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Glossaire

Ancien Monde : se référe a la partie du Monde connue par les européens depuis l'antiquité,
avant les voyages de Christophe Colomb : I'Europe, I'Asie et I'Afrique (Afro-Eurasie). Par
distinction au Nouveau Monde : I’Amériques et I'Océanie.

Angiogenese : Développement de vaisseaux capillaires a partir de capillaires préexistants. (Ce
processus intervient notamment dans la cicatrisation mais pourrait jouer un réle dans la
formation de cancers.)

Antigalactogene : qui inhibe la sécrétion lactée.

Antinociceptif : Qui inhibe la nociception, la sensibilité a la douleur.
Antiphlogistique : Qui combat les inflammations (mot ancien).

Antispasmodique : Médicament utilisé dans le traitement des spasmes musculaires.

Antisudorale : Synonyme de antiperspirant: substance utilisée pour diminuer une
transpiration excessive.

Apoplexie : Perte de connaissance brutale avec suspension de la motilité volontaire et de la
sensibilité et conservation des fonctions végétatives.

Aromate : Toute substance végétale d'une odeur agréable, employée notamment en cuisine.
Asie mineure : ou Anatolie ; péninsule située a I’extrémité occidentale de 1’ Asie.

Astringent : Se dit d'une substance qui resserre et asseche les tissus, et peut faciliter leur
cicatrisation.

Auriculé : Se dit d'un organe présentant latéralement a sa base des éléments en forme de
petites oreilles.

Bilabié : Se dit d’un calice ou d'une corolle dont les éléments forment deux lévres.

Calice : Verticille externe ou unique de la fleur, formé de piéces le plus souvent vertes
(sépales) et assurant la protection des autres verticilles dans le bouton floral.

Carcinome : Tumeur maligne développée aux dépens des tissus épithéliaux.

Chémotype : Ce terme s'applique a tout type de composés chimiques appartenant
aux métabolites secondaires. Les huiles essentielles tiennent une place prépondérante dans ce
phénoméne. Le chemotype ou CT d'une huile essentielle correspond a la molécule majeure du
profil biochimique de I'huile essentielle etudiée.

Cohobage : Recyclage dans I’alambic, pendant une distillation, de 1’eau recueillie a la sortie
de I’appareil aprés séparation de 1’essence.

Corole : Partie d’une fleur compléte qui enveloppe immédiatement les organes de la
fécondation et qui est ordinairement colorée.
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Glossaire

Créte : Tle de la mer Méditerranée et région de Greéce.
Denticulé : Qui est finement denté.
Digestive : Qui facilite la digestion.

DL-a-tocophérol : Forme de vitamine E produite par synthese chimique ; c’est un mélange
de huit stéréo-isomeres répartis de facon équivalente dont 1’un d’entre eux (1/8¢me) a une
structure moléculaire identique a celle de la vitamine E naturelle (D-alpha-tocophérol).

Emmeénagogue : Qui favorise ou provoque la menstruation.

Epi : Par extension, toute inflorescence dont les fleurs sont disposées autour d'un axe central,
sans pedicelle ou avec un pédicelle tres court.

Erigé : Dressé, éleve.

Eupeptique : Qui favorise la digestion, en parlant d’un produit, d’un extrait de plante.
Gargarisme : Solution médicamenteuse utilisée pour rincer la bouche et la gorge.
Groenland : Trés grande ile du nord de 1’océan Atlantique.

H+, K+ ATPase : pompe a protons assurant la sécrétion de protons responsables de l'acidité
du liquide gastrique.

Herbaceé : Qui a l'aspect, qui est de la nature de I'herbe (S'oppose a ligneux.)

Herpétique : Qui se rapporte ou qui est di a I'herpés ; qui est atteint de I'herpés qui est une
affection de la peau et des muqueuses d'origine virale.

Ibérique : Qui est relatif a I'Espagne et au Portugal.
I1éon : Partie terminale de I'intestin gréle.
Lancéolé : Se dit d'une feuille en forme de fer de lance.

Ligneux : Qualifie une plante dont latigea la consistance du bois, gracea la lignine
qu’elle contient.

Ligneux : Se dit d'une plante contenant suffisamment de faisceaux lignifiés pour que ses tiges
soient résistantes.

Limbe : Partie la plus importante, généralement large et aplatie, d’une feuille.
Névralgie : Douleur provoquée par une irritation ou par une lésion d'un nerf sensitif.

Numide : Relatif a la Numidie (Antiquité), Pays des Numides, situé sur la bordure nord de
I’ Algérie et I’ouest de la Tunisie moderne, bordé par la province romaine de Maurétanie a
I’ouest, la Tripolitaine a I’est, la Méditerranée au nord et le Sahara vers le sud.
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Glossaire

Oblongue : D’une forme allongeée.
Peptique : Qui a rapport a la pepsine (enzyme du suc gastrique).

Pétiolé : Qui est porté par un pétiole (partie rétrécie de certaines feuilles unissant le limbe a
la tige), par opposition & « sessile ».

Psychosomatique : Se dit d'un trouble organique ou fonctionnel d'origine psychique.

Pubescence : Caractére d'une surface externe, animale ou végétale, couverte de poils fins et
courts.

Sessile:  Se dit d’une feuille ou d’une fleur ayant une implantation fixe dépourvue
de pétiole ou de pédoncule.

Stimulant : Qui est propre a stimuler les fonctions organiques, a accroitre l'activité physique
ou intellectuelle.

Stomatite : Inflammation de la muqueuse de la bouche.
Tachycardie : Augmentation anormale du nombre des battements du cceur.
Temporale : Qui a rapport aux tempes (parties latérales de la téte entre 1’oreille et le front).

Thrips : Petit insecte thysanoptére, a I'abdomen pointu, qui abonde sur diverses plantes (lin,
céréales, pois, tabac, glaieul) dont il épuise les feuilles par ses pigdres.

Tilapia: Nom commun d’un poisson d’eau douce trés répandu en aquiculture, originaire
d’Afrique et du Proche et Moyen-Orient.

Tubuleuse : Qui est en forme de tube.

Verticille : Ensemble de pieces, feuilles par exemple, disposées circulairement autour d’un
méme point de la tige.

Vivace : Se dit d'une plante dont la période de végétation s'étend sur plusieurs années, méme
lorsque les parties souterraines (organes ditspérennants : rhizomes, bulbe, tubercule, etc.)
subsistent seules en hiver.

p-amyloide : C’est une protéine localisée surtout au niveau du cerveau mais que 1’on retrouve
aussi dans la circulation sanguine. Elle provient de la protéine APP : Amyloid Precursor
Protein. La preésence d'agrégats de béta-amyloide ou plaque amyloide est un signe
caractéristique de la maladie d'Alzheimer.
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INTRODUCTION

Les maladies infectieuses étaient la principale cause du déces dans les pays développés
avant la découverte des antibiotiques (un tiers des déces dans le monde entier). La littérature
scientifiqgue énumere environ 1400 especes de microorganismes pathogenes pour 1’homme
dont 538 bactéries (Drlica et Perlin, 2011). L utilisation des antibiotiques, depuis la fin de la
seconde guerre mondiale, a contribué a ’amélioration de I’espérance de vie de plus de dix
ans. L’emploi de ces antibiotiques est assez large et couvre aussi bien le domaine de la santé

humaine et animale que le domaine agroalimentaire ou environnemental (Aouni et al., 2013).

Plusieurs pathogénes sont devenus résistant aux antibiotiques (Drlica et Perlin, 2011) :
plus de 70% des bactéries qui causent les infections nosocomiales sont actuellement
résistantes & au moins un des antibiotiques couramment utilisés (Barrett, 2005). Une
résistance a toutes les classes d'antibiotiques a été décrite (Kon et Rai, 2013). La large
utilisation des antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes a conduit a
I'émergence et la propagation de souches résistantes (Rakholiya et al., 2013). L’apparition de
souches multi-résistantes est devenue plus fréquente ces derniers temps en raison de l'usage
inapproprié et irrationnel des antibiotiques, ce qui offre des conditions favorables pour la

sélection de mutants résistants (Kon et Rai, 2013).

Les maladies infectieuses demeurent une cause principale des décés dans le monde,
ceci est devenu une préoccupation mondiale (Rakholiya et al., 2013) et un besoin constant
pour le développement et la production de nouveaux médicaments (Kon et Rai, 2013). Ceci
explique ’intérét porté par les chercheurs aux substances naturelles, parmi elles les huiles

essentielles (HE).

Les HEs et leurs composants ont montré d'excellents résultats contre les bactéries
multi-résistantes (Faleiro et Miguel, 2013). Elles présentent simultanément plusieurs cibles
dans les structures bactériennes en raison de la complexité de leur composition. Cela les
avantage par rapport aux antibiotiques parce que de telles complexités des mécanismes
d’action rendent un éventuel développement d’une résistance plus difficile, comparé a une

thérapie a cible unique (Kon et Rai, 2013).

Les HEs sont des mélanges complexes de composes volatiles issus du métabolisme
secondaire des plantes dites aromatiques. Elles peuvent contenir environ 20 a 60 composants

a différentes concentrations. Elles sont caractérisées par deux ou trois composés majoritaires a
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des concentrations assez élevées (20 a 70%) comparativement a d'autres composés présents a
I'état de traces (Bakkali et al., 2008).

Une approche possible pour améliorer I’étendue de la thérapie antimicrobienne
actuelle est I'utilisation des combinaisons d'agents antimicrobiens. Une thérapie combinée ou
synergique peut avoir plusieurs avantages comme 1’¢largissement du spectre de ’activité
antimicrobienne et I’amélioration de son efficacité, la prévention contre I’échec thérapeutique
dans le cas d’une résistance a un antibiotique ainsi que la prévention de son développement, la
réduction de la toxicité liée a la dose, et la réduction des codts (Rakholiya et al., 2013).
Beaucoup d’HEs ont montré une capacité d’agir in vitro en synergie avec différents
antibiotiques (Kon et Rai, 2013). Ces HEs peuvent étre également associées a des substances
antioxydantes, pour lutter contre le stress généré par les radicaux libres et pouvant étre a

I’origine de plusieurs pathologies.

En effet, Quoique les radicaux libres soit des seconds messagers dans les fonctions
physiologiques normales et participent dans plusieurs mécanismes régulateurs
d’oxydoréduction, une surproduction peut surpasser les enzymes protectives et causer des
dommages cellulaires par I'oxydation des biomolécules. Ils sont ainsi impliqués dans plusieurs
maladies chroniques et dégénératives comme I’inflammation, les maladies cardiovasculaires
et neurodégénératives, le cancer, et les problémes liés au vieillissement (Sékmen et al., 2004 ;
Locatelli et al., 2009).

Les HEs sont extraites a partir de plantes dites aromatiques. La flore méditerranéenne
est bien connue pour son abondance en ces plantes, avec une estimation de 49% des genres
contenant des espéeces aromatiques se retrouvant dans cette zone climatique (Thompson et al.,
2003). La famille des Lamiacées est représentée en Algérie par 28 genres et 146 especes.
Plusieurs especes de cette famille sont utilisées en phytothérapie locale a cause de leur large
éventail d’activités pharmacologiques, parmi lesquels : Salvia et Thymus (Laouer et al.,
2009).

L’objectif du présent travail est d’une part, 1I’évaluation de 1’activité antibactérienne et
antioxydante des HEs obtenues a partir des parties aériennes de Thymus numidicus Poir., une
plantes tres peu étudiée (endemique de certaines régions nord-africaines), et de Salvia
officinalis L. (Lamiaceae), et d’une autre part, la détermination de la nature de I’interaction
entre ces HEs et certains antibiotiques pour 1’étude antibactérienne et le DL-a-tocophérol

(vitamine E synthétique) pour I’activité antioxydante.
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Ce manuscrit comporte deux parties, la premiere est un recueil concernant les deux
plantes étudiées a partir de la bibliographie. La deuxiéme partie présente les travaux
expérimentaux comportant deux chapitres. Le premier rassemble les matériels et les méthodes
utilisés pour 1’appréciation de I’activité antioxydante des deux HEs ainsi que la détermination
de la nature de I’interaction entre les deux substances associées au sein de la combinaison
étudiée, et la technique de I’échiquier pour I’estimation de 1’activité antibactérienne que ce
soit pour les HEs seules ou en association . Le second chapitre est une présentation des

résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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MONOGRAPHIE DES DEUX PLANTES TESTEES

I Salvia officinalis
I-1 Généralités sur le genre Salvia
Salvia comporte environ 900 especes dans le monde, c’est I'un des genres les plus
répandus de la famille des Lamiacées (anciennement appelée Labiées). Certaines espéces de
Salvia ont été cultivées dans le monde entier pour les utiliser dans la médecine traditionnelle
et & des fins culinaires. Les especes de Salvia, communément appelés sauges sont largement
utilisés dans la médecine traditionnelle et sont une source riche en flavonoides

polyphénoliques et des acides phénoliques (Lu et Foo, 2002 ; Kelen et Tepe, 2008).

I-2 Place de S. officinalis dans la systématique
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia
Espéce : Salvia officinalis (D’aprés Goetz et Ghedira, 2012).

I-3 Etymologie de la sauge officinale

Le nom salvia, provenant du latin salvare « guérir ou sauver », indique les vertus
attribuées a cette plante de rétablir la santé et de la sauver de la maladie. Salvia officinalis L.
(la sauge dalmate) est la sauge de référence a laquelle les autres sauges sont comparées étant
considérée comme ayant le plus caractéristique et le plus fin arébme de sauge. (Deans et
Simpson, 2000).

Synonymes : Herba Salviae, Folia Herbae saccae, sauge officinale, sauge commune,
grande sauge, herbe sacrée, the de France (Wichtl et Anton, 2003).
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I-4 Description
S. officinalis (figure 1) est un sous-arbrisseau, atteignant 70 cm de hauteur, vivace, trés
ramifié, devenant ligneux a la partie basale, dont les tiges forment des rameaux
quadrangulaires dresses et velus. Chaque année, les rameaux se desséchent, laissant les
inferieurs persistants (Wichtl et Anton, 2003).

Les feuilles épaisses, oblongues, de couleur gris-vert en raison d’une pubescence
cotonneuse sur la face inferieure, ont une odeur aromatique caractéristique. La forme et la
grandeur des feuilles varient selon leur position sur la tige. En générale, elles ont de 3 a 10 cm
de long et jusqu’a 3 a 4 cm de large et sont longuement pétiolées, oblongues-ovoides a
lancéolées, trés pubescentes sur les deux faces. Les feuilles supérieures sont sessiles et plus
petites. Toutes possedent un bord distinctement denticulé, rugueux, et une nervure réticulée
profondément enfoncée, saillante sur la face inférieure. La base du limbe est arrondie,

simplement ou doublement auriculée (Wichtl et Anton, 2003).

Les fleurs d’environ 2 c¢cm de long, a corole bleu-violet nettement bilabiée, sont
disposées en verticilles, formant un épi mobile. La corole est tubuleuse, garnie a la base d’un

anneau de poils, et la levre supérieure est presque droite (Wichtl et Anton, 2003).

Selon la pharmacopée européenne, les feuilles séchées, entieres, contiennent au
minimum 15 ml/Kg d’huile essentielle (HE), fragmentées, elles contiennent au minimum 10
ml/Kg (Wichtl et Anton, 2003).

I-5 Origine
S. officinalis est originaire d’Europe du sud et de 1’Asie mineure. Elle est a la fois cultivée et
collectée de la nature en Turquie, Italie, Grece, ex-Yougoslavie, Créte, Espagne, et en France
(Deans et Simpson, 2000).
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Figure 1 : Image de Salvia officinalis (Mazoyer et al., 2002)

I-6 Propriétés biologiques et utilisations traditionnelles de la sauge officinale

La sauge est un aromate réputé et une des principales plantes médicinales (Iserin et al.,
2001). « He that would live for aye must eat sage in May », un proverbe qui veut dire : Celui
qui veut vivre éternellement doit manger la sauge en Mai" (Deans et Simpson, 2000), un
dicton médiévale affirme : « Pour quelle raison un homme devrait-il mourir alors que la sauge
pousse dans son jardin ? » (Iserin et al., 2001) ; ceux-ci indique clairement 1I’importance de S.

officinalis en phytothérapie.

Connue depuis 1’Antiquité égyptienne, la sauge est restée célebre depuis des siecles :
c’est I’« Herba sacra» des latins. Elle jouissait des propriétés suivantes: stimulante,
digestive, antispasmodique, tonique, emménagogue, antihémorragique, antidiarrhéique,
antisudorale (Wichtl et Anton, 2003). Cette plante est employée de nos jours comme
antiphlogistique dans les inflammations buccales et pharyngées, dans les gingivites, les
stomatites sous forme de gargarisme, mais aussi comme tisane dans les troubles digestifs, les
ballonnements, les colites et les diarrhées. Elle est utilisée comme antisudorale et autrefois,
elle était préconisée dans les sueurs nocturnes des tuberculeux, et pour limiter les sueurs
d’origine psychosomatiques. Mais la plupart des indications ne reposent que sur des faits
empiriques (Iserin et al., 2001 ; Wichtl et Anton, 2003).

En médecine traditionnelle, la sauge & des propriétés cestrogéniques ; elle est utilisée

pour arréter la lactation, en raison de ses propriétés antigalactogenes. Une activité
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hypoglycémiante est décrite, ainsi que des propriétés emménagogues, probablement en liaison
avec la présence du thuyone (cétone monoterpénique) dans son huile essentielle (Wichtl et
Anton, 2003).

Par ailleurs, la sauge est tres utilisée pour ses propriétés antioxydantes, retardant ou
inhibant le rancissement des corps gras, et pour ses propriétés antiseptiques (d’ou son emploi
bien connu en charcuterie), elle est antibactérienne, fongistatique, virostatique et eupeptique.
Enfin, elle est astringente, cicatrisante, réhydratante et trouve des applications en
cosmeétologie (Baricevic et al., 2001 ; Wichtl et Anton, 2003).

I-7 Propriétés biologiques et utilisation de I’huile essentielle de la sauge officinale

L’HE de la sauge officinale s’emploie en cas d’affaiblissement nerveux, d’instabilité
psychologique, d’irritabilit¢ due a des nuits sans sommeil ou a des suées épuisantes. Elle
combat I’inflammation, vivifie, rééquilibre et tonifie, stimule 1’énergie intellectuelle, fortifie
le systeme nerveux éprouve, et apporte force et harmonie. Ses propriétés antiseptiques sont
trés utiles en cas de maux de dents ou d’infection des muqueuses buccales, de la gorge ou des
voies respiratoires supérieures. Elle peut en outre s’avérer efficace en cas de névralgies
maxillaires ou temporales ; elle stimule 1’élaboration du sang, régule ’activité thyroidienne et
exerce une influence positive sur les paralysies et en cas d’apoplexie. En raison de ses
propriétés déodorantes et antisudorales, I’HE de la sauge officinale est parfois utilisée en
cosmétique (Lubinic, 2006). Elle présente également des effets répulsifs pour les insectes
(Baricevic et Bartol, 2000).

I-8 Propriétés biologiques et pharmacologiques de S. officinalis issues de
I’expérimentation scientifique
I-8-1 Activité anticancéreuse
Les résultats obtenues par el Hadri et al., (2010) lors d’une étude menée in vitro sur
différentes cellules tumorales suggerent que 1’a-humulene et la trans-caryophyllene contenues
dans I’HE de S. officinalis inhibent la croissance des cellules tumorales car la concentration de

ces deux composés dans I’HE est corrélée avec I’activité anti-tumorale de cette derniére.

L’extrait éthanolique de S. Officinalis (ESO) a fortement inhibé la formation des
tubes capillaires (anti-angiogenese) dans un modele de cellules endothéliales de veine
ombilicale humaine et 1’aorte de rat. La fraction hexane de ’ESO (HSO) a exercé I’effet

inhibiteur le plus élevé. En outre, I’ESO et I’THSO ont montré une activité inhibitrice dose
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dépendante sur la migration de cellules endothéliales d’un modéele de cicatrisation de plaie.
De plus, PESO a inhibé la prolifération de cellules endothéliales d’une facon dose
dépendante (Keshavarz et al., 2010). L’activité antitumorale de S. officinalis est due a son
effet anti-angiogénique, anti-migrateur et antiprolifératifs et non pas a un effet

cytotoxique (Keshavarz et al., 2011).

Sertel et al. (2011) ont démontré la capacité de I’HE de S. officinalis a inhiber la
croissance des cellules cancéreuses UMSCCL de la lignée cellulaire humaine HNSCC (head

and neck squamous cell carcinoma).

L’extrait aqueux de S. officinalis ainsi que I’acide rosmarinique (son composé
phénolique majoritaire) ont provoqué 1’apoptose des cellules dérivées des lignées cellulaires
du carcinome du célon humain : HCT15 et CO115, ainsi que I’inhibition de la prolifération
des cellules HCT15 et de la phosphorylation de la protéine ERK (Extracellular signal-
regulated kinase) dans ce dernier type de cellules (Xavier et al., 2009).

L'activité antimutagénique d’un extrait aqueux de S. officinalis a été rapportée par
Samejima et al., (1995), son HE a également présenté des effets antimutagéniques in vitro
(Simic et al., 1998) et in vivo (Vujosevic et Blagojevic, 2004).

I-8-2 Activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice
L’extrait au n-hexane ainsi qu’au chloroforme des feuilles de S. officinalis ont montré
de fortes activités anti-inflammatoires qui ont été reliées avec la présence d'acide ursolique
(triterpéne) (Baricevic & Bartol, 2000; Baricevic et al., 2001).

Un extrait a l'acétate d'éthyle de S. officinalis ainsi que deux de ses composés : le
carnosol et de I'acide carnosique (diterpenes) ont inhibé la formation de la prostaglandine E2
(PGE2) dans un modele physiologique appropri¢é d’un sang entier humain, ce qui peut
contribuer aux propriétés anti-inflammatoires et anticarcinogéniques de cette plante (Bauer et
al., 2012).

Les résultats de Rodrigues et al. (2012) démontrent que 1’extrait hydroalcolique de S.
officinalis présente des effets anti-inflamatoires et aussi antinociceptifs significatifs, grace a la
présence du carnosol et des deux isomeéres triterpéniques I’acide ursolique et I’acide

oléanolique dans cette plante.

s



Etude bibliographique

Monographie des deux plantes testées

Les phénols de la sauge possédent une activité immunomodulatrice par activation des
macrophages RAW 264.7 (infectés par Leishmania) a libérer le TNF et I’IL-6. En revanche,
cette potentialisation a été négligeable dans les cellules non infectées (Radtke et al., 2003).
Les polysaccharides extraits de la sauge ont également montrés une activité
immunomodulatrice (Capek et al., 2003; Ebringerovda et al., 2003; Capek & Hribalova,
2004).

I-8-3 Activité gastroprotectrice

Son extrait éthnolique brut a montré des effets gastroprotecteurs en réduisant
significativement les lésions causées par du méthanol pur dans I’estomac de rats, suggérant
ainsi une activité anti-ulcérogene (Fiorentin et al., 2013). De plus, son extrait hydro-
alcoolique a réduit les Iésions gastriques causées par le méthanol chez le méme modele
animal. L’ulcére induit par ’acide acétique et I’acidité des sécrétions gastriques ont été

réduits, en plus d’une inhibition in vitro de la H+, K+ ATPase. (Mayer et al., 2009).

I-8-4 Activité hypoglycémiante
Un extrait éthanol/eau de la sauge a montré des effets hypoglycémiants chez des souris

saines et d’autres 1égérement diabétiques (Alarcon-Aguilar et al., 2002).

L’administration par voie orale d’un extrait éthanolique de S. officinalis & des rats
pendant 14 jours a exhibé des réductions significatives (dose dépendantes) des concentrations
sériques du glucose, mais aussi des triglycérides, cholestérol total, urée, acide urique,
créatinine, et de I’ASAT (aspartate amino-transférase) et ALAT (alanine amino-transférase),

et une augmentation de 1’insuline dans le plasma (Eidi et Eidi, 2009).

I-8-5 Activité anti-hyperlipidémique

Les résultats de Kianbakht et al. (2011) suggérent que la sauge peut étre efficace dans
le traitement de I'hyperlipidémie. En effet, leur étude clinique (étude randomisée en double
aveugle controlée par des placébos) sur des patients ayant une hyperlipidémie
(hypercholestérolémie et / ou hypertriglycéridémie), a montré une réduction des
concentrations sanguines du cholestérol total, des triglycérides, des LDL (low density
lipoprotein) et VLDL (very low density lipoprotein), et une augmentation du HDL (High
density lipoprotein) chez les patients prenant 1’extrait de feuilles de sauge (une capsule de 500
mg toutes les 8 h pendant 2 mois). Les extraits ont été sans effets important sur les

concentrations de la créatinine et des enzymes hépatiques (SGOT : sérum glutamo-
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oxaloacétate transférase et SGPT : sérum glutamo-pyruvate transférase), et aucun effet

indésirable n'a été signalé.

Un extrait méthanolique de feuilles de sauge a montré des effets anti-
hyperlipidémiques en inhibant significativement 1’élévation des triglycéerides sériques, ainsi
qu’une activité inhibitrice de la lipase pancréatique (participe a la digestion des lipides).
L’acide carnosique et le carnosol, sont les deux diterpenes isolés de la fraction active, qui ont
inhibé sensiblement la lipase pancréatique, tandis que le premier a significativement inhibé

I’élévation des triglycérides dans le sérum de ces souris (Ninomiya et al., 2004).

1-8-6 Effets hypotenseurs et spasmolytiques

Des extraits hydro-alcooliques de S. officinalis ont montré des actions spasmolytiques
et hypotenseurs : d’une part, en baissant la tension artérielle, d’une fagcon modérée mais
prolongée, chez des chats et d’une autre part, en inhibant les contractions du muscle lisse
induites par des molécules chimiques (acétylcholine, histamine, sérotonine et BaCl,) sur des
segments isolés de I’iléon du cochon d’Inde (Todorov et al., 1984).

I-8-7 Action sur le systéeme nerveux

En 1996, Perry et al., ont rapporté 1'activité anticholinestérasique de I’HE de la sauge
dans les tissus du cerveau humain (post-mortem), ce qui pourrait expliquer en partie les
propriétés améliorante de la mémoire attribuées a cette plante (Perry et al., 1999a; Perry et al.,
2000).

Une étude plus récente, utilisant un modéle de rat, a montré que l'extrait éthanolique
de la sauge potentialise la mémorisation et interagit avec les systémes cholinergiques
(muscariniques et nicotiniques) qui sont impliqués dans le processus de la mémorisation (Eidi
et al., 2006).

Par ailleurs, une étude en double insu (ou double aveugle) contrélée par des placebos,
sur 30 participants en bonne santé, a confirmeé que la sauge ameliore I’humeur et les
performances cognitives (Kennedy et al., 2006). La méme étude (mais in vitro) a aussi
rapporté une inhibition dose dépendante de I’acétylcholinestérase et de la butyryl-

cholinestérase par un extrait éthanolique de la sauge.

Akhondzadeh et al. (2003), lors d’une étude randomisée en double aveugle menée sur

des patients atteints de la maladie d’Alzheimer ont montré des résultats significativement
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meilleurs chez le groupe de patients traité avec la sauge qu’avec les placebos sur les fonctions
cognitives (Akhondzadeh et al., 2003). En outre, un extrait hydro-alcoolique de la sauge a
aussi montré des effets neuro-protecteurs contre la toxicité induite par la protéine p amyloide
sur les cellules PC12, ce qui corrobore la potentielle utilisation de la sauge dans le traitement
de la maladie d’Alzheimer (Iuvone et al., 2006).

1-8-8 Action sur les hormones
Une étude utilisant des patients humains a montré que la sauge était efficace dans le

traitement des symptoémes de la ménopause (de Leo et al., 1998).

1-8-9 Activité antisudorale

L’activité¢ antisudorale a été confirmée par des expérimentations cliniques sur
I’homme, ainsi, la sécrétion sudorale induite par la pilocarpine a été rapidement supprimée
(Wichtl et Anton, 2003).

1-8-10 Activité antioxydante
Des extraits alcooliques de la sauge ont révélé une forte activité antioxydante en
augmentant la stabilité des huiles alimentaires (Miura et al., 2002; Ozcan, 2003).

L'activité antioxydante des extraits de la sauge a été également démontrée en utilisant
d'autres méthodes, telles que la prévention de l'auto-oxydation accélérée du linoléate de
méthyle (Cuvelier et al., 1994; Cuvelier et al., 1996), par la capacité a piéger les radicaux
libres tels que le DPPH" (Roby et al., 2013) et I’ABTS" (Shan et al., 2005). De plus, la sauge
a montré une capacité a inhiber la peroxydation lipidique dans des liposomes (Hohmann et
al., 1999; Zupko et al., 2001).

I-8-11 Activité antimicrobienne
L’HE de la sauge présente une activité antibactérienne et antifongique (Baricevic et
Bartol, 2000 ; Araujo et al., 2003; Rota et al., 2004; Pereira et al., 2004).

Un extrait hydro-éthanolique de S. officinalis a montré de trés bons résultats sur deux
bactéries resistantes aux antibiotiques : Helicobacter pylori, un agent causant des gastrites
(aigue et chronique) et un facteur majeur prédisposant a 1’ulcére peptique et le carcinome
gastrique, et sur Campylobacter jejuni, qui est la cause la plus commune des infections
entériques particulierement chez les enfants, engendrant de sévéres diarrhées (Cwikla et al.,
2010).

[ 1]
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Certaines études utilisant des patients humains ont montré que la sauge a une activité
antivirale contre les infections herpétiques (Saller et al., 2001) et est efficace dans le
traitement de la pharyngite aigué (Hubbert et al., 2006). Les phénols de la sauge ont

également une activité antileishmaniales (Radtke et al., 2003).

I-8-12 Activité insecticide
L'activité insecticide de S. officinalis a été rapportée pour son extrait méthanolique
contre le ver du coton égyptien (Spodoptera littoralis) par Pavela (2004), tandis que son HE

affecte la ponte chez le thrips de I'oignon (Thrips tabaci Lindeman) (Koschier et Sedy, 2003).

I-9 Effets secondaires de S. officinalis

Ils ne sont a craindre qu’en cas de surdosage (plus de 15 g de feuilles de sauge par
dose) ou lors d’un usage prolongé. Le constituant toxique de son HE, la thuyone, engendre
alors des symptdmes tels que de la tachycardie, des bouffées de chaleur, des convulsions et
des vertiges. (Wichtl et Anton, 2003). L’HE de la sauge officinale peut déclencher une crise
d’épilepsic méme a trés faibles doses chez les personnes qui y sont sujettes et elle est par
ailleurs contre-indiquée durant la grossesse (Lubinic, 2006) car en stimulant les muscles
utérins, celle-ci peut engendrer un avortement (Dweck, 2000).

Il Thymus numidicus

Contrairement a la sauge, T. numidicus est trés peu étudié.
I1-1 Généralités sur le genre Thymus

Dans la famille des Labiées, avec environ 220 genres, le genre Thymus est un des huit
genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d'espéces incluses, bien que ce
nombre varie selon le point de vue taxonomique. Les données disponibles rapportent 215
especes pour le genre Thymus. Réparti particulierement dans la région méditerranéenne, ce
genre est répandu largement dans 1’ancien monde et s’étend méme en dehors de ce dernier

(figure 2) (Morales, 2002).
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Figure 2 : répartition du genre Thymus dans le monde « en trait gras » (Morales, 2002)

Les plantes du genre Thymus sont des plantes aromatiques, vivaces, sous-arbrisseaux,
parfois avec la forme herbacée, mais ligneuses a la base. Comme la plupart des Lamiacées,
elles ont des tiges quadrangulaires (Morales, 2002).

Les thyms sont des plantes trés résistantes, ce qui leurs permet de subsister dans des
conditions climatiques extrémes concernant la température et I’approvisionnement en eau. La
production élevée d'HEs peut étre une caractéristique adaptative pour le climat sec, parce que
les substances volatiles s’évaporent et produisent une atmosphére saturée autour de la plante
qui rend la perte en eau plus difficile. Des cas particuliers de plantes de ce genre peuvent
survivre dans des conditions climatiques trés froides comme T. glacialis dans la Sibérie ou T.
praecox en Groenland. Les especes qui vivent dans des climats secs sont souvent touffues,
boisées et droites, tandis que celles qui vivent dans des climats plus frais et humides ont des
feuilles plates, et boisées seulement a la base. Ces derniéres sont habituellement herbacées,
avec des tiges rampantes ou montantes. Le rendement en HEs est probablement plus éleve

dans les premiéres que dans les secondes (Morales, 2002).

L’hybridation entres les espéces du genre thymus est trés fréquente lorsque deux ou
plusieurs especes vivent ensemble. Soixante hybrides ont été détectés parmi les 35 espéces

vivant dans la péninsule ibérique (Morales, 2002).

En Algérie, le genre Thymus (Lamiacées) est représenté par 12 especes, dont neuf sont
endemiques (Laouer et al., 2009).
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11-2 Etymologie du thym

Le familier mot anglais « thyme » a été traditionnellement employé pour appeler aussi
bien le genre que son espéce la plus commercialement utilisées : Thymus vulgaris, menant
parfois a la confusion. D'une facon générale, le mot « thym » désigne une plante aromatique
utilisée pour des buts medicinaux et comme épice presque partout dans le monde (Morales,
2002).

11-3 Place de T. numidicus dans la systématique
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus
Espece : Thymus numidicus (D’apres Goetz et Ghedira, 2012).

11-4 Description

C’est une plante buissonnante qui forme des pelouses, elle peut atteindre 10 a 15 cm
de hauteur, ayant des tiges érigées et des feuilles opposées et généralement lancéolées (2 a 5
fois plus long que large) avec des feuilles florales nettement plus larges. Les fleurs sont
hermaphrodites, regroupées dans des tétes terminales denses a calices inégales, sessiles et
d’une couleur rose (Quezel et Santa, 1963 ; Ben El Hadj Ali et al., 2014).

11-5 Geénéralités

Le thym numide est une plante assez rare, endémique dans certaines régions
algériennes et tunisiennes (secteur kabyle et numidien, sous-secteur de 1’Atlas tellien du
secteur algérois, et dans le secteur du Tell constantinois) (Quezel et Santa, 1963). C’est une
espece hermaphrodite, pollinisée principalement par les abeilles, et posséde aussi la capacité
de se reproduire asexuellement par multiplication végetative. Sa floraison a lieu entre Avril et
Juin, elle pousse sur des sols calcaires et peu fertiles en de petites populations dispersées (Ben
El Hadj Ali et al., 2014).

[ 12 ]
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11-6 Activités biologiques du thym numide
T. numidicus est bien connu dans la médicine traditionnelle algérienne pour ses
propriétés expectorantes, antitussives, antiseptiques, antispasmodiques, et antihelminthiques

comme beaucoup d’autres Thymus spp (Kabouche et al., 2005).

L’HE de T. numidicus posséde une activité antioxydante, antibactérienne,
antifongique, anti-inflammatoire (Hadef et al., 2007 ; Giordani et al., 2008 ; Ben EI Hadj Ali
et al., 2014) et insecticide (Saidj et al., 2008).

Des extraits de différentes parties de cette plante ont montré une activité
antiradicalaire, tandis que ceux de ses racines ont aussi des propriétés herbicides (Ben EI Had]
Ali et al., 2014).

L’HE de T. numidicus a montré une trés bonne activité antifongique sur Candida
albicans, 1357 fois plus forte que I'amphotéricine B (CMI 80% = 0.000479 a 0.000632
pag/ml), plus un effet synergique avec cette derniere, et 32 fois plus forte que celle de Thymus

vulgaris a chémotype thymol qui a été considéré jusqu’a lors comme étant la meilleure (Hadef

et al., 2007 ; Giordani et al., 2008).
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MATERIEL ET METHODES

Notre étude rentre dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques a travers la
détermination du potentiel d’activité antibactérienne et antioxydante des huiles essentielles

ainsi que I’effet de leurs associations avec d’autres composés chimiques.

I Matériel

I-1 Les souches bactériennes

Six souches ont été testées dont une a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Micrococcaceae) et cing a gram négatif: Escherichia coli ATCC 25922
(Enterobacteriaceae), E. coli 161 (isolée de I’eau de mer en 2010), Serratia marcesens 338
(Enterobacteriaceae, isolée en 2008 a partir d’hémoculture a I’hopital Hussein Day),
Klebsiella pneumoniae 26 (Enterobacteriaceae, isolée en 2006 a partir d’urines a 1’hdpital
d’Amizour Béjaia), Pseudomonas aeruginosa 867 (Pseudomonadaceae, isolée en 2009 a

partir d’un pus a I’hdpital Hussein Dey).
Ces souches ont été fournies par le laboratoire d’écologie microbienne de I’université
de Béjaia.

I-2 Le matériel végétal
Deux plantes aromatiques ont été utilisées, il s’agit de Salvia officinalis (figure 1) et de

Thymus numidicus (figure 2).

Figure 3: Photographie de Salvia officinalis, prise en Janvier 2014 sur le site de la récolte.

[ 15 ]
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Figure 4: Photographie de Thymus numidicus provenant du site de la récolte, prise en Juin 2014.

I-3 Les antibiotiques

Sept antibiotiques ont été testés, ils sont présentés dans le tableau I.

Tableau I : Les antibiotiques testés

Antibiotiques Origine
Ampicilline
Amoxicilline SIGMA®, Chine
Tétracicline
Chloramphénicol
Céfotaxime Shanghai Pharmaceutical Group (SPG), Chine
Ciprofloxacine Hikma Farmaceutica, Portugal
Imipeneme RANBAXY Laboratories, Inde

I-4 Autres composés chimiques

Le thymol (Riedel-de Haén®, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Allemagne) et
le DL-a-tocophérol (BASF Personal Care and Nutrition GmbH, Illertissen, Allemagne) ont
été également utilisés.

v
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Il Méthodes
I1-1 Extraction des huiles essentielles
11-1-1 Récolte et séchage
Les parties aériennes de Thymus numidicus et de Salvia officinalis ont été récoltées
respectivement en Juin 2013 sur les montagnes de la commune de Toudja (Béjaia) et en

Janvier 2014 dans la commune de Tichy (Béjaia).

Les deux plantes ont été séchées dans un endroit aéré, a I’hombre. Pour le Thym, toute
la partie aérienne a été utilisée (tiges, feuilles, et fleurs), tandis que seules les feuilles de la

sauge ont été utilisées (étant récoltée hors saison de fleuraison).

11-1-2 Extraction
Les huiles essentielles (HEs) ont été obtenues par hydrodistillation en utilisant un
montage inspiré de celui de Clevenger (Clevenger, 1928) (figure 3). Il comporte :

1) Un support élévateur, un chauffe-ballon, un ballon de 2 litres.

2) Un systéme de refroidissement (un réfrigérant, de type Liebig, relié a une pompe qui
fait circuler une eau froide, en continu, a travers ce dernier).

3) Une ampoule a décanter.

4) Deux coudes dont I’'un male-male reliant le ballon au réfrigérant et I’autre femelle-
male (avec une sortie sous vide pour éviter I’explosion du systeme par augmentation

de la pression ; dans le Clevenger ce probléme est réglé par le systéme de cohobage).
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Figure 5 : Montage utilisé pour I’hydrodistillation

11-1-2-1 Principe de I’hydrodistillation
La chaleur provoque d’une part I’évaporation de 1’ecau et d’autre part la libération de
I’HE, cette derniére est entrainée par la vapeur d’eau et condensée avec elle au niveau du
condenseur (réfrigérant) puis séparée de la phase aqueuse par différence de solubilité au

niveau de I’ampoule a décanter (Clevenger, 1928).

11-1-2-2 Le protocole
Pour les deux plantes, 50 grammes sont macérés (Hilan et al., 2006) dans 1 litre d’eau
de source pendant toute une nuit (16 a 20 heures). Puis I’eau dans le ballon est portée a
ébullition (mais surveillé de tel sorte a ne pas trop dépasser les 100°C) pendant 2 heures pour
Thymus numidicus et 1 heure et 30 minutes pour Salvia officinalis. Une série de neuf

extractions a été effectuée pour les deux plantes.

Aprés décantation des distillats, les HEs ont été récupérées et complétement
déshydratées a 1’aide du sulfate de sodium anhydre (Na,SQO,), puis conservées a 4°C et a
I’abri de la lumiére (Sahin et al., 2004). Le protocole expérimental est illustré dans le schéma
de la figure 4.
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50 g de plante + 1L d’eau
de source

Macération pendant une nuit

2 h de distillation a 100 °C (thym)
1 h et 30 min (sauge)

Décantation

Filtration a travers du Na,SO, et
conservation a 4°C et a ’abri de la lumiére

Figure 6 : Le protocole de I’hydrodistillation

11-1-2-3 Calcul du rendement

Le rendement a été calculé comme suit :

Rendement (%) = poids de "HE/poids de la plante x 100

11-2 Les essais bactériologiques

La technique utilisée pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles et 1’effet de leurs associations était celle de la microdilution en milieu Bouillon
Mueller Hinton (BMH), appelée communément la méthode de 1’échiquier (Vaubourdolle,
2007). Toutes les étapes effectuées pour réaliser cette technique étaient conformes aux
directives du protocole M7A7 de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2006),
anciennement appelé NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards).

Les associations ont été testées sur trois souches. Il s’agit de S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATTC 25922, et E. coli 161.
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11-2-1 Préparation et standardisation des inocula bactériens
Avant chaque test, les bactéries sont repiquées sur un milieu neuf (bouillon nutritif) et
incubées environ 6 heures a 37°C puis ensemencees sur gelose nutritive par la méthode des
stries et incubées pendant 18 heures & 37°C (afin d’obtenir des colonies jeunes et bien

isolées). A partir de ces colonies, 1’inoculum 4 tester est préparé et standardisé.

L’inoculum a tester doit avoir une charge bactérienne standard, exigée par CLSI pour
les tests en milieu liquide (macro et micro dilution), qui équivaut a une turbidité de 0,5
McFarland. Une solution dite de McFarland a été préparée. Une fois préparee, cette solution
doit avoir une densité optique (DO) comprise entre 0,08 et 0,13 a 625 nm. Les inocula sont
comparés a cette solution, ils doivent aussi avoir cet intervalle de DO, ce qui correspond & une
charge de 10® UFC/ml. Cette solution est ensuite ramenée a 10’ UFC/ml aprés dilution d’un

dixieéme dans de 1’eau physiologique.

11-2-2 Technique de I’échiquier
La méthode de 1’échiquier est décrite par Eliopoulos et al. (2005), les volumes utilisés
ainsi que le temps d’incubation sont ceux exigés par le CLSI (2006) pour la technique de

dilution en milieu liquide (microdilution).

La figure 5 représente un schéma d’une microplaque de 96 puits qui a été utilisée dans

ce protocole.

A | cmi/16
B | cmi/8
C | cvi/a
D | cwi2
E| omi
F

G

H

cmi CMI/2 | CMI/4 | CMI/8 | CMI/16

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 7: Schéma d’une microplaque de 96 puits

Les différentes dilutions (concentrations doubles) de chaque agent antimicrobien sont
préalablement préparées en quantités suffisantes dans des tubes stérilisés (en verre) de 75x12
mm. Conservées a 4°C et a I’abri de la lumiéres aprés chaque test, celles-ci ont été

renouvelées tous les deux jours dans d’autres tubes.

On procéde comme suit :

(o )
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Le puits H1 (en rouge, sur la figure 6) contient 100 ul du BMH, 5 ul de I’inoculum
bactérien, et 50 pl de 1’agar a 0,2% (témoin de croissance).

A I’exception du puits H1, chaque puits de la ligne H (en abscisses) contient 100 pl du
BMH, 5 ul de I’inoculum, et 50 pl d’une dilution de I’agent antimicrobien X (de la
plus concentrée a la plus diluée), en commencant par une concentration 4 fois la CMI
(la CMI de chaque agent antimicrobien est préalablement déterminée par cette méme
technique).

A D’exception du puits H1, chaque puits de la colonne n° 1 (en ordonnées) contient
100 pl du BMH, 5 pl de I’inoculum, et 50 pl d’une dilution de 1’agent antimicrobien Y
(de la plus concentrée a la plus diluée, en commencant par une concentration 4 fois la
CMI).

Chaque puits du reste de la microplaque (en violet) contient les mémes quantités du
BMH, de I’inoculum, et 25 pl de chaque agent antimicrobien (combinaison des
différentes dilutions qui correspondent a celle des deux axes ; de telle sorte que chaque
puits sera unique en ses combinaisons de doses).

Aprés 16 a 20 h d’incubation a 37°C, les microplaques sont lues. Les puits la ou il n’y
a pas de croissance (puits clairs) contiendraient des concentrations inhibitrices. des
repiquages ont été effectués a partir de ces puits sur une gélose nutritive, cette derniere
est incubée a 37°C pendant 24 h. Les concentrations minimales bactéricides
correspondraient a celles dont les puits n’ont donné aucune croissance apres

repiquage.

11-2-2-1 Mise en émulsion des huiles essentielles

En raison de la non miscibilité des huiles essentielles dans 1’eau (et donc dans le

milieu de culture et la solution bactérienne), ces derniéres ont été émulsionnées dans de 1’agar
a0,2% (Remmal et al., 1993Db).

100 pl de chaque HE pure est mélangée avec 900 ul d’agar a 0,2% : c’est une solution

«solution mére » qui contient 10% de I’HE pure (dilution de 10™") & partir de laquelle une

série de dilutions de %2 est préparée avec le méme émulsifiant.

Le thymol et les antibiotiques ont été également dilués par 1’agar a 0,2%.
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11-2-2-2 Expression et interprétation des résultats
Le rapport CMB/CMI a éte calculé afin de porter une affirmation sur le fait que les
HEs sont bactéricides ou seulement bactériostatiques. Selon Traoré et al. (2012), lorsque le
rapport CMB/CMI d’une substance est inferieur ou égal a 4, cette substance est jugee

bactéricide tandis qu’elle est dite bactériostatique, si ce rapport est supérieur a 4.

Les données portant sur les CMIs des différentes associations sont transformées en des
concentrations inhibitrices fractionnaires (FICs) puis en des FIC Index (FICIs). Une FIC d’un
échantillon A (FIC,) est définie comme étant le rapport de la concentration inhibitrice de (A)
en présence d’un autre échantillon B sur la CMI de I’échantillon A seul, et vice-versa pour la
FICg. Le FICI sera la somme : FIC () + FICg) (Rosato et al., 2010).

Pour chaque association de deux agents antimicrobiens, la FICI de la combinaison la
plus efficace (FICI la plus basse d’une microplaque) a été prise pour interpréter les résultats.
L’effet d’une association est considéré synergique si la FICI qui en découle est inférieure ou
égale a 0,5 ; additif si elle est supérieure a 0,5 et inférieure a 1 ; indifférent si elle est égale a
1 ; et antagoniste si elle est supérieure a 1 (Rosato et al., 2010).

Chague test a été réalisé deux fois et dans les, rares, cas de différences, un troisieme
essai confirmatif a été réalisé, le résultat qui se répétait deux fois a été pris comme résultat

final du test.

Les résultats des différentes associations sont également illustrés graphiquement par

rrrrr

concentrations contenues dans le puits.

I1-3 Evaluation de I’activité antioxydante des différents échantillons
L’activité antioxydante des HEs ainsi que celle de deux standards : le DL-a-tocophérol (Vit.
E) et le thymol, a été évaluée par la mesure de la capacité de réduction d’un radical

libre synthétique : le 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH").

11-3-1 principe
C’est une technique basée sur la décoloration d’une solution alcoolique de DPPH’
(méthanol ou éthanol), et donc la transformation de ce dernier, aprés 1’addition d’un agent

antioxydant et 1’évaluation de la décroissance de 1’absorbance a 515-528 nm (Sé&nchez-

[ 23 ]
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Moreno, 2002) qui est proportionnelle a la concentration et au pouvoir antioxydant de cet
agent, et au temps de réaction (Sanchez-Moreno, 2002 ; Villano, 2007 ; Deng, 2011).

La solution alcoolique du radical libre DPPH’ présente une couleur mauve-foncée avec
une absorbance maximale (pic d’absorption) @ 517 nm qui disparait en présence d’un capteur
de radicaux dans le systéme réactionnel et quand 1’électron impair de 1’azote du DPPH" est
apparié (Deng, 2011) (figure 6). Le DPPH’, ainsi réduit par un donneur d’hydrogéne le DPPH
donne I’hydrazine (Sanchez-Moreno, 2002): un composé d’une couleur jaune-pale
(Molyneux, 2004).

e

DPPH’ Hydrazine

Figure 8 : Le DPPH’ (radical libre) et I’hydrazine (non radical) correspondant
Source : Molyneux (2004).

11-3-2 Mode opératoire
L’activité anti-radicalaire a été évaluée suivant le protocole de Blois (1958), in : Wu et
Ng (2008).

1 ml d’une solution du radical DPPH a 0,1 mmol/L a été mélangé avec 3 ml des
différentes concentrations de chaque HE, du thymol, ou de la vit. E. Le mélange a été laissé a
I’obscurité pendant 30 min a température ambiante. Les absorbances ont été lues a 517 nm en
utilisant un spectrophotométre de marque Zuzi, Model 4111 RS. Pour le blanc réactif, 3 ml de

méthanol sont mélangées avec 1 ml de la solution de DPPH.

Du méthanol (SIGMA-ALDRICH®, Allemagne) a était utilisé pour préparer la

solution du DPPH ainsi que pour diluer les extraits, le thymol, et la vitamine E.
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11-3-3 Expression des résultats
Selon Sharififar et al. (2007), I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage

(1%) est calculée de la maniére suivante :

_ Abs (blanc ) — Abs (échantillon )
B Abs (blanc )

1% x 100 avec :

Abs (blanc) : Absorbance du blanc.
Abs (échantillon) : Absorbance du DPPH non réduit (en présence de 1’échantillon).

Les concentrations des échantillons donnant 50% d’inhibition (IC50) ont été calculées
a partir des graphes présentant les pourcentages d’inhibition (I%) en fonction des

concentrations. Le logiciel « Origin® Pro 9 » a été utilisé.

Chague test a été réalise trois fois et les résultats sont exprimeés en tant que la moyenne
de chacun des trois tests plus ou moins 1’écart type puis comparés entre eux par analyse de la
variance univariée (ANOVA) en utilisant le logiciel XLSTAT 2009.1.02.

I1-4 Evaluation de I’activité antioxydante des échantillons en associations
Cing différentes combinaisons ont été réalisées: Thym/sauge, thymol/sauge,
vitamine E/sauge, Vit. E/thym, Vit. E/thymol.

La méthode utilisée pour évaluer I’interaction entre les différents échantillons était
celle de I’isobologramme qui a été décrite par Tallarida (2001) : Un isobologramme est un
graphique qui présente des paires de concentrations (une combinaison de deux échantillons)
qui donnent la méme efficacité qu’un échantillon seul, d’ou leurs nom « isoboles », par
exemple, I’efficacité 50% d’un maximum est prise comme effet (1’IC50 dans notre cas). La
figure 7 représente un exemple type d’un isobologramme dont la concentration de
I’échantillon A seul donnant 1’effet recherché égale a 20 (unité) et celle de B égale a 100
(unité). La ligne droite qui relie ces deux points doit théoriquement représenter toutes les
combinaisons de concentrations des deux échantillons donnant le méme effet dans le cas
d’une indifférence. Cette droite est tracée dans chaque isobologramme, elle est la référence
pour détecter s’il y a une synergie (le point Q) ou un antagonisme (le point R). Le point P est
probablement un effet indifférent. Plusieurs points (plusieurs combinaisons de doses) plus une

analyse statistique appropriée sont nécessaires pour conclure sur le type d’interaction.
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Figure 9 : illustration d'un isobologramme typique (Tallarida, 2001)

11-3-1 Le protocole

Le protocole est le méme que pour les échantillons seuls (décrit par Wu et Ng, 2008),

sauf que 1’échantillon a analyser se compose d’une des combinaisons précédentes.

Pour confirmer la conclusion portant sur I’effet des différentes combinaisons (tirée a

partir des isobologrammes), des résultats chiffrés sont exprimés en calculant les FIC50 index
(FICsol) :

FICsol = FIC50 (A) + FIC50 (B) avec:

IC50(A en présence de B)

FIC50 (A) = IC50(A seule )

IC50(B en présence de A)
IC50(B seule )

FIC50 (B) =

Une combinaison est considérée synergique si elle présente une FICsol < 0,9;

indifférente si 0,9 < FICsol < 1,1 et antagoniste si la FICsol > 1,1 (Santiesteban-Lopez et al.,
2007, in : Romano et al., 2009).

Les résultats ont été analysés statistiguement en réalisant, pour chaque combinaison,
un test de conformité unilatéral a gauche pour comparer la moyenne des FICsol d’une

combinaison avec la moyenne théorique 0,9 et a droite pour la comparer avec 1,1. Le logiciel
XLSTAT 2009.1.02 a été utilisé.
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REULTATS ET DISCUTION

I Rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle extraite a partir de Thymus numidicus est de 1,83%.
Celui de I’HE extraite a partir de Salvia officinalis est de 0,97%. Les deux HEs présentent des
couleurs différentes : orangée pour la premiere et jaunatre trés claire pour la seconde.

Figure 10 : L’HE de Thymus numidicus Figure 11 : L’HE de Salvia officinalis

Il L’activité antibactérienne
I11-1 Activité antibactérienne des deux huiles essentielles seules

Les résultats du tableau Il et leur illustration dans les figures 12 et 13 montrent que
toutes les CMBs sont égales aux CMIs (CMB/CMI = 1) a I’exception de S. aureus dont la
CMB est le double de la CMI (CMB/CMI = 2), ceci montre que les deux HEs sont
bactéricides sur toutes les souches testees (CMB/CMI < 4) (Traoré et al., 2012).

Tableau Il : Activité antibactérienne des deux huiles essentielles seules

HE Thym mg/mi Sauge mg/ml

Bacterie CMI | CMB | CMB | CMI | CMB | CMB
CcMI ML

E. coli ATCC 25922 0,117 0,117 1 3,749 3,749 1

E. coli 161 0,234 0,234 1 7,497 7,497 1

S. aureus ATCC 25923 0,234 0,469 2 7,497 14,995 2

S. marcesens 338 0,469 0,469 1 14,995 | 14,995 1

K. pneumoniae 26 0,234 0,234 1 14,995 | 14,995 1

P. aeruginosa 867 0,469 0,469 1 7,497 7,497 1
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Figure 13 : CMIs et CMBs de ’HE de la Sauge sur les souches testées
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L’activité antibactérienne des HEs est due principalement a ’atteinte de 1’intégrité et
la fonction membranaire, ce qui peut conduire par la suite a la perte de I'noméostasie
cellulaire, la fuite des constituants intracellulaires et finalement la mort cellulaire. Ce
mécanisme d’action généralisé est soutenu par les donnés de plusieurs publications
scientifiques (Ultee et al., 1999 ; Lambert et al., 2001 ; Carson et al., 2002 ; Fitzgerald et al.,
2004 ; Trombetta et al., 2005 ; Fisher et Phillips, 2009). Cette atteinte des membranes est due
au caractére relativement lipophile des composants d’HEs, ce qui leurs permet de fusionner
dans les lipides membranaires et d’augmenter ainsi la fluidité de cette derniére (Burt, 2004 ;
(Hammer et Carson, 2011).

Les dommages importants qui peuvent étres causés sur la membrane bactérienne
permettent aussi la fuite des macromolécules qui est généralement quantifiée en mesurant la
perte des matériels intracellulaires qui absorbent a des longueurs d'onde de 260 nm (ADN) ou
a 280 nm (protéines) (Hammer et Carson, 2011).

L’interaction initiale entre un composé d’une HE et une cellule bactérienne semble
étre sa diffusion passive a travers la paroi cellulaire des Gram-positifs ou la membrane

externe des Gram-négatifs (Hammer et Carson, 2011).

Certaines études utilisant la microscopie électronique ont révélé d’importantes
détériorations de la paroi bactérienne aprés une exposition a plusieurs différentes HES
(Rhayour et al., 2003 ; Bennis et al., 2004 ; Chami et al., 2005 ; Park et al., 2007 ; Sharma et
Tripathi, 2008), indiquant que les HEs sont capables de détériorer la paroi si ce n‘est pas la

lyse bactérienne.

Les HEs comportent un grand nombre de composés chimiques, ce qui probablement
implique, outre les actions générale susmentionnées, plusieurs cibles et modes d’action dans
la cellule bactérienne. (Burt, 2004). En effet, des études ont montré des actions plus ou moins
spécifiques de certains constituants d’HEs vis-a-vis de certaines bactéries (Hammer et Carson,

2011). Toutefois, une action particuliere peut dépendre d’une autre action (Burt, 2004).

L’HE de T. numidicus a montré une excellente activité antibactérienne (16 a 64 fois
plus active que celle de S. officinalis), ce qui peut étre expliqué par la nature du chémotype
de chacune car les composants phénoliques sont les principaux responsables des propriétés
antibactériennes des HEs (Burt, 2004). En effet, d’aprés Ghorab et al. (2014), le compose
majoritaire de I’HE de T. numidicus (région de Kabylie) est le carvacrol (28,10%) suivi de son
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précurseur le p-cyméne (8,00%) tandis que ceux de Salvia officinalis, d’aprés Dob et al.
(2007) sont le camphre (20,4%), 1’a-thuyone (19,6%), le 1,8 cinéol (12,3%), la B-Thuyone
(8,0%) et le viridiflorol (8,0%). D’aprés les travaux de Cosentino et al. (1999) et Aligiannis et
al. (2001), le carvacrol possede une bonne activité antibactérienne sur les deux souches de
référence susmentionnées : CMI = 0,1 mg/ml pour les deux souches, CMB = 0,225 mg/ml
pour E. coli ATCC 25922 et 0,450 mg/ml pour S. aureus ATCC 25923, ce qui est en
corrélation avec nos résultats obtenus avec I’'HE de thym. De plus, une synergie a été
observée entre le carvacrol et le p-cymene (Burt, 2004). En revanche, selon Kotan et al.
(2007), le camphre et le 1,8 cinéol n’ont montré aucune inhibition de la croissance de 63

souches appartenant a 37 genres différents.

Cette activité antibactérienne du carvacrol est attribuée, généralement, a sa capacité de
rendre la membrane cytoplasmique perméable, et & désintégrer la membrane externe des
bactéries Gram-négatif, libérant les lipopolysaccharides et augmentant la perméabilité de la
membrane cytoplasmique a I’ATP (Burt, 2004).

S. aureus ATCC 25923, étant la seule souche Gram-positif testé, avait sensibilité qui
se situe au milieu de celles des autres souches. En effet, bien qu’il a été postulé que les HEs
présentent des activités antibactériennes différentielles vis-a-vis les deux types de Gram,
l'opinion actuelle semble favoriser I’hypothése d’aucune relation générale entre le type de

Gram et l'activité antibactérienne des HEs (Hammer et Carson, 2011).

Les HEs sont généralement des agents a large spectre antibactériens, avec des activités
similaires contre les bactéries Gram-positif et Gram-négatif, les microorganismes anaérobies

et aérobies, les levures et les autres champignons (Hammer et Carson, 2011).

E. coli ATCC 25922 a été la plus sensible a 1’égard des deux HEs. P. aeruginosa et S.
marcesens étaient relativement les souches les moins sensibles vis-a-vis I’HE de T. numidicus
tandis que K. pneumoniae et S. marcesens ont été les moins sensibles vis-a-vis I’HE de S.

officinalis.

Les bactéries appartenant au genre Pseudomonas sont généralement les moins
sensibles au HEs par rapport aux autres bactéries Gram-négatif et idem par rapport a celles de
Gram-positif (Hammer et al., 1999 ; Mayaud et al., 2008). En particulier, P. aeruginosa est

géneralement peu sensible a un large éventail de composés antimicrobiens, incluant les HEs.
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Ceci a été attribué a sa membrane externe et les propriétés qu’y sont associées tel que les

systemes d’efflux des médicaments (Griffin et al., 2001 ; Longbottom et al., 2004).

I1-2 Activité antibactérienne des différentes associations
Aucune des combinaisons réalisées n’a montré un effet synergique (tableau Ill). En
revanche, il y a eu un effet additif entre I’HE de thym et la ciprofloxacine sur S. aureus ATCC
25923 (FICI = 0,75), quatre effets indifférents et huit effets antagonistes dont le plus marqué
est obtenu avec 1’association de I’HE de thym et I’imipenéme sur S. aureus ATCC 25923
(FICI = 1,5). Pour les autres associations antagonistes, cet effet n’a pas été fortement exprimeé
(FICI=1,030a1,034).



Etude expérimentale

Chapitre Il : Résultats et Discussion

Tableau 111 : Activité antibactérienne des différentes associations
Souche | Combinaison* CMlg | CMIc | FIC FICI Conclusion
Thym 0,234 0,234 1 1,5 Antagonisme
] Imipenéme 0,252 0,126 0,5
@ Thymol 0,202 | 0,006 | 0,030 | 1,030 Antagonisme
O Imipenéme 0,252 0,252 1
= Thym 0234 | 0117 | 05 1,00 Indifférence
< Céfotaxime 0504 | 0252 | 05
§ Thymol 0,202 0,101 0,5 1,00 Indifférence
3 Céfotaxime 0,504 0,252 0,5
n Thym 0,234 0,059 0,25 0,75 Addition
Ciprofloxacine 0,448 0,224 0,5
Thym 0,117 0,004 | 0,034 1,034 Antagonisme
~ Imipenéme 0,063 0,063 1
> Thymol 0,202 0,101 0,5 1,00 Indifférence
& Imipenéme 0,063 | 0,031 | 05
2 Thym 0,117 | 0,004 | 0,034 | 1,034 Antagonisme
> Céfotaxime 0,126 | 0,126 1
= Thymol 0,202 0,006 | 0,030 1,030 Antagonisme
u‘J’. Céfotaxime 0,126 | 0,126 1
Sauge 3,749 0,117 0,031 1,031 Antagonisme
Céfotaxime 0,126 0,126 1
Thym 0,234 0,234 1 1,031 Antagonisme
Sauge 7,497 0,234 | 0,031
Thym 0,234 0,007 | 0,030 1,030 Antagonisme
Chloramphénicol | 2,016 2,016 1
Thymol 0,202 0,101 0,5 1,00 Indifférence
Chloramphénicol | 2,016 1,008 0,5
o Thym
— Céfotaxime
3 Thym Résistance a 32,258 pg/ml vis-a-vis de chacun de ces
L Ampicilline antibiotiques
_ Thym_ Aucune de ces combinaisons n’a pu parer cette résistance
Tétracycline
Thym
Amoxicilline
Thym Résistance a 7,168 pg/ml vis-a-vis de cet antibiotique
Ciprofloxacine Cette combinaison n’a pas pu parer la résistance

CMIy : concentration minimale inhibitrice d’un échantillon seul.

CMiIc : concentration minimale inhibitrice d’un échantillon dans la combinaison la plus efficace.

*Les CMI des antibiotiques sont exprimées en pg/ml tandis que celles des HEs et du thymol le
sont en mg/ml.
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Les figures 14 a 26 représentent les isobologrammes des différentes associations citées

dans le tableau Il11. Tous ces isobologrammes concordent avec les FICIs correspondants.
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Figure 14 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre ’imipenéme et ’HE de thym sur
S. aureus ATCC 25923
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Figure 15 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre I’imipenéme et le thymol sur
S. aureus ATCC 25923
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Figure 16 : Isobologramme montrant I’effet indifférent entre le céfotaxime et ’HE de thym sur
S. aureus ATCC 25923
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Figure 17 : Isobologramme montrant I’effet indifférent entre I’imipenéme et le thymol sur
S. aureus ATCC 25923
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Figure 18 : Isobologramme montrant I’effet additif entre le ciprofloxacine et ’HE de thym sur
S. aureus ATCC 25923
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Figure 19 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre ’imipenéme et ’HE de thym sur

E. coli ATCC 25922
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Figure 20 : Isobologramme montrant I’effet indifférent entre I’imipenéme et le thymol sur

E. coli ATTC 25922
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Figure 21 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre le céfotaxime et ’HE de thym sur

E. coli ATTC 25922
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Figure 22 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre le céfotaxime et le thymol sur
E. coli ATTC 25922
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Figure 23 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre le céfotaxime et ’HE de la sauge
sur E. coli ATTC 25922
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Figure 24 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre I’HE de thym et celle de la sauge
sur E. coli 161
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Figure 25 : Isobologramme montrant I’effet antagoniste entre le chloramphénicol et ’HE de
thym sur E. coli 161
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Figure 26 : Isobologramme montrant I’effet indifférent entre le chloramphénicol et le thymol sur
E. coli 161

111 L’activité antioxydante

I11-1 L’activité antioxydante des différents échantillons seuls

Les inhibitions de DPPH ainsi que les IC50 sont présentées dans le tableau IV :
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Tableau 1V : Activité antioxydante des différents échantillons seuls

Echantillon | Concentration (pug/ml) Inhibition (%) IC50 (ug/ml)
232,6 67,11 + 3,06
Thym 116,3 37,95 + 4,03
58,15 23,89 + 4,43
29,07 132+ 411
14,53 5,78 + 1,43 156,53 £ 20,23
2125 70,59 £+ 3,21
Thymol 106,25 48,84 + 2,99
53,125 33,61 + 2,27
26,56 1897+ 171
13,28 9,61 + 2,00 104,44 + 6,76
6,87 85,77 £ 3,05
Vitamine E 3,43 40,77 £ 4,25
1,72 18,53 + 2,89
0,86 9,17 £ 0,99
0,43 4,09 + 0,42 4,11 + 0,25
5746,25 87,73+ 144
Sauge 2871,25 64,05 + 2,99
1435,62 38,41 £ 3,99
717,81 20,93 + 3,45
358,9 10,52 + 2,61 1999,28 + 168,89

Les figures 27 et 28 représentent les inhibitions en pourcentage du DPPH en fonction

des concentrations des différents échantillons.



Etude expérimentale
Chapitre Il : Résultats et Discussion

=

o O O

b
O O O © © O
2

S c / —#—Thym

b=l - /

g 1 —&o— Thymol

< 30 7 —e—VitE
20 —a— Sauge
10

-2000 0 2000 4000 6000 8000

Concentrations (ug/ml)

Figure 27 : Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction des
concentrations (a)

Vu que les résultats de la sauge sont tres éloignes de ceux des autres échantillons, la
différence entre ces derniers est masquée sur le graph de la figure 25 d’ou la nécessité du
graph de la figure 26 (sans la sauge).
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Figure 28 : graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations

(b)

L’analyse de la variance univariée (ANOVA) des IC50 a décelé des différences

significatives entre les quatre échantillons avec un intervalle de confiance de 95%. Le test de
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comparaison multiple de Ducan a permis de les subdiviser en deux groupes ; un groupe « A »
constitué seulement de la sauge qui a une IC50 trés éloignée des trois autres échantillons qui,
eux, constituent un groupe relativement homogene « B ». L’analyse statistique détaillée est

présentée en annexe 1). Les IC50 sont présentées graphiquement dans la figure 29.
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Figure 29 : IC50 des différents échantillons

L’HE de S. officinalis montre une trés faible activité antiradicalaire, ceci a été déja
affirmé par les travaux de Politeo et al. (2006) ; Viuda-Martos et al., 2009 et ceux de Miguel
et al. (2011). 1l semblerait que I’activité antioxydante attribuée a Salvia officinalis réside

plut6t dans ses polyphénols (Lu et Foo, 2001).

L’activité antioxydante d’une HE est attribuée aux composés actifs présents dans cette
derniére. Ceci peut étre di a un/des composés majoritaires, mais aussi a de nombreux
composés présents en petites quantités ou a la présence d’une synergie entre ces derniers

(Politeo et al. 2006).

Djeridane et al. (2006), et Katalinic et al. (2006) ont démontré I’existence d’une
corrélation linéaire entre 1’activité antioxydante et les taux de composes phénoliques totaux de
differents extraits de plantes, tandis que Viuda-Martos et al., (2010) 1’ont démontré pour les
composées phénoligues contenus dans les HEs. Une HE a chémotype phénolique possede une

activité antioxydante meilleure qu’une HE a chémotype non phénolique (Jukié et Milos,
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2005), d’autant que I’HE essentielle de Salvia officinalis soit pauvre en ces composeés (Viuda-

Martos et al., 2009), sont activité antioxydante soit si faible.

En revanche, ’'HE de T. numidicus montre une bonne activité antiradicalaire.
Néanmoins, elle demeure moins efficace que la vitamine E. Cette activité est probablement
due a la présence du carvacrol qui posséde une importante activité antiradicalaire (Ozkan et
Erdogan, 2011). En effet, Les travaux de Sokmen et al., (2004) ont montré des résultats
comparables aux notre ; L’IC50 de I’HE de Origanum acutidens sur le DPPH était de 133,7
pg/ml, une HE contenant 72% de carvacrol. Ce qui implique d’avantage la présence de ce

dernier, en tant que composé majoritaire, dans I’HE de T. numidicus.

Les composés phénoliques agissent en donnant un atome d’hydrogeéne qui
neutraliserait les radicaux libres, ils agissent aussi en tant que chélateurs de métaux et par

interruption de la chaine des réactions d’oxydations (Viuda-Martos et al., 2009).
I11-2 Activité antioxydante des différentes combinaisons

Les figures 30, 31, 32, 33 et 34, représentent respectivement les isobologrammes des
combinaisons : Thym/Sauge, Thymol/Sauge, Vitamine E/Sauge, Vit. E/Thym et Vit.
E/Thymol.
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Figure 30 : Isobologramme de ’HE du thym combinée avec celle de la sauge
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Les trois points sont en dessous de la droite, mais ils sont tres proches, les résultats de
I’étude statistique sont indispensables pour trancher entre une synergie et une indifférence
(Tallarida, 2001).
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Figure 31 : Isobologramme du thymol combiné avec I’HE de la sauge

L’un des trois points touche la droite d’ou la nécessité des résultats de 1’étude

statistique pour trancher entre une indifférence et un antagonisme (Tallarida, 2001).
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Figure 32 : Isobologramme la vit. E combinée avec ’HE de la sauge
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Un point sur la droite et un point de chaque c6té dont ils sont tres proches de cette

derniére, c’est un effet indifférent.
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Figure 33 : Isobologramme de la vit. E combinée avec ’HE du thym

Les trois points sont en-dessous de la droite, c’est une synergie.
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Figure 34 : Isobologramme de la Vit. E combinée avec le thymol

Les trois points sont au-dessus de la droite, ¢’est un effet antagoniste.
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Les résultats chiffrés des différentes associations sont présentés dans le tableau V.

Tableau V : FIC50 et FIC5Index des différentes combinaisons

IC50 (pg/ml) | 1C50c (pg/ml) | FIC50 FICsol FICsl
Combinaison moyenne
Thym 156,53 100,72 0,643 0,955
Sauge 199928 621,67 0,312 0,934
Thym 156,53 16,42 0,105 0,916 +0,019
Sauge 1999,28 1621,63 0,811
Thym 156,53 49,79 0,318 0,033
Sauge 1999,28 1229,35 0,61489
Thymol 104,44 54,63 0,523 1,261
Sauge 1999,28 1476,45 0,738 1,215
Thymol 104,44 80,23 0,768 1,039 +0,159
Sauge 1999,28 541,99 0,271
Thymol 104,44 21,17 0,2027 1,347
Sauge 1999,28 2288,46 1,1446
Vit. E 411 1,62 0,394 1,07
Sauge 199928 13514 0,676 0,092
Vit E 411 0,52 0,126 0,999 + 0,082
Sauge 1999,28 1746,91 0,8737
Vit E 411 2,61 0,635 0,007
Sauge 1999,28 544,36 0,272
Vit. E 411 1,64 0,340 0,694
Thym 156,53 55,4 0,354 0,655
Vit. E 411 2.1 0,512 0,739 +0,063
Thym 156,53 35,61 0,227
Vit. E 411 0,55 0,133 0,614
Thym 156,53 75,39 0,481
Vit E 411 2,87 0,698 1,546
Thymol 104,44 88,63 0,848 1,789
Vit. E 4,11 5,84 1,421 1,853 +0,219
Thymol 104,44 4514 0,432
Vit E 411 1,38 0,336 1,97
Thymol 104,44 170,68 1,634

Les tests de conformité (annexe 1) confirment I’interaction Synergique entre la
vitamine E et ’HE du thym dans la réduction du DPPH, I’interaction antagoniste entre la
vit. E et le thymol, et tranchent sur le fait que les combinaisons ,

, soient

(o)
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Les récents travaux d’Antache et al. (2014) ont révélé que 1’association du thym
(Thymus vulgaris) avec de la vit. E a un effet synergique dans la diminution de la
peroxydation lipidique dans le foie, I’intestin et particulierement au niveau du plasma d’un
poisson : le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). Nous considérons que nos présents
résultats soient en accord avec ceux des ces auteurs, vu que le chémotype de I’HE de Thymus

vulgaris soit trés comparable a celui de notre HE en question.
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Conclusion et perspectives

Dans cette ¢tude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation des activités
antioxydantes et antibactériennes de plusieurs associations de composés naturels et
synthétiques. Les résultats obtenus ont montré que certaines de ces associations pourraient
étre utilisées pour luter contre les effets déléteres des radicaux libres. Cependant, en ce qui

concerne ’activité antibactérienne, un seul effet additif a été obtenu.

L’HE de thym numide, utilisée seule, a montré d’excellents résultats surtout pour
I’activité antibactérienne ; étant bactéricide sur les six souches testées, avec des CMBs trés
basses. E. Coli ATCC 25922 a été la plus sensible a 1’égard des deux HEs employées dans
cette étude. Selon Kon et Rai (2013), le mécanisme d’action des HEs sur les souches
bactériennes résistantes aux antibiotiques est considéré le méme que sur les souches sensibles
(a cause de la complexité de leur composition et les effets simultanés sur plusieurs cibles dans
la cellule bactérienne). Nous estimons donc que I’HE de Thymus numidicus est également tres

active sur des souches résistantes.

Pour I’activité antioxydante, la capacité a réduire le radical libre DPPH est
relativement bonne pour I’HE de T. numidicus mais elle est faible pour celle de S. officinalis.

Ceci est certainement dd a la nature du chémotype de chacune.

Aucune combinaison n’a montré I’effet recherché (la synergie) pour les associations
d’agents antibactériens. En revanche, il y une nette synergie entre I’HE de T. numidicus et la
vitamine E dans la réduction du DPPH. Il serait donc tres intéressant de caractériser cette HE
et de réaliser des tests d’association avec les composées « surtout » majoritaires, le carvacrol
pourrait étre I’un d’eux puisque des données bibliographiques ont rapporté un tel chémotype
pour cette plante de la méme région et d’autres données portant sur 1’activité antibactérienne
du carvacrol étaient en corrélation avec nos résultats obtenues avec I’HE de T. numidicus sur

les souches de références testées.

En général ’effet recherché au cours d’une association est la synergie, elle permet
d’utiliser une concentration d’antibiotique ou d’un antioxydant synthétique plus faible que si
ce dernier etait employé seul. Dans notre cas un seul effet synergique a été obtenu, pour ceci
il est nécessaire d’étudier d’autres combinaisons en associant d’autres composé€s majoritaires

d’huiles essentielles et d’autres antibiotiques pour obtenir 1’effet synergique.
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Annexe | : Etude statistique (XLSTAT 2009.1.02)

I-1 Comparaison des activités antioxydantes des différents échantillons

Analyse de la variance univariée (ANOVA) :

Moyenne des
Source DDL Somme des carrés carrés F Pr>F
Modele 3 8252118,981 2750706,327 253,140 <0,0001
Erreur 8 86930,778 10866,347
Total corrigé 11 8339049,759

Conclusion : L’ANOVA a décelé des différences significatives entre les quatre échantillons
analysés. Pour savoir quels sont les échantillons qui différent significativement entre eux, le

test suivant de comparaison multiple des moyennes est indispensable.

Echantillon / Duncan / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de
confiance a 95% :

Contraste Différence | Valeur critique | Pr > Diff Significatif
Sauge vs Vitamine E 1995,170 2,457 <0,0001 Oui
Sauge vs Thymol 1894,833 2,403 < 0,0001 Oui
Sauge vs Thym 1842,747 2,306 <0,0001 Oui
Thym vs Vitamine E 152,423 2,403 0,233 Non
Thym vs Thymol 52,087 2,306 0,558 Non
Thymol vs Vitamine E 100,337 2,306 0,272 Non
Modalité Moyenne Groupes
Sauge 1999,280 A
Thym 156,533 B
Thymol 104,447 B
Vitamine E 4,110 B

Conclusion : Le test de comparaison multiple de Duncan montre que seul I’échantillon Sauge
différe des 3 autres. Autrement, les 3 autres échantillons constituent un groupe homogéne.

Ce résultat s’explique par la grande différence entre les 4 échantillons analysés et par la
grande inégalité des variances des échantillons analysés et leur faible effectif. Le test est tres
sensible dans le cas des petits effectifs.

I-2 Comparaison des activités antioxydantes des différentes associations

I1-2-1 Test de conformité des différents FIC50 index avec 0,9

Moyenne théorique : 0,9
Niveau de signification (%) : 5
Test t pour un échantillon / Test unilatéral a gauche

o |
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A) Thym/Sauge
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :]-Inf ; 0,968

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Thym/Sauge 0,035 3,071 -2,920 2 0,954 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est inférieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.

Le risque de rejeter I'nypothése nulle HO alors qu'elle est vraie est de 95,42%.

B) Thymol/Sauge
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :]-Inf ; 1,484[

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observeée) critique) (unilatérale)
Thymol/Sauge 0,316 3,440 -2,920 2 0,962 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est inférieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.
Le risque de rejeter I'nypothése nulle HO alors qu'elle est vraie est de 96,25%.

C) Vitamine E/Sauge
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :]-Inf; 1,130[

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Sauge 0,092 1,950 -2,920 2 0,905 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est inférieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.
Le risque de rejeter I'nypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 90,47%.

D) Vitamine E/Thym
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :]-Inf ; 0,789
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Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observeée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Thym -0,218 -5,955 -2,920 2 0,014 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est inférieure a 0.
Etant donne que la p-value calculée est inférieure au niveau de signification seuil alpha=0,05,

on doit rejeter I'hypothése nulle HO, et retenir I’hypothéese alternative Ha.
Le risque de rejeter I'nypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 1,35%.

E) Vitamine E/Thymol
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :]-Inf ; 2,159

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Thymol 0,890 7,037 -2,920 2 0,990 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est inférieure a 0.
Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil

alpha=0,05, on peut valider I'nypothése nulle HO.
Le risque de rejeter I'nypothése nulle HO alors qu'elle est vraie est de 99,02%.

I-2-2 Tests de conformité des différents FIC50 index avec 1,1

Moyenne théorique : 1,1
Niveau de signification (%) : 5
Test t pour un échantillon / Test unilatéral a droite
A) Thym/Sauge
Intervalle de confiance & 95% autour de la moyenne :] 0,902 ; +Inf [

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Thym/Sauge -0,165 -14,645 2,920 2 0,998 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.
Ha : La différence entre les moyennes est supérieure a 0.
Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil

alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.
Le risque de rejeter I'nypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 99,77%.
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B) Thymol/Sauge
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :] 0,948 ; +Inf [

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observeée) critique) (unilatérale)
Thymol/Sauge 0,116 1,261 2,920 2 0,167 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.

Ha : La différence entre les moyennes est supérieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.

Le risque de rejeter I'nypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 16,73%.

C) Vitamine E/Sauge
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :] 0,854 ; +Inf [

Variable Différence | t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Sauge -0,108 -2,289 2,920 2 0,925 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.

Ha : La différence entre les moyennes est supérieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothése nulle HO.

Le risque de rejeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 92,54%.

D) Vitamine E/Thym
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :] 0,576 ; +Inf [

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Thym -0,418 -11,426 2,920 2 0,996 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.

Ha : La difference entre les moyennes est supérieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est supérieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on peut valider I'nypothese nulle HO.

Le risque de rejeter I'hypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est de 99,62%.

E) Vitamine E/Thymol
Intervalle de confiance a 95% autour de la moyenne :] 1,420 ; +Inf [

7 )




Annexes

Variable Différence t (Valeur t (Valeur DDL p-value alpha
observeée) critique) (unilatérale)
Vit.E/Thymol 0,690 5,455 2,920 2 0,016 0,05

Interprétation du test :

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0.

Ha : La différence entre les moyennes est supérieure a 0.

Etant donné que la p-value calculée est inférieure au niveau de signification seuil
alpha=0,05, on doit rejeter I'nypothese nulle HO, et retenir I’hypothése alternative Ha.

Le risque de rejeter I'nypothese nulle HO alors qu'elle est vraie est inférieur a 1,60%.

Conclusions :
Combinaison Conformité de FIC50 Conformité de FIC50 Conclusion
index moyenne avec 0,9 | index moyenne avec 1,1
Thym/Sauge FICsol peut étre = 0,9 et FICsol peut étre=1,1et | FICsI=1[0,9; 1,1]
ne peut pas étre < 0,9 ne peut pas étre > 1,1 (Indifférence)
Thymol/Sauge | FICsl peut étre = 0,9 et FICsol peut étre=1,1et | FIC5I=1[0,9; 1,1]
ne peut pas étre < 0,9 ne peut pas étre > 1,1 (Indifférence)
Vit. E/Sauge FICsol peut étre = 0,9 et FICsol peut étre=1,1et | FIC5I=1[0,9; 1,1]
ne peut pas étre < 0,9 ne peut pas étre > 1,1 (Indifférence)
Vit. E/Thym FICsol #0,9et<0,9 FICsol peut étre = 1,1 et FICsl < 0,9
ne peut pas étre > 1,1 (Synergie)
Vit. E/Thymol | FICsl peut étre = 0,9 et FICsol = 1,1et> 1,1 FICsl > 1,1
ne peut pas étre < 0,9 (antagonisme)

Annexe IV : Détermination des 1C50 avec le logiciel Origin

V-1 Echantillons seuls

IV-1-1 La sauge (essais 1,2, et 3)
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)

inhibition (%

inhibition (%)

—m— inhibition
) — Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
90
80
70 Model Boltzmann
1 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + ex
60 p((x-x0)/dx))
50 - Reduced Chi 0,15117
| -Sqr
40 Adj. R-Squar 0,99983
Value Standard Err
1 inhibition Al -219,0932  115,37885
30 inhibition ~ A2 91,65493 1,23934
1 inhibition x0 -1,64728 1,0718
20 inhibition dx 1,83719 0,17831
1 inhibition span 310,7482 116,42988
10 - inhibition EC50 0,19257 0,2064
T T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6
concentration (mg/mL)
IC50 = 1780,25 pg/ml
—a— inhibition
100 — Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
80
Model Boltzmann
60 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
i Reduced Chi- 0,08117
Sqr
40 Adj. R-Squar 0,99992
Value Standard Erro
E inhibition Al -133,4353 37,34337
inhibition A2 98,8869 1,62811
20 4 inhibition x0 -0,59194 0,59103
inhibition dx 2,10476 0,17353
4 inhibition span 232,32224 38,8362
inhibition EC50 0,55325 0,32699
0 T T T T T T T T T .
2 3 4 5 6

concentration (mg/mL)

IC50 =2191,29 pg/ml
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—m— inhibition

—— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"

100
80
Model Boltzmann
—~ 604 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
N
S
s T Reduced C 0,01241
=] hi-Sqgr
Q2 404 Adj. R-Squa  0,99999
‘E Value Standard Er
'_ i inhibiton A1 -1046,538 696,39865
inhibition A2 103,65934 1,04732
20 4 inhibition x0 -6,38521 2,16202
inhibition dx 2,7878 0,14798
| inhibition span 1150,1982 697,39485
inhibition EC50 0,00169 0,00365
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

concentration (mg/mL)

IC50

IV-1-2 Le thym (essais 1,2, et 3)

=2026,30 pg/ml

—m— inhibition

80 — — Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
70
60
i Model Boltzmann
Equation y =A2 + (A1-A2)/(1 + exp(
= 50 (x-x0)/dx))
S
= 404 Reduced Chi  9,11306
= -Sar
= i
= Adj. R-Squar 0,98508
-E 30 + Value Standard Err
= g inhibition Al -13302,063 7,68946E6
20 4 inhibition A2 94,39345 102,53108
] inhibition X0 -0,86427 104,18413
inhibition dx 0,17399 0,77128
10 u inhibition span 13396,4568 7,68956E6
1 inhibition EC50 0,42136 43,89875
(o] T T T T T T T T T T T d
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

concentration (mg/mL)

IC50 = 128,57 pg/ml
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—u— inhibition
704 —— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60
50
1 Model Boltzmann
—_ Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
X 404
S 1 < Reduced Ch  20,69629
= i-Sqr
¥l 30 )
b Adj. R-Squar 0,96121
E b - Value Standard Err
- 20 4 inhibiton AL -2703,699 3,87937E6
inhibiton A2 312,554 39762,9333
7 inhibition ~ x0 -2,0951 1807,25576
10 4 inhibition  dx 0,96617 252,09273
inhibition span 3016,2531 3,91913E6
1 u inhibiton ~ EC50 0,12306 222,39684
0 T T T T T T T T T T )
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
concentration (mg/mL)
IC50 = 175,63 ug/ml
—u— inhibition
70 — Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60
50
1 Model Boltzmann
—_ Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
§ 40
S 1 . Reduced Ch  20,69629
= 30 i-Sqr
o) N -
b= Adj. R-Squar 0,96121
E 1 Value Standard Err
- 20 - . inhibiton A1 -2703,699  3,87937E6
inhibiton A2 312,554 39762,9333
] inhibiton ~ x0 -2,0951 1807,25576
104 inhibition ~ dx 0,96617  252,09273
inhibition span 3016,2531 3,91913E6
] inhibiton ~ EC50 0,12306 222,39684
0 T T T T T T T T , T .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

concentration (mg/mL)

IC50 = 165,40 pg/ml
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IV-1-3 Le thymol (essais 1,2, et 3)

Inhibition (%)

Inhibition (%)

—u— |nhibition

—— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"

70 4
60 +
E Model Boltzmann
50 4 Equation y=A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Reduced Ch 8,21669
40 i-Sqr
E Adj. R-Squa 0,98569
30 4 Value Standard Err
Inhibition Al -13760,785 4,63285E6
1 Inhibition A2 77,19621 18,03584
20 4 Inhibition x0 -0,48138 31,90322
Inhibition dx 0,0927 0,14129
| Inhibition span 13837,9812 4,63287E6
10 Inhibition EC50 0,61793  19,71399
T T T T 1
0,0 0,1 0,2
Concentration (mg/mL)
IC50 = 96,15 pg/ml
—u— |nhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"
80
70
60
i Model Boltzmann
50 1 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 Reduced Chi 9,81332
4 -Sar
30 4 Adj. R-Squar 0,98456
Value Standard Err
1 Inhibition Al -13804,2387  7,96619E6
20 '/ Inhibition A2 97,2999  95,78821
| / Inhibition x0 -0,76821  91,72798
104 K Inhibition dx 0,15369 0,64829
Inhibition span 13901,5386  7,96629E6
1 Inhibition EC50 0,46384  42,54726
0 T T T T ,
0,0 0,1 0,2

Concentration (mg/mL)

IC50 = 104,72 pg/ml
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Inhibition (%)

—a— |nhibition

—— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"

70
60
50 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 H ,
Reduced Chi 17,61767
b -Sar
30 - Adj. R-Squar 0,96873
Value Standard Err
Inhibition Al -32869,6098  4,85528E7
20+ Inhibition A2 79,27192  48,58705
g Inhibition x0 -0,68341  169,48687
10 4 Inhibition dx 0,11329 0,37035
Inhibition span 32948,8817  4,85529E7
1 Inhibition EC50 0,50489 85,5729
0 T T T T )
0,0 0,1 0,2

Concentration (mg/mL)

IC50 =112,47 pg/ml

IV-1-4 La vitamine E (essais 1,2, et 3)

Inhibition (%)

100 —a— Inhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"
Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
50 +
Reduced Chi 0,13356
-Sqr
Adj. R-Squar 0,99987
] Value Standard Err
Inhibition Al -256,2209 1566,39254
Inhibition A2 2292,1635 90009,4039
Inhibition x0 46,72964 1144,31499
Inhibition dx 21,33048 199,45142
04 Inhibition span 2548,3845 91575,0673
Inhibition EC50 1,96981E2 2,25408E23
T T T T T T T T T T T T 1
0 2 3 4 5 6 7

Concentration (ug/mL)

IC50 = 4,26 pg/ml
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100 — —ua— |nhibition
—— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"

—_ Model Boltzmann
o\o Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
£ 50
c
g Reduced Chi- 0,0901
é Sqr
= Adj. R-Squar 0,99993
£ 4 Value Standard Erro
Inhibition Al -64,71427 21,32592
Inhibition A2 139,7974 15,04002
Inhibition x0 2,88237 0,26043
Inhibition dx 3,58533 0,70525
04 Inhibition span 204,5117 36,19761
Inhibition EC50 17,85652 4,65036
T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentration (ug/mL)
IC50 = 3,76 pg/ml
] —u— |nhibition
80 — Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"
60
— Model Boltzmann
o{" Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
N—r
S 40
- Reduced Chi- 0,38035
:_§ 1 Sqr
c Adj. R-Square 0,99965
£ 20 Value Standard Erro
Inhibition Al -13,04828 6,98763
Inhibition A2 111,2691 12,89374
) Inhibition x0 4,25618 0,29073
Inhibition dx 2,10138 0,44154
0 Inhibition span 124,3174 19,6983
Inhibition EC50 70,54021 20,5085
T T T T T T T T T T T T T T T d
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentration (ug/mL)

IC50 = 4,31 pg/ml

IV-2 Echantillons en associations

IV-2-1 Thym+sauge (tests 1,2, et 3)

(7
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100 —
—m— inhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
$
< 50
c Reduced Chi 0,11429
il -Sar
—
o) Adj. R-Squar 0,99989
= Value Standard Err
£ ] inhibition Al -102,4741 30,6697
inhibition A2 97,84019 2,28652
inhibition x0 -0,00197 0,10129
inhibition dx 0,37108 0,03812
inhibition span 200,31436 32,796
0 - inhibition EC50 0,99803 0,10109
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D
IC50c = 100,72 pg/ml (thym) + 621,67 pug/ml (sauge)
80 —m— inhibition
1 —— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
70
60 Model Boltzmann
1 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
= 50 1
S
Reduced Chi 0,04789
o A Adj. R-Squar 0,99994
£ 307 Value Standard Err
£ 1 inhibition Al -26,2652 3,34783
20 inhibition A2 83,71346 1,05042
g inhibition x0 0,33978 0,01372
10 inhibition dx 0,27563 0,01349
| inhibition span 109,9786 4,30852
04 inhibition EC50 1,40464 0,01927
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D

IC50c = 16,42 pg/ml (thym) + 1621,63 pug/ml (sauge)




Annexes

inhibition (%)

60 —
| | —=—inhibition
5 —— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
40 4 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
30+
Reduced Ch 0,50547
] i-Sqr
20 4 Adj. R-Squa 0,99894
Value Standard Err
E inhibition Al -74,3199 80,13275
10 4 inhibition A2 67,36924 8,81534
inhibition x0 0,01115 0,42719
1 /./ inhibition dx 0,43439 0,1911
04 inhibition span 141,6891  88,59673
inhibition EC50 1,01121 0,43198
T T T T T T T T T T T !
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 49,79 pg/ml (thym) + 1229,35 pg/ml (sauge)

IVV-2-2 Thymol+sauge (tests 1,2, et 3)

inhibition (%)

70 —m— inhibition
—— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60
50 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40
Yy, Reduced Chi 0,00729
-Sar
30 Adj. R-Squar  0,99999
Value Standard Err
20 4 inhibition Al -90,3685 8,06895
inhibition A2 65,67098 0,19367
inhibition x0 -0,07735 0,02419
10 - inhibition dx 0,26982 0,00576
| inhibition span 156,0395 8,21849
inhibition EC50 0,92556 0,02239
0 T T T T T T T T T T T |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 54,63 pg/ml (thymol) + 1476,45 pg/ml (sauge)

7 )
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inhibition (%)

60

50

40

Model Boltzmann
T Equation  y=A2+ (A1-A2)/(1 + exp
1 ((x-x0)/dx))
Reduced Chi 0,69386
-Sqr
1 Adj. R-Squar 0,99836
Value Standard Err
inhibition Al -5426,1590 358745,048
E inhibition A2 67,59093 10,54275
/‘ inhibition x0 -2,38686 37,95357
104 / inhibition ~ dx 0,5473 0,42768

inhibition (%)
8
1

_ —a— inhibition
—— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"

J u inhibition span 5493,7500 358755,208
inhibition EC50 0,09192 3,4886
T T T T T T T T T T T !
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D

IC50c = 80,23 pg/ml (thymol) + 541,99 ug/ml (sauge)

60 —m— inhibition
—— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
50 1
40 4 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
301 Reduced Ch  10,96507
i-Sqr
1 Adj. R-Squar 0,97115
20 Value Standard Err
inhibition A1 -2767,1990 940773,049
J inhibition A2 93,98714  398,48186
inhibition ~ x0 -3,77479  420,49555
10+ inhibition ~ dx 1,0001  15,27701
u inhibition ~ span 2861,1861 941169,208
inhibition ~ EC50 0,02294 9,64701
0 T T T T T T T T T T T )
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 21,17 pg/ml (thymol) + 2288,46 ug/ml (sauge)
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IV-2-3 Vit E.+sauge (tests 1,2, et 3)

inhibition (%)

inhibition (%)

—a— jnhibition

—— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"

80
60 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 4 Reduced Ch 0,66735
i-Sqr
i Adj. R-Squa 0,99938
Value Standard Err
20 4 inhibition Al -59,9567 30,00975
inhibition A2 94,15263 4,40039
i inhibition x0 0,17805 0,11245
inhibition dx 0,3207 0,06263
04 inhibition span 154,1094 34,03629
inhibition EC50 1,19488 0,13436
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D
IC50c = 1,62 pg/ml (Vit E.) + 1351,4 pg/ml (sauge)
70 J —a— jnhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60
50 Model Boltzmann
Equation y=A2+ (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx
)
40
Reduced C 4,72772
hi-Sqr
30 4 Adj. R-Squa  0,99205
Value Standard Er
inhibition Al -16,446  29,16081
20 inhibition A2 71,4068  7,56065
inhibition x0 0,31982 0,15095
10 4 inhibition dx 0,25479 0,1284
g inhibition span 87,8530  35,77881
inhibition EC50 1,37688 0,20784
0 T T T T T T T T T T T |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 0,52 pg/ml (VitE.) + 1746,91 pg/ml (sauge)

s )
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%

604 [ a0
1 | — Boltzmann Fit of Sheetl B"%"
50
40 Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
301 Reduced Chi 0,08708
J -Sar
Adj. R-Squar 0,99982
201 Value  Standard Err
e % Al -7,5280 1,88711
10 % A2 59,1236 0,64714
% x0 0,38229 0,01115
E % dx 0,20423 0,01176
04 % span 66,6517 2,40338
% EC50 1,46563 0,01634
T ' T ' T ' T ' T ' T '
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 2,61 pg/ml (Vit E.) + 544,36 pug/ml (sauge)

IV-2-4 Vit E.+thymol (tests 1,2, et 3)

Inhibition (%)

60 —
—m— |nhibition
1 | —— Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition"
50 +
i Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 H
] Reduced Chi 0,99029
30 4 -Sar
Adj. R-Squar 0,99724
1 Value Standard Err
20 - Inhibition Al -14,131 12,15457
Inhibition A2 53,1253 1,56747
] Inhibition x0 0,22221 0,07607
10 4 Inhibition dx 0,20255 0,04027
Inhibition span 67,2563 13,15069
1 Inhibition EC50 1,24883 0,09499
0 T T T T T T T T T T T J
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D

IC50c = 2,86 pg/ml (Vit E.) + 88,63 pg/ml (thymol)

7 )
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inhibition (%)

60
| | —=— Inhibition
50 — Boltzmann Fit of Sheetl B"Inhibition" | =
1 Model Boltzmann
40 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
S
~ 30 - Reduced Chi 0,24492
g -Sar
g i Adj. R-Squar 0,99944
£ 20+ Value  Standard Err
£ | Inhibiton | A1 -9,2888 3,02614
Inhibiton A2 53,4981 0,75639
10+ Inhibiton X0 0,32734 0,0196
_ Inhibiton | dx 0,1846 0,01513
Inhibition span 62,7869 3,50879
0 Inhibiton ~ EC50 1,38727 0,02719
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D
IC50c = 5,84 pg/ml (Vit E.) + 45,14 pg/ml (thymol)
60
|| —m—inhibition
50 —— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
i Model Boltzmann
40 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)
7] )
Reduced C 0,15397
30 hi-Sqr
. Adj. R-Squa 0,99964
20 - Value  Standard Er
inhibiton A1 -8,8000 2,38535
] inhibiton A2 53,0666 0,5201
10 inhibiton ~ x0 0,29448 0,01518
| inhibiton ~ dx 0,17225 0,01024
inhibiton  span 61,8666 2,6691
01 inhibiton ~ EC50 1,34243 0,02038
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 1,38 pg/ml (Vit E.) + 170,68 pug/ml (thymol)

[ 80 |
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IV-2-5 Vit E.+thym (tests 1,2, et 3)

inhibition (%)

100
—a— jnhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"| ——#
Model Boltzmann
> Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp
E’E 50 + ((x-x0)/dx))
c
o Reduced Chi- 0,0036
b= Sar
Q -
= Adj. R-Square 1
< 1 Value Standard Erro
inhibition Al -11,55197 0,33148
inhibition A2 89,8032 0,11962
inhibition x0 0,39159 0,00127
inhibition dx 0,19449 0,00137
04 inhibition span 101,35517 0,42403
inhibition EC50 1,47933 0,00188
T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
D
IC50c = 1,64 pg/ml (Vit E.) + 55,4 ug/ml (thym)
80 PRI
| | —m—inhibition
704 | — Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60
50 - Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + ex
1 p((x-x0)/dx))
40
1 Reduced Chi 0,02701
-Sar
30 Adj. R-Squar 0,99997
b Value Standard Err
20 inhibition Al -127,2676 49,83345
4 inhibition A2 126,3113 12,57727
10 inhibition x0 0,0164 0,20652
inhibition dx 0,70721 0,14887
i inhibition span 253,5789 62,29162
0+ inhibition EC50 1,01654 0,20993
T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 2,1 ug/ml (Vit E.) + 35,61 pug/ml (thym)

(o1 )
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inhibition (%)

70| —=— inhibition
— Boltzmann Fit of Sheetl B"inhibition"
60 +
| Model Boltzmann
50 Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 :
Reduced Chi- 0,01292
b Sar
30 Adj. R-Square 0,99998
] Value Standard Error
inhibition Al -24,06887 1,85208
201 inhibition A2 73,83919 0,55842
T inhibition x0 0,33107 0,00871
10 H inhibition dx 0,27977 0,00826
] inhibition span 97,90806 2,36349
0 inhibition EC50 1,39246 0,01213
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

IC50c = 0,55 pg/ml (Vit E.) + 75,39 pg/ml (thym)

s )



Résumé: La résolution du probleme de la résistance aux antibiotiques, qui est en expansion,
reste un grand défie pour traiter les maladies infectieuses. Combiner des agents antibactériens
a la recherche d’un effet synergique semble étre une bonne approche. La synergie entre les
molécules antioxydantes a aussi un grand intérét surtout pour 1’industrie alimentaire. Le but
de ce travail était, d’une part, d’évaluer 1’activité antibactérienne et antioxydante des huiles
essentielles (HE) obtenues a partir des parties aériennes de Thymus numidicus Poir. et de
Salvia officinalis L. (Labiatae) et d’une autre part, de déterminer la nature de I’interaction de
ces HEs avec certains antibiotiques pour 1’étude antibactérienne et le DL-a-tocophérol (Vit.
E) pour I’activité antioxydante. L’activité antibactérienne a été évaluée sur cinq souches a
Gram-négatif et une a Gram-positif mais seulement trois ont été utilisees pour les tests
d’associations. La méthode de 1’échiquier (méthode de microdilution en milieu BMH) a été
utilisée pour cette activité. L’activité antioxydante a été évaluée par la capacité de piégeage
(réduction) du radical libre DPPH. L’HE de thym a montré une trés bonne activité
antibactérienne sur les cing souches testées (CMBs comprises entre 0,117 a 0,469 mg/ml),
meilleure que celle de I’HE de la sauge (3,749 a 14,995 mg/ml), et aucune synergie n’a été
observée pour toutes les combinaisons effectuées. L’HE de la sauge a montré une faible
activité antioxydante (IC50 = 1999,28 +168,89 pg/ml). En revanche, I’'HE de thym a montré
une bonne activité (IC50 = 156,53+20,23 pg/ml) mais moins bonne que celle de la vit. E
(4,140,25 pg/ml). Une synergie a été observee entre la vit. E et ’'HE de thym sur le piégeage
du DPPH mais un effet antagoniste a été observé entre la vit. E et le Thymol.

Mots Clés: Thymus numidicus, Salvia officinalis, huile essentielle, Antibactérien,
antioxydant, DPPH, synergie, méthode de 1’échiquier, isobologramme, vitamine E.

Abstract: Resolving the problem of drug resistance by pathogens, which is increasing, is a
great challenge to treat infectious diseases. The combination of antibacterial agents in order to
get a synergistic effect seems to be a good way. Synergism between antioxidant molecules has
also a great interest especially for the food industry. The aim of this study was to assess the
antibacterial and antioxidant activity of the essential oils (EO) obtained from aerial parts of
Thymus numidicus Poir. and Salvia officinalis L. (Labiatae), on another hand to define the
interaction of these EOs with some antibiotics for the antibacterial study and with DL-a-
tocopherol (Vit. E) for the antioxidant one. The antibacterial activity was performed against
five Gram negative bacteria and one Gram positive bacterium but only three of them were
used for the antibacterial combinations. The checkerboard method (MHB microdilution
method) was used to asses this activity, while the free radical DPPH scavenging test was
performed to assess the antioxidant one. The EO of thyme showed a significant antibacterial
activity against all the strains tested (MBCs ranged from 0,117 to 0,469 mg/ml), higher than
sage’s EO (MBCs ranged from 3,749 to 14,995 mg/ml) and no synergistic effect had been
shown for all the combinations performed. The EO of sage showed a weak antioxidant
activity (1C50 = 1999,28 +168,89 pg/ml). In contrast, thyme’s EO showed a good one (IC50
= 156,53 +20,23 pg/ml) but lower than vit. E (4,1+0,25 pg/ml). Synergy effect was observed
in scavenging the DPPH between vit. E and thyme’s EO but antagonism was shown with
thymol.

Keywords: Thymus numidicus, Salvia officinalis, Essential oil, Antibacterial, antioxidant,
DPPH, synergism, checkerboard, isobole, vitamin E.
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