiches ou desséchées, se trouvant
souvent dans la racine, parfois dans les fleurs, feuilles ou dans I’écorce (Iserin, 2001). Les
différents groupes des principes actifs sont les polyphénols, flavonoides, tanins, saponines,
alcaloides et les huiles essentielles. Leur recherche est d’une importance capitale car elle
permet la mise au point de médicaments essentiels.

1.3. Les huiles essentielles
1.3.1. Définition

On définit les huiles essentielles (HE) encore « essences » ou « essences aromatiques
végétales » comme étant des extraits volatils, odorants et de consistance huileuse, tirés de
certaines plantes par la distillation a la vapeur, le pressage ou l'incision des plantes qui les

composent. Elles apparaissent dans un grand nombre de plantes en tant que sous-produits du
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métabolisme secondaire((Bruneton, 1999;Lardry et Haberkorn, 2007; Bakkali er al.,
2008).

Les HE ont ainsi des propriétés et des modes d'utilisation et elles ont fait naitre une
nouvelle branche de la phytothérapie : l'aromathérapie (Bruneton, 1999; Bakkali er al,
2008). Elles sont distribuées dans un nombre limité de familles, a savoir : Apiaceae,
Lamiaceae, Apiaceae, Poaceae, Rutaceae, Lauraceae, Fabaceae, Cupressaceae, Myrtaceae,
Zingiberaceae et Pinaceae (Bruneton, 1999; Paul, 2006).

1.3.2. Répartition et lieu de synthése

Les HE sont fabriquées a partir des sucres issus de la photosynthése, par des cellules
spécialisées (ou sécrétrices) situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles mais aussi
dans le bois ou encore la racine du végétal considéré. Il est possible ainsi que plusieurs types
de tissus sécrétoires coexistent au sein d'une méme espece, voire dans un méme organe
(Bruneton, 1999 ; Lardry et Haberkorn, 2007).

Ces essences peuvent étre stockées dans différents organes :seve (encens, myrte),
feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorce (cannelle), bois (bois de rose, bois de santal), racines
(vétiver), thizomes (acore, gingembre), fleurs (origan), bourgeons (pin), fruits (anis étoilé¢) ou
graines (carvi)(Bruneton, 1999).Cependant, les caractéristiques chimiques peuvent é&tre
variables d'un organe a l'autre (Foudil-Cherif, 2005).

La diversité des structures anatomiques spécifiquement spécialisées dans la sécrétion
des HE est trés importante : cellules sécrétoires isolées (Lauraceae, Magnoliaceae et
Piperaceae), poches sécrétoires (Myrtaceae), canaux sécrétoires (Conifers et Apiaceae), poils
sécrétoires (Lamiaceae et Asteraceac) (Belaiche, 1979; Paris et Hurabielle, 1981;
Bruneton, 1999; Ghestem et al., 2001).

1.3.3. La composition chimique des huiles essentielles

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de I'ordre de 1% a
1*o a l'exception de la Badiane de Chine et le clou de girofle ou la teneur en essence est
supérieure a 5% et 1 5% respectivement (Guignad, 2000).

Comme n'importe quelle substance, les HE ont une composition chimique tres
variable. Les composants isolés sont au nombre de plusieurs milliers et il en reste encore
beaucoup a découvrir. Ces constituants adhérent, de facon quasi exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des terpenoides (les composés
terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, nettement
moins répandus. Ils peuvent également contenir divers produits du processus de dégradation

impliquant des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

Page 7



Chapitre 1 Antibiotiques et plantes médicinales

Chaque HE se compose de plusieurs ¢léments biochimiques parfois trés nombreux,
qui, tous ensembles, déterminent ses propriétés thérapeutiques. Il s’agit de liaisons
d’hydrocarbures classées selon leurs caractéristiques en différentes classes comme les
monoterpénols, les sesquiterpénols, les monoterpenes, les sesquiterpenes, les esters, les
aldéhydes, les oxydes, les phénols, les coumarines, les cétones ou d’autres encore qui
n’apparaissent que sous forme de traces. Beaucoup d’HE recelent un constituant chimique
majoritaire, sorte de « race chimique », appelé « chémotype », dont I’action est influencée et
complétée par des molécules secondaires. La nature du sol, I’altitude, les conditions
climatiques, I’ensoleillement et les populations végétales avoisinantes, entrainent des
variations dans la composition biochimique de I’essence qui déterminent ces différents
chémotypes (Lardry et Haberkorn, 2007).

1.3.4. Utilisation des huiles essentielles

« Un parfum produit le méme effet qu’'un beau morceau de musique ou une caresse
empreinte d amour : il réjouit le coeur et les sens. Il n’y a donc rien d’étonnant a ce que les
huiles essentielles connaissent, depuis quelques années, un vif succes surtout si [’'on songe
que, au-dela du simple plaisir olfactif, elles peuvent exercer une action bienfaisante, voire
thérapeutique, aussi bien sur le corps que sur ’esprit » (Lardry et Haberkorn, 2007).

Les HE doivent étre utilisées a tres faibles doses, car leurs principes actifs sont hyper
concentrés. Elles peuvent étre utilisées en:

- Parfumerie ;

- Liquoristerie;

- Esthétique et cosmétique;

- Hygiéne (désinfection des locaux par exemple);

- Cuisine (pour aromatiser certains plats);

- Etenthérapeutique.

En thérapeutique, les HE peuvent :

1. Lutter contre les infections et les maladies infectieuses d’origine bactérienne, comme
les bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale, et d’origine fongique, comme
les dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes;

2. Permettre d’assainir I’air ambiant ou les systémes de ventilation et limiter ainsi la
propagation des germes microbiens;

3. Etre utilisées comme antiseptiques et désinfectants a large spectre ;

4. Etre ainsi utilis€ées, pour augmenter la capacit¢ défensive de 1’organisme en

rééquilibrant la flore intestinale et les fonctions déficientes(De Billerbeck, 2007).
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1.3.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le tableau ci-dessous résume les différentes méthodes utilisées pour extraire les huiles

essentielles :

Tableau I : les méthodes d’extraction des huiles essentielles.

Techniques conventionnelles

Hydrodistillation

M¢éthode consiste a plonger la matiére premiere dans un
bain-marie et la porter a ¢ébullition, Les vapeurs se
concentrent dans un réfrigérateur et ’'HE se sépare de
I'hydrolysat. Elle présente des inconvénients liés a
l'action de la vapeur a cause de la fragilit¢ de certains

organes vegétaux.

Méthode ou la masse végétale ne macere pas

immédiatement dans l'eau, elle est posée sur un écran

(Boukhatem et

L s . | al, 2019)
percé a travers lequel transite la vapeur d'eau, qui
La distillation par endommage la structure des cellules végétale et dégage
entrainement a la des molécules volatiles, qui sont ensuite acheminées vers
vapeur le refroidisseur, elle entraine une amélioration de la
qualit¢ de I’HE en réduisant au minimum les altérations
hydrolytiques.
Techniques innovantes
Technique alternative utilisé pour les organes végétaux
Extraction par dont la concentration en essence faible qui ne sont pas (Belaiche,
solvant volatiles susceptibles d'étre extraites par distillation, basé sur la 1979;
capacité de certains solvants organiques a solubiliser les Mebarka,
composants des HEs. 2007)
Technique ou les pantes sont chauffé par micro-
ondes et placée dans des chambres a pression
Extraction par réduite. Ou les composants volatiles sont transporté (Benoali,
micro-ondes par vapeur et récup€ré¢ par un processus De 2016)

condensation, de refroidissement et de décantation.
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Technique avec un avantage de combiné les
caractéristiques des gazes et des liquides pendant le
. processus d'extraction, avec un temps réduit dont tous les
Extraction par
fluides supercritiques | processus de dégradation possibles tels que l'oxydation (Piochon,
ou lisomérisation sont minimisés, elle présent un 2008)

inconvénient ceci la faible polarité du dioxyde de carbone

supercritique.

1.3.6. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Une substance antimicrobienne est un composé synthétique ou naturel, employ¢ dans
le but de détruire ou de bloquer le développement des micro-organismes, particulierement des
bactéries (Courvalin ef al., 1990). Un grand nombre de plantes aromatiques et leurs essences
possedent une action antimicrobienne susceptible de stopper le développement des
microorganismes pathogenes et nuisibles, ce qui améliore considérablement la sécurité
alimentaire (Sacchetti et al., 2005; Souza et al., 2006).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles est essentiellement associée a la
composition chimique, et plus particulierement a celle des principaux composés volatils. A ce
jour, aucune ¢étude ne permet de donner une connaissance nette et exacte du mode d'action de
ces huiles essentielles. Des HE Compte tenu en effet de la spécificité de leur composition
chimique, tout indique que ce mode d'action est assez complexe et difficile a mettre en
¢vidence d'un point de vue moléculaire. I1 est donc trés possible que chacun des composants
des HE présente un mécanisme d'action qui lui est propre(Guinoiseau, 2010).

Les propriétés des huiles essentielles sont dues aux résidus terpénoides et
phénylpropanoides dont elles sont constituées. Les molécules bioactives ont une action liée a
la fois aux propriétés lipophiles du squelette hydrocarboné et aux caracteres hydrophiles des
groupements fonctionnels. De maniere générale, les molécules oxygénées présentent une
activité supérieure a celle des molécules hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010). Les terpénes de
méme que les flavonoides sont susceptibles de traverser la double couche phospholipidique de
la membrane cellulaire bactérienne et de provoquer son éclatement. Ensuite, le contenu
cytoplasmique est libéré a l'extérieur de la cellule, entrainant sa destruction (Wendakoon et
Sakaguchi, 1995; Tsuchiya, 1996).En outre, on peut observer une désorganisation

chimiosmotique et des pertes de potassium intra-cytoplasmique, ainsi que la libération
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d'acides nucléiques, d'ATP et de phosphate inorganique (Tsuchiya er al, 1996; Daroui
Mokaddem, 2011).
Généralement, le processus d'action des huiles essentielles se fait en trois phases
(Figure 02).
1. Une attaque de la paroi bactérienne par l'huile essentielle, entrainant une hausse de la
perméabilité, puis la disparition des composants cellulaires.
2. Une acidification de la cavité¢ cellulaire, qui empéche la synthése des éléments
structurels et le développement de I'énergie cellulaire.
3. Une destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
1.3.7. Méthodes de détermination d’activité des huiles essentielles
Dans le but de déterminer l'activité antimicrobienne des HE, les biologistes ont
¢laboré différentes méthodes qui sont basées sur un méme principe, celles-ci sont simples,
efficaces, reproductibles et peu coliteuses (Klanénik, 2010). Le choix de la méthode utilisée
pour mesurer le pouvoir antimicrobien des HE influence fortement les résultats. Dans la
pratique, certaines complications découlent de l'insolubilit¢é des composants des HE dans
l'eau, de leur instabilité et du besoin de les analyser a des concentrations faibles (Rhayour,
2002).
Actuellement, on peut prouver l'activité antimicrobienne in vitro d'une substance au
moyen d'un vaste éventail de techniques classiques, tant en milieu solide que liquide

(Rhayour, 2002).
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Figure 02 : Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).
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A. Méthode de diffusion dans I’agar ou aromatogramme

La méthode d'aromatogramme est une technique utilisée en bactériologie médicale,
dite antibiogramme ou bien méthode de diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques. Elle permet de mettre en ceuvre des disques de papier imbibés d'une quantité variable
de l'huile essentielle sélectionnée. Ces disques sont disposés a la surface d'une boite de gélose
précédemment inoculée avec une suspension de la bactérie a étudier (Fauchére et Avril,
2002).

A la fin de I'mcubation, et en absence de croissance bactérienne on obtient un halo
transparent autour du disque nommé zone d'inhibition et son diameétre est exprimé en

centimetres ou en millimetres(Figure 03)(Fauchere et Avril, 2002).
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Figure 03 : La méthode d’aromatogramme(Zaibet, 2016).

B. Méthode de diffusion en puits

Ce proceédé consiste a réaliser un trou circulaire vertical au niveau de la gélose et a y
introduire une solution d'EH de concentration connue. L'EH qui se diffuse de maniere radiale
a permis de créer une zone circulaire d'inhibition a la surface de la gélose précédemment
ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman et Deans, 2000).
C. Méthode de micro-atmosphéres

En effet, dans cette technique, la culture du germe a tester est réalisée sur une gélose
adéquate et ensuite on dépose une imprégnée d'une quantit¢ donnée d'HE au centre
géométrique du couvercle de la boite de Pétri et non plus en contact avec la gélose (Labiod,
2016), la boite de Pétri est refermé tout de suite et posé a l'envers (Zaibet, 2016), apres

incubation I'HE se volatilise dans l'atmosphere de la plaque et le bilan est donné par la
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prolifération ou non de l'inoculum et puis mesuré par un pied a coulisse (Figure 04) (Labiod ,

2016).
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Figure 04 : Illustration de la méthode de micro atmosphere (Zaika, 1988).
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II. Monographie de la plante étudiée genre Thymus

Par sa position géographique et son contexte orographique et géologique, 1°Algérie est
caractéris€ par une diversité climatique et lithologique. Cette diversité écologique a abouti a
une tres grande diversité floristique et a un taux élevé d'endémisme (Moussa et al., 2020).

La flore algérienne est caractérisée par de nombreuses especes végétales, utilisées
depuis longtemps comme plantes aromatiques et médicinales. Ces plantes sont utilisées
auyjourdhui dans la pharmacopée traditionnelle, dans Il'industrie alimentaire et
pharmaceutique, ainsi dans la parfumerie et cosmétique (Moussa et al., 2020).

Le mot thym est un nom général pour plus de 300 espéces de Thymus, hybrides,
variétés et écotypes, toutes étant de petites herbes vivaces originaires d'Europe et d'Asie
(Moussa et al., 2020).

Le genre Thymus (Lamiaceae) est un groupe taxinomiquement complexe de plantes
aromatiques utilisées depuis longtemps comme épices ou médicaments, et il figure parmi les
herbes médicinales les plus utilisées au monde, en partie grice a ses huiles
essenticlles(Moussa et al., 2020).

IL.1. Présentation des Lamiaceae

Connues pour les nombreuses especes aromatiques facilement reproductibles et
largement cultivées, les plantes de la «famille des Lamiaceae» sont considérées d'une grande
importance en raison de leur utilisation en médecine traditionnelle, culinaires, en cosmétique,
en tant qu'aromatisants et pour la production des huiles essentielles commercialisées a travers
le monde, en particulier dans la région méditerranéenne (Formisano et al., 2014 ; Enache et
Neagoie, 2020).

La famille des Lamiaceae est I'une des principales familles de plantes de l'ordre des
Lamiales (Enache et Neagoie, 2020). Elle contient de nombreuses plantes médicinales
précieuses, et comprend 236 genres et entre 6900 et 7200 espéces (Karpinski, 2020). 11 existe
des especes de Lamiaceae qui sont des plantes melliféeres importantes, des plantes
ornementales ou qui ont une signification religicuse (par exemple le basilic) (Enache et
Neagoie, 2020).

Les Lamiacées sont généralement des plantes herbacées ou arbustives, rarement des
arbres ou des vignes, avec des tiges souvent carrées en section transversale et des feuilles
opposées sans stipules et des inflorescences verticillées. Les organes reproducteurs et
végétatifs aériens sont recouverts de trichomes glandulaires (sécrétoires) (poils) qui

produisent de I'huile volatile (Enache et Neagoie, 2020).
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Cette huile essentielle, est constituée d’un mélange de composés volatils, qui jouent un
role dans le systéme de défense des plantes supérieures. Elle peut contenir plus de 300
composés différents, principalement de poids moléculaire inférieur a 300. Parmi les composés
actifs de ces HE, on trouve diverses classes chimiques, par exemple les alcools, les éthers, les
aldéhydes, les cétones, les esters, les phénols, les terpénes (monoterpenes, sesquiterpénes) et
les coumarines (Karpinski, 2020).

La famille des Lamiacées est trés importante dans la flore d'Algérie et elle est divisée
taxonomiquement en plusieurs genres dont certains sont de détermination délicate en raison
de la variabilité extréme des especes (Quezel et Santa, 1963).

Selon le botaniste Quezel et Santa 1963 ct sclon Gaussen et al., 1982, la classification

botanique de cette famille est comme suit :

- Regne: Plantae

-  Embranchement : Spermaphytes

- Sous embranchement : Angiospermes

- Classe: Dicotyledonae
- Sous-classe : Asteridac

- Ordre: Lamiales

-  Famille : Lamiaceae

I1.2. Genre Thymus (Thym)

Elément caractéristique de la flore méditerranéenne, le thym est la célébre farigoule
des garrigues. Connu surtout pour ses qualités aromatiques, il a aussi de trés nombreuses
propriétés médicinales. Fortifiant et antiseptique, le thym soulage aujourd’hui encore de
multiples affections, plus particulierement les troubles respiratoires (Iserin, 2001).

I1.2.1. Histoire et traditions

L’utilisation du thym dans la vie humaine date depuis treés longtemps; il a été surtout
utilisé en médecine et dans les rituels religieux ou magiques, ses rituels culinaires se limitent a
aromatiser le fromage et les liqueurs (Zeghib, 2013).

Mélangé aux onguents, il a été utilisé par les Egyptiens et les Etrusques pour
embaumer leurs morts (Zeghib, 2013).

Pensant que cette plante était source de courage, les Grecs en briilaient devant I’autel
de leurs dieux, les places publiques et les riches demeures. En plus

desesrituelsculinaires, ilss‘enservaientaussipourparfumerl‘eaudesbains (Zeghib, 2013).
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Le thym est diffusé en Europe par les Romains, qui en faisaient de nombreuses sortes
de cosmétiques et s’en servaient pour purifier leurs pieces d’habitation et pour « donner du
parfum aux fromages et liqueurs» (Zeghib, 2013).

Ce symbole de courage se perpétue au Moyen Age, notamment lors des Croisades. Il
était placé sous les oreillers (car il favoriserait le sommeil en chassant les cauchemars et la
mélancolie) et sur les cercueils, lors des funérailles, car on pensait qu’il facilitait le passage
dans I’autre vie (Zeghib, 2013).

Au XVII®™ siécle, I'herboriste Nicholas Culpeper recommande le thym pour soigner
hémorragies internes, toux et vomissements. A ses yeux, cette plante «soulage et fortifie la
téte, l'estomac, les reins « uretéres », la matrice, chasse les flatulences et brise les pierres»
(Iserin, 2001).

Au siecle suivant, le botaniste suédois Cari von Linné 'utilise pour soulager les maux
de téte et la «gueule de bois» (Iserin, 2001).

Danslelangagedesfleurs,ilestsymboledecourage,amourdurable,espritdecréativité,dynam
isme et résistance physique (Zeghib, 2013).

11.2.2. Etymologie et noms vernaculaires

Thymusprovientdugrec« thumon »quisignifie«offrande(quel‘onbrile)»et «parfum »,a
cause de I’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler
(Zeghib, 2013).

Les especes du genre Thymus possédent plusieurs nominations. Elle sont connues
sous le nom: « Azukni, Tazuknite, Tijrarhyéne » en Amazigh,« Ziitra, zaatar »et encore
«djertil, hamria, hamzoucha, khieta et mazouqach » en Arabe,« Thym » en Francais
et« Thyme » en Anglais (Beloued, 2001 ; Belmalha et al., 2015).

I1.2.3. Habitat et écologie

Le thym a besoin d’un climat chaud et sec et de plein soleil pour se développer et
libérer son parfum piquant. Il pousse spontanément dans les paysages rocailleux du midi de la
France, ou il est également appelé farigoule, dans d’autres pays du bassin méditerranéen mais
aussi dans les landes, les bruyéres et les lieux isolés (Iserin, 2001).

Originaire d'Europe du Sud, il est aujourd'hui cultivé dans le monde entier, par semis
ou bouturage au printemps, sur les sols calcaires (Iserin, 2001).

La récolte de ses parties aériennes se fait en ¢té, a la floraison (Iserin, 2001).
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I1.2.4. Répartition géographique
A. Dans le monde

Le genre Thymus est distribué principalement dans les pays méditerranéens, la partie
du nord de 1°Afrique et le Groenland du Sud (Sunar et al.,2009).

Le thym est réparti entre I’Europe, 1’Asie de ’ouest et la méditerranée et il est tres
répandue dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), dans les montagnes
d'Ethiopie ainsi que dans la péninsule du Sinai de I'Egypte. Traversant les zones arides de
I'Asie occidentale jusqu'a I'Himalaya, on le trouve en Sibérie et en Europe du Nord
(Chikhoune, 2007; Benayach, 2013).

B. En Algérie

Plusieurs auteurs, rapportent que la région de la Méditerranée peut étre décrite comme
le centre de ce genre (Zeghib, 2013).

Le thym est représenté par plus de 300 espéces a travers le monde dont 12 sont
localisées en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques. Ces especes sont réparties le long du
territoire national, du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et du constantinois a 1’oranais
(Kabouche et al., 2005).

Le tableau ci-dessous présente les especes principales de thym en Algérie et leur
localisation.

Tableau II : Localisation des différentes espéces principales de thym en Algérie (Mebarki,

2010).
Espéces Découverte par Localisation
Thymus capitatus Hoffman et Link Rare A Tlemcen
Une commune dans le Tell
Thymus fontanasii Bois et Reuter _ ' o
Endémique Est Algérie Tunisie
Thymus commutatus Battandier Endémique Oran

Rare dans la grande et la petite

Thymus numidicus Poiret
Kabylie

I1.2.5. Description botanique

Le thym est un sous arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, érigées ou prostrées,
odorantes(figure 05)(Quezel et Santa, 1963; Soto-Mendivil ef al, 2006 et Goetz et al.,
2012).
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L’inflorescence en faux verticilles, rameuse et tortueuse a la base, peut atteindre 40 cm
de hauteur(Quezel et Santa, 1963; Soto-Mendivil ez al., 2006; Goetz et al., 2012).

Les rameaux blanchatre, courtement velus, portent des feuilles plus ou moins
contractées, persistantes, de petite taille (3 a 12mm de long sur 0.5 a 3 mm de large),
opposées, lancéolées ou linéaire, a limbe entier, et de couleur vert grisatre. Beaucoup sont le
point de départ de remuscles treés courtes, formant des faisceaux de petites feuilles issues de
celles des tiges, leur face inferieure est feutrées et ponctuées de poiles sécréteurs, alors que
leur face supérieure est glabre et marquée par une nervure centrale déprimée. Les marges du
limbe sont généralement enroulées sur la face ventrale, ce qui donne a la feuille une forme
générale d’aiguille (Quezel et Santa, 1963; Soto-Mendivil ez al., 2006; Goetz et al., 2012).

Les fleurs du thym sont regroupées par 2 ou a 'aisselle de feuilles, rassemblées en
glomérule ovoides, de petite taille et zygomorphe. Le calice est velu, hérissé de poils durs, en
forme de tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long, formé de 5 sépales soudées en deux
levres inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliés et arquée.La corolle
est de taille variable, bilabiée et de couleur mauve (Goetz et al., 2012).

Le fruit est un tetrakéne qui renferme a maturité 4 minuscules graines (Imm). Brun

clair a foncé. La floraison a lieu de juin a octobre (Goetz et al., 2012).

Parties aériennes
fraiches

Les partfies aéifennes, récolides en &ié,
contiennent de 'huile essentielle aux
Propriéss  aniisepiiques.

Feuilles
Traiches

v

Les feunilles ont un goit
aromatique et amer.

Parties_aériennes séchées

Figure 05 : Aspect morphologiques de Thymus(Iserin, 2001).
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I1.2.6. Classification
Le Thymus avec 220 espéces, appartient aux genres les plus abondants de la famille

des Lamiacées (Enache et Neagoie, 2020). Il appartient au :

- Regne: Plantae

- Sous-régne: Tracheobionta
- Division: Magnoliophyta
- Classe: Magnoliopsida
- Sous-classe: Asteridae

- Ordre: Lamiales

- Famille: Lamiaceae

- Genre: Thymus

I1.2.7. Composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes des especes appartenant au
genre Thymus sont trés riche en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité
des conditions géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études
(extraction et détection). L’hybridation facile des espéces mene a une grande variabilité
intraspécifique, qui affecte ’homogénéité du rendement d’extrait et donc leur composition en
produits chimique (Amiot,2005).

Les principaux constituants du thym sont :

1. Les huiles essentielles aux composants variables (thymol,carvacrol, linalol etc.) ;
2. Flavonoides ;
3. Etles acides phénoliques.

A. Les acides phénoliques

Le terme acide phénolique s’applique a tous les composés organiques possédant une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservée aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique (Zeghib,
2013).

Les acides phénoliques ne sont pas seulement connus pour leurs activités
antioxydantes, mais aussi pour leur activités anti-inflammatoires et anti-carcinogenes
(Zeghib, 2013).

Ces dernieres vont dépendre de plusieurs criteres, a savoir : le nombre de groupements

hydroxyles de la molécule (les composés polyphénoliques ont une activité supérieure aux
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composés monophénoliques), la présence ou non d‘un méthoxyle sur le cycle, et enfin, les
dérivés de 1°acide cinnamique présentent une meilleure activité que leurs homologues dérivés
de I‘acide benzoique car ils sont dotés de la double liaison (Cuvelier et al., 1992;Terao et
al., 1993; Natella et al.,1999).
B. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a
colorer les fleurs et les fruits en jaune, orange ou rouge. Ils contient 15 atomes de carbone
rangés dans la configuration C6-C3-C6 ; soit deux noyaux aromatiques A et B reliés entre eux
par un hétérocycle oxygéné (C) (Erlund, 2004; Balasundram et al., 2006).

Les flavonoides ne sont pas seulement des composés capables de piéger les radicaux
libres, mais aussi ils présentent des propriétés anti-carcinogenes, cestrogéniques, inhibitrices
de certaines enzymes et antimicrobiennes (Zeghib, 2013).

C. Les huiles essentielles

Par définition, une HE est un mélange complexe de constituants hétérogénes qui
s’obtient a partir d’une matiere premicre végétale (plante ou arbre aromatique) par
entralnement a la vapeur, procédé mécanique ou distillation a sec. Ces -constituants
appartiennent, de fagon exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes, le groupe des terpeénoides, d‘une part, et le groupe des aromatiques et des

aliphatiques (alcanes, alcénes, alcénols, phénols etc...), de 1‘autre(Couic-Marinier, 2018).

L'essence du thym fait partie des huiles essentielles les plus actives (Mebarki, 2010).
Sa composition comprend des phénols, des alcools et des aldéhydes, des esters, des cétones,
et quelques dérivés du phénylpropane (LoZiené et al., 1998).

Le thymol et le carvacrol représentent les constituants les plus importants du genre
Thymusa I’exception de ’espece Thymus serpyllum, qui se caractérise par une absence de

ces composés (tableau III)(LoZziené et al., 1998).
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Tableau III : Les principaux constituants des huiles essentielles de diverses especes de

Thymus.
Composés
Espece Composition La référence
majoritaires
Thymol 10 a2 64%
Carvacrol 2a11%
Thymus officinalis ) (Guinoiseau, 2010)
y-terpinene 2a31%
p-cymene 102 56%
Thymol 50.3 %
Thymus herbabarone (Cosentino et al., 1999)
p-cymene 27.6 %
Carvacrol 70.92%
Thymus capitatus p-cymene 6.34% (El Ajjouri, 2008)
y-terpineéne 4.92%

I1.2.8. Vertus et activités biologiques de ses huiles essentielles du thym

Les végétaux fabriquent leurs huiles essentielles pour se réparer, attirer les insectes
pollinisateurs, se protéger du soleil, du froid, des prédateurs et des maladies, ou encore a
guérir les blessures et attaques diverses (Zeghib, 2013).

HE du thym (thymol et/ou carvacrol) est un puissant antioxydant (assure des doses
¢levées d'acides gras essentiels dans le cerveau), antiseptique, antifongique et décontractant
musculaire. Elle a une action expectorante, vermifuge et préventive contre vieillissement.

Les extraits de thym ont un puissant réle antibactérien contre Helecobacter pylori, une
bactérie souvent li¢e aux ulceres de 1'estomac (Iserin, 2001).

En outre, les HE du thym contribuent a I’équilibre des écosystémes, attirent les
insectes responsables de la pollinisation « les abeilles »et confeérent a leur miel un ardme
particulier (Iserin, 2001).

11.2.9. Effet synergique entre les huiles essentielles et les antibiotiques

Le phénomeéne de synergique entre les huiles essentielles et les antibiotiques a été
observé dans diverses études. Elle correspond a un ensemble d'interactions positives obtenues
suite a la combinaison de deux agents, qui entrainent une inhibition plus importante que celle

de la somme de leurs effets individuels. De plus, les huiles essentielles sont capables de
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sensibiliser a un antibiotique l'agent pathogeéne auparavant inefficace (Aiyegoro et Okoh,
2009).

Ainsi, il est prouvé et confirmé que quelques composés végétaux sont capables d'inhiber
de fagon efficace les pompes d'efflux participant au fonctionnement des mécanismes de
résistance aux antibiotiques. Cette action peut entrainer la récupération de la sensibilité aux
antibiotiques et diminuer leurs doses (Fadli et al., 2012).

En effet, il est possible d'utiliser la combinaison d'huiles essentielles avec des
antibiotiques afin de renforcer le champ d'action antimicrobien (Fadli ef al., 2012), empécher
la formation de résistances mutantes, réduire la toxicit¢ et diminuer les risques d'effets
secondaires des antibiotiques (Lv et al., 2011), ce qui permet d'offrir une possibilité
d'alternative a la monothérapie pour les patients atteints d'infections invasives difficiles a

traiter, telles que celles dues a des especes multi résistantes.(Aiyegoro et Okoh, 2009).
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II1. Matériel et méthodes
II1.1. Matériel végétal

Dans le présent travail, la partie aérienne de Thymus lanceolatus Desf issue de la flore
Algérienne a fait l'objet de cette étude (figure 06 ). L’échantillon a été cueilli dans la région Tigejda

commune El Asnam wilaya de Bouira, pendant le mois de Mai, leur

identification est
effectuée en se référant a la flore d'Algérie ( Quezel et Santa 1963) par le professeur

Sahnoune botaniste a 1'Université de Bejaia.

Figure 06: Thymus lanceolatus Desf (Khadir et al., 2013).

El ESNAM

Thymus lanceolatus Desf

WILAYA DE BOUMERDES

WILAYA DE NZI-OUZOU AGHBALOWU
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WILAYA DE
BEJAIA

AIT LAAZIZ
AN DJEBAHIA TAUHZOUT
BOUKRAM

AIN TURK
ZBARBAR

WILAYA DE BB A

W Chef lieu de Wilaya
@ Chef lieu de Daira

®  Chef licu Commune
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B Zone de montagas
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DECHMIA OUR EL EL BORDJ OKHRIS
GHOZLANE

HAKIMIA

TAGUEDIT

RIDANE  pon A MOURA WILAYA DE
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Figure 7: Situation géographique du lieu de récolte de I'échantillon de Thymus lanceolatus Desf.
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I11.2. Préparation des échantillons
II1.2.1. Lavage et Séchage

Apres cueillette des parties aériennes de la plante, les grandes tiges ont été ¢liminées et
seules les parties recouvertes de feuilles ont €té utilisées apres nettoyage. Ces dernieres ont €té
¢talées de facon homogeéne sur la paillasse du laboratoire a température ambiante en les
retournant régulierement (10 a 15 jours). les parties aériennes seches ont été conservées dans
des sacs en papier dans un endroit sec et a I'abri de la lumicre jusqu'a utilisation. Selon
Ribérau-Gayon. 1968, le séchage a une importance majeure pout l'extraction des composés
phénoliques, car les cellules végétales contiennent des enzymes susceptibles de provoquer
des modifications dans la composition phénoliques de la plante.

Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage rapide du matériel végétal, aussitot
aprés sa récolte. En effet, le séchage assure une bonne conservation du matériel végétal
(Abou elkhair ez al ., 2010).

I11.2.2. Extraction des huiles essentielles

L'extraction de I'huile essentielle a été effectué sur le matériel végétal sec au laboratoire
du plateau technique d'analyses physico-chimiques (Ptapc Bejaia Crapc) a l'université de
Bejaia. L'huile essentielle a ¢été¢ extraite par la méthode de l'hydrodistillation, selon le
protocole de Bayder et al (2004). 150g de la plante sont introduits dans un ballon de 250 ml
imprégné d'eau distillé , puis le tout est porté a ébullition pendant 3 heures.

Les vapeurs gorgées d'HE se condensent en passant dans un réfrigérateur et

descendent dans un flacon pour ensuite étre transférées dans une ampoule pour décanter.

Figure 08 : le dispositif d’extraction
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Aprés avoir laissé reposer le contenu un certain temps on peut distinguer deux phases,
I'huile essentielle ; I'huile essentielle moins dense se trouve au-dessus de l'eau aromatique, on
peut alors éliminer presque toute l'eau. Il nous reste l'huile essentielle dans l'ampoule a
décanter et une petite quantit¢ d'eau qui pourra étre €liminée en additionnant du sulfate de
sodium anhydride.

Apres l'extraction de I'huile essentielle, le rendement est calculé par le rapport entre le
poids de l'huile essentielle extraite et le poids du matériel végétal. Ce rapport permet de
déterminer la production en HE des plantes.

Le rendement en huile essentielle a été calculé par la formule ci-dessous ; il est exprimé en

ml/100 g de matiére seche (%).

V
Rendement (%) = (F) X 100

Avec :
Rendement: rendement en huile essentielle (exprimé en volume d’huile essentielle
recueillie en ml/100 g de la mati¢re seche)
V : volume récupéré (ml)
P : Poids de la mati¢re seche du matériel végétal utilisé (g)
Une fois HE récupérée, elle est conservée a 4C° dans des flacons opaques a

I’abri de la lumicre et I’humidité pour une utilisation ultérieure.

II1.3. Etude de I'activité antibactérienne
II1.3.1. Les souches bactériennes
L'activité¢ antimicrobienne de I’huile essentielle de Thymus lanceolatu est testée sur

quatres souches bactériennes. Les souches utilisées proviennent de la collection de 1'institut
Pasteur (Alger).

v Bactéries a Gram positif
Enterococcus fecalis
Staphylococcus aureus ATCC 25923

v' Bactéries a2 Gram négatif
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
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I11.3.2. Etude de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus lanceolatus en

milieu solide

L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été testée selon la méthode
d'aromatogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton. La gélose Mueller Hinton (M H)
(Annexe) a été coulée dans des boites de pétri avec épaisseur de 4mm. Les boites ont été
ensuite séchées a 37°C pendant 20 minutes afin d'¢liminer l'excés d'humidité. L’activité de
tout agent antimicrobien dépend de la densité de la suspension cellulaire de la souche cible
utilisée. La taille de I'inoculum bactérien est un €lément primordial contribuant de fagon
essentielle a la qualit¢ des résultats de l'antibiogramme, d’ou la nécessité de standardiser
I''noculum bactérien. Ce dernier est préparé, dans de I’eau physiologique, a partir d’une
culture pure de 18 h. cette suspension bactérienne initiale, d’une opacité équivalente a une
absorbance de 0,5 a une longueur d’onde de 625 nm, est préparée. Ensuite une série de
dilutions décimales est effectuée dans I’eau physiologique stérile (107'jusqu'a 10®). Un
volume de 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé en surface se servant d’un rateau étaleur
sur gélose PCA, des dénombrements sont alors effectués apres incubation a 37°C pendant 24

heures.

Apreés ensemencement de la souche a tester, des disques de papier Whatman N°1 ont
¢été disposés a égale distance les uns des autres ( 6 disques maximum par boite) sur la gélose
M H. Par la suite, 10 pl de chaque huile essentielle ainsi que les dilutions ( 1/2, 1/4, 1/8 et
1/16) préparées dans du Dimethyl sulfoxide (DMSO) ont été¢ déposés sur chaque disque. Les
boites ont été laissées a 4°C pendant 2h, puis incubées a 37°C pendant 24h (Belaiche, 1979;
Laouer et al., 2003).

Disques de papier
Whatman N"1 {06 mm)

5élose MMueller Hinton
ensemencée avec la

gsouche teste

Figure 09: Méthode des disques
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Les diameétres des zones d'inhibition autour des disques ont été mesurés. Les essais en

triples, et le résultat a été exprimé comme la moyenne des trois essais plus au moins Ecart-

type.

I11.3.3.Etude de l'association huiles essentielles et antibiotiques par la méthode des

disques

Dans cette partie la méthode utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne de
l'association T'huile essentielle de thymus avec les antibiotiques (HE/ATB) (Annexe) a
I'encontre de quatres souches bactériennes ( deux Gram positifs et deux Gram négatifs) est

celle de diffusion sur milieu solide (Halawani, 2009).

Apres ensemencement des souches a tester par écouvillonnage sur gélose MH, des
disques d'antibiotiques ont été déposés et sur lesquels 10 pl d' HE ont été ajoutés. Apres une

pré- diffusion a 4°C pendant 2heures , les boites ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24 heures.

Les diametres des zones d'inhibition ont ét¢ mesurés et le résultat a été exprimé

comme la moyenne des trois essais plus au moins Ecart-type.
II1.4. Etude statistique

Analyse statistique des résultats effectuer a l'aide de l'application "ANOVA" Utilisez
ensuite le logiciel STATISTICA 5.5 pour le test Newman-keuls. Le degré de signification des

résultats sont obtenues avec la probabilité de p <0,05.
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IV. Résultats et discussion
Chaque année plusieurs antibiotiques sont retirés des pharmacies a cause de leurs
effets secondaires, de I'apparition des maladies qui avant étaient rares et de la résistance aux

antibiotiques (Karou et al., 2005; Zampini et al., 2005).

\

Ces situations ont motivé les scientifiques a chercher de nouvelles substances
antibactériennes a partir de sources multiples telles que les plantes médicinales et a combiner

leur effet avec celui d'antibiotiques.

Cette partie est consacrée aux résultats de l'activité antibactérienne des antibiotiques,
de T'huile essentielle du 7. lanceolatus et de 1’effet synergique de ceux-ci sur 4 souches
bactériennes responsables de diverses pathologies chez I'homme et connues comme étant des

agents d'intoxications alimentaires.

L’activité antibactérienne est déterminée par la technique de diffusion sur gélose
Muller-Hinton qui est estimée en termes de diametre de la zone d’inhibition autour des
disques contenant les antibiotiques seules, I’huile essentielle seule et les deux a la fois. Les

résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité : résistant, intermédiaire et sensible.

Les diamétres des zones d'inhibition obtenus sont interprétés par rapport au diamétre

critique rapporté par plusieurs auteurs, qui est de 10mm (Fu et al., 2007).

Une huile essentielle est considéré active lorsque son activité antibactérienne donne

un diamétre de zone d'inhibition > a 10 mm (Fu et al., 2007).

IV.1.Rendement en huile essentielle

La wvalorisation des ressources naturelles végétales passe principalement par
l'extraction de ses huiles essentielles. Ces produits ont une forte valeur ajoutée et sont utilisés
dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et agricoles (Amarti et al.,2011).

Le genre Thymus englobe de nombreuses espéces et variétés, et la composition
chimique ainsi que I’activité biologique des HE de certaines d‘entre elles a ¢été étudice et
depuis longtemps(Zeghib, 2013).

L’huile essentielle de Thymus lanceolatus obtenue est caractérisée par une couleur
jaune verdatre, une consistance peu visqueuse et une odeur trés aromatique avec des

rendements d'extraction variables présentés dans le tableau ci -dessous.

Le rendement moyen en huiles essentielles a été calculé par rapport a la matiere

végétale seche, et les échantillons du thym ont fourni un taux d’environ 1,152 + 0,07%
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Tableau IV : Les différents rendements de l’huile essentielle de 7. lanceolatus

obtenus.

La plante (g) L’huile (g) Rendement (%)
152,000 1,640 1,079
173,000 1,880 1,087
147.000 1,790 1,218
159.000 1,950 1,226

Rendement moyen : 1.152

Dans le tableau ci-dessus, nous avons remarqueé :

1) Le poids de la matiere végétale n’a pas d’effet ni sur la teneur en huile ni sur le
rendement de la plante .

2) Lerendement moyen en huile essentielle de 7. lanceolatus est :

% Beaucoup plus important que celui obtenu par Khadir et al, (2013) a partir

de la partie aérienne de 7. lanceolatus de Tlemcen, qui est de 0.9%

¢ Proche a celui obtenu par Amarti et al, (2011) a partir de la partie aérienne de
Thymus zygis du Maroc, qui est de 1.1%

¢ Tres faible par rapport a celui obtenu par Hadouchi et al., (2009) a partir des

feuilles de Thymus fontanesii de la région de Mostaganem, qui est de 2%.

Ces variations peuvent étre attribuées aux techniques d’extraction, aux conditions
climatiques et édaphiques (facteur écologique li€¢ au sol) ainsi qu’au stade végétatif de la
plante (Moldao et al., 1999).

1V.2. Etude de I'activité antibactérienne

Afin de déterminer le potentiel, en termes d’activité antibactérienne de I’HE de T.
lanceolatus et son effet sur les antibiotiques, nous avons commencé, d’abord, par déterminer
le profil de sensibilit¢ des 4 souches utilisées par un antibiogramme sur gélose Muller-
Hinton. Par la suite, nous avons déterminé I’effet de cette huile sur les bactéries Gram positif
et Gram négatif afin d’étudier en dernier lieu son effet synergique ou antagoniste sur I’activité

des antibiotiques.
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IV.2.1. Antibiogramme

Le spectre de diffusion antibactérien en milieu gélosé est basé sur le principe de
compétition entre la croissance bactérienne et la diffusion des antibiotiques en milieu gélose a
partir du support papier préimprégné (Denis et al., 2016).

Il est réalisé dans le but de tester la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes

vis-a-vis des antibiotiques (témoin positif) (figure 10).

Figure 10 : Photographies des différents résultats d’antibiogramme obtenus aprés 24h
d’incubation a I’étuve. (A) et (B) : Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis testées
vis-a-vis la vancomycine (VAN) ; (C) et (D) : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa

testées vis-a-vis la céfotaxime (CTX).

Pour les bactéries a Gram positif, des petites colonies non diffusibles jaune d’or et des
colonies légérement opalescentes de plus ou moins 1,5 mm caractéristiques de S. aureus et E.

faecalis ont été observées dans la boite (A) et (B) respectivement.

Pour celles a Gram négatif, des colonies diffusibles avec une coloration du milieu en
vert caractéristiques de P. aeruginosa ont été observées dans la boite (D) alors que E. coli a

formé de petites colonies lisses de forme rondes, non bombées a bords réguliers et de couleur
blanchétre a créme dans la boite C.
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D’apres la lecture des boites, des zones d’inhibition de diamétres variables ont été

observées autours des disques d’antibiotiques.

Le tableau suivant récapitule le profil de résistance des souches bactériennes étudices
vis-a-vis les antibiotiques utilisés (CTX pour les Gram négatives et VAN pour les Gram

positives).
Les diametres des disques (bmm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

Tableau V : Tableau récapitulatifs des diameétres des zones d’inhibition des témoins

positifs (en mm).

Antibiotique (CTX) (VAN)

Souches bactériennes
Staphylococcus aureus - 12mm

Enterococcus faecalis - 28mm

6mm (pas de zone
Escherichia coli o -
d’inhibition)

Pseudomonas aeruginosa 10mm -

D’apres les résultats obtenus et le tableau ci-dessus, on peut dire que les antibiotiques
testés ont une activité plus ou moins intense sur les bactéries étudiées a I’exception d’ E .coli
qui est résistante a la CTX (selon le CA-SFM / EUCAST 2021, E. coli est considérée comme
résistante si le diametre de la zone d’inhibition est inférieur a 17mm et c’est le cas).

Les bactéries durant 1’étuvage vont se développer et les disques d’antibiotiques vont
quant a eux diffuser I’antibiotique, plus on s’carte des disques moins 1’antibiotique est
puissant du faite de la dilution de I’antibiotique (Denis et al., 2016).

¢ Si les bactéries sont sensibles aux antibiotiques, elles ne vont pas se développer

dans les zones ou ils se trouvent; cela va créer des zones plus ou moins
importantes sans croissance bactérienne autour d’eux.
% Sielles sont résistantes, on n’aura pas la formation des zones d’inhibitions.

Donc c’est ce qu’explique notre résultat que plusieurs zones d’inhibitions plus ou

moins importantes sont apparues autours des disques d’antibiotiques utilisés.
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La raison pour laquelle on a utilis¢ la CTX pour les Gram négatives et la VAN pour les
Gram positives est ainsi :

La céfotaxime et la vancomycine appartiennent a 2 différentes familles d’antibiotiques
mais partagent en commun le méme mode d’action. En effet, la différence entre eux s’étend
sur leur spectre d’activité : la CTX est une céphalosporine active sur les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif alors que la VAN est un glycopeptide réservé aux bactéries a Gram

positif (Denis et al., 2016).

IV.2.2. Témoins négatifs réalisés avec le DMSO

Pour ne pas confondre l'activité du solvant dispersant (ici le DMSO) avec celle de
I'HE et afin d’évaluer son impact sur la diffusion de I'HE dans le milieu de culture gélosé, ce
test a été réalisé (figure 11).

Les souches utilisées doivent étre résistantes au DMSO tout seul (blanc) pour s’assurer

qu’iln’a pas d’influence (activité) sur 'HE.

Ij':
¥
Stuphylococcus aureus

Figure 11 : Photographie des témoins négatifs rélisé avec le DMSO.

Aucune activité n’est observée autours des disques contenant le DMSO. Donc le
DMSO ne présente aucun effet antimicrobien envers les souches testées, il est donc inerte vis-

a-vis cette activité.

IV.2.3. Evaluation de D’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus

lanceolatus sur les quatre souches étudiées

A) Résultats de ’activité antibactérienne de I’huile essentielle pure

Il est connu de puis 'antiquité que les huiles essentielles présentent une activité
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antiseptique non négligeable. Des études récentes ont montré que les huiles essentielles et
leurs constituants, présentent un potentiel important en tant qu’agents antimicrobiens, dans
plusieurs domaines industriels et médicaux (Baseretal.,2000; Dorman& Deans,2000).

Le genre Thymus posséde une grande importance pharmacologique, puisque son huile
essentielle est dotée d’activité antibactérienne expectorante(Zeghib, 2013).

La mesure des diametres de zones d’inhibitions de la croissance bactérienne parles

I’huile essentielle de Thymus, a été faite aprés 24h d‘incubation a 37°C (figure 12).

Figure 12 : Photographies des résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle pure de Thymus lanceolatus sur les quatre souches étudiée.SM : Mother Solution,
HE : huile essentielle, (A) :Staphylococcus aureus,(B): Enterococcus faecalis,

(C) :Pseudomonas aeruginosa et (D) :Escherichia coli.

L'huile essentielle du thym non diluée c’est-a-dire : pure (SM : Mother Solution) a
montré qu'elle était tres active contre E.coli, suivie par S.aureus, E. faecalis et P. aeruginosa.
En effet, il est bien connu que les bactéries Gram-positives sont plus sensibles aux
huiles essentielles que les bactéries Gram-négatives. D’ailleurs, de nombreuses études
examinant l'activité inhibitrice des HE ont confirmé ces résultats (Poole, 2001 ; Burt, 2004 et
Busatta et al,, 2008). Par ailleurs, dans notre cas, la souche la plus sensible était E. coli

(Gram-négative) avec une zone d'inhibition de 45mm par rapport a Staphylococcus,
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Enterococcus et Pseudomonas qui étaient moins sensibles avec des diamétres

d'inhibition de 28mm, 22mm et 20mm respectivement.

Selon Poole (2001) ; Burt(2004) et Busatta et al., (2008), la résistance élevée des
bactéries Gram négative a I’ HE est partiellement liée a la complexité de I'enveloppe cellulaire
de ces micro-organismes qui comporte une double membrane, en contraste avec la structure
membranaire simple des bactéries Gram positive. Par ailleurs, Moreira et al., (2005) ont

démontré que les bactéries Gram négative peuvent €tre sensibles a I'action desHE.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle pure s’est illustrée dans le tableau VI.

Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

Tableau VI : Résultats des diameétres d’inhibition en mm de I’ activité antibactérienne

de I’HE pure sur les quatre souches étudiées.

Les Souches bactériennes Diamétre des zones d’inhibition
(mm)
Staphylococcus aureus 28
Escherichia coli 45
Pseudomonas aeruginosa 20
Enterococcus faecalis 22
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B) Résultats de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle pure et ses dilutions
La sensibilité des différentes souches microbiennes se manifeste par un halo entourant

le disque imbibé du composé testé. On mesure le diametre de ce halo a I'aide d'un pied a

coulisse.

Les résultats du test de sensibilit¢ des quatre souches bactériennes étudiées vis-a-vis
I'HE de Thymus lanceolatus avec les différentes dilutions sont présentés dans les

photographies ci-dessous :

Figure 13 : Photographies des tests de sensibilités des souches bactériennes vis-a-vis de

I’huile essentielle de Thymus lanceolatus.

Nous reprenons, dans le Tableau VII, les différents diamétres de zones d’inhibition de

la croissance bactérienne par I’'HE et ses dilutions.
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Tableau VII : Résultats des diamétres d’inhibition en mm de 1’ activité antibactérienne
de I’ HE vis-a-vis les quatre souches étudiées.

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des zones d’inhibition.

Dilution

SM DMSO 1/2 1/4 1/8 1/16
Souches
bactérienne
Staphylococcus TH==r - e ++++ +++ ++
aureus 44mm 40mm 30mm 20mm 12mm
Escherichia -+ - ++++ ++++ ++ ++
coli 37mm 46mm 30mm 15mm 11mm
Pseudomonas S - ++ ++ ++ ++
aeruginosa 11mm 7mm 7mm 7mm 11mm
Enterococcus +++ - ++ ++ ++ ++
faecalis 25mm 15mm 12mm 12mm 15mm

- : pas de zone d’inhibition,++++ : trés forte activité, +++ : forte activité ++ : faible activité.

Sur la base de ces résultats, nous avons remarqué que l'huile essentielle de Thymus
lanceolatusa une forte activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus
aureus ct une activit¢ modérée contre Enterococcus feacalis, contrairement aux souches
de Pseudomonas aeruginosa qui sont plus résistantes pour cette HE et ses différentes
dilutions.

Cette résistance de Pseudomonas n’est pas surprenante car elle est en relation avec la
nature de sa membrane externe qui lui confere la résistance a la plupart des agents biocides
(Mann et al., 2000).

L'HE de Thymus lanceolatus a aussi une forte activité contre Staphylococcus aureus
(D > 40 mm). Ces résultats sont cohérents avec les résultats de Haddouchi et al., (2009),
indiquant que la plupart des HEs sont tres actifs contre les Staphylococcus.

Selon Boukhatem et al, (2014), les bactéries Gram négatives sont intrinséquement
résistantes aux agents antibactériens, ce qui est li€¢ a la nature de la paroi bactérienne. Chez les
bactéries a Gram positif, le peptidoglycane est trés épais et est associé aux protéines de la
paroi. En revanche, chez les bactéries a Gram négatif, le peptidoglycane est tres petit et est

associ¢ a une enveloppe externe complexe qui définit I'espace périplasmique. La membrane
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externe est une bicouche lipidique hydrophobe asymétrique composée de phospholipides, de
protéines (porines) et de lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique regorge
d'enzymes qui dégradent et inactivent les substances complexes.

A P’exception de Pseudomonas dont les dilutions 1/2, 1/4 et 1/8 n'exercent aucune
activité excepté de la dilution 1/16 qui est un peu active sur lui avec un diamétre d'inhibition
de 11 mm, les dilutions 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16 sont toujours actives avec des diametres de zone
d'inhibition >10mm.

Staphylococcus aureus et Escherichia coli montrent une diminution du diamétre
d'inhibition parallélement a la diminution des concentrations en huile essentielle tandis que
Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecalis montrent une stabilité dans les diametres

d'inhibition (figure 14).
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Figure 14 : Evolution des diametres d’inhibition en fonction des concentrations en HE.

Les especes du genre Thymus sont reconnues par leurs activités antibactériennes
importantes, cette activité est liée a leur composition chimique riche en composés phénoliques
tels que le thymol et le carvacrol (Khadir et al., 2013)

Par ailleurs, d'autres ¢études sur lactivité antibactérienne des HEs de thym
« carvacrol » vis-a-vis certaines bactéries testées dans la présente étude ont été trouvées. Les

résultats obtenus varient d'une étude a l'autre, comme le montre le tableau ci-dessous.
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Tableau VIII : Comparaison des résultats de l'activité antibactérienne de ' HE ¢étudiée

avec d'autres études.

Amrouni et al.,(2014) Sidali ez al., (2014) Bekhechi et al.,(2007)

Etude . . .
(20pl/disque) (20pl/disque) Bul/disque)
Souches
bactérienne
Staphylococcus aureus 28mm 13mm 26mm
Escherichia coli 37.2 mm 10mm 23mm
Pseudomonas aeruginosa 13.5 mm - 8Smm

Comme le tableau montre, les résultats trouvés dans la littérature sont
significativement différents de nos résultats :

Le diamétre d'inhibition de Staphylococcus aureus testé est supérieur au diametre
trouvé par Amrouni ef al., (2014) et Sidali ez al., (2014) et Bekhechi ez al., (2007).

Le diameétre d'inhibition d'E.coli testé est presque le méme que celui trouvé par
Amrouni et al., (2014), et il est supérieur aux résultats de Sidali ef al, (2014) et Bekhechi ef
al.,(2007).

Le diamétre inhibiteur du Pseudomonas aeruginosa testé est inférieur par rapport a
celui trouvé par Amrouni et al., (2014) et il est supérieur aux résultats de Sidali ez al, (2014)
et Khadir et al., (2013).Cet effet antibactérien est attribué a la sensibilité de Pseudomonas au
carvacrol doté d’une activité inhibitrice de ' ATPase pouvant induire la dissipation de la force
proton motrice et affecter la fonction des cellules bactériennes (Amrouni et al., 2014).

Cette variation de résultats peut s'expliquer par :

% La quantité variable d'huile essentielle utilisée dans chaque disque. Cependant, dans
I'étude d'Amrouni ef al., (2014) et Bekhichi ez al, (2007) bien que le méme volume soit
utilisé, le diameétre obtenu par Bekhichi ez al, (2007) est beaucoup plus petit. Cela peut
s'expliquer par la teneur plus faible en carvacrol.

s Différences d'activité entre les différentes especes d'huiles essentielles du thym a
carvacrol: les études d'HE de Sidali er al., (2014) ¢t de Bekhechi er al., (2007) sur
Thymus fontanesii illustrent ce point, ce dernier présentant des activités antibactériennes
différentes.

¢ Plusieurs auteurs rapportent que l'abondance des dérivés phénoliques rend les huiles

essentielles de trés forte activité antibactérien (Kaloustian, 2008 ; Satrani et al., 2010).
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Ces ¢tudes concorde avec cellede Dormane et Dean, (2000) et de Satrani et al., (2010),qui
ont testé beaucoup d’ingrédients purs des huiles essentielles vis-a-vis 25 bactéries différentes
et montrent que le thymol est le composé avec le spectre d'activité antibactérien le plus large,
suivi du carvacrol et du o -terpinéol. Ce sont les mémes auteurs qui ont expliqués la
différence d'efficacit¢ antibactérienne observée entre le thymol et le carvacrol par la position

du groupe hydroxyle sur la structure phénolique de deux molécules.

IV.3. Effet de I’association de I’huile essentielle de Thymus lanceolatus avec les deux
antibiotiques sur les quatre souches étudiées
L’effet synergique de I’huile essentielle de 7. lanceolatus avec les deux antibiotiques

est présenté dans la figure suivante :

Figure 15 : Résultats des tests synergiques de I’huile essentielle de Thymus lanceolatus avec
les ATB (CTX-30 et VAN), vis-a-vis les quatre souches étudiées :(A) :Staphylococcus

aureus(B) : Enterococcus faecalis, (C) :Escherichia coli et (D) :Pseudomonas aeruginosa.
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Les diameétres des zones d’inhibition des associations huile essentielle de Thymus
lanceolatus et antibiotiques (CTX-30 et VAN) contre les souches a Gram positif et a Gram
négatif sont présentés dans le tableau VIII.

En comparant les diametres inhibiteurs obtenus avec ceux des deux agents séparément
(HE et ATB), il apparait bien que cette combinaison a un effet double : synergique et
antagoniste.

Tableau IX : Résultats des zones d’inhibition des tests synergique de 1’huile essentiel

de Thymus lanceolatus avec les ATB (CTX-30 et VAN), vis-a-vis les quatre souches étudice.

Mélange
ATB + HE
Souches SM 1/2 1/4 1/8 1/16
bactérienne
A+ T+ ++ ++ ++
Staphylococcus aureus
40mm 40mm 12mm 14mm 10mm
bt o +++ +++ bt
Escherichia coli
40mm 24mm 24mm 22mm 22mm
++ ++ ++ 4+ -+
Pseudomonas aeruginosa
11mm 7mm Tmm Tmm 11mm
-+ +++ ++ ++ ++
Enterococcus faecalis
20mm 20mm 16mm 12mm 15mm
SM : solution mere, ++++ : trés forte activité, - : pas de zone d’inhibition, +++ : activité

forte, ++ : faible activité.
D’apres les résultats obtenus on constate que :

* Il ya une tres forte activité du mélange sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et

*,

Enterococcus faecalis contrairement a Pseudomonas qui apparait moins sensibles
avec des diametres d’inhibition variables de 7 a 1 1mm.

¢ La synergie se manifeste plus souvent chez les Gram positives mais aussi sur les Gram
négatives. Cela ne concorde pas avec le résultat de Fadli er al., (2012) qui a testé

I’effet de I’association de deux huiles de thym avec 27 antibiotiques sur un ensemble
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R

¢ des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, et qui montre que la synergie se
manifeste chez les Gram positives que les Gram négatives.

IV.3.1.Activité antibactérienne de I’association antibiotique et huile essentielle

A) Vis-a-vis Staphylococcus aureus
La combinaison de la vancomycine (VAN) avec I’huile essentielle de Thymus
lanceolatus a augmentée considérablement I’effet antibactérien vis-a-vis S. aureus. En effet,
le diameétre de la zone d’inhibition marquée par cette association (40mm) a augmenté par
rapport aux diametres de la zone d’inhibition résultante de I’utilisation des deux agents

séparément (12 et 28mm pour I’antibiotique seule et I’ HE seule respectivement) .

D’aprés ces résultats, on constate que les diamétres des zones d’inhibitions du
mélange sont plus important par rapport a la somme de ceux de antibiotique et I’HE
testés séparément. Ceci explique I'effet synergique entre les composés du mélange et
concorde avec des travaux antérieurs montrant que cette association donne le plus souvent un

effet synergique (Nazer et al., 2005 ; Rosato et al., 2007).

B) Vis-a-vis Enterococcus faecalis
La combinaison de I’antibiotique vancomycine avec I’huile essentielle du Thymus
lancoelatus donne une zone d’inhibition qui est de 20mm moins importante que celle obtenu

avec I’huile seule (25mm) et ’ATB seul (28mm), donc il s’agit d’un effet antagoniste.

Dans ce cas, il est préférable soit de les utiliser séparément que de les combiner, soit n
d’associer cette HE avec d’autre antibiotiques ou d’autre huiles essentiel pour avoir un effet

synergique.

C) Vis-a-vis Escherichia coli
L’effet apparu de la combinaison de la céfotaxime (CTX 30) avec I’huile essentielle
de Thymus lanceolatus est beaucoup plus important que celui marqué par I’emploi de cet
antibiotique seul. D’ailleurs, la zone d’inhibition dans le cas de cette combinaison est de

40mm le moment ou E.coli est résistante a la CTX30 seule.

D) Vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
Avec I’emploi de I’antibiotique céfotaxime (CTX-30) combiné avec I'huile essentiel
de Thymus lanceolatus, on a eu une faible augmentation de I’activité antibactérienne de 10

mm  avec [lantibiotique seul a 11 mm lors de la  combinaison
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A partir de ce résultat, il est préférable d’utiliser le mélange ATB/HE sur Pseudomonas

que d’utiliser I’antibiotique seul.
IV.4. Discussion générale sue I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du thym

La nature, le plus grand laboratoire du monde, reste encore et sans doute pour
longtemps le plus perfectionné de tous les grands laboratoires du monde. De nombreuses
expérimentations nous permettent, maintenant, d’expliquer certains traitements anciens qui,

jusqu’ici faisaient parfois sourire (Couic-Marinier, 2018).

En dehors des propriétés antiseptiques et microbiennes largement utilisées a I’heure
actuelle, les huiles essentielles possédent des propriétés antitoxiques, antivirus, une action
énergétique puissante, un pouvoir cicatrisant incontesté et 1’avenir leur réserve un rdle plus

important encore (Couic-Marinier, 2018).

Les résultats obtenus en milieu solide de I’activité antibactérienne de I’HE du thym
associée aux antibiotiques dévoilent un effet trés prononcé vis-a-vis toutes les souches testées,

excepté d’Enterococcus faecalis.

Dans I’ensemble, les souches bactériennes testées a Gram positif étaient plus sensibles
que les grams négatifs. En régle générale, les extraits de plantes sont habituellement plus
actifs contre les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives. Ces variations
d'inhibition peuvent étre dues a des différences de composition et de surface de structure entre
les bactéries Gram positives et Gram négatives (Kandler, 1992). En plus de la paroi cellulaire
et de la membrane cellulaire, les bactéries a Gram négatif possedent une membrane externe
composée d'une bicouche phospholipidique, qui peut constituer une barriere protectrice contre

ces composeés (Oussalah et al.,2007).

Selon Bolla et al., (2011), pour améliorer I’efficacit¢ des antibiotiques, il est
nécessaire de trouver des méthodes permettant d’améliorer la diffusion des antibiotiques a
travers les membranes bactériennes ou d’entraver les pompes d’efflux qui constituent un

mécanisme de résistance général chez les bactéries Gram a négatif.

Plusieurs ¢études ont décrit I’activité synergique ou additive pour les antibiotiques

existants et les HE entiers.
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A titre d’exemple, d’aprés les travaux de Si et al, (2008)ct Rosato et al., (2010),
’origan en combinaison avec la doxycycline, le florfénicol, la sarafloxacine ou la gentamicine
montre des effets synergiques contre une E. coli , contre Bacillus cereus, Bacillus subtilis et

une souche de S. aureus.

Pour conclure, parmi les diverses propriétés biologiques signalées pour le thym,
certaines sont trés bien ¢&tablies, telles que les activités antioxydantes, insecticides,
antibactériennes, antifongiques et antivirales, ainsi que l'effet stimulant des sécrétions
gastriques. Toutes ces activités sont lies a la teneur élevée en composés phénoliques, avec un

accent particulier sur le thymol et le carvacrol (Moussa et al., 2020).

En Algérie, peu de travaux ont été consacrés a 1°étude du profil chimique de I'HE de
Thymus et son effet en combinaison avec des antibiotiques demeure encore relativement peu
étudiée et ne connait pas une application en médecine conventionnelle malgré que ce type
d’association peut offrir des possibilités de trouver une solution au probléme de la résistance

bactérienne.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Les plantes médicinales constituent toujours une source fiable de principes actifs
connus pour leurs propriétés thérapeutiques. Avec la prévalence de micro-organismes
pathogenes résistants aux antibiotiques, on constate un regain d'intérét pour les molécules
naturelles extraites des plantes.

Notre étude nous a permis d'évaluer l'activité antimicrobienne de cette huile essentielle
de Thymus lanceolatus sur quatre souches bactériennes multirésistantes référencées
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus fecalis),
ainsi que l'effet de sa combinaison avec des antibiotiques ; la vancomycine (VAN) pour les
Gram positif, et la céfotaxime (CTX-30) pour les Gram négatif.

Les échantillons de Thymus lanceolatus récoltés au niveau de la région de Tigejda en
mois de Mai ont fournis un rendement en huile essentielle qui est de 1.1525%.

Les résultats de I’antibiogramme réalisé par la céfotaxime sur les bactéries a Gram
négatifs montrent que E coli et avéré résistante a cette antibiotique par contre pseudomonas
aeroginosa et avéré moins sensible avec un diameétre d’inhibition de 10 mm.

L’antibiogramme réalis¢ par la vancomycine sur les Gram positif montre une tres forte
activité inhibitrice sur Enterococcus fecalis avec un diameétre d’inhibition de 28mm et de 12
mm sur staphylococcus aureus.

Les résultats de I’aromatogramme ont démontré que notre HE présente un important
pouvoir inhibiteur contre Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 45mm et une zone
d’inhibition de 28mm pour staphylococcus aureus et un pouvoir inhibiteur moyen contre
Enterococcus fecalis et Pseudomonas aeruginosa avec des zones d’inhibition de 22 mm et 20
mm respectivement.

Les résultats de I’association de I’huile essentielle étudie avec les antibiotiques a donné
divers actions ;

e Pour E coli interaction synergique
e Pour staphylococcus aureus interaction synergique
e Pour Enterococcus fecalis interaction antagoniste

e Pour pseudomonas aeroginosa interaction synergique

Ces résultats obtenus sont prometteurs dans I'¢largissement de l'arsenal thérapeutique

des plantes a propriétés antibactériennes. Leur criblage permettrait de trouver de nouveaux
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Conclusion et perspectives

agents antibactériens qui pourraient constituer une alternative a l'utilisation des antibiotiques
classiques devenus inefficaces. D’étudier d’autres propriétés biologiques de ces huiles
essentielles, a savoir anti-inflammatoire, hémolytique, et propriétés antivirales et autres.
Cependant, les méthodes in Vitro utilisées pour confirmer l'activité antibactérienne des
différents extraits sont extraits sont insuffisantes et exigent d'autres tests plus avancés tels que

I'é¢tude des tels que I'é¢tude de l'activité antibactérienne in Vivo
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Annexe

v" Milieu de culture Muller-Hinton : PH= 7.4

Extrait de viande 2g
Hydrolysat acide de caséine 17,5¢g
Amidon 1,5¢
Gélose 10g

v" Milieux de culture PCA (plate Count Agar) ou « Gélose de dénombrement »: PH=7.2

Extrait de levure 2.50g
Peptone de caséine S5g
Glucose lg
Agar 15¢g




Résumé

L’objectif de cette étude a eu dans le but d’étudier I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle extrait a partir d’une plante aromatique locale (Thymus lanceolatus) et de rechercher 1’effet
de TI’association de cette I’huile avec certains antibiotiques sur quatre souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus fecalis). L’huile
essentielle a était extrait par hydrodistillation avec un rendement de 1.1525%.

L’étude de I’activité antibactérienne de HE de Thymus lanceolatus a révélé un faible effet vis-a-
vis pseudomonas aeroginosa et Enterococcus fecalis et une forte activité vis-a-vis Escherichia coli,
et Staphylococcus aureus. Avec des diamétres de 20mm, 22mm, 45mm, 28mm respectivement.

L’étude de I’effet de I’association de I’huile essentielle avec 1’antibiotique a montré chez
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa un effet synergique et chez
Enterococcus fecalis les résultats montre un effet antagoniste

Mot clés: Huile essentielle, Thymus lanceolatus, aromatogramme, activité antibactérienne,
antibiotiques, association.

Abstract

The objective of this study was to study the antibacterial activity of the essential oil extracted
from a local aromatic plant (7Thymus lanceolatus) and to investigate the effect of the association of this
oil with some antibiotics on four bacterial strains (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus fecalis). The essential oil was extracted by hydrodistillation
with a yield of 1.1525%.

The study of the antibacterial activity of EO of Thymus lanceolatus revealed a weak effect
towards pseudomonas aeroginosa and Enterococcus fecalis and a strong activity towards Escherichia
coli, and Staphylococcus aureus. With diameters of 20mm, 22mm, 45mm, 28mm respectively.

The study of the effect of the association of the essential oil with the antibiotic showed in
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa a synergistic effect and in
Enterococcus fecalis the results show an antagonistic effect

Key words: Essential oil, Thymus lanceolatus, agar diffusion, Antibacterial activity, antibiotics,
association.
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