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Introduction

Les infections cutanées, qu’elles soient bactériennes, fongiques ou virales, représentent
des affections couramment rencontrées au cours de la vie (Chambers, 2021). Elles sont une
cause majeure de morbidité et de mortalité, représentant un probleme de santé publique
significatif (Linz et al., 2023). Elles sont particulierement courantes chez les enfants (Gillet et
al., 2023), les adultes et surtout les personnes ageées, ou elles peuvent revétir une gravité accrue
(Castro et Ramos-e-Silva, 2018). Elles entrainent un nombre élevé de consultations en soins
hospitaliers et ambulatoires, totalisant plus de 14 millions de visites en consultation externe par
an (Hernandez et al., 2023). Les infections cutanées d’origine bactériennes, sont causees par
diverses bactéries comme Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
(Watkins et David, 2021), peuvent varier en termes de gravité, allant des infections
superficielles aux infections plus profondes et potentiellement mortelles (Bernard, 2008). Les
traitements les plus couramment utilisés pour lutter contre les infections de la peau impliquent
des antibiotiques, oraux ou intraveineux (Deusenbery et al., 2021). Cependant, ils pourraient
ne pas étre idéals en raison du codt élevé et du développement croissant de la résistance (Golan,
2019). En effet, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a déclaré certains agents
pathogenes, causant des infections cutanées et résistants aux antibiotiques, comme menaces
pour la santé mondiale (Seiser et al., 2024). Ainsi, pour répondre aux besoins médicaux, des
options thérapeutiques alternatives aux antibiotiques, y compris de nouvelles stratégies, doivent
étre explorées (Francois et al., 2016).

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales ont joué un role crucial dans les systémes de
santé traditionnels a travers le monde. Ces plantes, dotées de propriétés thérapeutiques variées,
sont utilisées pour prévenir et traiter une variété de maladies. Parmi elles, les plantes
aromatiques se distinguent par leur richesse en composés bioactifs et leurs applications
multiples, allant de la pharmacologie et du cosmétique a l'agroalimentaire (Adli et al., 2022 ;
Proto et al., 2022 ; Remok et al., 2023). Les plantes aromatiques synthétisent une gamme
variée de métabolites secondaires, parmi lesquels se trouvent les huiles essentielles (Pandey et
al., 2017).

Les huiles essentielles sont adaptées comme traitements médicaux complémentaires en
raison de leur agrément, leur disponibilité (Orchard et Vuuren, 2017), ainsi que leurs
propriétés antimicrobiennes, antivirales, nématicides, antifongiques, insecticides et

antioxydantes (Turek et Stintzing, 2013). De plus, de nombreuses études ont mis en lumiére
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leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens puissants, capables de combattre divers
pathogenes, y compris ceux résistants aux antibiotiques conventionnels ; leur effet synergique
lorsqu'elles sont mélangées a plusieurs huiles, en plus de leur activité synergique lorsqu'elles
sont utilisées en combinaison avec des médicaments connus comme les antibiotiques (Deyno
etal., 2019 ; Owusu et al., 2021 ; Chiriac et al., 2021; Coseriu et al., 2023 ).

C’est dans ce contexte qu’une investigation a été menée sur Thymus vulgaris, une plante
issue de la médecine traditionnelle algérienne. Elle a été choisie en raison de son usage tres
répandu en Algérie et de son efficacité reconnue dans le traitement de nombreuses maladies
infectieuses. L'objectif de ce travail est d’étudier I’activité antibactérienne de I’HE de « Thymus
vulgaris », vis-a-vis de quatre souches bactériennes, qui sont a I’origine des infections cutanées,
dont une a Gram positif Staphylococcus aureus et trois a Gram négatif (E. coli, Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa). Nous avons procéde, dans une premiere partie, a une
synthese bibliographique sur les infections bactériennes cutanées dans le premier chapitre,
ensuite nous avons évoqué dans un deuxiéme chapitre des géneralités sur les huiles essentielles.
La seconde partie du manuscrit est consacrée a la partie expérimentale dont nous avons évalué
I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du thym seule et en association avec un
antibiotique (amoxicilline). La troisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur

discussion.
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Chapitre I : Infections cutanées
I. Peau

La peau, en tant qu’organe complexe, est constituée de diverses populations cellulaires
qui recouvert le corps humains (Jorgensen et al., 2018). Elle se distingue comme 1’organe le
plus étendu, occupant une superficie approximative de 1,5 a 2 metres carrés fonctionnant
comme une barriere physique, elle assure une séparation entre le corps et 1’environnement
externe (Wang et al., 2019). De plus, la peau exerce une fonction protectrice en se défendant
contre les agents pathogenes et les dommages extérieurs grace a la présence de différentes

cellules immunitaires résidentes a la surface (Kabashima et al., 2019).

I.1. Organisation anatomique de la peau

La structure de la peau (figure 1) se divise en trois couches bien définies : L’épiderme,

le derme et I’hypoderme (Bai et al., 2022).

| Epiderme

| Hypoderme

Figure 1: Structure interne de la peau (Abdo et al., 2020).

> Epiderme : c’est la couche la plus externe, elle est constituée d’un épithélium stratifiés
squameux kératinisé, composé de quatre types de cellules ; les kératinocytes, représentant 90

% de la population cellulaire épidermique totale, qui jouent un rodle principal d’effecteurs
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immunitaires innés de la peau et produisent des cytokines (Arda et al., 2014 ; Chen et al.,
2017). On trouve aussi d’autres cellules non épithéliales et moins abondantes comme les
mélanocytes, responsables de la production de mélanine ; les cellules de Markel tactiles (Abdo
et al., 2020). Ainsi que les cellules de Langerhans, qui font partie de la famille des cellules
dendritiques, spécialisées dans I’induction des réponses immunitaires adaptative (Hoeffel et al.,
2012).

» Derme : situé en dessous de 1’épiderme, il est composé principalement de tissu
conjonctif qui contient des fibres de collagene et d’¢lastine, pour fournir le soutien et 1’¢lasticité
alapeau (Laverdet etal., 2018). Il est constitué également de la glande sébacée, classée comme
une glande holocrine, caractérisée par la libération de sébum qui est une substance lipidique
essentielle pour la peau, résultant de la lyse cellulaire compléte des cellules glandulaires
(Kurokawa et al., 2009), les glandes sudoripares qui sont impliquées dans la régulation de la
chaleur, ainsi que les follicules pileux ont pour but de protéger contre les éléments et la
distribution des produits des glandes sudoripares (Kolarsick et al., 2011).

> Hypoderme : forme la troisieme couche de revétement cutané (Denis et al., 2008).
Principalement constituée de tissu adipeux et sa fonction majeur est d’agir comme un coussin

protecteur, absorbants des chocs et une barriére contre le froid (Dréno, 2009).

I.2. Flore cutanée

La flore cutanée, également connue sous le nom de microbiote cutanée faisant référence
a ’ensemble des microorganismes qui colonisent la peau humaine (Dunyach-Remy et al.,
2015). Cette communauté complexe est composée des bactéries, des virus, des champignons et
des arthropodes (Schommer et Gallo, 2013). La composition de la flore cutanée peut varier
d’une personne a une autre en fonction de divers facteurs, tels que 1’age, le sexe, et
I’environnement (Grice et Segre, 2011). La flore cutanée se divise en deux types principaux :

Flore résidente et flore transitoire (Tableau I) (Lahmiti et al., 2010).
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Tableau | : Flore cutanée résidente et transitoire (Bonté et al., 2022).

Type Germe Espece Gram

S. epidermidis
Staphylococcus S. hominis

S. haemolyticus

Flore résidente Corynebacterium C. minutissimum Positif

C. jeikeium

Propionibacterium | P. acnes

P. granulosum

Escherichia E. coli
Pseudomonas P. aeruginosa Négatif
Flore transitoire
Staphylococcus S. aureus Positif
Candida Candida spp. /
> Flore résidente : désigne les microorganismes qui colonisent la peau des la naissance,

qui résident d’une maniére permanente (Lebaron et Bourrain, 2017). Cette flore est stable a
I’age adulte, et montre une résistance accrue aux changements environnementaux (Hacard et
al., 2015).

> Flore transitoire : cette flore est composée de microorganismes temporaires, qui ne
colonisent pas durablement et ne se multiplient pas sur la peau. Elle peut étre aussi transférée
par un contact avec des objets ou des surfaces (Groleau et Koundé, 2006).

I1. Infections cutanées d’origine bactérienne

Les infections cutanées sont fréquentes est leur gravité peut étre sous-estimée. Elles se
développent souvent rapidement, en profitant de la moindre altération de la barriere cutanée
(Smith et al., 2020). Ces infections se caractérisent par une variété de manifestations (figure
2), allant des infections superficielles qui affectent I’épiderme et le derme aux infections plus
profondes (Gillet et al., 2023). Les principaux agents pathogenes responsables de ces infections

sont des bacteries Gram positives telles que Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes
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ainsi d’autres especes de bactéries Gram négatives comme Pseudomonas aeruginosa (Chiller
etal., 2001).

y Folliculitis f/° Furuncle, =
Impetigo  Ecthyma carbuncle Cellulitis

Figure 2: Localisation des infections cutanées (Ibrahim et al., 2015).
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Ce sont des infections qui touchent les couches externes de la peau, elles se manifestent

sous diverses formes (tableau 1) (Fourtillan et al., 2013).

Tableau Il : Infections cutanées superficielles d’origine bactérienne.

Infections

Description

Espeéce causale

Folliculite

- Inflammation des follicules pileux (Laube et Farell,
2002).

- Manifestation superficielle sous forme d’une pustule
folliculaire, ou profonde par I’infection de tout le follicule

pilosébacé (Larquey et Mahé, 2018).

Staphylococcus aureus (Laureano et
al., 2014).

Pseudomonas aeruginosa (Yu et al.,
2007).

Impétigo

- Infection cutanée courante, particulierement répandue
chez les enfants (Pereira, 2014).

- Se présente sous forme de plaque érythémateuses sur le
visage et les autres parties du corps (Hartman-Adams e?
al., 2014). 1l existe deux formes principales :

Impétigo non bulleux :

lésions cutanées rouge et

croliteuses avec absence de bulles (Brazel ez al., 2021).

Impétigo bulleux : bulles remplies de liquide clair sur la

peau (Darmstadt et Lane, 1994).

Staphylococcus aureus et
Streptococcus  pyogenes

2020).

(Johnson,

Erysipéle

- Infection dermo-hypodermique aigue (Daoud et al.,
2005).
- Touche les vaisseaux lymphatiques provoquant un

cedéme (Zurcher et Trellu, 2015).

Streptococcus pyogenes (Bonnetblanc

et Bédane, 2003)
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I1.2. Infections cutanées profondes
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Les infections cutanées profondes touchent les couches profondes de la peau, elles se

manifestent sous diverses formes (tableau I11) (Eveillard et al., 2002).

Tableau 111 : Infections cutanées profondes d'origine bactérienne.

Infections

Description

Espeéce causale

Cellulite

- Infection aigue et purulente des couches profondes de la
peau et des tissus sous-cutanés (Atzori et al., 2013).

Se développe a proximité d’une Iésion cutanée,
fournissant une opportunité aux bactéries de pénétrer dans

les tissus sous-cutanés (Bassetti ez al., 2013).

Staphylococcus aureus (Raff et al.,
2016).

Streptococcus pyogenes (Kosar et

Laubscher, 2017).

Abcés
cutanés

- Infection des tissus profondes de la peau, creusant une
collection de pus bien délimitée et localisée (De chou
et al., 2016). Elle se devise en deux formes :

- Abcés chaud : Résulte d’une réaction inflammatoire

aigue, caractérisé par une augmentation de chaleur locale

avec une douleur et rougeur ;

- Abcés froid : Evolution trés lente qui forme une
collection de pus, sans chaleur, ni douleur, ni rougeur

(Séne et Delmarmol, 2017).

Staphylococcus aureus (Robinson et

al., 2011).

Furoncles
et anthrax

- Furoncles : infection profonde et nécrosante de follicule
pilo-sébacé¢ (Emile, 2023). Elle peut siéger n’importe
quelle zone du corps sous forme de nodules rouge, chaude
et douloureuse (Ibler et Kromann, 2014).

- Anthrax « maladie de charbon » : infection aigue de la
peau, implique des lésions cutanées (Chraibi et al.,

2009).

Staphylococcus (Pierard-

Franchimont et al., 2012).

aureus

Bacillus anthracis (Chraibi et al.,

2009).
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Les différents types d’infections cutanées sont illustrés par quelques photographies dans
la figure3.

Figure 3 : Photographies des infections cutanées.

A : Folliculite a Staphylococcus aureus ; B : Folliculite a Pseudomonas (Clebak et Malone, 2018 ; Segna et al.,
2011) ; C : Cellulite (Laube et Farrell, 2002) ; D : Impétigo non bulleux ; E : Impétigo bulleux (Cole et
Gazewood, 2007) ; F : Erysipéle (Blum et al., 2013) ; J : Abces cutanés (Palmieri et al., 2014) ; H : Furoncle a
Staphylococcus (Lorrot et al., 2014) ; | : Anthrax cutané (Sweeney et al., 2011).
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III. Traitement des infections cutanées

Le traitement des infections cutanées bactériennes, qu’elles soient superficielles ou
profondes, est généralement basé sur I’antibiothérapie. La gravité de I’infection ainsi que
d’autres facteurs cliniques guident le choix d’antibiotique et la durée du traitement (Roberts et
Chambers, 2005). En conséquence, une gamme d’antibiotiques topiques et oraux est utilisée

pour cibler les agents pathogénes responsables (Vingsbo Lundberg et Frimodt-Mgller, 2013).

Parmi les antibiotiques topiques, on trouve la mupirocine, qui est habituellement
recommandée pour le traitement de la folliculite et de I’impétigo (Guay, 2003). Aussi la
néomycine, qui est souvent présentée sous forme de pommade, utilisé seule ou en association
avec d’autre antibiotique, €galement connue pour son efficacité contre la folliculite a
Pseudomonas (Lio et Kaye, 2009 ; Punjataewakupt et al., 2018). L’acide fusidique, quant a
lui, est une option courante pour le traitement des infections cutanées bactériennes,
particulierement celles causées par Staphylococcus aureus, comme 1’impétigo (Koning et al.,
2012).

Du c6té des antibiotiques oraux, les céphalosporines, notamment de premiére génération
comme les céfazolines, sont largement utilisées pour traiter la cellulite, la folliculite, I’impétigo
et le furoncle (Stulberg et al., 2002). De méme, les pénicillines sont souvent prescrites pour
plusieurs types d’infections, incluant I’impétigo (dicloxacilline et céphalexine), la cellulite
(pénicilline benzathine), I’anthrax (pénicilline) et 1’érysipele (amoxicilline) (Stevens et al.,
2014). Les macrolides, comme 1’érythromycines, sont un choix fréquent en cas d’infections

cutanées profondes telles que la cellulite et I’érysipéle (Godin et al., 2005).

Les antibiotiques occupent une place primordiale dans le traitement des infections
bactériennes. Cependant, I’émergence de la résistance aux antibiotiques constitue une menace
sérieuse pour I’efficacité de traitement par antibiotiques (Chinemerem Nwobodo et al., 2022).
Cette résistance est un résultat de plusieurs facteurs, tels que l'utilisation excessive et
inappropriée d'antibiotiques (D’Anglenjan et al., 2023), ainsi que la transmission des génes de
résistances entre les bactéries (Larsson et Flach, 2022).

Les infections bactériennes qui étaient autrefois facilement traitées, deviennent
maintenant plus difficiles a maitriser, nécessitant le développement de nouvelles options

thérapeutiques et de traitements alternatifs (Frieri et al., 2017). Parmi lesquelles, 1’utilisation
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des agents antimicrobiens provenant de plantes, tels que les huiles essentielles (Ashraf et al.,
2023). En effet, de nombreuses études ont montré 1’efficacité de ces derniers, comme une option
prometteuse dans le traitement des infections (Omonijo et al., 2018), ces composés peuvent
agir contre une variété de microorganismes pathogénes, y compris les bactéries résistantes aux
antibiotiques, offrant ainsi un remplacement potentiel aux antibiotiques traditionnels (Chavez-
Gonzalez et al., 2016).
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Chapitre II : Huiles essentielles
I1.1. Définition

Les huiles essentielles (HEs), sont des composes volatils, naturels et complexes,
formées par des plantes aromatiques, en tant que métabolites secondaires (Bassolé et Rodolfo
Juliani, 2012). On peut les obtenir a partir des différentes parties de plante, comme les racines,

les feuilles, les fleurs, I’écorce et les graines (Ruiz-Hernandez et al., 2023).

Telle que défini par 1’organisation internationale de normalisation, le terme
« huile essentielle » est réservé a un produit obtenu a partir de matiére premiere végeétale, soit
par distillation avec de 1’eau ou de la vapeur, soit de I’épicarpe des agrumes par un processus

mécanique, soit par distillation seche (Turek et Stintzing, 2013).
I1.2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

I1.2.1. Propriétés physiques

Les HEs sont hautement volatiles et liquides (Manion et Widder, 2017), trés solubles
dans I’éther, I’alcool et dans les huiles fixes, mais insolubles dans 1’eau. Elles sont généralement
incolores et liquides a des températures ambiantes, dotées d’une odeur caractéristique et une

densité inférieure a 1’unité (Dhifi et al., 2016).

I1.2.2. Propriétés chimiques

Les HEs sont des mélanges naturels trés complexes qui peuvent contenir environ 20 a
60 composants a des concentrations assez différentes (Bakkali et al., 2008). La composition
chimique des HEs est influencée par divers facteurs, notamment le lieu d’origine, les conditions
climatiques spécifiques et 1’espéce végétale (Martinez et al., 2006), dont les principaux
constituants sont les terpenoides et les phénylpropanoides (figure 4) (Zuzarte et Salgueiro,
2015).
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Figure 4: Structures Chimiques de quelques composés présents dans les HEs (Hyldgaard et

al., 2012).

I1.2.2.1. Groupes des terpénes et terpénoides

Les terpenes sont les constituants les plus abondants des huiles essentielles (Kumari et

al., 2014). lls sont constitués de combinaisons de plusieurs unités de base de cing carbones (C5)
appelées isoprene (Rubio et al., 2013). Ces isoprénes se combinent selon un modele spécifique

pour former différents types de terpénes ; deux unités d'isoprénes forment des monoterpenes

(deux groupes C5) (C1oH16), tandis que d’autres combinaisons donnent différents composés tels
que les diterpénes (C20), les triterpénes (C30), les tétraterpenes (C40), ainsi que des
hémiterpenes alternatifs (C5) et des sesquiterpenes (C15) (Eslahi et al., 2017).
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Les terpénoides sont un autre type de terpenes contenant des molécules d'oxygéne qui
sont construits via des modifications biochimiques (suppression ou ajout de groupes méthyle)
(Masyita et al., 2022). lls sont alors des dérivés oxygénés des terpénes hydrocarbonés, tels que

les aldéhydes, les cétones, les alcools, les acides, les éthers et les esters (Stephane et al., 2020).

11.2.2.2. Groupe des composés aromatiques

Les composés aromatiques sont généralement dérivés du phénylpropane, qui se
produisent moins fréqguemment que les terpenes (Bakkali et al., 2008). lls comprennent des
aldéhydes, des alcools, des phénols, des dérivés méthoxy et des composés méthylene dioxy
(Chavez-Gonzalez et al., 2016). Les voies biosynthétiques des terpénes et des dérivés
phénylpropanoides peuvent étre séparées dans les plantes, mais parfois elles coexistent, avec

une voie principale prédominante (Abdelli, 2017).

D’autres composés Volatils peuvent étre présents dans les HEs, en fonction des
méthodes d'extraction utilisees. Par exemple, dans les HEs obtenues par enfleurage, extraction
avec des solvants ou pressage, des composés non volatils peuvent étre présents (Rios, 2016).
Egalement, lors de I'hydrodistillation, divers composés aliphatiques comprenant des carbures,
des acides, des alcools, des aldéhydes, des esters, des éthers, et autres peuvent étre contenus
dans les HEs. Ces composés peuvent étre azotés, soufrés, carotenes ou acide gras (Couic-
Marinier et Lobstein, 2013).

I1.3. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent une gamme diversifiée d'activités biologiques
(Manicianti et Ebani, 2020). Ces activités comprennent des propriétés antimicrobiennes
(Murbach Teles Andrade et al., 2014), antivirales (Battistini et al., 2019), antifongiques
(Felsociova et al., 2015), antiparasitaires (Azadbakht et al., 2020), antidiabétiques (Yen et al.,
2015), antioxydants (Amorati et al., 2013) et anticancéreuses (Lesgards et al., 2014). Ces
effets sont attribués aux composés bioactifs présents dans les huiles essentielles, ainsi qu'a leur
arrangement structurel et aux groupements fonctionnels qu'ils contiennent (Lopez-Romero et
al., 2015).

I1.3.1. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles présentent une activité antimicrobienne significative, suggerant
leur potentiel en tant qu'agents contre divers microorganismes pathogénes (Akthar et al.,
2014). Des études, in vitro, ont montré que les HEs ont une activité antibactérienne contre divers

pathogenes, avec une efficacité particuliere contre les bactéries a Gram positif par rapport aux
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bactéries a Gram négatif. Certains composants clés des HEs, tels que le carvacrol, le thymol,
I'eugénol, le perillaldéhyde, I'aldéhyde cinnamique et I'acide cinnamique, ont été identifiés
comme ayant des effets antibactériens significatifs (Burt, 2004). Elles peuvent agir en
perturbant les membranes des bactéries, ce qui conduit a leur destruction (Flores-Encarnacion
et al., 2016).

Les HEs sont aussi dotées d’une activité antifongique. En effet, diverses HES et leurs
composés ont été largement testés contre plusieurs souches fongiques (Kalemba et Kunicka,
2003 ; D’Auria et al., 2005 ; Gakuubi et al., 2017 ; Schroder et al., 2017). Parmi ces études,
une recherche a montré que 100 huiles essentielles sur 119 huiles d'épices testées possédaient
un effet antagoniste sur au moins I'un des 12 champignons pathogenes, et 50 de ces échantillons
ont montré un large spectre d'activité contre tous les champignons testés (Verma et al., 2011).
En effet, les HES peuvent représenter 1'un des agents naturels particulierement prometteurs pour

lutter contre les infections fongiques (Nazzaro et al., 2017).

Plusieurs HEs possédent des activités antivirales contre de nombreux virus, tels que le
virus de I'herpés simplex de type 1 et de type 2 (HSV-1 et HSV-2), le virus de la dengue de type
2, le virus de la grippe, le virus adénovirus de type 3, le poliovirus, le virus Junin et le virus
coxsackievirus B1 (Allahverdiyev et al., 2004). Les huiles essentielles de clou de girofle et
d'origan présentent de fortes activités antivirales contre de nombreux virus a ARN et a ADN
non enveloppés tels que le poliovirus, le virus coxsackie B1 et le virus adénovirus de type 3
(Reichling et al., 2009). Les occurrences de souches virales résistantes aux médicaments ont
favorisé les recherches sur I'application potentielle des huiles essentielles en tant qu'alternatives
aux médicaments antiviraux synthétiques (Wei et Shibamoto, 2010).

I1.4. Mécanisme d’action des huiles essentielles

Les mécanismes d’action des HEs sont variés et complexe. lls peuvent dépendre en
premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la
membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la
membrane, une perturbation chimio-osmotique et une fuite d’ions (K+), ce mécanisme a été
observé chez les bactéries Gram positives et les bactéries Gram négatives (Bouhdid et al., 2012
; Bouyahya et al., 2017).

Certains composes phénoliques des HEs s’interférent avec les protéines membranaires

des microorganismes, comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie hydrophobe
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de la protéine, soit en s’interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP (Boutabia et al., 2016). Une inhibition de la
décarboxylation des acides aminés chez les entérobactéries a aussi été rapportée, ainsi
I’inhibition de la synthése de ’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccarides (Attrassi,
2021).

I1.5. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Les méthodes d’extraction des HES sont diverses et reposent sur des techniques adaptées
aux caractéristiques spécifiques de chaque plantes (Bousbia et al., 2009). Parmi les méthodes
les plus couramment utilisées on retrouve des techniques anciennes et des techniques récentes
(tableau IV).
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Tableau 1V : Méthodes d'extraction des huiles essentielles.

Techniques
q ) Définition et principe
d’extraction
- Une méthode prédominante pour extraire les HEs végétales et les substances volatiles
a partir des plantes, des fleurs ou d’herbes (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).
Entrainement

a la vapeur

- Elle utilise la vapeur pour libérer les composés volatils sans macération préalable. Les

par solvant
organique

d’eau composés sont récupérés par condensation et séparés par décantation produisant ainsi
- des HEs (Boukhatem et al., 2019).
=
2 - Implique I'utilisation de graisses pour capturer les aromes des fleurs (ibrahim et al.,
~Nad
N
g 2021).
3 - Les fleurs sont déposés dans des cadres qui contient de la graisse ;
= Enfleurage
5 - La graisse est dissoute dans un solvant (alcool), laissant derriere I’huile essentielle
2
= (Paibon et al., 2011).
<
- une méthode utilisée pour la production des HEs d’agrumes (Farhat et al., 2007).
Extraction a | - Elle implique de briser les glandes contenant 1’huile dans la peau et les cuticules afin
froid de libérer 1’huile. Ce processus aboutit a la production d’une émulsion aqueuse qui est
ensuite centrifugée pour séparer 1’huile essentielle (Stratakos et Koidis, 2016).
- Une méthode d’extraction des HEs a partir d’herbes aromatiques (Boukhatem et al.,
2019).
Extraction | _ Elle consiste a mettre le matériel végétal dans un récipient au sein d’un four micro-
assistée par » i
micro-ondes ondes sans 1’ajout d’eau et de solvant ;
- Le chauffage interne provoque un gonflement des tissus et 1’éclatement des glandes
_G:J ol¢éiferes, ce qui permet de libérer I’'HE (Filly et al., 2014).
=
32 - Une méthode d’extraction des HEs a partir des fleurs, des feuilles, et les racines des
@ plantes fragiles (Abe et al., 2010).
E - Elle consiste a faire broyer le matériel végétal et le mélanger avec un solvant organique
E Extraction | tels que I’Ethanol ;

- Le mélange est laissé macérer pour que les composés aromatiques soient dissous dans
le solvant ;

- Une filtration est appliquée pour séparer la solution liquide contenant les HEs du résidu
végétal, qui est ensuite soumise a un processus d’évaporation pour €liminer le solvant et

récupérer I’HE pure (Aziz et al., 2018).
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I1.6. Conservation des huiles essentielles

La conservation des HEs est indispensable pour préserver leur efficacité et leur qualité.
Pour cela I’HE doit étre stockée dans des flacons en verre fumé teinté de couleur foncée dans
un endroit frais a 4 °C et sombre afin de les protéger de la lumiere et de la chaleur. Aussi
s’assurer que les bouchons des flacons sont bien serrés pour éviter toute dégradation et
oxydation causée par 1’air et I’humidité. Les bouteilles doivent étre positionnées de maniére

verticale pour éviter les fuites et les renversements accidentels (Rose et al., 2014).

I1.7. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

L utilisation des huiles essentielles est extrémement diversifiée en fonction de la source,
de la qualité, de la procédure d’extraction... etc (Rios et al., 2016). Leur application s’est
répandue dans de nombreux domaines notamment dans la médecine, I’alimentation, les

cosmétiques et I’industrie agricole (Bolouri et al., 2022).

I1.7.1. Pharmacologie et usages médicinaux

Les HEs ont une utilité significative dans le domaine médical et pharmaceutique, en
raison de leurs diverses propriétés pharmacologiques telles que leurs effets antioxydants, anti-
inflammatoires et antimicrobiens (Cimino et al., 2021). Elles sont considérées comme des
agents précieux dans la prévention et le traitement de diverses affections, y compris le cancer
et les maladies cardiovasculaires comme I'athérosclérose et la thrombose, ainsi que les maladies
infectieuses (Edris, 2007 ; Irshad et al., 2020). Leur potentiel antimicrobien est bien établi,
mais leurs effets peuvent étre améliorés par des interactions synergiques en combinant deux ou
plusieurs HEs différentes, avec d'autres agents antimicrobiens tels que les antibiotiques
(Jugreet et al., 2020).

I1.7.2. Cosmétologie et parfumerie

Les HEs sont fréquemment utilisées dans les produits cosmétiques, les parfums et divers
produits ménagers, en raison de leurs nombreuses propriétés, mais principalement en raison de
leur odeur agréable (Sarkic et Stappen, 2018). L'industrie des cosmétiques, du savon, des
détergents et des parfums montre un vif intérét pour les HEs en raison de leur potentiel
économique. La production mondiale d'huiles essentielles destinées aux parfums a
considérablement augmenté, notamment pour des plantes comme la sauge, la lavande et le

thym, qui sont recherchées pour créer des parfums de haute qualité (Rios, 2016).

18



Chapitre II : Huiles essentielles Synthese bibliographique

I1.7.3. Industrie agroalimentaire et agriculture

L'utilisation des HEs comme additifs antimicrobiens dans les aliments a été catégorisée
comme GRAS par la FDA (Food and Drug Administration) des Etats-Unis et constitue une
source riche en composés biologiquement actifs, avec des propriétés antimicrobiennes et
antioxydants bien connues (Herman et al., 2019). Elles sont de plus en plus recherchées en tant
qu’additifs naturels pour prolonger la durée de conservation des aliments, en remplacement des
conservateurs synthétiques (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Elles sont utilisées dans une
grande variété de produits de consommation tels que les produits alimentaires de confiserie, les
boissons non alcoolisées et les boissons alcoolisées distillées (Kettenring et Geeganage,
2015).

En outre, les huiles essentielles sont prometteuses dans l'industrie alimentaire pour la
création de matériaux d'emballage biodégradables. Leur abondance naturelle et leurs propriétés
antimicrobiennes en font des substituts attrayants aux additifs derivés du pétrole (Zubair et al.,
2022).

Les huiles essentielles offrent une alternative pour controler les agents pathogénes, les
ravageurs agricoles et les mauvaises herbes, surtout compte tenu des impacts négatifs de
I'utilisation indiscriminée de pesticides sur I'environnement et la santé humaine (Ootani et al.,
2013).
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I. Matériel

1.1. Matériel végétal

Dans cette ¢tude, notre attention s’est portée sur 1’évaluation de [Dactivité
antibactérienne de 1I’huile essentielle du thym (Thymus vulgaris), achetée en pharmacie. Cette
I’HE a éte testée seule et en association avec un antibiotique (amoxicilline). La photographie
de cette I’HE est présentée dans la figure 5. La classification et la description botanique de la

plante étudiée est illustrée dans le tableau V.

Figure 5 : Photographies de la plante (a) et de I’huile essentielle (b) de Thymus vulgaris
(Prasanth Reddy et al., 2014).

Tableau V : Classification et description botanique de Thymus vulgaris.

Classification botanique Description
Régne : Plantae e Hauteur: 10 a 30 cm.
Classe : Magnoliopsida e Feuilles : Petites, opposées, de couleur vert
Ordre : Lamiales grisdtre, avec des bords recourbés, mesurant
Famille : Lamiaceae jusqu’a 5 - 10 cm de longueur et 0,8 - 2,5 cm de
Sous-famille : Nepetoideae largeur.
Genre : Thymus L. e Fleurs : Couleur violet clair, a deux lévres, avec
Espéce : Thymus vulgaris L. un calice glandulaire et poilu, mesurant jusqu’a 5
(Prasanth Reddy ez al., 2014). mm de longueur (Patil et al., 2021).

I.2. Souches bactériennes

Pour évaluer I’effet antibactérien de 1’huile essentielle étudiée, nous avons testé quatre
souches bactériennes responsables des infections cutanées (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) (Tableau VI), Ces souches

ont été fournies par le Laboratoire de Microbiologie Appliquée de I’Université de Béjaia.
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Tableau VI : Tableau représentatif des différentes souches bactériennes testées.

Souche Référence
Escherichia coli ATCC 29522
Klebseilla pneumoniae Souche de laboratoire
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 6314

II. Méthodes

11.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

I1.1.1. Evaluation qualitative (aromatogramme)

Pour évaluer Dactivité antibactérienne de I’huile essentielle, nous avons utilisé la
méthode d’aromatogramme ou la technique de diffusion des disques sur milieu gélosé.
L’aromatogramme est une méthode qui permet d’étudier la sensibilité des microorganismes aux
HEs et de mesurer leur pouvoir antimicrobien de maniére fiable et reproductible (Derbré et al.,
2013). L’aromatogramme a été réalisé par la méthode rapportée par Kacaniova et al. (2017).
Des boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton (MH) (annexe 1), ont été ensemencées
avec les souches bactériennes a tester, par la méthode d’écouvillonnage. Par la suite, des disques
stériles de papier wattman (6 mm) ont été placés délicatement sur la gélose, ensuite imprégnés
avec (10 uL) de I’HE a différentes concentrations (5 a 30 mg/mL). Les boites inoculées ont été
laissées a 4 °C pendant 2 heures pour une pre-diffusion, puis incubées a 37 °C pendant 24
heures. Aprés incubation, les zones d’inhibition autour des disques ont été mesurées en

millimétres (mm). Des témoins positifs et négatifs ont été utilisés :

» Témoin négatif : dépdt des disques de papier Wattman imprégnés de DMSO.

» Témoin positif : dépot des disques d’antibiotique (amoxicilline) et d’un standard de I'HE
étudiée (le thymol).

I1.1.2. Evaluation quantitative

I1.1.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
La concentration minimale inhibitrice (CMI), designe la plus faible concentration de
I’HE capable de réduire la croissance des colonies microbiennes d’une maniere significative,

soit d’au moins 90 % (Moreira el al., 2005).
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La CMI des HEs étudiées vis-a-vis les souches cibles est déterminée par la méthode de
dilution en milieu solide rapporté par Billerbeck (2002). Elle consiste a disperser I’HE,
préalablement diluée dans du DMSO, a différentes concentrations (25 a 10* ug/mL) finales dans
le milieu Muller Hinton. L’ensemencement par spot des différentes souches cibles, est réalisé
a partir de 10 UFC/ml par prélévement de 10 pL (Fertout-Mouri et al., 2017). Un témoin
négatif sans extrait est réalisé. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 heures, une vérification
d’une croissance ou non au niveau du point d’application du spot est effectuée. La CMI
correspond a la premiere concentration ou aucune croissance bactérienne n’est mentionnée
(Moroh et al., 2008).

11.1.2.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides

La concentration minimale bactéricide (CMB), est définie comme étant, la plus faible
concentration en principe actif permettant de tuer 99,9 % des bactéries (Fontany et al., 2015).

Des tubes de bouillon MH (Annexe I) sont ensemencés par des morceaux de géloses
raclés la ou aucune croissance n'est observée sur la boite de Pétri. Aprés incubation a 37 °C
pendant 24 heures, une présence ou non d'un trouble est mentionné. La CMB correspond a la

premiére concentration ou aucun trouble n'est observe.

I1.2. Activité antibactérienne de I’huile essentielle du thym en association avec un

antibiotique

Dans ce travail, la technique de microdilution en damier a été utilisée pour étudier les
interactions entre 1’huile essentielle du thym et I’antibiotique (amoxicilline), en suivant le
protocole de CLSI (2006). Des dilutions sérielles des huiles essentielles, et d'antibiotiques ont
été préparées, puis diverses combinaisons de ces agents antibactériens ont été réalisées, en
utilisant la solution d’agar 0,2% comme diluant (Annexe). Chaque puits de la microplaque
contenait un mélange de 100 pL de bouillon Mueller-Hinton, 50 puL de la suspension
bactérienne (10° UFC/mL), 50 L de I'antibiotique dans le cas d'un test individuel, et 25 pL de
chaque pour les combinaisons binaires. Le volume final dans chaque puits est égal a 200 pL.
Suivi d’une agitation sur une plaque agitatrice, une incubation a été effectuée a 37 °C pendant
24 heures. Deux puits contenant 100 pL de Mueller Hinton, 50 pL de la solution d’agar a 0,2%
et 50 puL de suspension bactérienne ont été utilisés comme contr6le positif (contrdle de
croissance) et deux puits contenant 150 puL de Mueller Hinton, 50 pL de la solution d’agar a

0,2% ont été utilisés comme contréle négatif.

22



Matériel et méthodes Partie expérimentale

Le test de grille, utilisé pour évaluer ces combinaisons, implique le calcul de la
concentration inhibitrice fractionnelle (FICI), une mesure utilisée en microbiologie pour
¢évaluer ’interaction entre deux agents antimicrobiens. Cet indice permet de déterminer si la
combinaison des deux substances a un effet synergique, additif, indifférent ou antagoniste
(Fratini et al., 2017).

La formule ci-dessous est utilisée pour calculer le FICI :

CMI A en combinaison CMI B en combinaison

FICI= CIM A seul CMI B seul

Ou:

e CMI A : concentration inhibitrice minimale de I’antibiotique ;
e CMI B : concentration inhibitrice minimale de I’huile essentielle ;

e CMI en combinaison : concentration inhibitrice minimale de I’antibiotique avec I’'HE
(Ahmad et al., 2014).

I11. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les données sont analysées en utilisant
une analyse de variance (ANOVA). Des différences significatives (p < 0,05) entre les moyennes
sont déterminées par le test LSD (Low Significant Difference). Le logiciel utilisé est
STATISTICA5.5.
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Résultats et discussion

|. Evaluation de I’activité antibactérienne
I.1. Evaluation qualitative (aromatogramme)

L’activité antibactérienne de I’HE du thym a été évaluée en termes des diametres des
zones d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatre bactéries
pathogenes (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus). Les résultats obtenus sont
enregistrés dans le tableau VII et illustrés dans la figure 6. L'échelle de I'estimation de l'activité

antibactérienne est donnée par Adli et al. (2022), comme suit :

» D <8 mm : Souches résistantes (-) ;
» 9mm <D < 14 mm : Souches sensibles (+) ;
» 15 mm <D <19 mm : Souches trés sensibles (++) ;

» D >20 mm : Souches extrémement sensibles (+++).

Tableau VII : Résultats de I'évaluation qualitative de l'activité antibactérienne de I’HE de
Thymus vulgaris vis-a-vis les souches testées.

Zone d’inhibition (mm)
souehe [disque 0,05 0,1 0,15 0,3
Thym / 7,6+0,66° | 83+0,66° | 11+0,33"
E. coli Thymol / 8,5+0,66% | 10+0,66¢ | 19,5+0,33°
ATB 7,4+05" | 12,2+0,66' | 12,6 £0,33 | 13,2 +0,66¢
Thym 7,9+0,66° | 83+0,66° | 9,7+0,66° | 15+0,33k
K. pneumoniae Thymol 7,240,332 7,8 £ 0,66 9,4+ 0,33° 11,2 +0,5"
ATB 18 +0,5™ 19+0,33" | 21,5+0,66° | 23 +0,5
Thym / 7,1£0,33* | 7,2+£0,33* | 7,9+0,66°
P. aeruginosa Thymol / 7,3 +£0,33% 7,6 + 0,66° 9,7 +0,33F
ATB / / / /
Thym 7,5+£0,66° | 8,0+£0,66° | 82+0,5° | 850,661
S aureus Thymol 7,0+£033* | 7,5+0,66° | 8,0+0,66° 17+0,5'
ATB 242 +0,66" | 24,4+0,5 | 27,7+033° | 30+0,33

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).
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Figure 6 : Photographies des zones d’inhibitions obtenues par I’huile essentielle du thym vis-
a-vis les souches testées. A : S. aureus ; B : P. aeruginosa ; C : E. coli ; D : K. pneumoniae.
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L'évaluation de I'effet antibactérien de I’HE de Thymus vulgaris révele des variations
significatives en fonction de la concentration testée. Une augmentation de la concentration de
I’HE du thym entraine une augmentation de la zone d'inhibition, indiquant une amélioration de

I'activité antibactérienne.

D’apres le tableau VII, ’HE du thym montre une efficacité remarquable contre K.
pneumoniae avec des zones d'inhibition atteignant 15 mm a 0,3 mg/disque. Cette zone
d’inhibition a été supérieure a celle du thymol, qui a montré une activité notable mais moindre
(11,2 mm a 0,3 mg/disque), avec une difference significative (p > 0,05). De plus, L’HE du
thymus vulgaris a révélé une activité modérée contre E. coli, avec des zones d'inhibition variant
de 7,6 a 11 mm, bien que cette activité soit inférieure a celle du thymol, elle reste relativement
proche, surtout a des faibles concentrations. Concernant S. aureus, I’HE du thym a démontré
une efficacité limitée mais toujours présente, avec des zones d’inhibitions qui sont autours de
8 mm. En revanche, ’ATB a €té le plus actif, avec des zones qui attiennent 30 mm. P.
aeruginosa a presenté une résistance marquée a I'HE du thym, avec des zones d'inhibition
maximales de 7,9 mm. Le thymol a montré des résultats similaires, et l'antibiotique n'a
manifesté aucune activité contre cette souche. Cette observation souligne une résistance

généralisée de P. aeruginosa aux extraits testés.

Les études menées par Abboud et al. (2015) ; Fahimi et al. (2015) ; Diniz et al. (2023) ;
Galgano et al. (2023) ont aussi montré que I’HE de Thymus vulgaris présente une activité
antimicrobienne notable contre E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus. Confirmant
nos résultats sur la sensibilité d’E. coli, une étude menée par Benameur et al. (2018) sur
I’activité antimicrobienne I’HE de Thymus vulgaris vis-a-vis d’E. coli, a révélé une forte activité
inhibitrice de I’'HE de Thymus vulgaris, illustrée par une zone de 40 mm. Contrairement a
Fournomiti et al. (2015) qui ont marqué la résistance d’E. coli @ ’HE du thym. Les activités
antimicrobiennes de douze huiles essentielles contre plusieurs micro-organismes pathogénes
ont été testées dans une étude réalisée par Rusenova et Parvanov (2009), ou ils ont rapporté
I’efficacité de I’HE de Thymus vulgaris contre K. pneumoniae, enregistrant la plus zone
d’inhibition la plus élevée par rapport aux autres souches testées (43 mm). En opposition a nos
résultats, Cheurfa et al. (2013), ont démontré un effet antibactérien notable de I’HE de Thymus
vulgaris contre S. aureus, enregistrant la zone d’inhibition la plus élevé (45 mm). Par ailleurs,
El Atki et al. (2019), ont également observé que le thymol possede une activité antibactérienne

significative vis-a-vis de S. aureus.
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Mohammed (2020) a trouvé que P. aeruginosa est sensible a I’HE du thym, bien qu’elle
soit résistante a plusieurs antibiotiques testés, notamment I’amoxicilline, il suggere que I’'HE
de Thymus vulgaris est efficace comme agent antibactérien contre les bactéries pathogénes et
résistantes. L’étude de Qureshi et al. (2022), a marqué des zones de 31 mm de I’HE du thym
contre P. aeruginosa indiquant une forte activité inhibitrice. De plus, Althunibat et al. (2016),
ont rapporté que le thymol présente une bonne efficacité contre P. aeruginosa (28 mm) par

rapport aux autres souches testées.

I.2. Evaluation quantitative

L activité antibactérienne de I’HE du thym a été évaluée par la méthode de dilution sur
gélose en déterminant les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB)
vis-a-vis les souches bactériennes testées. Les résultats sont enregistrés dans le tableau VIII et

illustrés dans les figures 7 et 8.

Tableau VIII : Résultats de I’évaluation quantitative de ’activité antibactérienne de I’HE de
Thymus vulgaris vis-a-vis les souches testées.

Souche HE CMI (ug/mL) | CMB (ng/mL)
Thym 150° 225f
E. coli Thymol 225° 2508
ATB 100° <1000’
Thym 2508 2508
K. pneumoniae Thymol > 250"
> 250"
ATB <150¢
Thym .
1000/
P. aeruginosa Thymol > 250"
ATB 5000*
Thym 150°
> 250"
S. aureus Thymol 225f
ATB <25° 25°

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p < 0,05).
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Figure 7 : Photographies des résultats des concentrations minimales inhibitrices de I’HE de
Thymus vulgaris vis-a-vis les souches testées. A : Thym ; B : Thymol ; C : ATB.

Témoin Thym : E. coli

Témoin ATB : E. coli ATB : S. aureus ATB : K. pneumoniae

Figure 8 : Photographies des résultats des concentrations minimales bactéricides de I’'HE de
Thymus vulgaris vis-a-vis les souches testées.

D’aprés le tableau VIII, I’HE du thym présente une bonne activité antibactérienne Vis-
a-vis d’E. coli et S. aureus avec une CMI de 150 pg/mL. La CMB est égale a 225 pg/mL contre
E. coli et elle est supérieure a 250 pg/mL vis-a-vis de S. aureus, avec une difference
significative (p > 0,05). De plus, le thymol inhibe la croissance d’E. coli et S. aureus avec une
CMI de 225 pg/mL et nécessite une concentration de 250 pg/mL pour atteindre un effet
bactéricide contre E. coli et une CMB supérieure a 250 ug/mL a I’encontre de S. aureus. Par
ailleurs, I’antibiotique inhibe la croissance d’E. coli avec une CMI de 100 pg/mL, et également
celle de S. aureus avec des valeurs de CMI trés basses (< 25 pg/mL) et une CMB de 25 pg/mL.
En outre, I’HE du thym présente une efficacité modérée contre K. pneumoniae avec une CMI
et une CMB de 250 pg/mL. Le thymol est peu efficace contre cette bactérie avec une CMI et
CMB supérieures a 250 ug/mL. L’antibiotique inhibe aussi la croissance de K. pneumoniae a
des concentrations inférieures ou égales a 150 pg/mL. Cependant, une résistance a I’HE du

thym, au thymol ainsi que I’antibiotique a été enregistrée vis-a-vis de P. aeruginosa.
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Kaloustian et al. (2008) ont étudié ’effet de I’HE de Thymus vulgaris par la méthode
de dilution en milieu liquide pour déterminer la CMI, ils ont obtenu des effets inhibiteurs d’E.
coli et de S. aureus avec des CMI respectivement de 1000 pg/mL et 2000 pg/mL, nettement
supérieures aux notres résultats. Dans une autre étude menée par Yaklef et al. (2011), ils ont
confirmé via la méthode de micro dilution, que ’HE du thym inhibe la croissance d’E. coli et
S. aureus avec des CMI de 2500 pg/mL et 150 pg/mL, respectivement, et une résistance de P.
aeruginosa a I’HE du thym a été aussi observée, ce qui est en accord avec nos résultats Faiza
et al. (2018), ont réalisé une série de dilutions de I’HE du thym dans un milieu gélosé solide de
Mueller Hinton pour déterminer les CMI, ils ont démontré que cette ’HE exerce une activité
inhibitrice vis-a-vis E. coli, S. aureus et K. pneumoniae avec des CMI allant de 0,6 a 0,125 %,

et aussi une résistance de P. aeruginosa.

De nombreux facteurs peuvent influencer I’activité antimicrobienne des HEs tels que la
température (Oliveira et al., 2005), le type et la période de récolte des plantes (Bounatirou et
al., 2007), la concentration et la nature de I’HE (Karagoz et al., 2010), ainsi que la méthode

d’évaluation de 1’activité antibactérienne (Surh et Nielsen, 2003).

Il. Activité antibactérienne de I’huiles essentielle étudiée en association avec un
antibiotique

La technique de micro dilution est utilisée pour étudier les interactions entre les huiles
essentielles et d'autres substances, telles que les composants principaux ou les antibiotiques
(Gradinaru et al., 2014). Ces méthodes, initialement développées pour détecter les interactions
médicamenteuses, manquent d'une normalisation spécifiqgue pour évaluer précisément
I'interaction entre les huiles essentielles, leurs composants et les antibiotiques (Mackay et al.,
2000 ; Tallarida, 2001).

Dans ce travail, I’activité antibactérienne de I’'HE de Thymus vulgaris et le thymol en
association avec un ATB (amoxicilline) contre quatre souches pathogénes a été étudiée (figure
9). Les résultats des FICI obtenus sont enregistrés dans le tableau IX. En effet, I’évaluation du
FICI entre un antibiotique et une huile essentielle est particuliérement utile pour explorer des
alternatives et des compléments aux traitements antibiotiques conventionnels, visant a
améliorer I’efficacité des traitements et a lutter contre la résistance aux antibiotiques (Fratini

et al., 2017). Les interpretations typiques de FICI sont les suivantes :
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FICI £0,5 : Synergie (interaction positive, 1’effet combiné est supérieur a la somme des effets

individuels) ;

0,5 < FICI < 1 : Addition (interaction ou I’effet combiné est égal a la somme des effets

individuels) ;

FICI = 1 : Indifférence (aucune interaction notable, 1’effet combiné n’est pas significativement

different des effets individuels) ;

FICI > 1: Antagonisme (interaction négative, I’effet combiné est inférieur a la somme des effets
individuels) (Fratini et al., 2017).

Tableau IX : Résultats de I'association de I’HE de Thymus vulgaris et le thymol avec I'ATB.

Concentrations Concentrations
Souche des associations Fic des associations Fic
Thym/ATB Thym/ATB Thymol/ATB Thymol/ATB
pg/mL pg/mL

5/5 0,073 5/5 0,073
10/5 0,113 10/10 0,146

20/40 0,0426 20/5 0,193

. 40/20 0,453 40/5 0,353

E. coli 8075 0,673 30/5 0,673
100/150 1,46 100/100 1,54

125/125 1,83 125/100 1,83

150/100 1,94 150/100 1,86
1/100 0,674 1/100 0,674
K. pneumoniae 5/100 0,706 5/100 0,706
: 50/100 1,066 50/100 1,066
100/100 1,466 100/100 1,466
1/10 0,074 1/1 0,014

P. aeruginosa 5/10 0,1 5/20 0,17
10/20 0,21 10/5 0,113

20/20 0,29 20/5 0,193
1/10 0,074 1/10 0,074
5/5 0,073 5/10 0,106
10/20 0,213 10/20 0,213
20/20 0,293 20/20 0,293
S. aureus 40/20 0,45 40/5 0,353
80/20 0,773 80/5 0,673

100/100 1,33 100/125 1,71

125/150 1,74 125/100 1,66

150/150 1,83 150/100 2,03
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Figure 9 : Photographies des résultats de l'association de I’'HE de Thymus vulgaris et le
thymol avec I'ATB.

Les résultats de l'association de I’'HE de Thymus vulgaris et le thymol avec
I’amoxicilline ont réveélé des effets différents en fonction des concentrations utilisées. En effet,
a des faibles concentrations (1 a 40 pg/mL) pour chaque compose, des effets de synergie
(indiqués par des FICI inférieurs a 0,5) ont été observé a I’égard de toutes les souches testées,
a I’exception de K. pneumoniae, ceci est probablement di a la concentration élevée de I’ATB
(> 40 pg/mL). Cette synergie suggere une amélioration de I'activité antibactérienne lorsque les
deux agents sont combinés a des basses concentrations. De plus, il a été observé que lorsque
I'un des agents combinés, qu'il s'agisse de I'HE de Thymus vulgaris ou de I’ATB, est utilisé a
des concentrations élevées (80 a 100 pg/mL), un effet additif est noté contre E. coli (FICI de
0,673), K. pneumoniae (FICI de 0,674 et 0,706) et S. aureus (FICI de 0,773). Ces observations

ont été également marqué dans 1’association du thymol avec I'ATB.

En revanche, dans les deux cas d'association, Thym/ATB et Thymol/ATB, il a été
démontré que lorsque les agents combinés sont utilisés a des concentrations plus élevées, allant
de 100 a 150 pg/mL, ils entrainent des effets d'antagonisme. Cet effet a été observé contre E.
coli, K. pneumoniae et S. aureus, comme l'indiquent les FICI situés entre 1,33 et 2,03.

Les interactions, entre différents ATB et I’HE du thym, étudiées par Fadli et al. (2012)
et Nafis et al. (2021) ont été réalisées par le test de dilution en damier. Ils ont déterminé des
effets synergiques vis-a-vis de S. aureus, E. coli, K. pneumoniae ainsi que P. aeruginosa. Adrar
et al. (2015), ont aussi ¢tudié la combinaison de I’HE du thym avec I’antibiotique
(amoxicilline), par la méme méthode, ils ont déterminé des effets synergique, additif et
indifférent vis-a-vis de S. aureus et E. coli. Dans une autre étude menée par Hayder et Essa
(2021), une association a ¢té testée entre ’'HE du thym et différents antibiotiques, avec la
méthode de diffusion sur disque. L’étude a mis en évidence la présence de synergie vis-a-vis
d’E. coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa. Selon Fadli et al. (2012), 1’association des HEs avec
des ATBs peut étre utilisée pour augmenter le spectre antibactérien, empécher 1’apparition des
mutants résistants, réduire au minimum la toxicité et minimiser les effets secondaires de I’ATB.
D’aprés Aiyegoro et Okoh (2009), une association ATB/HE pourrait étre une alternative a la
monothérapie pour des patients présentant des infections envahissantes difficiles a traiter,

comme ceux dues aux especes multi résistantes.
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une alternative, prometteuse et naturelle aux
traitements par les antibiotiques, en raison de leurs propriétés thérapeutiques remarquables et
de l'absence fréquente d'effets secondaires indésirables. Cette étude s’est concentrée sur
I'évaluation de I'activité antibactérienne de I’'HE de Thymus vulgaris. En particulier, nous avons
examiné son efficacité seule et association avec un antibiotique (amoxicilline) contre quatre
souches bactériennes responsables des infections cutanées : E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa et S. aureus.

Les résultats de I’aromatogramme ont démontré que I’HE de Thymus vulgaris possede
une activité antibactérienne modérée contre K. pneumoniae, E. coli et S. aureus, en présentant
des zones d’inhibition allant de 7,5 a 15 mm. Cependant, I’HE de Thymus vulgaris s'est révélée

moins active contre P. aeruginosa avec des zones d’inhibition de 7,1 a 7,9 mm.

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides ont permis de
déterminer I'effet antibactérien de I'HE de Thymus vulgaris. La CMI est de 150 pug/mL contre
E. coli et S. aureus, de 250 pg/mL a I’égard de K. pneumoniae, et de 1 mg/mL contre P.
aeruginosa. Quant aux valeurs de la CMB, elles sont de 250 et 225 pg/mL contre
respectivement K. pneumoniae et E. coli. Elles sont supérieures a 250 pg/mL vis-a-vis de P.
aeruginosa et S. aureus. Ces résultats indiquent que I'HE de Thymus vulgaris présente une
efficacité marquée contre les souches testées, a I’exception de P. aeruginosa, qui a montré une

résistance ; confirmant ainsi les résultats de 1’aromatogramme.

L'association de I'HE de Thymus vulgaris avec lI'amoxicilline a révelé des effets
synergiques a des concentrations faibles (1 a 40 pug/mL) contre la plupart des souches, indiquant
une amélioration de I'effet antibactérien. Cependant, a des concentrations plus élevées (80 a 100
pg/mL), un effet d'addition a été noté, particulierement contre E. coli, K. pneumoniae et S.
aureus. En revanche, a des concentrations encore plus élevées (100 a 150 pug/mL), des effets

d'antagonisme ont été enregistres, soulignés par des FICI supérieures a 1.

Les résultats de cette étude mettent en valeur I'HE de Thymus vulgaris, qui pourraient
contribuer au développement d'un traitement a base de cette plante aromatique. Ce travail reste
préliminaire et d'autres études sont souhaitables afin de I'approfondir, il serait donc nécessaire
de:
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Reéaliser l'identification des composés bioactifs de I'HE de Thymus vulgaris ;
Etudier I’activité antibactérienne de cette I’HE vis-a-vis de la plupart des souches
bactériennes et fongiques incriminées dans les infections cutanées superficielles et
profondes ;

Realiser une éco-extraction de I’HE étudiée :

Etudier la toxicité de I’'HE de Thymus vulgaris.
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Annexe



Annexe | : Composition (pour un litre) des milieux de culture utilisés

(Guiraud, 1998).

Bouillon Mueller Hinton

e Extrait de viande 2 g

e Hydrolysat acide de caséine 17,5 ¢
e Amidon15g

e AgarlOg

e pH7,4+0,2

Gélose nutritive

e Peptone de caseine 5 g
e Peptone de viande 5 g
e NaCl5g

e Agarl0Og

e pH7,3+0,2

Gélose Mueller Hinton

e Extrait de viande 2 g

e Hydrolysat acide de caséine 17,5 ¢
e Amidon15g

e Agarl0g

e pH7,4+0,2



Annexe II : Préparation des solutions pour 1L d’eau distillée

Eau physiologique

e 9gNaCl
e pH72+0,2

Solution d’agar a 0,2 %

e 2gAgar
e pH72+0,2



Résumé

L’objectif du présent travail est de mettre en évidence 1’activité antibactérienne de I’'HE
de Thymus vulgaris, vis- a- vis quatre souches bactériennes associées aux infections cutanées
(E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus). Initialement, une évaluation qualitative
par la méthode de diffusion sur disque a été investiguée contre ces bactéries suivie d’une
évaluation quantitative dans le but de déterminer les CMI et les CMB. Par la suite, 1’effet
antibactérien de I’HE du thym en combinaison avec un antibiotique (amoxicilline) a été évalué
par la méthode de microdilutions en damier. Les résultats ont montré que I’HE de Thymus
vulgaris est active a I’égard de toutes les souches testées, notamment K. pneumoniae (15 mm).
Elle a également enregistré les meilleures CMI (150 pg/mL) et CMB (225 pg/mL) vis-a-vis
d’E. coli. Par ailleurs, 1’association de Thymus vulgaris et I’antibiotique a révélé une action
inhibitrice significative, particuliéerement a des faibles concentrations allant de 1 a 40 pg/mL.
Ces resultats suggerent que I’HE de Thymus vulgaris, seule ou en combinaison avec un
antibiotique, pourrait constituer une alternative prometteuse pour le traitement des infections

cutanées bactériennes.

Mots clés : activité antibactérienne, antibiotique, association, infections cutanées, Thymus

vulgaris.
Abstract

The aim of the present study was to demonstrate the antibacterial activity of Thymus
vulgaris EO against four bacterial strains associated with skin infections (E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa and S. aureus). Initially, a qualitative evaluation using the disk
diffusion method was investigated against these bacteria, followed by a quantitative evaluation
to determine MICs and BMCs. Subsequently, the antibacterial effect of thyme EO in
combination with an antibiotic (amoxicillin) was evaluated using the checkerboard
microdilution method. The results showed that Thymus vulgaris EO was active against all the
strains tested, including K. pneumoniae (15 mm). It also recorded the highest MIC (150 pg/mL)
and BMC (225 pg/mL) against E. coli. Moreover, the combination of Thymus vulgaris and the
antibiotic revealed a significant inhibitory action, particularly at low concentrations ranging
from 1 to 40 pg/mL. These results suggest that Thymus vulgaris EO, alone or in combination

with an antibiotic, could be a promising alternative for the treatment of bacterial skin infections.

Keywords : antibacterial activity, antibiotic, association, skin infections, Thymus vulgaris.



