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Introduction

Introduction

La propagation accrue du phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques constitue
un probléme de santé important. La prise répétée et massive de ces antibactériens a engendré
une perte trés importante de 1’efficacité des antibiotiques. La recherche de nouveaux agents a
potentiel antibactérien pouvant faire face a ce phénomeéne de résistance s’avere donc plus que

nécessaire et est devenue aujourd“hui une piste tres intéressante (Gormi et Berriche , 2023).

Pour lutter contre ce probléme, les humains utilisent depuis longtemps des éléments de leur
environnement, notamment les plantes. Aujourd'hui encore, malgré les progrés étonnants
réalisés dans les domaines scientifiques Bazzine et Benzaid , (2019 ). Les plantes sont une
vaste source de molécules chimiques complexes utilisées par les humains dans de nombreux

domaines : parfumerie, alimentation, cosmétique et pharmacie (Gormi et Berriche ,2023).

Par ailleurs, Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans la prévention et le
traitement des différentes maladies, soit en utilisant la plante entiére ou ses principes actifs,
tels que les huiles essentielles (HEs) Maalem et rafa , (2020) , En Algérie, les plantes
occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui elle-méme est largement

employée dans divers domaines de la santé (Talhi ez al .,2018).

Les huiles essentielles sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux. Elles
se forment dans un grand nombre de plantes comme produits et métabolismes secondaires.
Les huiles essentielles sont des mélanges liquides de composition chimique trés complexes

(Rehamnia et al ., 2015).

Les huiles essentielles font partie de cette gamme, de produits naturels extraits de plantes
médicinales et aromatiques, qui sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et

antimicrobienne (Lalami et al .,2013).

Parmi les plantes ayant un effet antimicrobien, nous avons choisi une plante sauvage On
I'appelle Thymus hirtus . Le genre Thymus englobe de nombreuses especes et variétés et la
composition chimique de leurs huiles essentielles a été ¢tudiée depuis longtemps. Thymus
hirtus est une espece sauvage de 1’Afrique du Nord. Au Maroc, elle est rencontrée dans le
Moyen Atlas, le Haut Atlas, ’Anti Atlas occidental, le Rif et 1’Oriental (Forét de Béni
Snassen). C’est une plante vivace a entre-nceuds longs de 4 a 7 mm naissant en touffe de la

souche courte et ligneuse Amarti et al., (2009 ). En fait, ils ont été utilisés comme agents
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antimicrobiens, antispasmodiques, astringents, expectorants et conservateurs pour plusieurs

produits alimentaires (Lahlou et al ., 2022).

Nous nous sommes focalisés sur 1’objectif d’évaluer le potentiel antibactérien des huiles
essentielles de 7. Hirtus vis-a-vis de cinq souches bactériennes (référencées) , trois souches

cliniques et deux especes fongiques. dont le manuscrit est structuré en trois chapitres:

e Le premier chapitre est une syntheése bibliographique dans laquelle la plante étudiée
est décrite et des notions de bases sur les huiles essentielles et leurs activités
biologiques sont abordées.

e Le deuxiéme chapitre représente la partie expérimentale ou nous présenterons les
techniques utilisées : Extraction de I’huile essentielle de Thymus par hydrodistillation
, détermination de I’effet antibactérien et antifongique de cette huile essentielle.

e Le troisieme chapitre, présente les résultats issus de cette étude et leur discussion.

e Enfin, nous cloturons ce manuscrit par la conclusion ainsi que les perspectives




Partie

Bibliographique



Chapitre I :

La plante Thymus
hirtus



Chapitre I : La plante Thymus hirtus

1 Définition d’une plante sauvage

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments Ouedraogo et al .,
(2021), 11 est indéniable que les plantes sauvages jouent un role multiple et considérable dans
la vie courante des populations humaines. Elles sont utilisées dans les constructions, la
menuiserie, la médecine traditionnelle, la fabrication des boissons locales, le chauffage, etc
Mosango et Szafranski , (1985). Représentent aussi I'une des principales sources pour

I’alimentation humaine en milieu rural. (Jean-Paul ez al.,2021).

1.1 Présentation de plante « Thymus hirtus »

Le thym thymus hirtus, une plante médicinale et condimentaire spontanée de la famille des
labiées trés répandue en Algérie, largement utilisé pour soigner les infections respiratoires
(rhumes, grippe, angines) ainsi que les problémes d'estomac (dyspepsies, crampes,
flatulences) AMINA et al., (2009), et aussi une importante source d'huiles essentielles,
d'infusion et d'antibiotiques pour I'aromathérapie, la parfumerie et lI'industrie des cosmétiques
et pharmaceutique. Zeghibet al., (2004), possede des propriétés antiseptiques,
antispasmodiques, digestives et antifongiques. Iserin et al ., (2001).Ces propriétés
biologiques et pharmaceutiques du Thym sont en grande partie dues a la présence de
substances actives telles que les flavonoides qui représentent une des plus grandes classes des

produits naturels synthétisés par la plante. (Baba Aissa , 1991)

1.2 Classification scientifique

La classification botanique (Tableau 1), selon Quézel et Santa , ( 1963) est la suivante :

Tableau 2 . La classification botanique de Thymus hirtus

%Régne & Plantae

% Sous-regne «Tracheobionta

& Embranchement %»Magnoliophyta
& Sous-embranchement s Magnoliophytina
#Classe % Magnoliopsida

& Sous-classe & Asteridae

]
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&Ordre «Lamiales
«&Famille & Lamiaceae

% Genre & Thymus
s»Espéce & Thymus hirtus

1.3 Répartition géographique
Le genre Thymus est 1'un des 250 genres Cosentino et al., (1999). Selon Dobet al., (2006), il existe
pres de 350 especes de thym réparties entre 1°Europe, 1°Asie de 1‘ouest et la méditerranée. Cest une
plante trés répandue a 1‘ouest de 1 ‘Afrique du nord (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), elle pousse
¢galement sur les montagnes de 1°Ethiopie et d‘Arabie du sud - ouest en passant par la péninsule du
Sinai en Egypte. On peut la trouver également en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude
menée par Nickavar et al., (2005), environ 110 especes différentes du genre Thymus se concentrent
dans le bassin méditerranéen. C‘est pour cela que 1°‘on peut considérer la région méditerranéenne

comme ¢tant le centre de ce genre (Figure 1).

Figure 1. Distribution géographique de thym dans le monde(Le cercle noir représente la zone de distribution du

genre Thymus dans le monde) (Stahl-Biskup et Saez, 2002)

1.4 Description

Thymus hirtus c'est une espeéce endémique qui dégage une odeur forte et aromatique trés
agréable. Les tiges sont ligneuses et ramifiées. Mokhtari , (2021), qui s'¢éléve a environ vingt
centimetres au-dessus du sol, il pousse de facon spontanée sur les coteaux secs et rocailleux,

ainsi que dans les garrigues (Chikhoune, 2007).
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Les feuilles sont opposées et linéaires, avec une surface verte. De plus, les fleurs ont une
couleur blanc violacé ou rose pourpre, avec la lévre supérieure fendue et la lévre inférieure

divisée en trois lobes (Guesmi et al., 2020).

Cette espece se trouve en plaine, en montagne, dans les zones rocheuses, les garrigues, les

prairies et les buissons (Bellakhdar, 1997)

Figure 2. La plante Thymus hirtus (Lahlou et al., 2022).

1.5 Nomenclature
I1 est probable que le nom Thymus dérive du latin "Thymus", signifiant "parfumé", ou du grec

"Thymos", qui signifie "courage" ou "force" (Stahl-Biskup, 2002).

Une autre source mentionne que les Sumériens et les anciens Egyptiens utilisaient cette
plante, qu'ils appelaient "Tham" Daff, (2012). Aussi en Amazigh, on les appelle Azukni et

Tazuknite, tandis qu'en Arabe, elles sont connues sous le nom de Ziitra (Stahl-Biskup, 2002).

1.6 Utilisation

1.6.1 Médecine traditionnelle

Les feuilles sont utilisées en infusion contre la toux, en décoction pour traiter les maux de
téte, I'hypertension et les gastrites, et en application externe pour leurs propriétés cicatrisantes
et antiseptiques El oualilalami ez al., (2013). 1l est également efficace dans le traitement des
affections respiratoires telles que le rhume, la grippe et 1'angine. De plus, il aide a nettoyer et a

cicatriser les plaies, ainsi qu'a expulser les gaz intestinaux (Moukhtari, 2021)
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1.6.2 Cosmétique
I1 est utilisé pour les problémes de peau tels que la peau grasse, la sciatique, l'acné, la

dermatite, I'eczéma et les piqtlires d'insectes (Daff, 2012 ).

1.6.3 Alimentation
Cette plante aromatique trés parfumée est utilisée dans la cuisine algérienne pour agrémenter
divers plats ; elle est traditionnellement utilisée pour la préparation de tisanes et pour donner

du gott a la viande de volaille en particulier (Kouache , 2019) .

1.6.4 Pharmaceutique
Le genre Thymus hirtus riche en especes médicinales et aromatiques, est I'un des genres bien
connus pour ses propriétés pharmaceutiques. Utilis¢ depuis I'Antiquité comme antimicrobiens

et antiseptiques (Benbelaidez al., 2013) .

1.7 L'activité antibactérienne
L'activité antibactérienne d'extrait des huiles essentielles provenant de Thymus hirtus a été
¢valuée en utilisant la méthode de diffusion par disque sur un milieu de culture solide (Ait

Ouazzou et al., 2012).

Le principe de 1'évaluation de l'activité antimicrobienne d'extrait de Thymus hirtus consiste a
cultiver des micro-organismes sur des milieux solides en présence de disques imprégnés
d'extrait. Si ’extrait avait une activité antibactérienne, on observera des zones d’inhibition

autour du disque (Fattouch et al., 2007).
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2 Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont fabriquées a partir des sucres issus de la photosynthese, par des
cellules spécialisées (ou sécrétrices) situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles
Lardry et Haberkorn, (2007 ).Ils ont des plusieurs applications en médecine traditionnelle,
dans I’aromatisation des aliments et dans 1’industrie pharmaceutique.(El Gendyet al., 2015
).Les huiles essentielles sont les plus étudiées et présentent une grande importance
commerciale Sutour, (2010 ).Aussi ils ont des extraits purs et naturels de la partie

odoriférante des plantes aromatiques ( Lardry et Haberkorn,2007 ).

Les propriétés antimicrobiennes et antioxydants des huiles essentielles ont ét¢ connues depuis

longtemps (El Gendyet al., 2015).

2.1 Definition
Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils, isolés par hydro distillation ou par expression mécanique Kalemba, ( 2003) et

possédent de nombreuses propriétés (Koziol, 2015).

Quant a I'AFNOR (Association francaise de la normalisation), elle définit 1'huile essentielle
comme « des produits obtenus a partir de matiéres premicres végétales par différentes
techniques (par distillation a la vapeur ou par traitement mécanique), suivies de processus

physiques qui séparent I'huile de la phase aqueuse » (Dhifi ez al., 2016).

2.2 Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement liquides et volatiles a température ambiante, les
distinguant ainsi des huiles dites "fixes". La plupart ont la capacité de dévier la lumicre
polarisée. Ces substances sont liposolubles et peuvent se dissoudre dans des solvants

organiques courants, et sont également entrainables a la vapeur d'eau.

Elles ont une faible solubilité¢ dans I'eau Desmares et al ., (2008 ).Leur couleur varie et leur
densité est généralement plus faible que celle de 1'eau. Elles ont un indice de réfraction €levé

(Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

Elles sont composées de molécules ayant un squelette carboné, avec un nombre d'atomes de
carbone variant généralement de 5 a 22 Lakhdar, (2015).Aussi elles sont trés sensibles a la

dégradation (Kfoury, 2015).
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2.3 Lerole des huiles essentielles
Le rdle physiologique des huiles essentielles dans le régne végétal reste encore inconnu

(Guinoiseau, 2010 ).

D'autres travaux montrent que les huiles essentielles jouent un role dans la résistance des
plantes aux insectes, ou bien agir comme des mobilisateurs d'énergie lumineuse et des
régulateurs bénéfiques pour la plante Djibo, (2014 ).Elles peuvent également jouent un role
significatif en tant que modérateurs des réactions d'oxydation intramoléculaires, offrant ainsi

une protection a la plante contre les agents atmosphériques (Martins, 2020 ) .

De plus, les plantes aromatiques utilisent aussi les huiles essentielles pour inhiber la

germination et la croissance d'autres especes végétales a proximité (Bouyahya, 2018 ).

2.4 Meéthode d'extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielle s’est nécessairement une opération complexe et délicate
Boukhatem, (2019). qui vise a obtenir des produits volatils trés fragiles tout en préservant la
qualité des huiles essentielles, sans altération Pierre,( 2016 ).Qui sont extraites de différentes
parties de la plante telles que les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines, les bourgeons, et le

bois (Shaaban et al ., 2012).

Divers procédés d'extraction des huiles essentielles sont utilisés, en fonction du matiére
végétal a traiter, de sa richesse en essence, de sa fragilit¢ aux températures élevées et a

I’action de I’ecau (Tolba , 2017) .

2.4.1 L’hydrodistillation

L'hydrodistillation représente la méthode standard utilisée pour extraire les huiles essentielles
a partir de maticre végétale Triaux , (2019 ).Elle se produit dans un appareil de type
Clevenger Bounab, (2020). Et consiste a immerger la mati¢re premiere dans un bain d’eau et
I’ensemble est port¢ a ¢ébullition, généralement conduite a pression atmosphérique
Boukhatem, (2019). La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques se combinent avec la vapeur
d'eau pour former un mélange azéotropique Lucchesi, (2005). Les vapeurs se condensent
dans un dispositif réfrigérant, permettant ainsi aux huiles essentielles de se séparer de 1'eau en
raison de leur différence de densité Zaibet, (2018).Et qui seront récupérées par décantation

(Chekoual, 2019).




Chapitre I : Généralité sur les huiles essentielles
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Figure3. Appareillage utilise pour I'hydro distillation de I'huile (Zaib et, 2018).

2.4.2 Hydro-diffusion

C'est une Co-distillation descendante, une méthode relativement nouvelle qui implique le
passage de la vapeur d'eau a travers une matrice végétale de haut en bas sous pression réduite
Bousbia, (2011). L’avantage d’étre plus rapide et, par conséquent, moins susceptible de

transformer la qualité des huiles essentielles recueillies (Bounab, 2020).
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Figure 4. Schéma du procédé d’Hydro diffusion (Achour, 2020).
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2.4.3 Entrainement a la vapeur d’eau

Cette méthode a les mémes principes que l'hydro distillation, a ceci prés que le matériel
végétal n'est pas en contact direct avec 1’eau, la génération de vapeur se produit a l'extérieur
de l'alambic de distillation Malti, (2019) . Les composés volatils sont entrainés par la vapeur
d'eau qui traverse le végétal Iazzourane, (2015).Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est ensuite vaporisée par la
chaleur pour former un mélange "eau + huile essentielle" Bessah ,( 2013).Le mélange est
conduit vers le condenseur et l'essencier, ou il est ensuite séparé en une phase aqueuse et une

phase organique contenant I'huile essentielle (Baba-Ahmed , 2018).

Fioure 5 Frarainemient 4 1z vapear d'cay (Baha-adhmed, M018)

2.4.4 Extraction par micro-ondes

Ce procédé offre l'avantage de diminuer significativement la durée de distillation et
d'augmenter le rendement Boukhatem et al, (2019). 11 s'agit d'extraire 1'huile essentielle en
utilisant un rayonnement micro-ondes d'énergie constante et une séquence de mise sous vide

(Bianchini, 1997).

Condenas fomr
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Figure 6. dispositif d’extraction assistée par micro-ondes ( Djarallah, 2020).
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2.4.5 Extraction par le CO2 supercritique

L’originalité de cette technique provient de [I’utilisation de solvants dans leur état
supercritique Fillatre, (2011). Le fluide supercritique le plus utilis¢ est le dioxyde de
carbone. Généralement [’extrait devient insoluble dans le CO2 et précipite au fond de
I’enceinte. Le gaz carbonique est ensuite liquéfié et peut étre a nouveau utilis¢ (Bousbia,

2011).

2.5 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des huiles volatiles et des mélanges complexes de composants.

Bouaoun et al ., (2007), Plus de 60 molécules différentes peuvent entrer dans la composition
chimique d’une huile essentielle. Les composés majoritaires peuvent représenter, a eux seuls,
plus de 85% de I’huile alors que d’autres composés ne sont présents qu’a 1’état de traces.
Senatore, (1996). Les plus couramment représentées sont les terpénoides, en particulier les
monoterpenes (C10) et sesquiterpénes (C15) et les composés aromatiques, mais on y trouve
également des constituants aliphatiques issus de la synthése des acides gras et plus rarement
d’autres composants d’origines diverses (dérivés soufrés, nitriles, thiocyanates...).

(Randrianarivelo , 2010).
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Figure 7. Structure de quelques composés rencontrés dans les huiles essentielles (Gaare et al ., 2013) .
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2.6 Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour leur composition chimique trés variée, ce qui leur
confére de nombreuses activités biologiques. Younes, (2020). Beaucoup d'entre elles, ont des
propriétés, antibactériennes, anti-inflammatoires, antivirales et antiparasitaires ...ect.

(Haddouchi, 2008).

2.6.1 Activité antibactérienne

L'utilisation des huiles essentielles et de leurs composants permet de contrdler efficacement la
propagation des agents bactériens, en inhibant leur croissance et leur reproduction. Certains
de ces huiles ont la capacité¢ de bloquer la croissance de bactéries résistantes et multi

résistantes aux antibiotiques (Guinoiseau, 2010).

2.6.2 Activité anti-inflammatoires
Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’HE ont la propriété de combattre les
inflammations. Un cas exemplaire est celui des huiles essentielles de clou de girofle qui calme

les douleurs dentaires (Fekih , 2014)

2.6.3 Activité Antivirale
Les virus sont extrémement sensibles aux huiles essentielles contenant des phénols et des
monoterpénols, ce qui leur confére la capacité de lutter contre certaines maladies virales,

telles que I'HE de Ravintsara, de Bois de H6 ou de Cannelle de Ceyla.( Mayer, 2012).

2.6.4 Activité antiparasitaire
Les alcools monoterpéniques, les phénols et certains oxydes des huiles essentielles ont une
action anti-parasitaire contre les protozoaires et les métazoaires, tels que les leishmanies et les

vers. (Bezza et al., 2010 De, 2017).

2.6.5 Activité antifongique

Les molécules antifongiques sont également des agents dotés de fortes propriétés
antibactériennes. Cependant, le traitement des infections fongiques demande plus de temps.
Des composés comme les alcools et les lactones sesquiterpéniques peuvent aussi €tre utilisés.
Cette double action, antibactérienne et antifongique, souligne le grand potentiel des huiles
essentielles par rapport aux antibiotiques, qui sont souvent responsables de mycoses lors d'un

traitement anti-infectieux (Desramaux, 2018).
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2.7 Mode d’action des huiles essentielles

Les huiles essentielles et leurs constituants ont des mécanismes d’action variés et trés ciblés
Bouyahya et al., (2018), il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire Toure
, (2015) . Elles peuvent induire la coagulation, agir sur la paroi, induire la fuite des ions a
travers la membrane, agir sur des protéines et les acides gras membranaires, et agir sur les

médiateurs du quorum sensing. (Bouyahya et al., 2018). (Figure 8) .
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Figure 8. Mécanismes d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Martins , 2020.)

Certaines huiles essentielles (comme 1’eucalyptus, la camomille, I’armoise et la verveine) ont
le pouvoir d’inhiber la germination des spores de Clostridium botulinum et de Bacillus cereus.
D’autres sont capables d’altérer la pathogénicité des bactéries. Bouhdid et al ., (2012), En
général, les bactéries Gram négative sont plus résistantes que les Gram positive grace a la

structure de leur membrane externe . (E1 Amri ef al.,2014) .

2.8 Domaine d’utilisation des huiles essentielles
Les huiles essentielles peuvent étre utilisées de maniere intéressante dans divers secteurs
Bouchikhi, (2011), et leur popularit¢ a considérablement augmenté ces derniéres années,

(Balandrin et al., 1985.).

Les industries de parfum, de produits cosmétiques et pharmaceutiques ont connu un essor
considérable de leur utilisation. Mouas et al., (2017). Elles sont commercialisées et
présentent un grand intérét en pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique comme par exemple :
Thymus vulgaris (Thym), Saturejamontana (Sariette)., analgésique, antispasmodique,
apéritif, antidiabétique ..., en alimentation par leur activité anti-oxydante et leur effet

aromatisant, dans différents produits (café, thé, tabac, vin, yaourt, plats cuisinés),, en
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parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante Ouis, (2015 ) ; Randrianarivelo ,
(2010) en agroalimentaires utilisés comme conservateurs et agents aromatisants alimentaires

(Bouchikhi,2011).
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Matériel et Méthodes

Objectif de I’étude

Cette étude a pour ’objectif d’extraction de I'huile essentielle d'une plante sauvage : Thymus
hirtus et la détermination du rendement en huile essenticlle, 1'évaluation de [I’ctivité
antibactérienne et antifongique de I’huile.

La partie expérimental e a été réalisée aux laboratoires du hall technologique, de I’Université
Abbés Laghrour — Khenchela, elle comprend toutes les méthodes et les expérimentations a
savoir I’extraction de I’huile essentielle et 1’étude de 1’activité antibactérienne et antifongique
par méthode de diffusion sur disque et la technique de microdilution pour déterminer la

concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).

1 Préparation du matériel végétal

1.1 Collecte de la plante

La plante est récoltée au niveau de la région de Bouilef a Batna a I’est de 1’ Algérie (Figure 9)
(durant la période de floraison en Octobre-Novembre 2023. Seule la partie aérienne a été
retenue (tige, feuille et fleurs).

1.2 Séchage et conservation

Le matériel végétal, fraichement récolté, a été débarrassé des mauvaises herbes, séché a
I’ombre dans un milieu aéré, loin de toute pollution et a I’abri de la lumiére pendant quinze
jours (jusqu’a 1’obtention d’un poids constant), puis coupé en petits morceaux et broyé.
Ensuite, il a été conservé dans des sacs en papier afin d’éviter toute rétention d’humidité pour

une extraction ultérieure de I’huile essentielle (Figure 10).

L e

Figure 9. Carte géographique de la Wilaya de Batna
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Figure 10 . Préparation du matériel végétal .

2 Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de I’huile essentielle a partir de la partie aérienne de 1’espece Thymys hirtus a été

réalisée par la méthode d hydrodisnllanon dans un dizpositif de tvpe Clevenger (Figure 11).
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2.1 Conditions opératoires d'hydrodistillation

Le Clevenger se compose de quatre parties principales :

- Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la mati¢re végétale et 'eau distillée.

- La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase vapeur.
- Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs chargées d’huile essentielle.

- L’ampoule a décantation, ou I’huile se récupere en deux phases, I’un est la phase organique

(huile essentielle) et 1’autre la phase aqueuse (hydrolat).

3 Rendement en huile essentielle
e Lerendement en HE est défini comme étant le rapport entre le poids d’HE obtenue et
le poids de la biomasse du matériel végétal a traiter.

e Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

RHE = (MHE / MPE) x 100

¢ RHE : rendement en huile essentielle (%)
*¢ MHE : masse d’huile essentielle obtenue (g)

% MPE : masse de la plante séche traitée (g)

4 Etude de Pactivité antibactérienne

4.1 Les souches bactériennes

Les souches bactériennes destinées aux tests antibactériens sont des souches cliniques

(3 souches) et 5 souches de référence de Gram positif et négatif (Tableau2 ). Elles nous ont
¢té aimablement fournies par le service de bactériologie d’un laboratoire d’analyses

médicales. Le choix des souches est bas¢ sur leur implication en pathologie humaines.
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Gram

Tableau 2. Liste des souches bactériennes testées.

L’espéce

bactérienne
Escherichia coli ATCC
25922

Escherichia coli

clinique

Klebsiella ATCC
pneumoniae 700603

Klebsiella

pneumoniae

clinique

Pseudomonas ATCC
aeruginosa 27853

Proteus

sp clinique
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Gram  Staphylococcus  ATCC
+ aureus 27923

Bacillus cereus ATCC
11778

4.2 Préparation des milieux de culture
Tableau 3. Les milieux de culture utilisée

Milieu Application

Gélose nutritive (GN) Repiquage des souches
bactériennes
Gélose Muller Hinton (MH) Aromatogramme
Bouillon Mueller Hinton Détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI) et la concentration minimale

bactéricide (CMB).

Chapman :(Staphylococcus aureus) = Confirmation de I’identification des souches
Hektoen : (E.coli) testées

Citrimide :(Pseudomonas

aeruginosa)

PDA L’activité antifongique

8
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4.2.1 Préparation de la gélose Mueller-Hinton (MH)
Dissoudre 19g de la gélose Muller-Hinton dans un 500 ml d’eau distillée. Faire bouillir

Avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et

Finalement couler le milieu dans les boites de Pétrie et conserver ces boites au réfrigérateur a
2-8 °C.
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Fizuie 15 Ta propucatien de T wélee rulritive (k)

4.2.3  Préparation de bouillon MHA

Cm g pesé 4 arammes de milien (MH) deshydeats pour 300 ml d'cau distllée of e chaoffer i
ébulliven powr dissoudre compléement le milicu 4 Paide un agtatear chaallanl. Une o
que Lo mélange est homogéne, on T'a siéelizé 4 Taukelave 4 wne rcmpératare de 1310
pendant 200 minyees, puis on g laisse refioidir, Aprés avair alteing une tempéramime mesrieurs

a 60°C, le bouillon MH a été coulé dans des boites pétri.

4.2.4 Préparation de milieu PDA

¢ On pése 42 grammes de poudre PDA dans 1litre d'eau distillée

au réfrigérateur a 2-8 °C

4.2.5 Préparation de I’eau physiologique

On a pes¢ 2.7 grammes de poudre (NaCl) et on la mise dans 0,3 litre d’eau distillée, puis on a
homogénéisé et on a chauffé le mélange sous agitation, on a réparti le mélange en tubes ou
flacons stériles, ensuite on a stérilisé¢ les tubes a l'autoclave a 121°C pendant 20 minutes ,

laissant refroidir puis conserver au réfrigérateur a 2-8 °C

¢ Puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C

* On dissout la poudre dans le diluant a l'aide d'un agitateur

¢ Laisser refroidir, puis couler le milieu dans les boites de Pétrie et conserver ces boites
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Figare 11, Présacation < cm physinlaeigne

1.2 Bopwnagn idog somebes baveaennes
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a 37°C pendant 24 heures (Figure 15).
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Fl‘gure 5. Repiquage des souches bacteriennes testées

4.4 Préparation de la suspension bactérienne

Apres une incubation a une température de 37°C pendant 24h.

A T’aide d’une anse de platine stérile et a partir des cultures jeunes précédemment préparées,
on a prélevé des colonies bien isolées, Puis on les a déchargé dans des tubes a essai contenant
10 ml de I’eau physiologique et on a homogénéisé¢ a 1’aide d’un vortex, la suspension

bactérienne pour avoir une densité équivalente a 0,5 Mc Ferland.

Figure 16. Préparation de la suspension bactérienne.
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Figure 17. Les huit suspensions bactériennes préparées.
4.5 Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir de papier wattman, avec un diamétre de 6mm. Ensuite ils

sont mis dans un tube eppendorf, et stérilis¢s a 1'autoclave pendant 20 mn a 120°C.

Figure 18. Préparation des disques.
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5  Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet antibactérien en milieu
solide dans une boite de pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le micro-
organisme cible. L activité antibactérienne sur la bactérie est estimée par la mesure de la zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre la souche sera qualifiée de sensible, trés sensible,

extrémement sensible ou résistante Bouyahya et al ., (2017).

5.1 L'ensemencement

L’ensemencement est réalis¢ par écouvillonnage sur boites de Pétri contenants un milieu
Mueller Hinton, un écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en
pressant fermement sur la paroi interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalit¢ de la
surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée trois fois en tournant
la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter 1'écouvillon sur lui-méme et passant
sur la périphérie de la gélose (Figure 19).

NB: dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger I'écouvillon

a chague fins.

Flome 19 Taacehninue d'znzcmenzcmen par secoe il nnnage,

5.2 Dépot de disque

Apres, on a laissé les boites a une température ambiante pendant 15 minutes. Ensuite a I’aide
d’une pince stérile on a déposé au centre de chaque moiti¢ de la boite pétri un disque stérile
de papier filtre et sur lequel on ajouté 10 pl de I’huile essentielle a 1’aide d’une micropipette.
L’opération est effectuée pour chaque souche bactérienne (Figure 20). Les boites de pétri
sont laissé encore 45 minutes pour une pré-diffusion. L’incubation est effectuée a 37°C
pendant 24 heures.

La lecture se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une régle

graduée en millimetre (mm).
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Figure 20. Dépot des disques.

6 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de fagon générale est la plus faible concentration
d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18
a 24 heures.

La méthode de microdilution

Dans notre cas, nous avons effectué¢ I’expérimentation dans une microplaque de 96 puits, on a
commencé par diluer I’huile essentielle (20 ul) dans 320 ul d’eau distillée et 60 pl de tween
80 pour avoir la premicre concentration C1 (400 pl), cette concentration est préparée dans un
eppendorf stérile, puis on a procédé a la préparation d’une série de dilution par prélévement a
chaque fois d’un volume de 200 pl d’une concentration que 1’on ajoute au méme volume

d’eaux distillée (Figure 21)
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20 pl ’HE 60 pl de tween 80 320 pl d’eau distillée

C1:20 pl d’HE + 60 pl de
tween 80 + 320 pl d’eau
distillée

O (g (Vo

Figure 21. Préparation des concentrations

Une fois ces concentrations sont obtenues, on a ajouté dans chaque puits 20ul de chaque
concentration d’huile essentielle, 70 pl de bouillon MH et 10 pl de la suspension bactérienne

avec 2 répétions
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Vigpre 22, Prépuraiien des dilwliowns daoes ez puils.
Un témoin négatif a été préparé avec 60 pl de tween 80, 20 pl de la suspension bactérienne et
320 d’eau distillée.
Aprés une incubation a 37 °C pendant 24h, on ajoute a chaque puits 1 ou 2 gouttes
d’indicateur coloré¢, le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride (TTC), une deuxiéme incubation a

été effectuée pendant 2 h.

7 La détermination concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est décrite par Bouzid et al ., (2021), comme
étant la plus faible concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de
I’inoculum microbien initial.

Aprés avoir mis en évidence un effet inhibiteur de notre huile nous avons essayé
d’approfondir I’¢tude de I’effet antimicrobien afin de voir au-dela de cet effet inhibiteur
L’existence d’effet bactéricide. Pour cela nous avons procédé comme suit :

L’ensemble des germes qui n’ont pas enregistré de croissance visible, c'est-a-dire en dessus de
leurs CMI, sont prélevé a 1’aide d’une micropipette, Sul de chaque puits n’ayant pas présenté
de culture bactérienne (apres révélation avec le 2,3, 5-diphenyltetrazolium chloride) et on les
a ensemence sur des boites pétri contenant la gélose MH. Aprées incubation a 37°C pendant 24
a 48 heures.

La lecture des valeurs de la CMB a été faite par observation a 1’ceil nu, et elle a été déduite a

partir de la premicre boite qui n’a pas présenté de culture bactérienne.

8 Etude de I'activité antifongique des huiles essentielles

8.1 Préparation de la suspension sporale :

A partir d’une culture agée de 5 jours de I’espéce a tester (Aspergillus niger et Candida
alicans dans notre cas), une suspension sporale est préparée par grattage de spores dans des
tubes a essai contenant une solution de I’eau physiologique stérile

A I’aide d’un vortex, la suspension préparée est agitée.

E
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8.2 L’aromatogramme. (Confrontation directe)

La confrontation directe « Souche fongique / HE » est une technique qui consiste en la
diffusion de I’HE a travers des disques de papier Wattman de 6 mm de diametre placés aux
centres des boites de Pétri dans un milieu de culture PDA déja inoculé par les souches
fongiques étudiés.

Dans chaque boite de Pétri, on étale de maniére uniforme sur le milieu de culture PDA une
quantité la suspension sporale préparée déja au méme jour. Les boites sont séchées pendant
quelques minutes a 1’étuve a 24C°. Ensuite, a 1’aide d’une pince stérile, des disques de papier
Wattman 6 mm de diametre sont placé au centre des boites, puis imbibés par 10ul de I’huile
essentielle a tester, a ’aide d’une micro pipette. Les boites sont incubées a une température de
24 °C pendant cinq jours. Ensuite une lecture des résultats se fait par mensuration du diameétre

de la zone d’inhibition de la croissance de la souche fongique (Boudjehem, 2019).
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1 Résultats d’extraction de I’huile essentielle

1.1 Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle de la plante Thymus hirtus présente un taux d’environ
0,7 %, les résultats sont résumés dans le (tableau 4). L’HE obtenue par hydrodistillation est

de couleur jaunatre avec une odeur tres forte et persistante.

Tableau 4. Résultat d’extraction de I’huile essentielle et le rendement en pourcentage

Espéce végétale Masse de la plante  Masse de ’huile Rendement en %
Séche Essentielle
Thymus hirtus 100g 0.7g 0,7% + 0,03

1.2 Etude de Pactivité antimicrobienne

1.2.1 Test de ’aromatogramme

Le test de l'aromatogramme consiste a déterminer la sensibilité des huiles essentielles vis-a-
vis des souches bactériennes. Cette sensibilité est exprimée par l'apparition d'une zone
inhibitrice autour du disque de papier contenant de 1'huile essentielle. Le diamétre de la zone
d’inhibition différe d'une bactérie a une autre (Tableau 6) Sclon ce diamétre, la sensibilité
des bactéries vis-a-vis de I’huile essentielle est classée en différents degré comme I’indique le

(Tableau 5).

Tableau 5. Le degré de sensibilité bactérienne en fonction de diamétre des zones d’inhibitions

(Ponce et al., 2007) .

Diameétre de la zone d’inhibition Sensibilité de genre

<8 mm - Non sensible ou résistant
9 mm - 14 mm + Sensible

15 mm -19 mm ++ Tres sensible

>20 mm +++ Extrémement sensible

L'évaluation de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de Thymus hirtus a été réalisée

sur cinq souches de référence et trois souches cliniques, les résultats obtenus et relatifs aux
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Diamétres des zones d’inhibition sont regroupés dans les tableaux ci-dessous

A. Les souches de référence

Tableau 6. Résultats de I’aromatogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition pour les souches de

Les souches
Staphylococcus aureus
ATCC 27923
Escherichia coli

ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603
Pseudomonas
Aeruginosa ATCC 27853

Bacillus cereus

ATCC 11778

L=t
L

30

R
[ S =

LA

Mametre o'inhibidon (mm)

r
o

références.

Diamétre d’inhibition

30 mm

7 mm

6 mm

=="="

h =] &
{.- b . {"\.
{\:‘m 1,}% ‘_1':.?5.
ﬁ.\_‘i‘:“

oF

l.ex souches rélérences

Sensibilité

Extrémement Sensible

Résistant

Résistant

Résistant

Résistant

W Sy

O F.ezieli
NSO fas

O acrupinosa

1 Bacillus coreus

Figure 23. Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne des souches de référence.
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Nous avons observé que I’activité d’'une méme huile essentielle varie d’une souche a une
autre, cette différence est remarquée sur les diametres des zones d’inhibition qui montrent que
certaines souches sont résistantes que d’autres.

D’aprés les résultats montrés dans le (Tableau 6) au-dessus, on constate que les zones
d’inhibition varient entre 6 et 30 mm. On constate ¢galement que la bactérie Staphylococcus
aureus ATCC 25922 et plus sensibles parmi les bactéries testées.

Le diamétre le plus faible (6 mm) est obtenu pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Bacillus cereus contre le diamétre le plus ¢élevé (30 mm), obtenu pour la bactérie
Staphylococcus aureus ATCC 25922.

Selon le classement effectué par Ponce et al.,( 2003), les résultats obtenus montrent que I’HE
de Thymus hirtus posséde une activité¢ antibactérienne uniquement contre Staphylococcus

aureus ATCC 25922, alors que d'autres isolats sont résistants.

P. aeruginosa ATCC 27853 [ Escherichia coli ATCC J

Klebsiella pneumoniae Bacillus cereus ATCC
ATCC 700603 11778
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Staphylococcus aureus
ATCC 25922

Figure 24. Résultats de I’aromatogramme par la méthode de diffusion sur disques.

B. Les souches cliniques
L'activité antibactérienne de I’huile essentielle a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant l'huile essentielle a tester vis-a-vis des bactéries

clinique : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp.

Tableau 7. Résultats de I’aromatogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition pour les souches

cliniques.
Les souches Diamétre d’inhibition Sensibilité
Escherichia coli 23mm Extrémement sensible
Klebsiella pneumoniae 7mm Résistant
Proteus sp 10mm Sensible
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Les souches cliniques

Figure 25 . Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne des souches cliniques.

Les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Thymus hirtus ont montré
que cette huile essentielle posseéde une forte activité antibactérienne vis-a-vis Escherichia coli,
avec diamétre d’inhibition égale 23 mm . Par contre, Klebsiella pneumoniae a une résistance
extréme (7 mm) vis-a-vis de cette huile essentielle. Proteus sp, est sensible a cette huile a

diametre d’inhibition égal 10mm.
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[ Klebsiella pneumoniae } [ Escherichia coli }

Proteus sp J

Figure 26. Diamétres des zones d’inhibitions (m/m) de I’huile essentielle Thymus hirtus des souches cliniques

(Proteus sp, K.pneumoniae, E.coli).
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Figure 27. Diametres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne de chaque souche testée.
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1.3 Etude de I’Activité antifongique
Les résultats du pouvoir antifongique de I’huile essentielle de Thymus hirtus sur les deux
souches fongiques : Aspergillus niger, Candida albicans, sont représentés sur la 28 et le

(Tableau 8).

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition de L’activité antifongique

Les souches Diamétres d’inhibition Sensibilité
Aspergillus niger 7 mm Résistant
Candida albicans 8 mm Résistant

Les résultats de 1'essai de l'activité antifongique de I’huile essentielle de la région de Batna

figurent dans la figure suivante :

[ Aspergillus niger ] [ Candida albicans ]

Figure 28. les zones d’inhibitions de I’huile essentielle Thymus hirtus des souches fongique ( Aspergillus

niger , Candida albicans)

A partir des résultats obtenus du figures, 1’huile essentielle de Thymus hirtus ne

posséde aucune activité antifongique contre Aspergillus niger et Candida albicans.

1.4 Détermination de CMI
L’activité antibactérienne par la méthode de microdilution a été exprimée en déterminant la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

36



Chapitre I : Résultats et Discussion

La CMI est effectué seulement sur les souches sensibles a I’'HE de Thymus hirtus. Donc nous
avons écarté de cette méthode les bactéries qui ont montré une résistance dans 1’évaluation
par méthode de disque; les souches concernées sont : Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Proteus sp.

Les résultats du test de microdilution sont regroupés dans les figures et le tableau ci-dessus:

Figure 2v. Lecture de fa CMT de [ 'HE de Ifiymus Aitrtus sur Siapiiyiococcus Aureus

Figure 50.Lecwre de fa CMT de [ 'HE de 17iymus Arrtus sur £.coil’
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Figure 31. Lecture de [a CMI de I'HE de I/aymus nirtus sur proteus sp.

Les figures au -dessus représentent les résultats du CMI, ou les puits colorées (virage de
couleur) symbolisent la présence de bactéries, ce qui signifie que I'huile essentielle n'a pas
inhibé la croissance des bactéries.
Les puits décolorés indiquant l'absence des bactéries, ce qui signifie que 1'huile essentielle a
inhibé l'activité des bactéries.

Donc CMI des souches testées sont 2,5 pour S. aureus et 10 pour E. coli par contre la

microplaque de Proteus sp indique que la bactérie est supérieur a notre concentration.

Staphylococcus aureus A1CC 25922 Escherichia coli

Figure 32. La lecteur de CMB de Thymus hirtus sur les souches bactériennes testées.
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D'apres la figure au-dessus, nous disons que l'apparition d’une croissance bactérienne dans la
boite de pétri est la preuve que la concentration en huile essentielle n'a pas tué les bactéries, ce
qui signifie qu'il ne s'agit pas de CMB.

L’absence de culture bactérienne prouvant que I’huile a tué les bactéries signifie qu’il s’agit

bien de CMB.

Tableau 9. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) d’HE.

Les souches CMI(pl/ml) CMB(ul/ml)
S. aureus ATCC 27923 2.5 33
E.coli 10 Supérieur a la concentration

maximale que nous avons

préparé, >10

On note principalement que I’HE de Thymus hirtus a inhib¢ la croissance des souches
S.aureus et E.coli avec des concentrations minimales inhibitrices de 2.5 et 10 ul/ml

respectivement.

12

10 A

mCMI

E.coli S.aureus

Figure 33. La CMI de I’'HE de Thymus hirtus sur les souches bactériennes testées.(E.coli ,S .aureus)
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2 Discussion

2.1 Rendement

Le rendement en huile essentielle des plantes est un indice trés important, qui sert a prévoir la
rentabilité sur le plan économique, ainsi que la possibilité de valoriser ces plantes. Dans
notre travail, le rendement en huile essentielle obtenue par hydrodistillation dans la présente
est de 0,7%. Cette valeur est étroitement proche de celle trouvée par Tabeche et Bouras,
(2018) qui ont obtenu un rendement de 0,78%. Cependant, nos résultats sont supérieurs a
ceux rapportés par Amarti et al ., (2010) qui ont obtenus un rendement d’extraction de 0,3%
+ 0,07 et aussi des résultats trouvés par El Ajjouri et al, (2010) qui ont obtenus un
rendement de 0,3%. Alors qu’elle est faible par rapport aux valeurs trouvées par Tolba et al.,
(2015) et Guesmi et al ., (2014) qui ont rapporté des rendements de 2,23 %, et 10,82 %
respectivement.

Cette différence de rendement en HE peut étre due a plusieurs facteurs liés essentiellement a
deux principaux ¢éléments (Chaouia et Houacine, 2018) :

» La plante : I’origine des plantes et leurs variétés, la saison de récolte, les conditions
climatiques et environnementales, la localisation géographique, le mode de la culture,
les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante et la
durée de conservation.

» Les conditions de préparation et d’extraction de ces composés : solvant, diluant,
épuisement, température, la pression,.etc

2.2 L’activité antibactérienne

Nos résultats montrent que I’HE de Thymus hirtus exerce un effet antibactérien trés important
sur Staphylococcus aureus ATCC 27923 avec un diamétre d’inhibition de 30 mm. Ce
résultats concorde avec celui rapporté par Tabeche et Bouras , (2018) ,qui ont trouvé que
I’huile essentielle de T.hirtus posséde une activité antibactérienne trés remarquable sur
Staphylococcus aureus ATCC 25293 avec un diamétre d’inhibition moyen de 54,77 mm.
Bendjabeur , (2019) a montré que l'activité la plus importante a été observée sur la souche de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 avec une zone d'inhibition de 62 mm.

De plus, Zayyad et al ., (2014) a montré que le Staphylococcus aureus est sensible a cette
huile essentielle. Une autre étude de Iazzouguen et Quatah , (2012) a montré que ’huile
essentielle de 7. hirtus exerce une forte activité antibactérienne sur S. aureus bien que sur E.

coli.
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En revanche, nos résultats montrent que I’'HE du 7. hirtus n’a aucun effet sur la souche E. coli
ATCC 25922, Ce qui est semblable au résultat de Tabeche et Bouras , (2018) mais cette
huile essentielle posséde une forte activité antibactérienne vis-a-vis la souche d’Escherichia
coli clinique, traduite par un diametre d’inhibition de 23 mm.

Giweliet et al ., (2013 ) montre que 1'huile essentielle de cette plante posséde un forte activité
antibactérienne contre toutes les souches ce qui contredit nos résultats.

Les especes du genre Thymus sont connues par leur activité antibactérienne importante, due
principalement a leur composition chimique riche en composés phénoliques tels que le thymol
et le carvacrol (Khadir et al ., 2013).

Dans notre étude, nous avons trouvé que P. Aeruginosa ATCC 27853 ,K. pneumoniae ATCC
700603 et clinique , B. cereus ATCC 11778 et Proteus sp clinique, sont résistantes a I’HE de
T. hirtus ( des diamétres allant de 1 & 7mm ). A noter que méme dans des travaux similaires
réalisés par Amarti et al ., (2010) ont montré que Bacillus est plus résistante que d’autre
souches avec une concentration d’inhibition de 1/250 v/v, alors que les autres bactéries ont été
inhibées a partir de 1/500 v/v.

Par ailleurs, les résultats de Bendjabeur , (2019) ont montré une sensibilité¢ des souches de
B. cereus ATCC 10876 et P. aeruginosa a I’huile essentielle de 7.hAirtus traduite par une zone
d’inhibition de 26 mm et 19 mm respectivement. L’huile essentielle de 7. hirtus est moins
active comparée a d'autres espéces du genre de thymus. Cette faible activité est peut étre due
a la présence dans 'huile de 7. hirtus de I’a-pinéne (20,5 %), du B-pinene (8,02 %) et du
limonéne (4,85 %) reconnus par leur faible activité antibactérienne (Amartiet et al ., 2010).
Enfin, plusieurs paramétres influencent la détermination de l'activité antimicrobienne des
huiles essentielles ou de leurs composants actifs tels que la méthode d'évaluation de 1'activité
antimicrobienne, la région de collecte, le type et la structure chimique des composants actifs,

la concentration, les microorganismes ciblés (Zayyad et al ., 2014).

2.3  Activité antifongique

Dans notre présente étude, 1’huile essentielle de 7. hirtus posséde une trés faible activité
antifongique sur Aspergillus niger et Candida albicans. Les travaux réalisés par Giordani et
al., (2008) ct El Ajjouri et al., (2010) ont aussi montré que I’huile essentielle de 7. hirtus la
plus faible activit¢ antifongique sur C. albicans.. Cela est en étroite corrélation avec nos
résultats, et cette faible activité. Ceci peut €tre due a la composition chimique et surtout le
taux de composés majeurs présents dans notre huile essentielle, déja discuté dans la partie

précédente de I’activité antibactérienne.
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Enfin, les phénols terpéniques des huiles essentielles provoquent plusieurs dégats sur les
champignons, tels que les perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture de
la membrane plasmique et 1’altération de la structure des mitochondries (Amarti et al., 2010).
L’activit¢ de I’huile essentielle varie d’une souche a une autre, cette variation peut &tre
observée dans les diametres des zones d’inhibition qui montrent que certaines souches sont
plus sensibles que d’autres.
Selon Friedman et al., (2002), deux principaux facteurs peuvent influencer les résultats d’un
test de 1’activité antimicrobienne d’une huile essentielle :

% La composition et la solubilité¢ de I’huile essentielle.

% Le microorganisme et la vitesse de sa croissance (Kaouane et Chabane, 2017).

Détermination de la CMI et CMB de I’huile essentielle
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) de I’huile essentielle
de T. hirtus ont été estimées seulement pour les souches sensibles (Escherichia coli clinique,
Staphylococcus aureus, Proteus sp) . Nous avons constaté que cette huile inhibe la croissance
des souches S.aureus et E.coli clinique a des concentrations minimales inhibitrices de 2,5 et
10 pl/ml respectivement.
Nos résultats différent de ceux trouvée par Achi , (2017) , dont la CMI d’E.coli clinique est
de ’ordre de 0,25 pL/m et la CMI de S. aureus est de I'ordre de 0,03 pL/mL, aussi Dob et
al., (2006) montre que E. coli posséde une valeur de CMI 5 pL/mL et 2 uL/mL pour S.
aureus.
D'autre part, dans nos résultats, nous n'avons pas trouvé d’effet bactériostatique et bactéricide
que sur deux souches, ce qui est différent des résultats de Jaouadi ef al., (2019) laouil a
trouvé que les extraits provenant des plantes des zones arides supérieures ont révélé un effet
bactériostatique contre toutes les souches bactériennes (CMI = 1,4 mg/mL). Cependant,
l'activité bactéricide (CMB= 1,4 mg/mL) était limitée a la bactérie Gram-négatif E. coli.
De méme, Bendjabeur , (2019) a montré que la valeur de CMI la plus élevée a été observée
contre P. aeruginosa (Gram négatif) (20 mg/ml), tandis que la plus faible a été notée contre S.
aureus et B. cereus (Gram positif) (1,25 mg/ml).

Cette variabilit¢ de la CMI est probablement liée a la grande variabilit¢ de la
composition chimique des essences du genre Thymus, ainsi que l'interaction entre les
antimicrobiens dans une combinaison peut avoir trois résultats différents, synergiques,
additifs ou antagonistes. La synergie survient lorsquun mélange de deux composés
antimicrobiens aient une activité antimicrobienne supérieure a la somme des composants

individuels. Un effet additif est obtenu lorsque la combinaison d'antimicrobiens ait un effet

.
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combiné égal a la somme des composés individuels. L'antagonisme se produit lorsqu'un
mélange de composés antimicrobiens ait un effet combiné inférieur a celui appliqué
séparément (Hyldgaard et al., 2012).

L'action bactéricide des huiles essentielles de T.hirtus peut étre due a la nature de ces
composants chimiques. Plusieurs études ayant pour objectif de déterminer la composition des
HE T hirtus montrent qu’elles sont riches en composants hydrocarbonés monoterpéniques,
tels que le camphre, I'a pinéne et 1'a thujene. Ces molécules sont a I'origine de cette activité
antibactérienne (Tabeche et Bouras ,2018)

L’¢tude de Nikoli¢ et al ., (2014) montre que 7. Hirtus a inhibé la croissance de micro-
organismes sélectionnés dans une plage moyenne de CMI comprise entre 20-80 pg/mL, CMB
de 40-160 ug/mL (pour les bactéries) et CMI 5-10 pg/mL, CMB 10-20 ug/mL (pour les
champignons).
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a enregistré un grand intérét
dans la recherche biomédicale, une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires
observés lors de 'utilisation des médicaments de synthése chimique.

Dans notre étude, I’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a partir de la
partie aérienne de Thymus hirtus a donné un rendement en huile de 0,7 % .

L’objectif de ce travail était principalement 1’é¢tude des propriétés antibactériennes et
antifongiques des huiles essentielles de Thymus hirtus sur cinq souches bactériennes de
référence: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus et
Pseudomonas aeruginosa ainsi que trois souches provenant de prélévement a savoir: Proteus
sp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et sur des especes fongiques : Aspergillus niger
et Candida albicans.

La méthode de I’aromatogramme a permis de révéler un fort pouvoir antibactérien des
huiles essentielles de Thymus hirtus vis-a-vis Staphylococcus aureus ( 30 mm ) et Escherichia
coli clinique (23mm).

L’étude de I’activité antifongique de cette méme huile essentielle vis-a-vis Aspergillus
niger et Candida albicans a été réalisée en appliquant la méthode de contact direct. Les
résultats obtenus montrent que les huiles essentielles étudiées n'ont aucun effet contre les
champignons en question.

En ce qui concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)
par la méthode de microdilution en milieu liquide, les deux souches ont été inhibées sous
I’action de huiles a des concentrations variant de 2,5 a 10 pL/mL.

Ces résultats préliminaires obtenus s’averent prometteurs dans 1’¢largissement du spectre
d’action thérapeutique des plantes dotées de propriétés antibactériennes. Leur criblage
permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui pourraient constituer une alternative
a I’usage des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces.

En perspectives, plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité des travaux
Entamés entre autre :
% Déterminer la nature chimique des molécules responsables des activités biologiques,
et approfondir 1’étude phytochimique en utilisant des techniques plus performantes.
s Développer le spectre des activités biologiques ciblées, en incluant les activités anti-

inflammatoires, insecticides et autres.




Conclusion

X/

¢ Des essais complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités

mises en évidence



Résumé

L’objectif de notre étude consiste a évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de
la plante sauvage Thymus Hirtus rtécoltée dans la ville de Batna a 1’est de 1’Algérie.

L’extraction a été assurée par I’Hydrodistillation a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger.

L’¢tude de I’activité¢ antibactérienne a été effectuée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé (MH pour les bactéries et PDA pour les champignons) vis-a-vis de trois bactéries a
Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) et deux
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) et trois bactéries
cliniques a gram négatif (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, proteus sp ) et deux

champignons (4Aspergillus niger, Candida albicans ) .

Les résultats obtenus ont montré une sensibilité élevée de la souche Staphylococcus aureus
avec un diametres des zones d’inhibition de 30 mm, et de la souche Escherichia coli clinique

avec diameétres des zones d’inhibition de 23 mm .

Cet huile n’a montré aucun effet sur les autres bactéries et sur les deux champignons
(Aspergillus niger, Candida albicans ) .Les valeurs de CMI et CMB ont montré que notre
huile posséde un effet inhibiteur vis-a-vis les souches de :staphylococcus aureus de
2,5(ul/ml) et Escherichia coli clinique de 10 (uL/ml) et n’a montré aucun effet sur
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae
clinique , proteus sp, Bacillus cereus) et bactéricide de 3,3(uL/ml) sur s.aureus , >10(uL/ml)

sur E. coli clinique.

Mots clés : Huile essentielle, Thymus hirtus , Activité antibactérienne, Activité antifongique,
hydrodistillation.
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Abstract

The objective of our study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils from the
wild plant Thymus Hirtus collected in the town of Batna in eastern Algeria. Extraction was
carried out by Hydrodistillation using a Clevenger type device.

The study of antibacterial activity was carried out by the diffusion method on agar medium
(MH for bacteria and PDA for fungi) against three Gram-negative bacteria (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ) and two Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus and Bacillus cereus) and three Gram-negative clinical bacteria
(Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, proteus sp) and two fungi (Aspergillus niger,
Candida albicans).

The results obtained showed high sensitivity of the Staphylococcus aureus strain with a
diameter of the inhibition zones of 30 mm, and of the clinical Escherichia coli strain with a
diameter of the inhibition zones of 23 mm.

This oil showed no effect on other bacteria and on the two fungi (Aspergillus niger, Candida
albicans). The MIC and CMB values showed that our oil has an inhibitory effect against
strains of: staphylococcus. aureus of 2.5(uL/ml) and clinical Escherichia coli of 10 (uL/ml)
and showed no effect on (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella pneumoniae clinical, proteus sp, Bacillus cereus) and bactericidal of 3.3(uL/ml) on
s.aureus, >10(puL/ml) on clinical E. coli.

Keywords: Essential oil, Thymus hirtus, Antibacterial activity, Antifungal activity,
hydrodistillation.
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