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Résumé

Cette étude consiste a évaluer 1’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique.
obtenue a partir d’une plante médicinale Thymus vulgaris jugée par la meédecine
traditionnelle avoir un grand effet anti-infectieux .Ceci afin de rationaliser leur usage pour les
appliquer comme remede alternatif aux antibiotiques face a 1’émergence de multi-résistance
bactérienne et a 1’échelle de 1’antibiothérapie. L’extrait méthanolique. de cette plante qui a
montré un rendement du 18 .58 ml/g a été testé sur 5 souches bactériennes pathogeénes :
Klebseilla pneumoniae,E.coli,Serratia marsescens et Staphylococcus aureus ,Staphylococcus
épidermidis . Des propriétés antibactérienne intéressants de 1’extrait méthanolique. ont été
constatées sur toutes les bactéries testés aisi que la CMI et CMB égale 3.12 mg/ml pour les
bactéries a Gram — et 0.79 pour les bactéries a Gram +. ainsi qu’une activité bactéricide
importantes .Il n’ya pas une différence entre les valeurs de CMI et CMB des souches testées.
Par conséquent et sur la base de ces résultats prometteur, on peut proposer 1’'usage de cette
substance naturelle en tant qu’agents antibactériens en industrie pharmaceutiques comme
alternatif thérapeutique.
Mots Clés :Extrait méthanolique , Thymus vulgaris , Activité antibactérienne, CMI,CMB,

bactéricide.



Abstract

This study consists of evaluating the antibacterial activity of the methanole extract

taken from a medicinal plant Thymus vulgaris that traditional medicine judges to have a
significant anti-infective effect, in order to rationalize its use for its application as an
alternative treatment to antibiotics in the face of the emergence of multi-resistant bacteria and
the scope of antibiotic therapy. The methanolic extract of this plant which showed a yield of
18.58 mL/g was tested on 5 pathogenic bacterial strains: Klebseilla pneumonia
,E.coli,Serratia marsescens et Staphylococcus aureus ,Staphylococcus épidermidis

The antibacterial properties of the methanolic extract were observed on all bacteria
tested as the CMI and CMB were equal to 3.12 mg/mL for Gram- bacteria and 0.79 for Gram
+ bacteria. In addition to the significant bactericidal activity, there is no difference between
the CMI and CMB values of the tested strains. Therefore, based on these promising results, we
can propose the use of this natural substance as antibacterial agents in the pharmaceutical
industry as a therapeutic alternative.
Keywords: methanolic extract ,Thymus vulgaris, antibacterial activity, CMI, CMB,

bactericidal
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Introduction

Depuis ’apparition de la vie sur la terre, les plantes étaient un moyen pour se
nourrir ,mais avec l’apparition des maladies, I’homme a découvrit les vertus
thérapeutiques des plantes médicinales qui ont été utilisées pour soulager et guérir

toutes sorte de maladies sans savoir les molécules responsables de la guérison.

Aujourd’hui encore, la science confirme les différentes vertus des plantes
aromatiques et de leurs huiles essentielles et leurs extraits bruts dont les domaines
d’application sont trés variés et qui sont trés utilisés dans les industries alimentaires
comme additifs et dans les cosmétiques, les parfumeries, les industries de savon et de
détergents en volume impressionnant. Elles rentrent également dans la composition de
plusieurs médicaments, sous forme de cremes, gélules et suppositoires. (Bellamine,
2007) .

La science moderne a pu preéciser le secret thérapeutique des plantes ; ce sont les
métabolites secondaires ; dont Environ 170 000 molécules bioactives ont été
identifiées a partir de plantes : digitaline, quinine, morphine, colchicine,
artémisinine... Pourtant ,moins de la moiti¢ des plantes aujourd’hui ont été¢ étudiées
pour leurs propriétés thérapeutiques (Takahashi et al., 2004). Actuellement le
développent de la résistance microbienne aux antibiotiques et les troubles sanitaires
des agents antimicrobiens ont puisés les chercheurs a retourner vers la médecine
traditionnelle en utilisant des agents antimicrobienne d’origine naturelle tels que les

huiles et les extraits.

L’Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert vegétal, se trouve le genre 'Eucalyptus, ce
dernier est d’origine Australien mais il a été introduit en Algérie en 1850 par les
francais (Ibrahim et al.,2016) ; il est trés connu par leur richesse en métabolites
secondaires et leur pouvoir thérapeutique surtout pour les bronchites chroniques, toux,
catarrhes bronchiques, rhume, grippe, asthme, catarrhe vésical, affections purulentes
de I'urétre et du vagin (EI mansouri, 2013) ; plusieurs études ont été faite sur
plusieurs espeéces d’Eucalyptus en ce qui concerne 1’¢tude phytochimique ou
biologique (Vasantharaj etal, 2013) .Dans cet optique, nous avons réalisé notre

travail dont les objectifs visent a :
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- L’extraction des composés phénoliques par macération dans le méthanol des

poudres des feuilles de la plante choisie.

-L’évaluation de ’activité antibactérienne in vitro des extraits sur des bactéries

aGram positif et négatif.

-La détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides pour

les extraits.

Notre travail de recherche comporte deux parties ;la premiére partie représente
une étude bibliographique avec deux chapitres sur la plante Eucalyptus

camaldulensis ; les métabolites secondaires et I’activité antibactériennes de la plante.

La deuxieme partie présente le matériel et les méthodes d’extraction et
I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits methanoliques ainsi que la
présentation des résultats obtenus et leurs discussions. En fin, une conclusion générale

comporte les principaux resultats obtenus.
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Synthése bibliographique

I-1-Généralité :

Le genre Thymus, membre de la famille des Lamiacées, contient environ 400 especes de
plantesaromatiques vivaces, plantes herbacées sempervirentes ou semi-sempervirentes avec
nombreuses sous-especes, variétés, sous-variétés et formes (Boruga et al.,2014).L’espéce le

plus connu c’est le Thymus vulgaris.

Thymus vulgaris est une espéece aromatique et médicinale de la famille des
Lamiacées Originaire des régions méditerranéennes et a été adaptée a de nombreux climats

différents a travers le monde (Fani et Kohanteb, 2017).

I1-1-2- Nomenclature:

Thymus vulgaris a été ainsi nommé par Carl Von Linné en 1753 et reste le hom
utilisé par toutes les nomenclatures scientifiques. C’est une plante des pharmacopées
méditerranéennes. 1l a la particularité de présenter une diversite de chémotypes tres
importante, ce qui lui confére ainsi une grande variété de constituants médicinaux. Les noms
vernaculaires de 1’espéce Thymus vulgaris sont les suivants : En Arabe : Ziitra, zaatar ; en
Tamazighth : Azukni, Tazuknite, (Bel-malha et al., 2015)

I-1-3-Classification : la situation botanique de 1’espéce thymus vulgaris est donnée selon
(Daugan et Abdullah,2017).

Tableau 01 :Classification de Thymus vulgaris (Daugan et Abdullah,2017).

Domaine Plantae
Sous- domaine Tracheobionta.
Embranchement Magnoliophyta

Super division Magnoliophyta
Division Mognoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
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Genre Thymus

Espéece Thymus vulgaris

I-1-4- Description morphologique :

La plante Thymus vulgaris est un arbuste buissonnant a base ligneuse, de 10 40
cm (Fani EtKohanteb, 2017), avec des tiges dressees, ligneuses, trés rameuses. Les feuilles
sont Petites, opposées a bord enroulé, subsessiles, blanchatre, sur le dessous, a limbe coriace.
Les fleurs sont petites, mauves, zygomorphes, en glomérules ovoides. La plante présente une
forte Odeur persistante de thymol. Le fruit est un tétrakéne a quatre nucules brun. (Bruneton ,
2016 ;Boulade, 2018).

I-1-5-Composition biochimique :

Thymus vulgaris est composée d’une quantité trés variable en phénols dont le thymol et
le carvacrol sont les majeurs constituants. Elle contient également d’autres composants

minoritaires comme présentés dans le tableau 1 suivant (Abdelli, 2017).
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Tableau 02: Composition Chimique de Thymus vulgaris(Abdelli,2017).

Espéces Famille Compositions
Phénols
Thymus vulgaris (20-80%) Thymol (30-70%)
Carvacrole (3-15%)
Alcools
Linalool (4-6.5%)
a-terpinéol (7.8 — 8.9%)
Monoterpénes
Hydrocarbonés p-cymeéne (15 — 20%)

y-terpinene (5 — 10%)

bornéol, camphre, limonéne,
myrcéne, -pinéne, transsabinene
hydrate et terpinéne-4-ol
(0.5 — 1.5%)

Sesquiterpénes

Hydrocarbonés

B-caryophylléne (1 — 3%

Par ailleurs, ’espéce Thymus vulgaris, est trés connue pour son polymorphisme

chimique. En effet, elle est représentée par au moins sept chémotypes différents, définis en

fonction du constituant principal de son huile essentielle. Deux ont une structure phénolique :

thymol et carvacrol et cing ont une structure non phénolique : géraniol, a-terpinéol, thuyanol-

4, linalool et 1,8- cinéole. Cette variabilité chimique dépend de plusieurs facteurs, quisont

généralement d’ordres climatiques, environnementaux, génétiques, saisonniers (Abdelli,

2017).

I-1-6- Répartition de I’espéce de Thymus vulgaris en Algérie :

La répartition de I’espéce Thymus vulgaris en Algérie et selon différentes études est

représentee dans le tableau 3.
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Tableau 03: Distribution géographique de Thymus vulgaris en Algérie

Wilaya Partie utilisée Références
Mostaganem Feuilles +fleurs
Abdelli, 2017
Benmadi et Abida, 2018
Naama Feuilles +fleurs
Benmadi et Abida, 2018
M’sila Feuilles
Binate et Dikes , 2018
Tlemcen Feuilles
Abdelli, 2017
Bouira Feuilles, tiges Belgaid et Rahmani, 2018
et fleurs
Alger Tige +feuilles
Boukhatem et al., 2014
Ain defla Partie aérienne.
Ghomari et al., 2013
Relizane feuilles + tige
Djrourou et Habouchi,
2018
Tipaza Feuilles et tiges
Zaid et Tifourghi, 2020
Souk-Ahras Feuilles
Bouzabata, 2015
Boumerdés partie aérienne
Oulebsir-Mohandkaci et
al.,
2015
Partie arienne Kemassi et al., 2014
Ghardaia
Toute la plante Nedjai et Nedjai , 2017
Sétif
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I-1-7- Les domaines d’usage de Thymus vulgaris :
A) Usage traditionnelle :

Les espéces de Thymus sont considérées comme des plantes médicinales en raison de
leurs propriétés pharmacologiques et biologiques. Le Thym est 'une des plantes les plus
utilisées comme extraits a fort pouvoir antibactérien et anti-inflammatoire dans la

pharmacopée traditionnelle (Lalami et al., 2013 ; Labiad et al., 2017).

Le Thym est I’'une des plantes les plus utilisées comme épices et extraits a fort pouvoir
antibacterien et anti inflammatoire dans la pharmacopée traditionnelle (EI Ouali Lalami et al.
2013 ; Labiad et al. 2017). En médecine traditionnelle, cette espéce est trés utilisée sous
plusieurs formes : Les feuilles sont utilisées en infusion contre la toux, et le rhume, en tisane
tonique, en décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et gastrites, en usage externe
comme cicatrisants et antiseptiques. Les feuilles de Thym sont riches en huile essentielle dont
les propriétés sont mises a profit en phytothérapie (EI Ouali Lalami et al. 2013 ; Ghelichnia
2016 ; Labiad et al. 2017).

b) Usage en thérapie et en pharmacologie :

Grace a ses diverses propriétés importantes, le thym posséde un large spectre
d’utisations, parmi lesquelles on peut citer :En raison de ses effets notables pour soulager les
spasmes gastro-intestinaux, la stomatite et aussi I'expulsion des gaz intestinaux, les nausées de
mauvaise digestion, l'inflammation des gencives, le Thymus est également recommandé

comme un régulateur de I'estomac (Ahmed, et al., 2016 ; Carrid, et Valles, 2012)

Son usage est tres reconnu comme desinfectant dermique, soulage les blessures cutanées
superficielles, les plaies, traitement de I'inflammation de la peau, I'acné et I'eczéma (Gilca et
al., 2018).

Notamment, les plantes de Thymus ont été appliquées pour le traitement des maladies

rénales telles que les calculs rénaux, l'infection urinaire et pour un effet diurétique
(Alarcon, et al., 2015).
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Le thym est trés antiseptique et est utilise a ce titre pour soigner les infections
pulmonaires. Il est spasmolytique et calme les toux. I1 est actif sur la rhinorrhée car il diminue
les secrétions nasales. Mise part son activité pulmonaire, le thym s'utilise aussi contre les
problémes intestinaux, il soigne les ballonnements. Son action antiseptique s'exerce également

sur le systeme digestif et notamment en cas de diarrhée. (Mouhi, 2017).

Des extraits de thym ont été utilisés en médecine traditionnelle pour le traitement de
plusieurs maladies respiratoires comme l'asthme et la bronchite et pour renforcer le systeme
cardiague. (Daugan et Abdullah, 2017).

¢) En cosmeétique :

D’autre part, il entre dans la composition des produits cosmétiques. Son HE riche en
thymol est couramment utilisée pour la confection de savons, des produits de beauté, des
parfums, détergents et articles de toilette, produits d’hygiéne, et d’autres produits, ainsi que
les HEs de thym lutteraient contre la perte de cheveux (Saidj, 2007 ; Bentayeb et

Djemmal,2014) Prévenir la perte de cheveux et les poussées d'acné
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I-7-Métabolites secondaires :

Les plantes médicinales renferment des principes actifs qui sont issus des
métabolites secondaires ayant des propriétés physicochimiques d’intérét médical
thérapeutique et pharmacologique (Rahmani, 2017).

Les métabolites secondaires ne sont généralement pas considérés comme nécessaires a
la vie végetale. Ils sont biosynthétisés a partir des métabolites primaires et jouent un réle
important dans l'interaction entre les plantes et leur environnement, contribuant ainsi a la
survie des organismes dans leurs écosystémes. Jusqu’a présent, plus de 8 500 métabolites

secondaires sont connu a échelle mondiale (Boudjerda, 2013).
I-7-1-Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires qui sont classeés selon leur structure chimique en : alcaloides,

terpénoides , composés phénoliques .
I-7-1-1- Les alcaloides :

Du point de vue biologique, les alcaloides sont des molécules trés intéressantes car
certaines constituent les principes actifs de plusieurs extraits de plantes qui étaient auparavant
utilisés comme médicaments, poisons ou psychotropes. lls sont insolubles ou extrémement

difficiles a dissoudre dans I'eau, par contre ils sont solubles dans I'alcool, I'éther, lI'acide et

I'ammoniac (Aref, 2015).
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Figure 01 : Structure chimique des alcaloides (Bruneton,2009)

I1-7-1-2-Terpénes et Stéroides :

Les terpenes ingrédients le plus grand ensemble des métabolites secondaires des
végeétaux, notamment les plantes supérieures. 1ls sont également rencontrés dans les autres
types d'organismes vivants (algues, mousse, mushrooms, insectes) (Guessoum, 2015). Leur
specialite structuree la plus importante est la présence dans leur scelette d'une unité
isoprénique (Boubekri, 2014). La plus importante des activités biologiques des triterpenes est
celle d’anti-inflammatoirenon-stéroidienne (Grigoras, 2012).

11-7-1-3- Les composes phenoliques :
Molécules chimiques constituées d’un noyau aromatique (noyau benzénique) auquel se lie

un ou plusieurs groupements hydroxyles (OH), libres ou bien engagés dans une autre fonction
ester, hétéroside, éther, etc (Lugasi et al., 2003 ; Sun et al., 2011 ; Kabran et al., 2014).

IIs ont diverses Intéréts :
De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu’il existait une association
inverse entre la morbi-mortalité cardiovasculaire et la consommation de produits riches en
polyphénols tels que les fruits, les Iégumes, le vin rouge, le cacao et le thé (Auger et
Schini-Kerth, 2014).

La prolifération cellulaire est un processus biologique dans lequel le nombre de
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cellules augmente au fil du temps par la division cellulaire. Plusieurs études menées in
vitro sur des lignées de cellules cancéreuses ou in vivo ont montré que les composés
phénoliques ont des effets antiprolifératifs sur les cellules tumorales (Rugina et al., 2017 ;
Diaconeasa et al., 2017 ; Bano et al., 2020).

Les acides phénoliques ont attiré I'attention en raison de leurs multiples bienfaits
pour la santé, notamment leur activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti-microbienne,
anti-allergique, immuno-régulatrice et anticancéreuse (Anantharaju et al., 2016 ; Kumar
et Goel, 2019).

11-7-1-3-1- Flavonoides :

Les flavonoides sont des substances phénoliques qui représentent une grande classe de
métabolisme secondaire. Leur structure se compose de deux cycles aromatiques (A et B)
reliés par trois chaines carbonées, généralement organises en un cycle hétérocyclique
contenant de lI'oxygene (Karabinet al, 2015). Il existe plus de 5 000 espéces de flavonoides
identifiées, qui peuvent étre classées selon leur structure et leur degré de substitution et
d'oxydation (Yao et al, 2004). Les principaux flavonoides sont généralement divisés en six
sous-catégories : flavonoides, flavonols, flavan3-ols, flavanones, isoflavones et anthocyanes
(Karabinet al, 2015).
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Figure 02 : Structure de base des flavonoides et leurs classes (Panches et al,2016)
11-7-1-3-2-Tanins :

Ils sont définis comme des composés hydrosolubles (polymeéres) polyphénoliques de poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 KD, qui ont des propriétés de bronzage de la peau,
c'est-a-dire de la faire pourrir (empécher la carie), et sont liés aux propriétés des
macromolécules (protéine) la capacité de se lier et de précipiter les alcaloides et la gélatine
(Harrar, 2012).

Selon( Boudjouref ,2011) il existe deux types de tanins : les tanins hydrolysables et les

tanins condenseés, également appelés : proanthocyanidines
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A) Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des polyesters d'hydrates de carbone et d'acides
phénoliques. Ils sont facilement décomposés par la tannase en sucres et acides phénoliques,
selon ses propriétés : tanins galliques et Ellagitanins

* Tanins galliques (Gallo tanins) : Ils donnent par I'nydrolyse des oses et de I'acide
gallique.

* Tanins ellagique (Ellagitanins) : Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide
ellagique.

W\

c-0 CH

ioon
oW "o ot
HO” Y “OH HO  0-C,
OH K
50 e ACIDE ELLAGIQUE
HO_A OH o)
HO
OH E/j =
HO__ 1 HO\ /)~ “o—CHa
HO \VH =% o HO P
X “\Q/O\' 09_4:‘_': OH Ho | o % Qa“
HO >,/§ -0 OH HO \\ (o} -
0 0 0 0 S~
HO . y HO
= 00 0,0
o "‘0%/'1 3 OH I
o \QZ’Q P A 1
q ™ \_/~0H HOYY TOH o
FJ;H oW HOOGC ~ ©
HO

OH
L 4n

ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

ACIDE TANNIQUE (ELLAGITANNIN)

Figure 03: Structure d’un tanin hydrolysables (Peronny, 2005).
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B) Tannins condensés :

Ce sont des proanthocyanidines. C'est-a-dire, des composes polyphénoliques
hétérogenes: dimeéres, oligomeéres ou polymeres de flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols,5-
deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols. Les tanins condensés sont des molécules hydrolysables,
leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence de sucre.exemple

tannis cathéchique.

Figure 04 : Structure d’un tanin condensé (Peronny, 2005).

Certaines études menées sur les tannins, ont montré que la consommation réguliére
d’infusion a base de tannins pourrait considérablement réduire les incidences liées au cancer

de I'estomac et du poumon, et ceci chez les individus des deux sexes (Rajasekar et al., 2021).
Il est également trés intéressant de constater que les tannins condenses sont trés actifs
contre plusieures souches microbiennes et ceci a tres faible concentration. Ainsi, il a été
rapporté que les tannins inhiberaient la prolifération bactérienne de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pnumonia, Bacillus anthracis, Shigella dysenteriae et Salmonella senftenberg
(Sieberi et al., 2020).

11-7-1-3-3-Les saponosides :

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréquemment rencontrés
chez les végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones (racines, fruits, écorces,
rétiges, feuilles en les en Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon,
qui évoque le caractere moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est di au

caractere amphiphile des molécules, a la fois aphile des molécules, a la fois lipophile Water
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(la partie osidique). Les saponosides sont des composés, pour la plupart, trés polaires et
souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. 1ls possédent en outre un
large spectre de propriétés immunomodulation Adjuvant, cytotoxicity, anti-tumor and low

cholestérol (Kissoum et Khalfaoui, 2015).

Les saponines participeraient également a la régulation du métabolisme lipidique et
glucidique, précisément en réduisant les niveaux sanguins des lipides et du glucoce (Marrelli

et al., 2016)

L)
Ii "

>

Figure 05 : Structure d’une saponine (sarsapogenine B), (del Hierro et al,2018)

H

11-7-1-3-4- Les Quinones :
Les quinones sont des composés organiques aromatiques jouant un réle clé dans le processus

de la photosynthése (Lu et al., 2013).

Parmi les quinones les plus importantes, on retrouve le 1,4-naphtalénedione précurseur de
la vitamine K1dont le role principal est de renforcer les fonctions cardiovasculaires et d’éviter

les hémorragies (VVan Ballegooijen et Beulens, 2017).

Il a également été rapporté que les quinones pourraient protéger les diverses cellules du

corps contre les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres, surtout de type ROS et

NOS, grace a leurs cycles redox rapides qui leur confére le potentiel de se lier aux groupes

thiol, amine et hydroxyle (Kruk et al., 2016),
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Figure06 :Structure chimique de Anthraquinones (Bertille,2011)
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Matériels et Méthodes

11-1- Objectifs de travail

L’ensemble de ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie du
département de Biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la
nature et de la vie, de I’Université Laarbi Tébessi de Tébessa du mois de Mars 2023
jusqu’au début de Mai 2023 .Le but de ce travail consiste a 1’étude phytochimique de
Thymus vulgaris afin de reconnaitre quelques composés existantes ,ainsi que 1’étude «In
vitro» de D’effet antibactérien de 1’extrait méthanolique de Thymus vulgaris sur
différents souches bactriennes provenant d’infection urinaire : Klebsiellapeumoniae
,E.coli, Serratia marsescens ;Staphylococcus aureus ,Staphylococcus épidermidis et
enfin déterminer le pouvoir bactéricide ou bactériostatique de ’ExM apres évaluation
des CMI et CMB. Les souches bactériennes testés sont des souches pathogenes clinique
proviennent de le laboratoire d’analyses médical privé Hannibal et laboratoire Elit
L’abm de Tébessa.

11-2- -Matériels
11-2-1 Matériel végétale

Le matériel végetal utilisé dans cette étude est les feuilles de Thymus vulgaris
(figure 01) .Les échantillons ont été récoltés manuellement a partir de la région de
Ain Zerga (Tébessa). Le séchage a été effectué naturellement a 1’abri de la lumieére et
de ’humidité, a une température ambiante . La maticre végétal a été broyé dans un
moulin électrique en une poudre tres fine (figure 01) , pour augmenter la surface

d’échange entre le solide et le solvant et faciliter I’extraction. Par la suite la poudre a

¢té conservée dans une boite hermétique a 1’abri de la lumiére .

Figure 07: Les feuilles de Thymus vulgaris avant et apres le broyage (photos

Personnelles, 2023)
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11-2-1 -1-Screening phytochimique
11-2-1 -1-1-Flavonoides

Premierement ,nous avons macerés 10 g de poudre de Thymus vulgaris dans
100 mL eau distillée bouillante pendant 30 minutes.apres 30 minutes ,nous avons
filtrés le mélange a 1’aide d’une bande a gaz, le filtrat obtenu été soumis a le

protocole de (Najjaa et al., 2017). avec quelques modifications .

Dans un tube a essai, ajouter 2 mL d’extrait et ajouter 0.5ml de I’acide
chlorhydriqueconcentré (HCI) et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une

coloration rose, rougeou jaune révele la présence des flavonoides .

11-2-1 -1- -Les saponines
Un décocté de 2 7 est préparé avec 5g de poudre de Thymus vulgaris dans 50 mL
d’eau distillée et maintenir une ébulition pendant 30 minutes a 1’aide d’un agitateur
magnétique . Par la suite, le mélange a été filtré le et deplacé dans des tubes a essali

avec I’ajout de  H2SO4 dans ces tubes.

Leur présence est déterminée quantitativement par le test de la mousse, dans des
conditions determinées puis introduit dans un tube a essai est agité vigoureusement,
la formation d’une mousse (hauteur supérieur de 1cm) stable ,persistante pendant 15
min, indique la présence de saponines (Yves Alain et al, 2007).
11-2-1 -1-3-Les tanins
5gde poudre de Thymus vulgaris a été mélangé avec 50 mL d’eau distillée
bouillante .Aprés 30 minutes , la filtration a été effectuée par bande a gaz pour
I’obtention d’un filtrat.
Concernant les tannins catéchiques, 5 mL de I’infusé ont été évaporés a sec. Apres
ajout de 15 mL du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au bain-
marie a 80 °C pendant 30 min. L’observation d’un précipité orange caractérise les

tanins catéchiques.

Les tannins galliques, hydrolysables, leur mis en évidence a été réalisée par I’ajout
de FeCl3. En effet, nous avons filtré la solution précédente puis la saturé d’acétate de
sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCl3 a 2% provoque ’apparition d’une teinte

bleu-noire intense dénotant la présence de tanins galliques. (Harborne, J.B,1998).
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11-2-1 -1-4-Les quinones

Dans un Becher, 5g de matériel végétale broyé de Thymus vulgaris a été humecté
de quelques gouttes de HCL puis 10 mL d'éther de pétrole ont été ajoutées . Apres
filtration, 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml de NaOH a 10 %. La coloration rouge

virant au violet apparait en présence des quinones. (Harborne, J.B,1998).
11-2-1 -1-5-Les stéroides et les terpenes

5 g de poudre de Thymus vulgaris a été macérés dans 20 mL d’éther de
pétrole, filtrés et déplaceés dans des tubes a essai . 0,5 mL d’acide sulfurique
concentré au triturat. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre et violet, virant

au bleu puis au vert, indique une réaction positive. (Harborne, J.B,1998).
11-2-1 -1-6-Les alcaloides

Une solution de 1 ml acide sulfurique et de 10 mL d’cau distillée a été mélangée
avec 200 mg de poudre de Thymus vulgaris. Ensuite ,le mélange a été filtré et mis

dans 3 tubes a essai.

Dans les trois tubes a essali, placer 2 mL de I'extrait a analyser., ajouter 2 mL de
réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5 mL de réactif de Wagner dans le second
tube. Le troisieme tube est consideré comme un témoin . Respectivement, des
précipités blancs ou bruns apparaissent, indiquant la présence d'alcaloides.
(Harborne, J.B,1998).

11-2-1-2-Préparation de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour 1’extraction des composés
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phénoliques, mais le méthanol est le solvant le plus recommandé, car il donne le
meilleur rendement d’extraction (Fellah et al., 2008).

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon un protocole suivi par
( Djahra, 2014), avec quelques modifications .

*Macération

L’extrait est obtenu par la macération de 60 g de la poudre fine de Thymus
vulgaris avec 500 mL d’un mélange méthanol / eau distillée (80/20 v/v) dans un
bécher enveloppé par le papier alluminium et apres ce mélange était agité a sous
agitation magnétique pendant une durée de 40 minutes.

Figure 08 :Macération de 60 g de poudre de Thymus vulgaris sous
agtation (photos personnelles 2023)
*Filtration
Le macérat obtenu a subi par une filtration a 1’aide d’un papier Wathman n °1,
apres cette filtration ,le résidu obtenu est ensuite récupéré dans un volume de
500 mL méthanol/eau distillée et laissée sous agitation pendant 24h.

Apres 24h, 1’opération précédente de la filtration a I’aide d’un papier
Wathman est répétée avec le deuxiéme macérat.
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Figure 09 : La filtraion (photos personelles ,2023)

*Evaporation
Apres filtration du mélange, 1’extrait a été évaporé a sec sous pression réduite
a 52°C grace a un évaporateur rotatif pour obtenir un extrait sec (Bougandoura et
Bendimerad, 2012) . I’extrait obtenu était mis a 1’étuve de 40°C pour sécher completement

pendant 48 h .I’extrait a été pesé et stocké dans un refrégérateur a 4°C jusqu’a 1’utilisation.
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Figure 10 : Evaporation de I’extrait méthanolique du Thymus vulgaris (photos
personnels, 2023).
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60 g de la poudre fine de Thymus vulgaris

l

lereMacération sous
agitation 40 minutes

2éme Macération

pendant 24 h

A 4

Filtration 1

A 4

A

y

.| Résidus Récupération avec 500 ml
méthanol + eau
Filtrat 1 Filtrat 2 Reésidus

A\ 4

A 4

Evaporation a I’aide de rota vapeur de type

BUCHI R-210 a 45-60 °C

jetée

A 4

Extrait méthanolique sec ( la
conservation fait a 4°C)

Figure 11 :Diagramme d’extraction méthanolique de Thymus vulgaris.
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11-2-1-2-1-Détermination de rendement de I’extrait

Selon (Hadj Moussa.A, 2012), le rendement en pourcentage de de 1’extrait sec a été
calculé par la formule :

R(%Z)=M1/M0100 x

R(%0) : rendement en pourcentage.
M 1 : masse en gramme de I’extrait sec résultant.
MO : masse en gramme du matériel végétal de départ.

*L_es souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes testées pour ¢tudier ’activité antibactérienne de

I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris sont prélevées d’infection urinaire.
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Tableau 04: Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées.

Les souches La famille La Gram L’origine Lieu de récupération
bactériennes forme de
préléveme
nt
E.coli Enterobacteriaceae bacille | Négatif Infection Laboratoire d’analyses
urinaire médicales Hannibal
-Teébessa-
Serratia Yersiniaceae bacille | Négatif Infection Laboratoire d’analyses
marcescens urinaire médicales Hannibal
-Tébessa-
Klebsiella Enterobacteriaceae bacille | Négatif Infection Laboratoire d’analyse
pneumoniae urinaire médicale priveé Elit
L’abm —Tébessa-
Staphylococcus | Staphylococcaceae coque Positif Infection Laboratoire d’analyse
aureus urinaire médicale privé Elit
L’abm —Tébessa-
Staphylococcus | Staphylococcaceae coque Positif Infection Laboratoire d’analyse
épidermidis urinaire médicale privé Elit
L’abm —Tébessa-
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11-2- 2. Les milieux de culture utilisés

11-2- 2- 1- Méthode

Tableau 05 : Tableau descriptif des milieux de culture utilisés

Milieux de culture Utilisation
Gélose nutritive (GN) Repiquage des colonies
Bouillon Nutritif (BN) Revivification et enrichissement des

souches bactériennes testées

Geélose de Muller Hinton (MH) Etude de la sensibilité des bactéries

aux agents antimicrobiens

Gélose Chapman Culture des Staphylococcus aureus

et Staphylococcus épidermidis

Gelose Mac conkey Milieu selectif pour les bactéries

bacilles & gram négatif

11-2- 2- 1-1- Revivification microbiologique des souches microbiennes

Afin de pouvoir utiliser les souches bactériennes testées, elles ont été revivifiées
dans le milieu de culture bouillon MH pour cela un repiquage dans des
tubes contenants du bouillon MH a été effectué a partir des milieux de conservation
des souches, ces tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24h.

11-2- 2-1-2- Vérification de la pureté des souches bactériennes
. 11-2- 2-1-2-1- Repiquage sur les milieux sélectifs

Les souches bactériennes testées ont été repiquées a partir des cultures contenues
dans le bouillon nutritif sur les milieux sélectifs, suivies d’une incubation a
37°Cpendant24h. (Annex7).

11-2-2-1-3--Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de

Thymus vulgaris par méthode d’Aromatogramme

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélose (Aromatogramme) (Lesueur et al,2007). Cette méthode a

exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme .la présence de
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I’activité antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’une zone circulaire
transparente autour du disque qui correspond a I’absence de la croissance. Plus le

diamétre de cette zone est grand , plus la souche est sensible.
11-2-2-1-3- 1- Préparation de la solution mere
La préparation est comme le protocole :

Dans un bécher stérile ,on dissolvant 1g de 1’extrait méthanolique brut avec 1 ml
de DMSO( Diméthylsulfoxyde) . la solution qui a été préalablement préparée était

déplacée dans un tube stérile pour ’homogénéisation a I’aide d’un vortex.

Figure 12 :Préparation de la solution mére de I’extrait méthanolique
(Photos personelles,2023)

11-2-2-1-3-2-Préparation des disques
Nous avons utilisé le papier Whatman n°1 de 6 mm coupé en contour régulier
pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques une fois préparés,
sont introduits dans un flacon en verre et ont placé dans 1’autoclave pendant 20
minutes a 120 °C pour éviter tous risques de contamination au germe exogene au

cours de I’expérimentation.

Figure 13 :Préparation des disques(Photo personnelle,2023)
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11-2-2-1-3-3- Préparation de I’inoculum

L’activité antibactérienne doit étre realisée sur des souches bactériennes jeunes en
phase de croissance exponentielle .Pour leur réactivation ,les souches sont repiquées
par la méthode des stries sur gélose nutritive pré-coulée dans des boites de pétri puis
incubées a 37°C pendant 18 a 24h.

Pour préparer I’inoculum, des colonies similaires bien isolées sont prélevées a
I’aide d’une anse de platine puis déchargées dans 10 ml eau physiologie stérile.la
suspension bactérienne est ensuite homogénéisée a 1’aide d’un vortex et sa turbidité
est ajustée a 0.5Mc Farland (Annexe 5) ,soit une densité optique égale a 0.08 &4 0.10
a une longeur d’onde de 625 nm correspondant & 10° UFC /ml. (Fenghour et
al,2021).

Figure 14: Préparation de I’inoculum(Photos personnelles,2023)
11-2-2-1-3 -4-Préparation des dilutions

Les dilutions (1/2 , 1/4, 1/8 ,1/16 ,1/32) ont été préparés a partir de la solution mére
préparée préalablement dans cinq tubes eppendorfs stériles marqués de 1/2 jusqu’a
1/32.a I’aide d’une micropipette nous avons déposés dans les cinq eppendorfs

marqués un volume de la SM dilués dans un volume de DMSO .
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Figure 15:Etapes de préparation des dilution (photos personnelles 2023)
11-2-2-1-3-5- Ensemencement et dépdts des disques

Dans des boites de pétri ,le milieux de culture gélosé Mueller Hinton en

surfusion a été coulé aseptiquement a raison de 15 mL par boite .

Figure 16 : Ecoulement du milieu de culture MH (photos
personnelles,2023).
Apreés la solidification ,un écouvillon stérile été imbibé dans la suspension
bactérienne ( S.aureus, K.pneumoniae , Serratia marcescens E. coli, ,
S.aureus ,S.epidermidis, ) et étalé a la surface de la gélose a quatre reprises sur la
totalité de la surface gélosée de fagon a former des stries serrées, en tournant la boite a

environ 60° apres chaque application pour obtenir une distribution égale de
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I’inoculum. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la

gélose.

Figure 17 : Ensemencement des bactéries sur MH (photos

personnelles,2023).

A I’aide d’une pince stérile , sept disques ont été déposés a la surface de la
gélose en laissant des espaces adéquats entre eux pour éviter le chevauchement des

zones d’inhibitions.

Figure 18 : Dép6ts des disques sur la surface de la gélose (photos
personnelles ,2023).

A I’aide d’une micropipette, cinq disques sont imbibés de 10 ul de chaque
dilutions.

Le sixiéme disque est imbibé de 10 pl de I’extrait méthanolique pure , et pour le
septieme est imbibé de 10 pLde DMSO ,représente le témoins négatif . L’expérience

est répétée deux fois successives pour chague souche bactérienne testée.
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Figure 19 : Imprégnation des disques et incubation dans 1’étuve a
37°C pendant 24h (photos personnelles) .

Les boites sont ensuite fermees et laissées diffuser a la température ambiante

pendant 30 minutes et mise a I’étuve a une température de 37 °C pendant 24 heures.

A 1a fin de I’incubation, nous avons noté I’activité des extraits, en mesurant la
zone d’inhibition claire, autour des disques, a 1’aide d’un pied a coulisse.
I1-2-2-1-3--Evaluation de D’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de

Thymus vulgaris par méthode des microdilution

11-2-2-1-3-1- Détermination de la concentrations minimales inhibitrices (CMI)
La méthode des microdilutions en milieu liquide permet de déterminer les
parameétres (CMI , CMB) .

De facon générale la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est la plus faible
concentration capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation
de 18 a 24 h. La technique de microdilution dans des microplaques a 96 puits est la
méthode choisie pour déterminer la CMI des extraits testés (Fadipe et al., 2015). Par
contre la CMB (concentration minimale bactéricide) qui correspond a la plus faible
concentration de I’extrait méthanolique capable de tuer plus de 99.9 7 de I’inoculum
bactérien initial.

L’étude est réalisée en microplaques en matiere plastique comportant 96 puits a
fond « U » (8 rangées de 12 puits numérotés de 1 a 12), les 8 rangés sont marqués de
(A,B,C,D,E,FG,H)par méthode de ( Dieye, P. I.,et al 2021)

Page 39



Matériels et Méthodes
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Figure 20 : Microplaque pour la détermination de la CMI et
CMB ( photo personnelle , 2023). .

D’abord, 1’inoculum de chaque souche bactérienne téstés a 1’aide d’une anse de
platine stérile .Pour chaque isolats testés , une colonie bactérienne bien isolée a été
prélevée a partir d’une culture jeune de 24h et ensemencer dans un tube de 10 ml de

I’eau physiologie stérile et agiter par un vortex .

Figure 21 : Suspensions bactériennes préparés ( photo
personnelle,2023)
Ensuite, la solution mére a été préparée a partir d’'un mélange de 1g de ’extrait

méthanolique brut et 10 mL DMSO.

Figure 22 : Solution mére de I’extrait méthanolique ( photo

personnelle, 2023)
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Puis, Les rangés (A /B /C/ D /E) de la microplaque ont été marquées pour les

souches bactériennes testés . ( rangé A pour Klebsiella pneumoniae / rangé B pour

Serratia marcescens /rangé C pour E.coli / rangé D pour Staphylococcus

épidermidis / rangé E pour Staphylococcus aureus ) .

A I’aide d’une micropipette , nous avons déposés 100 pl de milieu MH liquide

dans les puits.

Figure 23 : Dépots de 100 pl bouillon MH dans les puits de la microplaque
(photo personnelle ,2023).

Ensuite , nous avons déposés 100 ul de I’extrait méthanolique préparé
préalablement dans le premier puits de chaque rangé .

Une série de dilutions a été réalisée extemporanement a partir du puits 1 ,par le
transfert de 100 pl de puits en puits jusqu’au puits 12 ( le 100 uL du dernier puits a

été jeteé ).il faut bien mélanger le contenu de chaque puit .

Figure 24 : Ajout de 100 ul de I’extrait méthanolique de Thymus
vulgar ( photo personnelle , 2023).
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Enfin,10 pl de la suspension bactérienne a été ajoutée dans les 12 puits

Figure 25 : Ajout de 10 pl de I’inoculum bactérien (photos
personnelles,2023).
Les 10 puits de rangé F correspondent a 10 ul de la suspension bactérienne
mélangée avec 100 uL du bouillon MH.En effet ,chaque deux puits correspondent a

une seule souche bactérienne. ( Klebsiella pneumoniae (F3, F4) / Serratia
marcescens (F5, F6)/ E.coli (F7, F8) /Staphylococcus épidermidis (F9, F10) /

Staphylococcus aureus (F11, F12).

Le témoin négatif marqué a rangé G, correspond a un mélange de 100 pl

bouillon MH avec 100 pl extrait methanolique de Thymus vulgaris .

Alafin , la microplaque couverte incubée a 37°C pendant 24h . la lecture se
fait visuellement , la CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus

petite des concentration ne montrant aucune croissance visible de germe .

Figure 26 : Incubation de la microplaque al’étuve a 37°C

pendant 24h ( photo personnelle , 2023).
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11-2-2-1-3- 2- Détermination de la concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB évaluée en milieu solide a été réalisée par transfert du prélévement de
chaque puit ne présentant pas de croissance dans des boites de pétri contenants la

gélose Muller Hinton.
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Résultats

I11-1-Détermination de rendement de I’extrait méthanolique de thymus vulgaris

Le rendement de 1’extrait brut de Thymus vulgaris par I’extraction, a été déterminé par

rapport a la poudre seche initiale.

Tableau 06 : Résultats de rendement de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris .

Masse en poudre Masse de 1’extrait Rendement (%)
brut
60 g 11.15¢ 18.58 7

L’extraction a été effectuée par le solvant de Méthanol, ce qui a permet I’obtention

d’un extrait methalonique sec (ExMet).

Le rendement est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse

de la plante séche.

Le rendement de notre plante est supérieur a celui trouvé par (Benlantreche,2021)
de M’sila qui est égale a (57%) et également supérieur a celui a indique dans le résultat
de Batna (Yakhlef,2010) qui a trouvé (6.24%) qui est de rendement de 6.24(").
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111-2-Screening phytochimique de thymus vulgaris

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la poudre de Thymus vulgaris sont

mentionnés dans le tableau ci-dessous .

Tableau 07: Résultats de screening phytochimique de Thymus vulgaris.

Meétabolite
recherché

Résultat obtenue

Présence (+)
Absence (-)

Interprétation

Flavinoides

(+)

Isoflavone (parmi
la famille des
flavinoides)
L’apparition de la
couleur jaune
claire indique la
présence de

I’isoflavone.

Taninns
catéchique

(+)

Apparition de
couleur vert

foncée

Taninns gallique

(+)

Apparition d’une
teinte (précipita)
bleu-noire .

Terpénes

Absence de

couleur rouge.
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Stéroides

(+)

Apparition de

couleur vert.

Saponine

()

Absence de la
mousse

persistante.

Quinones

(+)

Apparition de la
couleur rouge au

violet.

Alcaloides

Absence de

précipita.

Les résultats mentionnées dans le tableau 7 du test phytochimique réalisée sur la

poudre de Thymus vulgaris montrent la présence des isoflavonoides et tannins

cathéchique et gallique,stéroides ,quinones et I’absence des terpénes ,saponine et

I’absence des alcaloides.
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a)Les isoflavonoides

Notre étude montre le virage de la couleur en jaune ce qui signifie la présence des
isoflavonoides . nos résultats montrent une similarité avec les résultats de Boumerdes

(Abbas,2016) et Tiaret (khitour ,2022) qui indique une présence des flavones.

Ces composés jouent des réles trés importants dans les plantes, dont elles protégent les
plantes contre le stress hydrique. Les flavonoides reconnus par de nombreuses activités
biologiques, ils protégent les alimentes d’origine végétale de 1’oxydation, ce sont des
antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2013).

b) Les tannins

Pour le test des tanins, le virage de la couleur au vert foncé, ce qui signifie la forte

existence des tanins condensés (catéchiques), alors que I’apparition d’une précipitat

bleu noire est signifie la présence des tannins gallique. Nos résultats sont concordants
avec le résultat de Boumerdes (Abbas,2016) .

Selon ( Iserin ,2001), les tanins permettent de stopper les hémorragies et de lutter

contre les infections.
c)Les terpénes

Nos résultats montre que 1’absence des terpénes . Alors que (Abdelli,2017) de
Mostaganem et de Tiaret (Khitour,2020) ont trouvé que le Thymus vulgaris contient

des terpenes.
d)Les stéroides

Nos résultats montrent 1’apparition de couleur vert-foncé ,ce qui indiquent la
présence des stérides dans les feuilles de Thymus vulgaris . Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Mostaganem (Abdelli,2017) et Tiaret (Khitour,2020) .

e)Saponines

Le test de saponines est confirmé par ’apparition de mousse plus de 1cm de

hauteur, Les résultats montrent I’absence de ces composés dans le la plante étudiée. .
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Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Abdelli,2017) de Mostaganem ,
contrairement aux traveaux de (Khitour,2020) de Tiaret et (Abbas,2016) de

Boumerdes.
f)Les Quinones
Le tableau 2 illustre également le contenu de 1’extrait en quinones libres. Ces derniers

sont confirmés par le virage de la couleur rouge au violet dans le milieu réactionnel. Les
résultats enregistrent la présence de ces composés dans le la plante. Nos résultats sont en
accord avec les travaux de (Abbas,2016) et (Abdelli,2017) .

Les quinones ont un effet irritant et laxatif sur le gros intestin, en provoquant des
contractions des parois intestinales, simulant les évacuations et facilitant ainsi le transit
intestinal, cela explique 1’effet stomachique du romarin (Makhloufi, 2013).
g)Les alcaloides

Les alcaloides dont leur présence est confirmée par l'apparition d’un précipité blanc
jaune en quantité importante dans 1’extrait aqueux, Ceci indique que Thymus vulgaris
est pauvre en alcaloides. Ces résultats montrent ne concordent pas avec les résultats de
(Abdelli,2017) et (Khitour,2020) qui a jugé la présence de ces métabolites
dans la plante étudiée.

Selon (Guessan et al, 2009) , les alcaloides présentent des activités anti-
spasmodique, anti-rhumatismal, analgésique et anticancéreuse. Leur effet laxatif est

aussi révélé.
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111-3-Confirmation de la pureté des souches bactériennes étudiées

Les résultats de la vérification de la pureté des souches bactériennes sont présentés dans

le tableau .

Tableau 8: Aspect microscopique et macroscopique sur milieux sélectif des souches
bactériennes testés (photos personnelles,2023).

Les souches bactériennes | Aspect macroscopiques sur | Aspect microscopique apres
milieu selectif coloration de Gram

E.coli

Gram -

Serratia marcescens

Gram -

Page 50




Résultats

Klebsiella pneumoniae

Gram -

Staphylococcus aureus

Gram +

Staphylococcus
épidermidis

Gram +
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I11-4- Evaluation de Pactivité antibactérienne de ’extrait méthanolique de

Thymus vulgaris par la méthode d’Aromatogramme

Nous avons étudiés in vitro le pouvoir antibactérien d’ I’extrait méthanolique du
Thymus vulgaris par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide
(Muller Hinton) .

L’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique est estimée en terme de diametre
de la zone d'inhibition autour des disques contenant 1’extrait a tester vis-a-Vis de cing
germes pathogeénes responsable des infections urinaires ( E.coli, Serratia marsescens
,K.pneumoniae, S. aureus,S.épidermidis) aprés 24heurs d'incubation a une température
adéquate de 37°c. Le pouvoir antibactérienne de cet extrait méthanolique est obtenu par
la mesure du diametre de zone d'inhibition en (mm) a l'aide d'un pied a coulisse
(Annexe09).

L’échelle d’estimation de 1’activité antibactérienne est donnée par (Mouas et
al,2017).

Ils ont classés les diamétres (D) des zones d’inhibition de la croissance bactérienne en
4 classes.
Tableau 09 :Sensibilité des souches bactériennes en fonction des zones d’inhibition
(Mouas et al,2017).

Sensibilité Zone d’inhibition
Reésistante D <8 mm

Sensible 9 mm<D<14 mm
Trés sensible 15 mm <D< 19mm
Extrémement sensible D >20 mm

Les résultats issus de 1’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de Thymus

vulgaris par la méthode de diffusion sur milieu solide sont indiqués dans le tableau :
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Concernant 1’extrait méthanolique pure de Thymus vulgaris ,des zones d’inhibition
sont observées chez toutes les souches bactériennes testées qui indiquent que ’extrait

méthanolique de Thymus vulgaris a une activité importante antibactérienne.

D’abord, Pour les bactéries a Gram positif S.aureus et S.épidermidis qui ont
marquées des zones d’inhibitions supérieurs a 20mm. Et pour les Gram négatifs
Jextrait a montré un effet remarquable sur les bactéries E.coli ,S.marsescens

,K.pneumoniae avec un diameétre d’inhibition varie entre 15 et 19 .(Annexe8).

De ce fait , les bactéries a Gram + sont extrémement sensibles a 1’extrait
méthanolique de Thymus vulgaris par rapport aux bactéries a Gram - qui sont tres
sensi. Donc, les résultats obtenus montrent que I’extrait  méthanolique de Thymus
vulgaris posséde un large spectre d’activité antibactérienne sur les bactéries Gram

positifs que Gram négatifs.

Des résultats similaires ont été rapportés par (Khitour ,2020) qui a montrés montre
que P’extrait méthanolique de Thymus vulgaris de la région de Takhemaret wilaya de
Tiaret a une trés forte activité a E.coli et K.pneumoniae et S.aureus .

L’extrait de méthanol de Thymus vulgaris présentent des effets antibactériens plus
ou moins élevés sur toutes les bactéries. Selon Rhayour et al., 2003. Ont expliqué la
sensibilité des bactéries testées par la lyse cellulaire suite a une action de I’extrait
méthanolique sur la paroi et la membrane des bactéries en provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires . De méme, I’acidification de
I’intérieur de la cellule sous 1’action des extraits bloquent la production de 1’énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure. Bouhdid et al., 2012; Cvetanovi¢
et al., 2015. Ont justifié la sensibilité des bactéries par la destruction du matériel
génétique, provoque la mort de la bactérie, d’autre part les flavonoides possedent de
mécanisme de toxicité par des interactions non spécifiques telles que 1’établissement des
ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires des micro- organisme (Basli
etal., 2012).

D’aprés Dorman et al., 2000 et Djahra et al., 2013 les composants phénoliques
sont tres actifs contre les micro-organismes et agissent comme des agents dénaturants les

protéines.
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Les résultats obtenus avec les différentes dilutions montrent que I’ExMet un effet
importante sur  Staphylococcus aures et Staphylococcus épidermidis par rapport aux

E.coli et Serratia marsescens et Klebsiella pneumoniae .

A la dilution 0.625 mg./ml I’extrait méthalonique n’a aucun activité sur toutes les

souches bactériennes testées aussi bien a Gram + et a Gram -.

Figure 27 : Effet antibactérien de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris sur E.coli (photos
personnele,2023). .

tia marCescens 1\2

Figure 28:Effet antibactérien de ’extrait méthanolique de Thymus vulgaris et dilué sur Serratia

marsescens (photos personnele,2023). .

Page 54



Résultats

Figure 29 : Effet antibactérien de ’extrait méthanolique de Thymus vulgaris sur Klebseiella

pneumoniae (photos personnele,2023).

Figure 30 : Effet antibactérien de ’extrait méthanolique de Thymus vulgaris

sur Staphylococcus aureus (photos personnele,2023).

Figure 31 : Effet antibactérien de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris

sur Staphulococcus épidermidis (photos personnele,2023).
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I11-5-Evaluation de P’activité antibactérien de I’extrait méthanolique de Thymus

vulgaris par méthode de microdilution
111-5-1-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI )

Aprés 24 heures d'incubation des microplaques nous avons remarque l'apparition
d'un aspect clair dans certains puits, dans d'autres un dép6t (dans certain cas on observe
un trouble) indiquant une croissance bactérienne. (Tableau n° 10 )

Figure 32: Détermination CMI pour les souches bactériennes testées Gram + et
Gram — Photo personnelle,2023) .
A : Klebsiella pneumoniae.
B : Serratia marsescens .
C : Escherichia coli.
D : Staphylococcus aureus.
E : Staphylococcus épidermidis.
F:Contrdle positif. (Bouillon MH+souche bactérienne).
G:Contrdle négatif.(Bouillon MH+ExMet).

Les résultats des microplaques obtenus dans notre étude sont résumeés dans le

tabeau 10.
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Tableau 10 : Effet des différentes concentrations de I’extrait méthanolique de Thymus

vulgaris sur la croissance des bactéries Gram + et Gram-..

Puits
50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 079 | 0.39 0.19 0.09 | 0.04 0.02
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml mg/ml
Souche
bactériennes
K .pneumoniae - - - - - + + + + + + +
S.marsescens - - - - - + + + + + + +
E.coli - - - - - + + + + + + +
S.aureus - - - - - - - + + + + +
S.épidermidis - - - - - - - + + ¥ + ¥

- 1 Absence de trouble + : Présence de trouble

E.coli :Escherichia coli ,S.marsescens :Serratia marsescens, K.pneumoniae :Klebsiella
pneumoniae, S.aureus :Staphylococcus aureus, S.épidermidis :Staphylococcus
épidermidis .

un aspect clair indiquent une inhibition totale de la croissance bactérienne
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Klebsiella pneumoniae Serratia marsescens Escherichia coli

Figure 33 : Concentrations minimales bactéricides de 1’extraits méthanolique de Thymus

vulgaris chez les bactéries Gram négatifs (photos personneles,2023)

Staphylococcus épidermidis

Staphylococcus aureus

Figure 34: Concentrations minimales bactéricides de I’extraits méthanolique de Thymus

vulgaris chez les bactéries Gram positifs (photos personneles,2023)
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111-5-2-Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Sur la base de ces résultats ,nous pouvons définir le caractere de I’extrait

méthanolique de Thymus vulgaris a partir de ce rapport CMB/CMI

Selon Kamanzi (2002), I’extrait est bactéricide quand sa CMB est egale a sa CMI
ou si le rapport CMB/CM I est inférieur ou égal a 4. Il est dit bactériostatique quand sa
CMB est supérieure a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est plus élevé que 4

Tableau 11: Valeurs des CMI et CMB et rapport caractéristique de 1’extrait
methalonique de Thymus vulgaris.

Les souches

bactériennes CMI mg/mL CMB mg/mL CMI /CMB
K.pneumoniae 3.12 3.12 1
E.coli 3.12 3.12 1
Serratia.marsescens 3.12 3.12 1
S.aureus 0.79 0.79 1
S.épidermidis 0.79 0.79 1

En général , les valeurs de la CMI  de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris
sont égales 3.12 mg/ml pour les bactéries a gram négatifs et de 0.79 mg/ml pour les
bactéries a gram positifs .Le rapport CMB/CMI est a pour les cing souches
bactériennes testées est égale a 1 ,donc, cet extrait méthanolique semble pour exercer

une activité bactéricide contre toutes les souches bactériennes testées.
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Conclusion

Dans la présente etude, I’objectif principal était 1’é¢tude des propriétés
physicochimiques et [’évaluation de [I’activit¢é antibactérienne de I’extrait
méthanolique extraite de la partie aérienne d’une espéce de la famille de Lamiaceae

,le Thymus vulgaris qui tres connu dans la médecine traditionnelle .

L’extraction de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris a été réalisée par
évaporation .Le rendement a été 18.58 7 .Cette valeur est supérieur aux rendements

obtenus chez d’autres études de la méme espéce.

Le screening phytochimique a montré la présence des molécules bioactives a
savoir les isoflavonoides,les tannins galliques et cathéchiques ,les stéroides et les

quinones . Ces biomolécules jouent un réle essentiel pour la survie de la plante..

L’évaluation de I’activité antibactérienne [’extrait méthanolique de Thymus
vulgaris amontré que les souches bactériennes a Gram- testées
(Klebseilla pneumoniae,E.coli,Serratia marsescens) sont tres sensibles alors que les
bactéries a Gram+ ( Staphylococcus aureus ,Staphylococcus épidermidis) sont
extrémement sensibles a I’activité de cet extrait.

En effet, les concentrations minimales inhibitrice étaient égales avec les
concentrations minimales bactéricides , ont montrée des valeurs variable de 3.12
mg/ml pour les bactéries a Gram — et 0.79 mg/ml avec les bactéries a Gram + ,
témoignant ainsi une forte activité bactericide de I'extrait méthanolique . Les rapports
CMI /CMB sont égaux a 1 pour toutes les souches bactériennes testées. 1’extrait Met
de Thymus vulgaris est considérée donc, comme bactéricide.

En perspective, il serait intéressant d’¢largir le champs d’application de 1’extrait
méthanolique de Thymus vulgaris sur d’autres souches bactériennes et fongiques
provenant d’autres types d’infections. Egalement ,il est important de faire une étude
qualitative et quantitative de ’extrait meéthanolique par des méthodes plus précises
notamment la CPG ou I’HPLC pour déterminer le métabolite secondaire actif dans la

plante étudiée.
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Les matériels utilisé

Annexe 01

Tableau : Appareillage de laboratoire utilisées.

Agitateur magnétique

Plague chauffante

Vortex

Rotavapor

La hotte aspirante

Etuve




Les petits outils

Les verreries

Les réactifs

-Les boites de pétri
-Micropipette

-Les embouts

-Les pipettes pasteur
-Bec Bunsen

-Les eppendorf
-Portoir

-Pied a coulisse

-Les écouvillons
-Barreau magnétique
-Fond noir

-Pince

-Ance de platine

-Outil de coupe des disques

-Papier wathman
-Les bandes de gaz
-Microplaque
-Spatule

-Les lames

-Les tubes a essai
-Les flacons en verre
-Les Erlenmeyer

-Les Bécher

-Les pipettes graduées
-Entonnoir

-Violet de Gentiane.
-Fuschine .

-Lugol.

-Alcool .

-Méthanol .

-DMSO
(Diméthylsulfoxyde)




Annexe02

Tableau :Les souches bactériennes testées

La souche

Escherichia coli

Serratia marcescens

Klebsiella pnemoniea

Staphyloccocus aureus




Staphyloccocus épidermidis

Annexe 03 :
La coloration de gram :

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste Danois Hans Christian Gram
(1853-1938) qui mit au point le protocole en 1884.

Technique de coloration qui est la plus utilisé dans 1’étude et de la classification des
bactéries en 02 grandes groupes : les bactéries a Gram (+) et a Gram (-) . Cette technique
repose sur une différence fondamentale entre la composition chimiques des parois des
bactéries.

Cette méthode permet de déterminer :
vLe type de Gram (+ ou -) .
vLa forme des bactéries.
vLataille.
vLe mode de regroupement.

2-1-Matériel nécessaire :

- Lame.

- Violet de Gentiane.

- Lugol.

- Fuschine .

- Alcool.

- Eau déminéralisée.

- Papier filtre.

- Microscope optique ( Objectif x 40 et x 100) .

Le protocole :
vLa réalisation du frottis :

- Nettoyer la lame a I’alcool .
- Déposer une goutte d’eau physiologique sur la lame.



- Prélever une colonie bactérienne jeune et pure a I’aide d’ une ance de platine stérile . Il
n’est pas nécessaire de prendre beaucoup de bactéries

- Frotter la colonie dans la goutte d’eau .

- Le frottis réalisé doit étre mince et homogene, étendu sur la lame sans toucher les
bords.

& ' -,
Figure 01: la préparation du frottis ( photos personnelles 2023).

v Séchage :
- La température du laboratoire, si possible.

-Ou bien a chaleur douce : platine chauffante a 37° ou au-dessus de la veilleuse du bec
bunsen, a hauteur suffisante. Ne jamais chauffer brutalement.

vLa fixation :
But : tuer les bactéries, fixer leur structure cytologique, et les faire adhérer a la lame.

-Fixation par la chaleur : Passer 3 a 4 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec
bunsen.

Figure 02 : La fixation par la chaleur ( Photos personnelles 2023) .

v La coloration :

La coloration permet de distinguer les bactéries Gram + des Gram — gréce a leurs différences
de nature de paroi. Les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus fine et riche en lipides,
alors que les bactéries Gram positifs ont une paroi épaisse et pauvre en lipide.



Etapes Mode opératoire Temps Principe
g —— — —— ‘
s NN
-Recouvrir le k
frottis par le i
cristal violet ou E”/ .
violet de \
Gentiane. B
La premiere | 5
coloration 1 minute | \
o T—V— \
-Rincer a I’eau et L6 col ) - \? Iﬁ""-‘
récupérer le violet -Le colorant pc:znetre ans les
dans un bécher et cellules bactériennes .
égoultter. -Le Violet de gentiane se fixe
sur les composants
cytoplasmiques de toutes les
bactéries.
-Recouvrir du
Lugol .
Mordancage 1 minute
-Rincer a I’eau
distillée et
égoutter.
-Le lugol un agent rhordant,“ est
ajouté pour stabiliser le cristal
violet et permet de fixer ce
colorant dans la paroi
bactérienne.
-Décolorer a

Décoloration

I’alcool 4 95°, en
laissant couler
rapidement
I’alcool sur le
frottis, tenu
verticalement ou
en position tres
inclinée, jusqu’a
ce que l'alcool
s’écoule non
teinté .

-Rincer

5 a 10 seconds

-L’alcool permet d’éliminer le
colorant chez une partie de
cellules : les bactéries a paroi
Gram négative. En effet, ces
bactéries disposent d’une mince




immeédiatement a
I’eau distillée et

couche de peptidoglycane et
vont redevenir incolores

égoutter lorsque le colorant sera détaché
par ’alcool. Au contraire, les
bactéries a paroi Gram positive
restent colorées par le cristal
violet car elles possedent une
couche de peptidoglycane plus
épaisse.
-Recouvrir le
frottis par la
La deuxiéme fushine .
coloration 1 minute
- Rincer la lame
bien égoultter.
-La fuschine recolore en rose
les bactéries précedemment
décoloreées : les bactéries Gram
()
- Egoutter entre 2
morceaux de
Séchage papier-filtre

et laisser sécher .




vLa mise en point :

- Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis.
- Observer au microscope et faire la mise au point en forte luminosité (condensateur
levé et diaphragme ouvert) objectif x100.

Figure 03 : I%ﬁnise en point ( photos personnelles 2023)
v La lecture microscopique

On peut noter la morphologie des bactéries et la coloration de celles-ci :

5 B '-'- 5./
At
&

- Les bactéries violettes sont Gram (+).
- Les bactéries roses sont Gram (-).

Figure 04: Les bactéries sous microscope (photos personnelles 2023)



Annexe 04

la préparation les milieux de culture et leurs compositions

v Les milieux solides

Milieu

Composition

Préparation

Gélose nutritif (GN)

-Extrait de viande : 1g/L
-Extrait de levure :
2,50/

-Peptone : 5¢/L
-Chlorure de sodium :
5g/L

-Agar-agar : 159

-ph =7

-28 g de milieu déshydraté .

- 1 litre d’eau distillée.

- Mélanger et apréssterilisera
autoclave pendant 20 minutes
et répartir en flacons.

Muller — Hinton (MH )

-Hydrolysat acide de
caséine : 17,5¢
-Extrait de viande : 2 g
-Amidon de mais : 1,59
-Infusion de viande de
beeuf : 300 ml

-ph =7,3+ 0,2

Prét a emploi .

-Peptone : 10 g
-Extrait de viande de

- 111 g de milieu déshydrate.
-1 litre d’eau distillée.

beeuf:1g -Mélanger et stériliser a
-Chlorure de sodium :75¢ | autoclave pendant 20 minutes
Chapman -Mannitol : 10 g
-Rouge de phénol :
0,025g
-Gélose : 15¢
-ph:7,4+0,2
Mac Conkey -Peptone pancréatique de | Mettre 51,5 grammes de
gelatine : 179 milieu déshydraté dans 1 litre
-Peptone pancréatiquede | d’eau distillée. Faire bouillir
caséine:15¢g jusqu’a dissolution
-Peptone peptique de compléte. Stériliser a
viande : 1,59 I’autoclave pendant 15

-Lactose : 10 g

-Chlorure de sodium : 5 ¢
-Sels biliaires : 1,5 g
-Rouge neutre : 30 mg
-violet de Gentiane : 1mg

-Agar : 13,5¢
-ph=7,1%+0,2

minutes.




vLes milieux liquides

Milieu

Composition

Préparation

Bouillon nutritif (BN)

-Peptone : 10 g
-Extrait de beeuf : 1 g

-Extrait de levure : 29
-Chlorure de sodium : 59

-8 g de milieu
déshydraté.

- 1 litre d’cau distillée.

- Agitation et stérilisation

-ph:6.8+0.2 a autoclave pendant 15
minutes.
Bouillon Muller-Hinton | -Hydrolysat de caséine : | -21 g de milieu
(MH) 17,59 déshydrateé.
-Infusion de viande : 2 g | -litre d’eau distillée.
-Amidon : 1,59 -Agitation et stérilisation
-ph=74+0,2 a autoclave pendant 15
minutes.
Eau physiologique -Eau distillée. -9 g de NaCl .
-Chlorure de sodium - 1 litre d’eau distillée.
(NaCl) . -Agitation jusqu’a

I’homogénéisation du
solution.

= CHAPMAN

Gélose nutritif

Mac Conkey

Chapman

Gélose MH




Annexe 05
Standard Mec Ferland

Les normes McFarland sont utilisées comme référence pour ajuster la turbidité des
suspensions bactériennes pour que le nombre de bactéries se situe dans une gamme de

concentrations donnée afin de normaliser les tests microbiens.

vComposition :

Standard 1% BaCl12 (ml) 1% H2So04 (ml) Approximatif M
bactérien suspension
/[ ml
0,5 0,05 9,95 15%x10 8
vProcédures :

1. Mélanger la solution de McFarland Standard sur un mélange vortex avant I’examen.
Assurez vous que McFarland Standard est aliquoté dans un tube c’est la méme taille et
le méme diamétre que le tube utilisé pour préparer la suspension d’essai.

2. Préparez une suspension d’essai en obtenant une culture pure de I’organisme d’essai et
inoculer Un bouillon approprié.

3. En présence d’un bon éclairage, visuellement comparer la turbidité de la suspension
d’essai avec celle de la norme McFarland en comparant la clarté des lignes sur le
Wickerham carte.

4. Si la suspension d’essai est trop légere, inoculer avec des organismes supplémentaires
ou incuber le tube jusqu’a ce que la turbidité corresponde a celle de la norme. Si une
dilution est nécessaire, utiliser une pipette stérile et ajouter suffisamment de bouillon

ou de solution saline pour obtenir une turbidité qui correspond a celle de la norme.




Figure 05 : la préparation du Standard MecFerland (photos personnelles 2023)



Annexe 06

Les réactifs de screening phythochimique :

HCL Acide Sodium acétate | Acide
trichloroacetique trihydraté ascorbique
AT
r | A
f’
‘ ’ SEMA-AA:DHL"J,
Soatum hydroxide H
~ . ottt
Mg e R
‘”ﬁw~®®@£ @@@
A == S I
Hydroxide de Chromat de Chlorure
sodium potassium ferrique

Ether de pétrole

Copeaux de

magnésium




Annexe 07
La revivification des souches bactériennes :

La revivification est une étape tres importante dans la microbiologie.

Cette étape se fait en prenant quelques colonies bactériennes et les ensemencer dans des

tubes contenant 10 ml de BN suivie d’une incubation a 37C° pendant 24h .

Pour vérifier la pureté des souches , aprés I’enrichissement des bactéries dans le BN , en
ensemencer a 1’aide d’un écouvillon par des stries dans le milieu solide et incubées a 37 C°

pendant 24 a48 h .

Figure 06 : la revivification des souches ( photos personnelles 2023)






Annexe 08

Tableau :Effet antibactérien de 1’extrait methanolique de Thymus vulgaris sur les souches bactériennes testées

Les dilutions de I’extrait methalonique de Thymus vulgaris

(10 L) Temoin
D (mm)
Souches bactériennes ExMet pure | 10 mg/mL | 5mg/mL | 2.5 mg/mL mtj'lzrlr:-:L 0.625 mg/mL DMSO
E.coli 19.3+1.91 16.9+0.3 | 13.6+0.5 11.2+0.1 8.6+ 0.3 0 0
G-
S.marsescens 16.3+0.6 13.7£1.3 10.3+1.3 7.4+0.6 6.3x0.4 0 0
K.pneumoniae 17.83+0.15 | 16.4 £0.01 | 14.1+0.05 8.6 £0.05 11.4 £0.05 0 0
175+
G+ S.aureus 25.1+0.1 19.8+£0.1 0.05 10.8£0.05 10.5 +0.05 0 0
S.épidermidis 22.610.1 17.3+£0.1 | 16.3+£0.1 10.5+0.1 10.1+0.05 0 0




Annexe 09

Activité antibactérien de 1’extrait methanolique de Thymus vulgaris
sur cing souches bactériennes.(mm)

30

B K.pneumonie

B S.marsescens

 E.coli

W S.aureus

H S.épidermidis

ExMet 10 5 2.5 1.25 0.625 DI mg/ml
pure

Figure 08 :Présentation de 1’activité antibactérienne de 1’extrait methalonique de Thymus

vulgaris.



