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Résumeé

La présente étude vise a évaluer l'activité antimicrobienne des extraits et de 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris. Les extraits ont été préparés par macération des parties
aeriennes de la plante : dans le méthanol pour 'extrait méthanolique, et dans 1’eau pour l'extrait
aqueux. L’huile essentielle, quant a elle, a été extraite par hydrodistillation a 1’aide de I’appareil
Clevenger. Ces méthodes d’extraction ont permis d’obtenir des rendements de 24,38 % pour
I’extrait méthanolique, 6,36 % pour I’extrait aqueux et 2,24 % pour I’huile essentielle. La
détermination de I’activité antimicrobienne des extraits, réalisée par la méthode de
I’aromatogramme, a été menée sur sept souches bactériennes et une levure (Candida albicans
ATCC10231). Parmi les micro-organismes testés, quatre sont d’origine clinique (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp. et Serratia sp.), tandis que les trois autres sont
des souches de référence : Enterococcus faecalis ATCC49532, Staphylococcus aureus
ATCC25923 et Bacillus subtilis ATCC6633. Les résultats ont révélé un fort pouvoir inhibiteur
de I’extrait méthanolique sur 1’ensemble des souches pathogenes testées, a 1’exception de
Bacillus subtilis ATCC6633. En revanche, I’extrait aqueux n’a montré d’activité
antibactérienne que vis-a-vis de trois souches cliniques (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
sp. et Serratia sp.). L’effet antimicrobien de 1’huile essentielle a été évalué par la méthode de
microatmosphére révélant un effet spectaculaire sur Candida albicans ATCC10231. La
méthode de macrodilution en milieu liquide a permis de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB) et fongicides (CMF). Pour I’extrait
méthanolique de Thymus vulgaris, les valeurs obtenues variaient de 0,195 a 3,125 mg/ml pour
la CMI, et atteignaient 12,5 mg/ml pour la CMB et la CMF. En ce qui concerne I’huile
essentielle, les CMI variaient entre 3,125 et 25 ul/ml, tandis que la CMB et la CMF étaient
fixées & 25 pl/ml. Aucune activité antimicrobienne n’a été observée avec les concentrations
testées pour I’extrait aqueux. En conclusion, ces résultats mettent en évidence le potentiel
antimicrobien prometteur de I’extrait méthanolique et de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris,
suggérant leur intérét comme agents naturels dans la lutte contre certaines infections

microbiennes, contrairement a I’extrait aqueux dont 1’efficacit¢ demeure limitée.

Mot clés : activité antimicrobienne, extrait aqueux, extrait méthanolique, huile

essentielle, Thymus vulgaris.
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Abstract

This study aims to evaluate the antimicrobial activity of extracts and essential oil from
Thymus vulgaris. The extracts were prepared by macerating the aerial parts of the plant : in
methanol for the methanolic extract, and in water for the aqueous extract. The essential oil was
extracted by hydrodistillation using a Clevenger apparatus. These extraction methods yielded
24.38% for the methanolic extract, 6.36% for the aqueous extract, and 2.24% for the essential
oil. The antimicrobial activity of the extracts was determined using the aromatogram method
and was tested against seven bacterial strains and one yeast strain (Candida albicans
ATCC10231). Among the tested microorganisms, four were of clinical origin (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp. and Serratia sp.), while the other three were reference
strains : Enterococcus faecalis ATCC49532, Staphylococcus aureus ATCC25923, and Bacillus
subtilis ATCC6633. The results revealed strong inhibitory power of the methanolic extract on
all tested strains, except for Bacillus subtilis ATCC6633. In contrast, the aqueous extract
showed antibacterial activity only against three clinical strains (Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella sp. and Serratia sp.). The antimicrobial activity of the essential oil was evaluated
using the microatmosphere method, revealing a remarkable effect on Candida albicans
ATCC10231. The macrodilution method in liquid medium was used to determine the minimum
inhibitory concentrations (MIC), bactericidal concentrations (MBC), and fungicidal
concentrations (MFC). For the methanolic extract of Thymus vulgaris, MIC values ranged from
0.195 to 3.125 mg/ml, while MBC and MFC values reached 12.5 mg/ml. Regarding the
essential oil, MICs ranged from 3.125 to 25 pl/ml, and both MBC and MFC were set at 25
pl/ml. No antimicrobial activity was observed with the tested concentrations of the aqueous
extract. In conclusion, these results highlight the promising antimicrobial potential of the
methanolic extract and essential oil of Thymus vulgaris, suggesting their relevance as natural
agents in combating certain microbial infections, whereas the aqueous extract showed limited

efficacy.

Keywords : antimicrobial activity, aqueous extract, essential oil, methanolic extract, Thymus

vulgaris.
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Introduction

Les infections d’origine microbienne restent une menace sérieuse pour la santé
publique, et leur fréquence est en constante augmentation (Hulin et al., 1998). L’usage intensif
voire abusif des antibiotiques, tant en médecine humaine qu’en élevage, a favorisé I’émergence
de souches bactériennes résistantes (Mebarki, 2010 ; Yakhlef, 2010 ; Kahlouch Riachi,
2014). Cette résistance, aujourd’hui largement répandue a 1’échelle mondiale, représente un
défi majeur pour les systemes de santé (Akoua et al., 2004 ; Guessennd et al., 2008 ; Abdelli,
2017). Face a cette problématique, la recherche se tourne vers des alternatives thérapeutiques
plus sdres et efficaces. Les huiles essentielles ou les extraits bruts, riches en molécules
naturelles bioactives, suscitent un intérét de multiples études pour leur éventuelle utilisation
comme alternative dans le traitement des maladies infectieuses (Mebarki, 2010 ;
Boughendjioua, 2015).

L’usage des plantes médicinales est profondément enraciné dans 1’histoire des
civilisations et a évolué avec elles. A travers le monde, les traces laissées par les sociétés
anciennes témoignent de I’importance constante accordée a ces végétaux, que ce soit a des fins
thérapeutiques, pour la fabrication de parfums ou dans la cuisine. D’aprés un rapport de
I’Organisation mondiale de la santé (OMS, 2013), pres de 80 % de la population mondiale a
encore recours a la medecine traditionnelle pour répondre a ses besoins en matiére de santé. Les
plantes médicinales occupent désormais une place essentielle dans la recherche
pharmacologique et le développement de médicaments. Leur intérét ne se limite pas a
I’utilisation directe de leurs composants comme agents thérapeutiques, mais s’étend également
a leur role en tant que matieres premiéres pour la synthese de médicaments ou comme sources
d’inspiration pour la création de composés aux propriétés pharmacologiques actives (OMS,
1998). En Afrique, environ 6 377 especes végétales sont recensées comme étant utilisées, dont
plus de 4 000 sont des plantes médicinales. Celles-ci représentent prés de 90% des pratiques de
la médecine traditionnelle sur le continent (OMS, 2002).

Située au cceur du bassin méditerranéen, 1’ Algérie bénéficie d’une position géographique
stratégique qui lui confére une végeétation exceptionnellement riche et diversifiée. Son territoire
abrite une flore spontanée composée de nombreuses espéces de plantes aromatiques,
notamment celles de la famille des Lamiacées, reconnues pour leur richesse en métabolites
secondaires (Snoussi et al., 2003). Cette famille regroupe des plantes largement utilisées telles
que le thym, le romarin, la lavande ou la menthe, toutes appréciées pour leurs propriétés
thérapeutiques. La grande diversité des taxons végétaux représente ainsi une ressource
précieuse pour la recherche ciblée de composés bioactifs (Taibi et al., 2020). Parmi les genres

les plus étudiés au sein des Lamiacées, Thymus se distingue par sa complexité taxonomique,
1
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son fort polymorphisme morphologique, ainsi que par la composition variable de ses huiles
essentielles (Madouni, 2023). Ce genre comprend plusieurs espéces, dont Thymus vulgaris,
reconnues pour leur potentiel antimicrobien. Les huiles essentielles issues de ces plantes ont
démontré une activité contre une grande variété de bactéries, y compris celles résistantes aux
antibiotiques. Cependant, cette efficacité peut varier selon la nature de I’huile essentielle et la
souche bactérienne ciblée (Kalemba et Kunicka, 2003).

L’objectif de notre travail, est d’évaluer in vitro I effet antimicrobien de 1’huile essentielle
et des extraits des feuilles de Thymus vulgaris contre des souches pathogenes. Il s’agira
également de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) et fongicide (CMF).

Ce manuscrit est divisé en deux parties, la premiére représente une synthese
bibliographique qui décrit la plante. La deuxiéme partie est consacrée au matériel et aux

méthodes ainsi qu’aux résultats et discussion. Enfin le manuscrit est conclu par une conclusion.
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Chapitre I- Synthese Bibliographique
I-1. La famille des Lamiacées

Les Lamiaceae, également appelées Labiées (du latin labia, signifiant « levre » en
référence a la forme bilabiée de leurs fleurs), constituent une famille botanique riche et bien
caractérisée (Couplan, 2000 ; Naghibi et al., 2005). Elle regroupe environ 6970 especes
réparties en quelque 240 genres (Meyer et al., 2004). 1l s’agit de 1’'une des premiéres familles
identifiées par les botanistes, grace a des traits morphologiques distinctifs (Pistrick, 2002).

Ces plantes, le plus souvent herbacées et aromatiques, se distinguent par leurs tiges
quadrangulaires et leurs feuilles opposées, généralement dépourvues de stipules. Les fleurs,
généralement hermaphrodites et pentameres (Meyer et al., 2004), sont regroupées en cymes
axillaires contractées ou en inflorescences terminales simulant des épis. Le fruit est typiqguement
composé de quatre akénes partiellement soudés par leur face interne (Messaili, 1995).

En Algérie, cette famille occupe une place importante dans la flore locale. Toutefois, la
détermination de certains genres peut s’avérer complexe en raison de la grande variabilité
morphologique des especes (Hammoudi, 2015).

Les Lamiaceae se caractérisent également par la présence fréquente de poils glanduleux
et de glandes sous-épidermiques, responsables de leur forte odeur. Ces plantes sont en effet
majoritairement riches en huiles essentielles, ce qui explique leur caractére fortement
aromatique (Zeghib, 2013).

I-2. Caractéristiques de Thymus vulgaris
I-2.1. Définition

Le terme "Thymus" tire son origine du grec « thymon », signifiant "parfum", en référence
a I’agréable senteur que cette plante dégage naturellement ou lorsqu’elle est brilée (Zeghib,
2013). Parmi les Lamiacées, 1’espéce la plus emblématique est Thymus vulgaris (Amiot, 2005),
nommeée ainsi par Carl von Linné en 1753, et toujours reconnue sous cette appellation dans les
classifications scientifiques actuelles. Elle se distingue par ses propriétés aromatiques et
médicinales multiples (Tamert et al., 2017). En francais comme en anglais, le nom du genre —
"thym" ou "thyme" — est couramment utilisé pour désigner spécifiquement Thymus vulgaris.

En Algérie, cette plante est connue sous le nom de "zaaitra" (Teuscher et al., 2005).

I-2.2. Description morphologique
Thymus vulgaris est un petit sous-arbrisseau vivace (Figure 1), aromatique et touffu,
atteignant généralement une hauteur de 20 a 30 cm (Benbouali, 2006). Ses tiges, ligneuses a la
base et herbacées dans leur partie supérieure, présentent une forme presque cylindrique. Les
feuilles, trés petites et ovales, ont les bords enroulés vers le dessous, des nervures latérales bien
3
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marquées, des pétioles tres courts et une face inférieure blanchétre. Les fleurs, quant a elles,
sont de couleur rose péle a blanche, mesurent entre 4 et 6 mm de long, sont pédicellées et

regroupées généralement par trois a I’aisselle des feuilles supérieures (Cheurfa, 2015).

Figure 1 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris (Saint Savourin, 2005)

1-2.3. Classification taxonomique
La situation botanique de I’espéce Thymus vulgaris est donnée dans le tableau |

Tableau I : Classification botanique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012)

Regne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris

I-2.4. Habitat et culture

Le Thymus vulgaris, espece caractéristique des garrigues, se développe particulierement
bien dans les régions calcaires et rocheuses, jusqu'a une altitude de 2500 métres (Pitman, 2004
; Polese, 2006). Il favorise les terrains légers, correctement drainés, arides ou perméables,
Iégerement alcalins, constamment exposés au soleil, et modérément pourvus en matiére
organique et en minéraux nutritifs (Rey, 1990 ; Small et Deutsch, 2001 ; Peter, 2004).
Cette plante ne peut survivre dans des sols lourds et saturés d'eau, ce qui compromet sa survie.

Elle est capable de se développer dans une gamme de pH qui va de 4,5 a 8,0 et s'acclimate a
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divers types de climats tant que la température annuelle moyenne reste entre 7 et 20 °C (Small
et Deutsch, 2001 ; Peter, 2004).

I-2.5. Répartition géographique
I-2.5.1. Dans le monde

Le thym est largement distribué¢ a travers 1’Europe, I’Asie occidentale et la région
méditerranéenne. Il est particulierement present en Afrique du Nord-Ouest (Maroc, Tunisie,
Algérie, Libye), dans les massifs montagneux d’Ethiopie et du sud-ouest de la péninsule
Arabique, ainsi que dans la région du Sinai en Egypte (Abdelli, 2017). On le retrouve également
dans les régions macaronésiennes (iles Canaries, Madére, Acgores), dans 1’Himalaya, et

jusqu’aux zones tropicales et au Japon.

La Méditerranée occidentale est reconnue comme le berceau du genre Thymus, et plus

spécifiquement, 1’espéce Thymus vulgaris est originaire du sud de I’Europe, de I’Espagne a
I’Italie (Morales, 1997 ; Peter, 2004).

1-2.5.2. En Algérie

Parmi les plus de 300 espéces de thym recensées a travers le monde, 12 sont présentes
en Algérie, dont 9 sont endémiques au pays. Ces especes se répartissent sur 1’ensemble du
territoire national, allant du nord algérois a I’Atlas saharien, ainsi que des régions du

Constantinois jusqu’a 1’Oranais (Abdelli, 2017).

[ L° répartition de Uespece Thymus vulgaris

dans quelques régions d” Algérie

Figure 2 : Répartition de Thymus vulgaris dans différentes régions en Algérie (Abdelli, 2017)

1-2.6. Usages

Thymus vulgaris est particuliérement utilisé dans les domaines alimentaire et medicinal
traditionnel (Adwan et al., 2006). Son huile essentielle est tres appréciée en aromathérapie et
entre dans la composition de nombreux produits des industries agroalimentaire, pharmaceutique

et cosmétique (Tisserand, 2014).
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En usage interne, les parties aériennes du thym sont consommées en infusion ou en
décoction pour traiter des troubles digestifs, la toux, les infections respiratoires, les rhumes et
les affections urinaires (Hashim et Gamil, 1988 ; Polese, 2006). En application externe, elles
sont utilisées pour soulager les inflammations telles que les rhumatismes, les douleurs

musculaires, les piqires d’insectes ou autres douleurs locales (Namsa et al., 2009).

Le thym peut également étre utilisé par inhalation, bain de bouche ou comme additif de
bain pour stimuler la circulation sanguine et apaiser les états de fatigue ou de dépression
nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004 ; Polese, 2006). Son huile essentielle est couramment
intégrée dans diverses préparations pharmaceutiques, telles que des pommades antiseptiques,
des émulsions, ainsi que dans des gouttes, sirops ou gélules destinés au traitement des troubles

respiratoires (Zarzuelo et Crespo, 2002 ; Tiwari et Tandon, 2004).

I-3. Les extraits de Thymus vulgaris

La famille des Lamiacées est fréquemment exploitée pour 1’extraction de composés
actifs d’intérét (Gedikoglu, 2019), ils peuvent étre obtenus par différentes méthodes
d’extraction, telles que la macération en utilisant des solvants comme 1’eau ou le méthanol. La
composition chimique de chaque extrait varie en fonction de la méthode d’extraction et du

solvant employé (Yakhlef, 2011).
1-3.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont des meétabolites secondaires végétaux multiphénoliques,
abondants dans des plantes comme Thymus vulgaris (KulSic et al., 2005), ou ils comprennent
principalement les flavonoides et les acides phénoliques (acide rosmarinique, caféique), connus
pour leurs puissantes propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Chira
et al., 2008).

1-3.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques largement présents dans Thymus
vulgaris, notamment 1’apigénine, la lutéoline, la quercétine et leurs dérivés glycosylés
(Harborne & Williams, 2000 ; Dapkevicius et al., 2002). Ce sont des pigments végétaux
cristallins, généralement jaunes, connus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes (Pietta, 2000 ; Middleton et al., 2000). lls agissent
notamment en neutralisant les radicaux libres et en modulant 1’activité enzymatique liée au

stress oxydatif.
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I-4. Huile essentielle de Thymus vulgaris

Une huile essentielle est un mélange naturel complexe composé de meétabolites
secondaires volatils, lipophiles et aromatiques, généralement sous forme liquide, présents dans
des tissus végétaux spécialisés (Bruneton, 1993 ; Kalemba et Kunicka, 2003). L’huile

essentielle de plante est essentiellement composée de :

1-4.1. Thymol

Le thymol (2-isopropyl-5-méthylphénol) est un phénol monoterpénoide, principal
composé présent dans Thymus vulgaris ainsi que dans d'autres plantes appartenant a la famille
des Lamiacées (Buckingham, 1994). C’est un composé cristallin de couleur blanche, a 1I’odeur
aromatique, qui posséde de fortes propriétés antiseptiques, antioxydantes, antibactériennes et
antifongiques (Aeschbach et al., 1994 ; Cosentino et al., 1999 ; Venturini et al., 2012).

CHs

OH

HsC CHs

Figure 3 : Thymol (Aly et al., 2005)

1-4.2. Carvacrol

Le carvacrol (5-isopropyl-2-méthylphénol ; poids moléculaire 150,21) est également un
phénol monoterpénoide que I’on retrouve dans 1’huile essentielle de Thymus vulgaris ainsi que
dans de nombreuses autres herbes et épices aromatiques. De nombreuses activités biologiques
ont été attribuées au carvacrol, notamment des effets antithrombotiques (Enomoto et al., 2001),
anti-inflammatoires (Sosa et al., 2005), antimicrobiens (Ben Arfa et al., 2006), ainsi qu’une

capacité d’inhibition de 1’acétylcholinestérase (Jukic et al., 2007).

L _on
[
CH{LCHS)-

Figure 4 : Carvacrol (De Vincenzi et al, 2004)
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1-4.3. Linalol

Le linalol est un alcool monoterpénique qui constitue 1’un des principaux composants volatils
dans les huiles essentielles de plusieurs espéces de plantes aromatiques, y compris Thymus vulgaris
(Elisabetsky et al., 1995). Des études ont montré que ce composé possede des effets antiviraux,
anti-inflammatoires, antioxydants, antinociceptifs, ainsi que des propriétés analgésiques et

anesthésiques locales.

Figure 5 : Linalol (Bagetta et al, 2010)

I-4.4. Acide rosmarinique

L’acide rosmarinique (acide 3,4-dihydroxyphényllactique) est présent dans Thymus
vulgaris ainsi que dans de nombreuses autres plantes de la famille des Lamiacées. Il posséde
des propriétés antimutagenes, antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales et antiallergiques.

(Parnham and Kesselring, 1985).
HO

HO OH
0 OH

OH
Figure 6 : Acide rosmarinique (Petersen and Simmonds, 2003)
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11-1. Matériel et méthodes
11-1.1 Matériel biologique
11-1.1.1 La plante

La plante Thymus vulgaris a été achetée chez un herboriste au mois de février 2025 dans
la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

Les feuilles de Thymus vulgaris ont été séchées a I’ombre, pendant deux semaines et
broyées a l'aide d'un moulin électrique jusqu'a l'obtention d'une poudre fine pour faciliter le

contact de matieres végeétales et solvant d’extraction.

11-1.1.2 Les microorganismes

Les souches pathogénes utilisées dans cette étude sont des souches de références
appartenant a la collection du laboratoire de microbiologie de BBA, et des souches cliniques
qui ont été récupérées au niveau du laboratoire d’analyse médical de 1I’hopital Bouzidi Lakhder
a Bordj Bou Arreridj (Tableau I1).

Tableau Il : Les souches microbiennes utilisées dans I'étude

Souche Référence Type
Escherichia coli Clinique (ECBU) Gram négatif
Serratia sp. Clinique (pus) Gram négatif
Klebsiella sp. Clinique (pus) Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa | Clinique (ECBU) Gram négatif
Enterrococcus feacalis ATCC 49532 Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram positif
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram positif
Candida albicans ATCC 10231 Levure

11-1.2 Extraction méthanolique

L’extraction a été faite par macération de 12,5g de matiére végétale (poudre de feuilles)
dans 250ml de méthanol, sous agitation pendant 24 heures, puis 1I’ensemble a été filtré sur papier
Wathman (figure 7). Le solvant du filtrat a été éliminé a 1’aide d’un rotavapor a 40°C (figure 8)

pour récupérer 1’extrait méthanolique brut (Tamert, 2017).
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Figure 7 : Filtration de I’extrait méthanolique Figure 8 : Rotavapor

11-1.3 Extraction aqueuse

Une quantité de 25g de poudre de feuilles a été mise a macérer sous agitation a
température ambiante dans 250ml d’eau distillée pendant 24 heures, puis filtrée sur papier
Wathman (figure 9 et 10). L’cau a été par la suite éliminée a I’aide du rotavapor a 40°C
(Yakhlef, 2011).

Figure 9 : Filtration de I’extrait aqueux Figure 10 : Agitation du mélange

10
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11-1.4 Calcul du rendement de I’extraction

Le rendement de I’extraction a eté déterminé par le rapport entre la masse de I’extrait
obtenu et la masse de la matiere premiére vegeétale utilisée, selon la formule suivante (AFNOR,
1986) :
R (%) = (M1/ Mo) X 100
R : Rendement de I’extraction en %
M1 : Masse en gramme de ’extrait obtenu

Mo : Masse en gramme de la matiere végétale initiale

11-1.5 Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation en utilisant un
appareil de type Clevenger (figure 11). Avant son utilisation, le dispositif a été soigneusement
nettoy¢ afin d’éliminer toute trace de poussi¢re ou de corps gras susceptibles de contaminer
I’huile essentielle durant le processus d’extraction (Touré, 2015). 180g de feuilles de Thymus
vulgaris ont été placés dans un ballon de 1 litre contenant de 1’eau distillée. Le mélange a ensuite
été porté a ébullition pendant trois heures a I’aide d’un chauffe-ballon. Les vapeurs contenant
I’huile essentielle passent a travers un réfrigérant, ou elles se condensent avant de s’écouler
dans une ampoule de décantation. L’huile se sépare naturellement de 1’eau en raison de la
différence de densité. Le produit obtenu est ensuite stocké a 4 °C dans des tubes en verre
opaques, hermétiquement fermés, afin de le protéger de la lumiére et de I’oxygéne jusqu’a son
utilisation (Mebarki, 2010 ; Abdelli, 2017).

Figure 11 : Extraction de I'huile essentielle de Thymus vulgaris par hydrodistillation (photo
personnelle)

11-1.6 Calcul du rendement de I’huile essentielle
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel végétal utilisé, il est exprimé en pourcentage et calculé par la

méthode suivante (Afnor, 2000).
11
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RHE = M’/M. (100)
RHE : rendement en huiles essentielles.

M’ : masse d’huiles essentielles obtenu en gramme.

M : masse du matériel végétal utilisée en gramme.

11-1.7 Etude de P’activité antimicrobienne

De nombreuses méthodes d’évaluation de l'activité antimicrobienne des huiles
essentielles et des extraits peuvent étre utilisées, qui peuvent parfois donner des résultats
divergents en fonction des conditions expérimentales choisies par chaque opérateur (Suhr et
Nielsen, 2003).

11-1.7.1 Méthode de I’aromatogramme (Technique de Vincent)

Dans la présente étude, la méthode de diffusion sur agar a été utilisée pour mettre en
évidence I’activité des extraits. Une méthode basée sur le principe de l'antibiogramme
(NCCLS, 1997).

A l'aide d'une pince stérile, des disques de papier Wathman stériles de 6mm de diamétre,
contenant 20pL de chaque extrait sont placés sur une gélose nutritive préalablement inoculée
par inondation avec la suspension microbienne de chaque souche. Les boites de Pétri ont été
ensuite fermées et laissées diffuser au réfrigérateur pendant 1h avant d’étre incubées a 37°C
pendant 24h (Yakhlef, 2010).

La mesure du diametre de la zone d'inhibition créée autour de chaque disque permet
d'évaluer l'activité antimicrobienne des extraits. L'importance des diameétres des zones indique
I'effet des extraits sur les souches examinées (Abdelli, 2017). Les essais ont été effectués en

double.

11-1.7.2 Méthode en phase vapeur (Microatmosphére)

Dans le but d’apprécier les propriétés antimicrobiennes de la phase volatile de I’HE cette

méthode a été utilisée, ce qui la distingue de I’aromatogramme réside principalement dans la
position du disque imprégne.
A l'aide d'une pince stérile, des disques de papier Wathman stériles de 6mm de diamétre,
contenant 10puL d’HE sont placés au centre du couvercle de la boite Pétri, renversée pendant la
durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélose préalablement
inoculée par inondation avec la suspension microbienne de chaque souche.

L’incubation et la lecture des résultats ont été menées de la méme maniére que la
premiére méthode (Aromatogramme). La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a

I’étuve a température adéquate 37°C pendant 24 heures. Il se produit alors une évaporation des

12
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substances qui, en contact avec les microorganismes ensemenceés sur la gélose, va inhiber leur

croissance (Boukhatem et al., 2014). Les essais ont été effectués en double.

11-1.8 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette méthode implique I'inoculation d'une série de concentrations décroissantes d'huile
essentielle et d’extraits de Thymus vulgaris a I'aide d'un inoculum standardisé. L'observation de
la gamme post-incubation permet d'atteindre la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui
représente la concentration minimale en huile essentielle et en extraits capable d'empécher la
croissance microbienne (Touhami, 2017).

Une solution mere d’extrait méthanolique et aqueux (d’une concentration finale de 50
mg/ml) est obtenue en bouillon nutritif, puis une série de dilutions de raison géométrique 2 a
été réalisée en prélevant 0,5 ml de chaque tube. La gamme de concentrations finales ainsi
obtenue correspond & 12,5 3,125-0,78-0,195 et 0,048 mg/ml. Un témoin a été également préparé
(BN) pour la comparaison des résultats (Yakhlef, et al., 2011).

En ce qui concerne I’huile essentielle une solution mere d’une concentration finale de
100 pl/ml est obtenue en bouillon nutritif, puis une série de dilutions de raison géométrique 2
est réalisée. La gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a 50-25-12,5-6,25 et
3.125 pl/ml.

11-1.9 Détermination de la concentration minimale bactéricide/fongicide (CMB/CMF)

La CMB/CMF représente la concentration minimale en huile essentielle ou extrait
capable d'éliminer plus de 99,9 % de la population microbienne initiale (ce qui correspond a
moins de 0,01 % de survivants). Elle caractérise I'effet bactéricide ou fongicide d'une huile
essentielle ou d’un extrait (Touhami, 2017).

Le contenu des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé, a servi a ensemencer
la gélose nutritive et ce, par des stries a I’aide d’un écouvillon en commencant par le tube
correspondant & la CMI. La boite de Pétri est ensuite incubée a 37°C pendant 24h. La boite ou

aucune croissance bactérienne/fongique n’est apparue correspond a la CMB/CMF.
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11-2. Résultats et discussion

11-2.1 Résultats de I’extraction

On définit les rendements des extraits comme la proportion entre la quantité de
substances végétales obtenues et la quantité de matiere végétale exploitée. Les rendements
obtenus dans cette étude sont présentes sur le diagramme (figure 13).

11-2.1.1 Rendement de I’extraction méthanolique et aqueuse
Le rendement obtenu en extrait méthanolique des feuilles seches du T. vulgaris était de
24,38%, tandis que celui de I’extrait aqueux était de 6,36%.

11-2.1.2 Rendement de I’extraction de I’huile essentielle
Une quantité suffisante en HE est récupérée avec un taux de 2,24%, de couleur jaune
pale (Figurel2) et d’une odeur aromatique tres forte.

Figure 12 : Huile essentielle de T.vulgaris récupérée par hydroditillation

Le rendement en pourcentage (%)

u Extrait méthanolique Extrait aqueux Huile essentielle
30,00%
24,38%

25,00%
20,00%
15,00%
10,00% 1 6,36%

5,00% i i 2,24%

0,00% —_— —_— _—

Extrait méthanolique Extrait aqueux Huile essentielle

Figure 13 : Diagramme de rendement d'extraction de T.vulgaris
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Le genre Thymus est réputé pour son taux élevé en huile essentielle par rapport a de
nombreuses autres plantes. En effet, une étude réalisée en 2017 par Abdelli, a permis d’obtenir
des rendements moyens en huiles essentielles a partir des feuilles seches de T. vulgaris de
Tlemcen et de Mostaganem atteignant respectivement 4,2 et 2,2%, ce qui est identique a nos
résultat (avec le thym de Mostaganem 2.2%). Une autre étude realisée par Brada et al., (2009)
sur I’espece provenant de Chlef située au nord-ouest de I’Algérie, a montré également un
rendement trés proche du notre et qui est de 1’ordre de 2,6%. D’autre part, des résultats
inférieurs ont été obtenus par T. vulgaris récoltée au nord du pays et plus exactement, a Blida
et Boumerdes correspondant a des taux respectifs de 1,58% (Bouguerra et al., 2017) et 1,1%
(Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015). En dehors de 1’ Algérie, Badi et al., (2004) ont observé
une production supérieure d'huile essentielle pour le thym de Jordanie, atteignant 5,40%. Alors
que des taux plus bas ont été observés en Iran (1,87%) (Kazemi et al., 2012), au Mexique
(1,7%) (Soto-Medivil et al., 2006), au Maroc (1,0%) (Imelouane et al., 2009 ; El-Akhal et
al., 2015) et en Inde (0,3%) (Syamasundar et al., 2008).

En étant primordiale en termes de rendement et de qualité de 1’huile essentielle le choix
de la période de récolte définit les variations du rendement des huiles essentielles. D’autres
facteurs peuvent également avoir un impact tels que la zone géographique de collecte, le climat,
la génétique de la plante, I’organe utilisé, le stade de développement, le degré de fraicheur, la
période de séchage, la méthode ainsi que le matériel d’extraction utilisés (Benbouali, 2006 ;

Touré, 2015 ; Abdelli, 2017).

11-2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne

Le présent travail s’intéresse a 1’étude de 1’effet antimicrobien des extraits (Aq et Mq)
et de I’HE d’une plante médicinale, il s’agit du thym (Thymus vulgaris), vis-a-vis de sept
espéces bactériennes et une levure.

L'activité antimicrobienne se manifeste par I’apparition d'une zone d'inhibition autour
du disque de papier imbibé des extraits examinés. La zone d'inhibition varie d'une bactérie a
I'autre ainsi que d'un extrait a un autre.

D'aprés Ponce et al., (2003) ainsi que Moreira et al., (2005), la sensibilité des micro-

organismes est determinée par le diametre des halos d'inhibition de la maniére suivante :

- Non sensible (-) pour les diametres inférieurs a 8 mm
- Sensible (+) pour les diametres variant de 9 a 14 mm
- Tres sensible (++) pour les diamétres allant de 15 a 19 mm

- Extrémement sensible (+++) pour les diamétres supérieurs a 20 mm.
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11-2.2.1 Extrait méthanolique et aqueux de T. vulgaris

Les résultats obtenus concernant I’activité antimicrobienne des extraits (Aq et Mq) du

Thym par la méthode de diffusion sur gélose sont montrés dans la figure 14.

"% |

7

Staphylococcus aureus Escherichia coli Bacillus subtilis Enterococcus feacalis

Figure 14 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits de Thymus vulgaris

Les résultats du test de l'activité antimicrobienne de Thymus vulgaris sur les souches

pathogenes testées sont présentés dans le Tableau I11 ci-dessous.

Tableau I11 : Les valeurs des diametres des zones d'inhibition des extraits de T. vulgaris

Les microorganismes

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

cibles
Extrait méthanolique Extrait aqueux

Candida albicans 18 0
ATCC10231

Bacillus subtilis ATCC6633 0 0
Staphylococcus aureus 25 0
ATCC25923

Enterococcus feacalis ATCC 17 0
49532

Escherichia coli 14 0
Pseudomonas aeruginosa 25 10
Klebsiella sp. 20 14
Serratia sp. 18 18

L’extrait méthanolique a montré une activité envers toutes les souches pathogénes

testées a I’exception de B. subtilis ATCC6633, tandis que I’extrait aqueux posséde une activité

antibactérienne vis-a-vis de trois souches seulement (Klebsiella sp.  Serratia sp. et

Pseudomonas aeruginosa).

16



Chapitre 1l - Partie Expérimentale

Les résultats du tableau 111 montrent que les valeurs des zones d’inhibition pour 1’extrait
méthanolique du T. vulgaris varient de 14mm a 25mm et exerce un effet antibactérien tres
accentué sur la souche de référence S. aureus ATCC25923 et sur la souche clinique P.
aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de 25mm. Alors qu’E. coli est la plus résistante avec
un diamétre d’inhibition de 14mm suivi d’E. feacalis ATCC49532, Serratia sp. et Klebsiella
sp. avec des diamétres d’inhibition de 17mm, 18mm et 20mm respectivement.

D’autre part I’extrait aqueux semble inactif contre B. subtilis ATCC6633, S. aureus
ATCC25923, E. faecalis ATCC49532 et E. coli, et montrent une activité vis-a-vis de P.
aeruginosa et Klebsiella sp. avec des diamétres d’inhibition de 10mm, 14mm respectivement,
on note également que Serratia sp. montre le méme diamétre d’inhibition de 18mm pour les
deux extraits méthanolique et aqueux.

En ce qui concerne la levure C.albicans ATCC10231 une zone d’inhibition de 18mm a
été notée pour I’extrait méthanolique et aucun effet antimicrobien n’a été observé pour 1’extrait
agqueux.

Par ailleurs, nous avons comparé nos résultats obtenus des deux extraits Mq et Aq de T.
vulgaris avec ceux d’Essawi et Srour (2000), ces deux chercheurs ont enregistré une forte
activité par rapport a nos résultats concernant I’extrait Aq : S. aureus ATCC25923 (27.5mm).
Yakhlef et al., (2011) ont également trouvé des diameétres d’inhibition beaucoup plus élevés de
31.2mm jusqu’a 34mm avec 1’extrait méthanolique. Cela est peut-étre dd au fait que nous avons
utilisé des méthodes d’extraction différentes.

La souche S. aureus ATCC25923 Gram-positif, présente une sensibilité accrue par
rapport aux autres souches bactériennes testées a Gram-négatif. Il n'est pas étonnant que ces
bactéries soient résistantes, en réalité, elles possedent une résistance naturelle aux agents
biocides liee a la composition de leurs membranes externes. Ces dernieres, constituées de
lipopolysaccharides, formant une barriere étanche aux composés hydrophobes (Yakhlef et al.,
2011). Malgré cela P. aeruginosa (Gram-négatif) montre une forte sensibilité tout comme
S.aureus ATCC25923. Ces résultats indiquent clairement que la susceptibilité des bactéries
n’est toujours pas liée au Gram, mais a plusieurs parametres tels que ; le type de micro-
organismes ciblés, la méthode d'évaluation de l'activité, le type et la concentration de I'extrait,
la nature et la structure des molécules bioactives (Hammoudi, 2015).

Les extraits aqueux et méethanoliques issus de la méme plante ont montré des activités
différentes. Il n’existe pas de reégle générale a ce sujet, mais dans la plupart des cas, les extraits
organiques présentent une activité égale ou supérieure a celle des extraits aqueux (Essawi et
Srour 2000).
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L'action antimicrobienne des extraits végétaux est attribuée aux divers composés
chimiques contenus dans ces derniers. Ainsi, les fluctuations dans I'activité antimicrobienne des
extraits peuvent étre expliquées par la variation de leur composition chimique. La performance
optimale d'un extrait pourrait ne pas étre attribuée a un ingrédient actif majeur, mais plutét a

I'effet combiné (synergie) de divers composants qui composent cet extrait (Essawi et Srour,
2000).

11-2.2.2 Huile essentielle de T. vulgaris

Les résultats obtenus concernant 1’activité antimicrobienne de I’'HE de T. vulgaris par

la méthode de microatmosphére sont montrés dans la figure 15.

Staphylococcus aureus Escherichia coli Bacillus subtilis Enterrococcus feacalis

Figure 15 : Résultats de 1’activité antimicrobienne de I'HE de T.vulgaris

Les résultats du test d'activité antimicrobienne exprimée par le diametre de la zone
d'inhibition de I’HE de Thymus vulgaris sur des souches pathogenes testées, sont représentés
dans le Tableau IV.

Tableau 1V : Les valeurs des diameétres des zones d'inhibition de I'HE de T.vulgaris

Les microorganismes cibles Diamétre des zones d’inhibition (mm)
Candida albicans ATCC10231 30
Bacillus subtilis ATCC6633 10
Staphylococcus aureus ATCC25923 15
Enterococcus feacalis ATCC49532 0
Escherichia coli 10
Pseudomonas aeruginosa 0
Klebsiella sp. 10
Serratia sp. 15
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L’huile essentielle de T. vulgaris représente une activité antimicrobienne intéressante
vis-a-vis des bactéries et la levure C. albicans ATCC10231 testées sauf vis-a-vis d’E. feacalis
ATCC49532 et de P. aeruginosa, qui peut étre lié a leur grande capacité a développer des
résistances vis-a-vis de nombreuses substances anti microbiennes d’ou leur implication
fréquente dans les infections hospitalieres (Mann et al., 2000). De nombreux auteurs
mentionnent la sensibilité réduite des souches de P. aeruginosa a I'huile essentielle de T.
vulgaris (Thuille et al., 2003 ; Bouhdid et al., 2006). Par comparaison entre les souches
pathogeénes, les bactéries les moins sensibles sont B. subtilis ATCC6633, E. coli et Klebsiella
sp. avec un diamétre d’inhibition de 10mm suivis de S. aureus ATCC25923 et Serratia sp. avec
un diamétre de 15mm, dans le cas de la levure C. albicans ATCC10231, les résultats sont
intéressants car on a noté la plus grande zone d’inhibition avec un diameétre de 30mm.

Nous constatons gu'il existe une nette différence entre nos résultats et ceux trouvés dans
la littérature, malgreé I'utilisation de la méme espéce végétale. Selon le travail de Boruga et al.,
(2014) et ayant utilisé la méthode de 1’aromatogramme et une quantité de 10uL de I’HE de
T.vulgaris, les diamétres des zones d’inhibition obtenus sur E. coli ATCC25922, P. aeruginosa
ATCC27853 et C. albicans ont été respectivement de 30.67mm, 14mm et 25.74mm, ces
résultats sont plus ou moins semblables aux notres en ce qui concerne la levure. Lalami et al.,
(2013) a montré qu’avec un volume de 1.5uL d’HE, E.coli et S.aureus ont toutes les deux un
diamétre de 9.2mm. Tandis que Boukhatem et al., (2014) a utilisé la méthode de phase en
vapeur en utilisant un disque de 9mm imbibé d’une concentration en HE de 20uL ce qui lui a
permis de détecter des zones d’inhibition beaucoup plus élevées par rapport aux notres ; chez
E. coli 40mm, Serratia sp. 50mm et S. aureus 53mm et des résultats semblables concernant
Klebsiella sp. avec un diamétre de 11mm et P. aeruginosa qui s’est avérer résistante.

L’HE de T. vulgaris témoigne d’une activité antibactérienne importante sur les bactéries
a Gram+ comme sur les bactéries & Gram- (Cheurfa et al., 2013). L’effet antimicrobien des
HEs est attribué a la présence majoritaire de phénols tels que le thymol et le carvacrol dans
I’huile essentielle du thym (Valero et al., 2006 ; Kaloustian et al., 2008). Plus les teneurs en
phénols sont élevées, plus les HEs sont efficaces (Zhiri, 2006 ; Mebarki, 2010). Cependant,
les phénols ne sont pas les seuls responsables de I’intégralité de cette activité. L’ensemble de la
composition chimique de I’HE doit étre pris en considération, car les compos€s minoritaires
peuvent renforcer I’action des composés majoritaires par synergie (Burt, 2004 ; Yakhlef et al.,
2011 ; Bassolé et Juliani, 2012 ; Borugi et al., 2014). De méme, Lahlou (2004) a démontré
que les huiles essentielles sont plus efficaces sur le plan antimicrobien que leurs composés

majoritaires lorsqu’ils sont évalués individuellement. En effet, I’efficacité optimale d’un extrait
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peut ne pas €tre due a un constituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de
différents composés a 1’origine de cet extrait (Essawi et Srour, 2000).

De plus, certaines recherches ont démontré que les bactéries & Gram négatif semblent
étre plus résistantes aux HEs que les bactéries a Gram positif en raison de la composition de
leur membrane externe (Mebarki, 2010), Ainsi, la membrane externe des bactéries Gram
négatif contient plus de lipopolysaccharides et de protéines que celle des bactéries Gram positif,
ce qui la rend plus hydrophile et empéche I'adhésion des terpenes hydrophobes.

Toutefois, quelques exceptions existent. Des études ont décrit les bactéries Gram négatif
comme Aeromonas hydrophila (Wan et al., 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et
al., 2005) comme particuliérement sensibles aux huiles essentielles. Cependant, certaines
recherches ont démontré que les bactéries Gram positif pourraient étre plus résistantes aux
huiles essentielles par rapport aux bactéries Gram négatif (Marzouk et al., 2006 ; Lakhdar,
2015). Alors que nos résultats (tableau V) démontrent clairement la sensibilité des bactéries
Gram négatif aussi bien que les bactéries Gram positif.

En somme, la susceptibilité des bactéries semble en réalité indépendante du Gram
(Sokmen et al., 2004 ; Bekhechi et al., 2008), et peut dépendre plutbt des huiles essentielles
utilisées (Prabuseeninivasan et al., 2006). Ceci confirme les conclusions de Cushnie et al.,
(2003) qui affirme que chaque composé agit différemment sur les microorganismes. C'est-a-
dire, qu'un composé peut avoir une action tres importante sur un microorganisme et une action

moindre, voire méme nulle sur un autre.

11-2.3 Résultats de la détermination de la CMI et de la CMB
11-2.3.1 Extrait méthanolique

La détermination des paramétres antimicrobiens (CMI et CMB) de I’extrait Mq de T.
vulgaris a été effectuée seulement sur les microorganismes ayant présenté une sensibilité par le

test d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau V et représentés sur

les figures 16 et 17.

Figure 16 : Résultats de la détermination de la CMI de I'extrait méthanolique de T.vulgaris
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Figure 17 : Résultats de la détermination de la CMB de I'extrait méthanolique de T.vulgaris

Nous remarquons que I'extrait Mg du thym a exercé une grande activité contre 4 souches
parmi les 7 souches microbiennes testées (tableau V). Les valeurs ont été obtenues a une gamme
allant de 0,195 a 3,125 mg/ml pour la CMI et de 12,5 mg/ml pour la CMB et la CMF.

Tableau VI : Valeurs des parametres antimicrobiens de I'extrait Mq de T.vulgaris exprimées

en mg/ml
Les Extrait méthanolique (mg/ml)

Microorganismes CMI CMB CMB/CMI Activité
E. feacalis ATCC 0,78 12,5 16 Bactériostatique
49532
S. aureus ATTC 0,78 12,5 16 Bactériostatique
25923
P.aeruginosa 3,125 12,5 4 Bactéricide
E. coli - - - -
Serratia sp. - - - -
Klebsiella sp. - - - -

CMI CMF CMF/CMI Activité
C.albicans ATCC 0,195 12,5 64 Fongistatique
10231

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; CMF : Concentration
Minimale Fongicide

En comparant nos résultats avec ceux de Yakhlef et al., (2011) qui ont utilisé une
gamme de concentrations d’extrait Mq de 0,5-0,25-0,125-0,0625-0,0312% pg/ml, on constate
qu’il a obtenus des résultats négatifs en ce qui concerne S. aureus ATCC25923, E. coli et C.
albicans ATCC10231 et cela correspond a ce que nous avons concernant E. coli. Tandis qu’on
a obtenu une activité inhibitrice a partir d’une concentration de 0,78 et 0,195 mg/ml pour S.
aureus ATCC25923 et C. albicans ATCC10231 respectivement.
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Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activitt CMB/CMI ou CMF/CMI d’une

substance antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniére est qualifiée de substance
bactéricide ou fongicide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique ou
fongistatique. En se référant aux résultats obtenus dans le tableau V, nous avons relevé que
I’extrait Mq de T. vulgaris, est bactériostatique envers E. feacalis ATCC49532 et S. aureus
ATCC25923 ou le rapport CMB/CMI est de 16 (>4), fongistatique pour C.albicans
ATCC10231 ou le rapport CMF/CMI est de 64 (>4), tandis qu’il exerce une activité bactéricide
vis-a-vis P.aerugiosa ou le rapport CMB/CMI est égale a 4.

D’apres Yakhlef (2010), les extraits étudiés presentent une teneur relativement élevée
en flavonoides. Il est ainsi raisonnable de supposer que I’activité antimicrobienne observée

résulte, du moins en partie, a la présence de ces composés bioactifs.

11-2.3.2 Extrait aqueux
La détermination de la CMI de I’extrait Aq de T. vulgaris a été effectuée seulement sur
les microorganismes ayant présenté une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats

obtenus sont représentés sur la figure 18.

Figure 18 : Résultats de la détermination de la CMI de I'extrait aqueux de T.vulgaris

Aucune activité antibactérienne n’a €t€ observée pour ’extrait aqueux. Ce résultat
pourrait étre attribué aux concentrations trop faibles des dilutions, qui seraient insuffisantes
pour exercer un effet inhibiteur sur les souches bactériennes testées.
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11-2.3.3 L’huile essentielle

La détermination des parametres antimicrobiens (CMI, CMB et CMF) de I’huile
essentielle de T. vulgaris n’a été réalisée que sur les microorganismes ayant montré une
sensibilité au test de microatmosphere. Les résultats sont synthétises dans le tableau VI et

illustrés dans les figures 19 et 20.

Figure 19 : Résultats de la détermination de la CMI de I'HE de T.vulgaris

D’apres les résultats obtenus, nous constatant que I’HE de T.vulgaris présente une
grande activité inhibitrice contre 6 souches parmi les 8 souches microbiennes testées (tableau
VI). Les valeurs ont été obtenues a une gamme de concentrations allant de 3,125 a 25 pl/ml
pour la CMI et de 25 pl/ml pour la CMB et la CMF.
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Figure 20 : Résultats de la détermination de la CMB de I'HE de T.vulgaris

Tableau VII : Valeurs des parameétres antimicrobiens de I'huile essentielle de T.vulgaris

exprimées en pl/mi

Les L’huile essentielle (ul/ml)

microorganismes CMI CMB CMB/CMI Activité

B. subtilis ATCC 25 25 1 Bactéricide

6633

S. aureus ATCC 25 25 1 Bactéricide

25923

E. coli 25 25 1 Bactéricide

Klebsiella sp. 25 25 1 Bactéricide

Serratia sp. 25 25 1 Bactéricide
CMI CMF CMF/CMI Activité

C.albicans ATCC 3.125 25 8 Fongistatique

10231

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; CMF : Concentration

Minimale Fongicide
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Les résultats du tableau VIII montrent que I’HE de T. vulgaris exerce une activité
bactéricide vis-a-vis de toutes les souches testées (CMB/CMI=1<4) et fongistatique contre la
levure C. albicans ATCC10231 (CMF/CMB = 8>4) ce qui montre que I’HE manifeste le méme
effet antibactérien que ce soit sur les bactéries a Gram positif ou bien les bactéries a Gram
négatif.

En se référant aux résultats obtenus par Abdelli (2017) avec une gamme de
concentrations d’HE de 0,0781 & 10 pl/ml (v/v), il parait que I’HE de T. vulgaris de Tlemcen
et celle de Mostaganem entrainent une activité bactéricide contre B. subtilis et E. coli ce qui
corrobore avec nos résultats. Or, une activité fongicide contre C. albicans a été remarquée.

Plusieurs études ont montré que la majorité des HEs évaluées pour leurs propriétés
antimicrobiennes exercent une action plus marquée sur les souches a Gram positif que sur celles
a Gram négatif (Kalemba et Kunicka, 2003; Trombetta et al., 2005). Cette différence
d’efficacité s’explique par les caractéristiques structurales distinctes des parois cellulaires, en
effet la membrane externe riche en lipopolysaccharides forme une barriere de perméabilité
hydrophile qui limite la diffusion des composés hydrophobes, tels que ceux contenus dans les
huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985 ; Trombetta et al., 2005). Néanmoins, certaines
recherches ne mettent en évidence aucune sélectivité antimicrobienne marquée entre les
bactéries a Gram positif et celles a Gram négatif (Guesmi et Boudabous, 2006).

L'action antimicrobienne de T. vulgaris pourrait étre due a sa forte concentration en
composés phénoliques, surtout au thymol et au carvacrol, ainsi qu'aux hydrocarbures
terpéniques : y-terpinene, p-cymeéne, a-pinéne et a l'alcool terpénique : linalool qui sont les
composants majeurs. Plusieurs recherches ont clairement prouvé que ces éléments avaient des
caractéristiques antimicrobiennes (Rota et al., 2004 ; Rota et al., 2008 ; Imelouane et al.,
2009 ; Sokovi¢ et al., 2009 ; Sienkiewicz et al., 2012). L'action des huiles essentielles sur les
cellules bactériennes n'est pas clairement définie (Burt, 2004). En outre, des composés
minoritaires dans I'huile essentielle, pourrait aussi contribuer a I'activité antimicrobienne par
synergie avec les composés principaux (Burt, 2004 ; Boruga et al., 2014).

Le mode d’action de la majorité des composés semble reposer sur leurs propriétés
lipophiles, qui leur permettent d’altérer la permeabilité de la membrane cytoplasmique des
cellules bactériennes. C’est notamment le cas du thymol, du myrcéne, du limonéne et du p-
phellandréne (Cowan, 1999 ; Filipowicz et al., 2003 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Gomez-
Estaca et al., 2010). Ces composés sont également capables de désactiver des enzymes
essentielles, de perturber le fonctionnement du matériel génétique, ainsi que les processus de
production d’énergie et de synthése des composants structuraux de la cellule (Conner et

Beuchat, 1984 ; Davidson, 2001). Le p-cyméne semble également exercer une action sur la
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membrane cellulaire, mais selon un mécanisme distinct. Il s’accumule en grande quantité dans
la membrane, induisant une expansion des phospholipides et augmentant ainsi les espaces
intermoléculaires, ce qui facilite les fuites d’ions (Ultee et al., 2002).

Des études ont prouve que I'huile essentielle de T. vulgaris a la capacité d'empécher la
prolifération de diverses souches fongiques telles que Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus, Saprolegnia et Zygorhynchus. Cette huile pourrait renforcer I'action
antifongique de I'amphotéricine B contre C. albicans (Giordani et al., 2004 ; Pina-Vaz et al.,
2004).

L'activité antifongique des composés aromatiques est associée a la présence de phénols
(eugeénol, thymol, isoeugénol, p-n-propylphénol et chavicol 4-allyl-2-6-diméthoxyphénol) qui
sont les plus puissants, suivis par les alcools, les aldéhydes (cinnamique et hydrocinnamique),
les lactones sesquiterpéniques, les cétones, les éthers et les hydrocarbures (Ultee et al., 2002 ;
Zhiri, 2006). Selon des recherches, l'existence de groupements alkyles dans le noyau
benzénique des phénols renforce leur effet antifongique (Kurita et al., 1981 ; Koci¢Tanackov
et Dimi¢, 2013).

Les huiles essentielles ont généralement un effet sur la biomasse et la production de
pseudomycélium chez les levures, tout en inhibant la germination des spores, lI'allongement du
mycelium et la toxicogénese chez les moisissures (Hulin et al., 1998). Deux mécanismes
distincts peuvent expliquer I'action antifongique des huiles essentielles ; certains composants
peuvent déclencher une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique qui
conduira a sa rupture, entrainant ainsi une fuite d'électrolytes et un épuisement d'acides aminés
et de sucres, tandis que d'autres peuvent s'intégrer aux lipides membranaires, provoquant ainsi

une perte des fonctions membranaires (Suppakul et al., 2003).
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Conclusion

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

Les extraits obtenus par macération et hydrodistillation ont présenté des rendements variables.
Tous les extraits ont montré un effet au moins sur une des souches microbiennes testées. On
remarque aussi que la plante Thymus vulgaris posséde des propriétés antimicrobiennes tres
appréciées, ce qui justifie son utilisation en meédecine traditionnelle comme remeéde

antibactérien.

La mise en évidence de I'activité antimicrobienne par la méthode de I'aromatogramme
a montré un effet notable des extraits de T. vulgaris sur la majorité des souches testées, a
I’exception de Bacillus subtilis ATCC6633, qui s’est révélée résistante. Les extraits ont généré
des zones d’inhibition de tailles wvariables selon la souche. Par ailleurs, 1’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle, évaluée par la méthode de microatmospheére, a révélé
une forte inhibition de la levure Candida albicans ATCC10231, tandis que Enterococcus
faecalis ATCC49532 et Pseudomonas aeruginosa se sont montrées resistantes. Les autres

souches testées ont présenté une réponse intermédiaire.

La méthode de macrodilution en milieu liquide a permis de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides. L huile essentielle a démontré
une activité bactéricide contre toutes les souches étudiées et une activité fongistatique vis-a-vis
de la levure C. albicans ATCC10231. L’extrait méthanolique, quant a lui, a exercé une activité
fongistatique et bactériostatique contre la levure C. albicans et les souches E. faecalis

ATCC49532, S. aureus ATCC25923, ainsi qu’une activité bactéricide contre P. aeruginosa.

Les résultats de notre étude révelent I’importance et I’efficacité antimicrobienne des
extraits de la plante T. vulgaris. De ce fait, il serait pertinent d’envisager I’isolement et la
purification des molécules bioactives responsables des effets thérapeutiques, afin d’identifier

les composés spécifiques a I’origine de cette activité.
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