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Résume

Thymelaea microphylla et Thymelaea hirsuta sont des plantes médicinales
appartenant a la famille des Thymelaeaceae, elles sont largement répandues en Algérie, dans
les zones arides et désertiques. Cette famille compte jusqu'a 1 200 espéces, réparties en 67
genres, dont le genre Thymelaea qui comporte une trentaine d'especes. Dans la présente
étude, tous les extraits ont été obtenus a l'aide d'un Soxhlet. L'activité antimicrobienne des
extraits d'acétate d'éthyle et de méthanol des parties aériennes de Thymelaea microphylla
(collectée dans la région de Laghouat) et de Thymelaea hirsuta (collectée dans la région de
Tiaret) est réalisée par deux méthodes (méthode de diffusion sur disque et méthode de
microdillution). Trois souches bactériennes ont été testées pour déterminer les propriétés
antibactériennes des extraits (Y. enterocolitica, S. enteritidis et K. pneumoniae) et une souche
de levure (C. albicans ATCC26790). Selon la méthode de diffusion du disque, les résultats
ont montré une variation significative des diametres de la zone d'inhibition, allant de 6 a 10
mm. Les valeurs de CMI sont comprises entre 4,16 et 8,33 mg/ml pour les souches
bactériennes et entre 2,08 et 8,33 mg/ml pour C. albicans. Une CMB a été observée pour

l'extrait d'acétate d'éthyle de Thymelaea microphylla contre K. pneumoniae.

Mots clé : Thymelaea hirsuta, Thymelaea microphylla, composés phénoliques, activité
antimicrobienne, CMI.



Abstract

Thymelaea microphylla and Thymelaea hirsuta are medicinal plants belongs to the
Thymelaeaceae family, they are widely distributed in Algeria, in the arid and desert zones.
There are up to 1,200 species in this family, divided into 67 genera, including the Thymelaea
genus with around 30 species. In the current study, all the extracts were obtained using
Soxhlet. The antimicrobial activity of ethyl acetate and methanol extracts from aerial parts
of Thymelaea microphylla (collected from region of Laghouat) and Thymelaea hirsuta
(collected from region of Tiaret) is performed by two methods (Disc diffusion and
microdilution method). Three bacterial strains were tested to determine the extracts'
antibacterial properties (Y. enterocolitica, S. enteritidis and K. pneumoniae) and a yeast
strain (C. albicans ATCC26790). Depending on the disc diffusion method, the results
showed a significant variation in the inhibition zone diameters, ranging from 6 to 10 mm.
While MIC values are ranging from (4.16 to 8.33 mg/ml) for bacterial strains, and from (2.08
to 8.33 mg/ml) for C. albicans. An MBC was observed for ethyl acetate extract from
Thymelaea microphylla against K. pneumoniae.

Keywords: Thymelaea hirsuta, Thymelaea microphylla, phenolic compounds, antimicrobial

activity, MIC.
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Introduction

Introduction

Depuis des siecles, I'humanité a pu faire appel a la nature pour répondre a ses besoins
essentiels, tels que la nourriture, les abris, les vétements et méme les besoins médicaux. Dans
nos jours, l'utilisation des plantes pour le traitement de toutes les maladies, que ce soit en
médecine douce ou en phytothérapie, est largement répandue. Elle a joué¢ un role crucial et
essentiel dans le traitement de nombreuses affections humaines. (Svoboda, 2000). Le régne
végétal a été la seule source de médecine pour I'humanité, et il demeure 1'une des principales
sources de drogues et de médicaments, en particulier dans la médecine alternative, pour les
Grecs, les Egyptiens, les Chinois, les Indiens. Auparavant, plus de 20 000 espéces de plantes
ont été reconnues. Les plantes médicinales utilisées dans les traitements traditionnels sont
abondantes en Inde (Agrawal, 2009).

La phytothérapie est largement utilisée en Afrique, en Asie en particulier. Selon des
enquétes, 80 % des populations rurales des pays en développement et 85 % des populations
au sud du Sahara utilisent les plantes médicinales comme principale méthode de traitement
(Nadjaa et al., 2011).

De nombreuses d'espéces bactériennes et fongiques ont été évolués et acquise une
résistance vis- vis les médicaments actuels, et représentent une menace pour les étres
humains. L'exposition a certains d'entre eux peut provoquer la mort par infection. (Caumes,

2008).

Les plantes médicinales ou la phytothérapie ont joué un role essentiel dans la lutte
contre les infections et les bactéries, ce qui a permis de sauver des vies et de soulager les
souffrances de millions de personnes depuis des années jusqu'a nos jours. La multiplication
et la propagation des germes multi résistants nécessitent un suivi et un développement de la
médecine verte, des études scientifiques approfondies sont nécessaires a fin d’évaluer les

propriétés thérapeutique des substances d’origine végétales. (Agrawal, 2009).

Les antibiotiques sont connus pour étre employés dans le traitement de ces maladies.
Ils ont pour effet de tuer les bactéries ou tout simplement de les empécher de se reproduire
et de se répandre. Les antibiotiques se distinguent par leur efficacité dans le traitement de
diverses bactéries (Barbut.F, 2014). L'utilisation excessive des antibiotiques a entrainé
l'apparition de souches résistantes, ce qui a poussé I'homme a chercher des molécules
biologiques ayant des propriétés bactéricides et ne présentant aucun symptome pouvant étre

dangereux pour les cellules humaines jusqu'a présent. Depuis toujours, le monde végétal a
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¢été une source fascinante qui n'a pas été nécessaire en tant que source de nourriture et de
traitement, car la majorité des plantes renferment diverses biomolécules qui ont de multiples
activités biologiques.

Toutefois, des tests sont indispensables pour identifier ces molécules et étudier leurs
effets. Dans cette étude, notre objectif est d'évaluer l'efficacité antimicrobienne de certains
extraits végétaux. Les extraits de Thymelaea hirsuta et Thymelaea microphylla ont été
sélectionnés. Les deux especes sont endémiques d'Algérie. Ces extraits (obtenus avec divers
solvants) ont été testés sur trois especes bactériennes : Yersinia enterocolitica, Salmonella
enteritidis et Klebsiella pneumoniae. Et un champignon particulier : Candida albicans. En
employant les deux techniques, a savoir la méthode de diffusion solide sur gélose et la
microdillution sur milieu liquide.

Au début de ce document, nous présentons un apergu bibliographique des plantes
médicinales, des métabolites secondaires et des propriétés thérapeutiques des plantes
sélectionnées.

Dans la section suivante du document, nous exposerons les techniques employées
pour préparer les extraits végétaux ainsi que les protocoles appliqués pour évaluer leur

activité antimicrobienne. La derniere partie présentera et commentera les résultats obtenus.







Ftude bibliographique

Partie I : Etude bibliographique

I.1 Les plantes médicinales

Selon la Pharmacopée frangaise, la Xéme édition, les plantes médicinales « sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie présente
des propriétés médicamenteuses ». Les utilisations de ces plantes médicinales peuvent aussi
étre alimentaires, condimentaires ou  hygiéniques. (Debuigne, 1974)
11 s'agit de plantes qui renferment une ou plusieurs substances susceptibles d'étre utilisées a
des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la fabrication de drogues bénéfiques.
(Lewis, 1981)

Il s'agit d'une plante médicinale qui renferme, dans un ou plusieurs de ses organes ou
leurs modifications, une ou plusieurs substances chimiques en faible ou forte concentration,
connues sous le nom de substance active, qui ont la capacité physiologique de traiter une
maladie particuliere. Selon I'encyclopédie médicale, il est rare qu'une plante particuliére soit
médicalement incurable, ce qui signifie qu'elle peut étre réduite ou incluse dans le régne
végétal (99%) ou plus. (Abdallah et al., 2017)

Le groupe consultatif de ’OMS qui a formulé cette définition affirme également
qu’une telle description permet de distinguer les plantes médicinales dont les propriétés
thérapeutiques et les composants ont été établis scientifiquement des plantes considérées
comme médicinales. Il est peut étre utilisée a des fins thérapeutiques ou des précurseurs dans

la synthése de drogues utiles

C’est plantes sont utilisée par des personnes spécialisée nom Herboriste, ce terme
décrit un guérisseur traditionnel spécialisée de I’utilisation des plantes médicinales pour
traiter diverses maladies il y'a des connaissances sur 1’efficacité, toxicité, et du dosage et de

préparation des plantes en (OMS, 1978)

Contrairement a une plante "classique", une plante médicinale contient des composés
actifs qui ont une action thérapeutique, mais qui peuvent également entrainer des effets
indésirables tels que la toxicité, tout comme les médicaments chimiques. (Anne, 2018)

Les plantes médicinales sont des especes botaniques utilisées pour soigner diverses
affections en utilisant des méthodes telles que l'infusion, la macération et les tisanes. Ces
plantes renferment de nombreux métabolites qui présentent un intérét étendu en

pharmacologie, en industrie alimentaire et en cosmologie. (Alain et al ., 2018)
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I.1.1. Les métabolites

Ce sont des substances organiques. En général, ce terme est utilisé pour désigner les
petites molécules qui transforment un corps organique au sein d'une cellule. Les actions qui
découlent de ces composés chimiques, qu'ils soient des métabolites primaires ou
secondaires, possédent des fonctionnalités médicamenteuses. A I'heure actuelle, grace aux
avancées scientifiques significatives réalisées depuis la fin du XIXe siécle, la thérapeutique
a enduré de nombreuses évaluations avant d'atteindre sa forme actuelle qui utilise des plantes
comme matiere premiere (Cartier ef al., 2004) (aspirine, antibiotiques, cortisone, etc.).
Cependant, depuis les années 1970, notamment en raison des effets secondaires des
médicaments de synthése, les individus réorientent leur attention vers les plantes
médicinales. L'augmentation de leur popularité a incité les scientifiques a lancer de nouvelles
¢tudes (Blandin, 2010). (Généralement comme cofacteur d'une enzyme), leur protection
et leurs interactions avec d'autres organismes. .Les végétaux produisent une large gamme de
composés organiques variés et variés. Deux catégories de métabolites sont identifiées : les

métabolites primaires et les métabolites secondaires.

1.1.1.1 Les métabolites primaires

I1 s'agit d'un métabolite qui joue un role direct dans la croissance, le développement
et la reproduction. En général, il joue un réle physiologique dans 1'organisme. Il s'agit des
substances nécessaires a la survie de la cellule. Les glucides et les lipides sont impliqués
dans les principales voies du métabolisme basal de celle-ci. Les acides aminés sont essentiels
pour la formation des protéines. Parmi les métabolites primaires les plus courants, on peut
citer l'acide lactique et certains acides aminés. Il est important de souligner que les

métabolites primaires n'ont aucun effet ou action pharmacologique. (El-Kolli , 2017).

1.1.1.2. Les métabolites secondaires

Les plantes générent une variété de composés organiques qui ne jouent pas un réle dans
la croissance et le développement de la plante. Ces substances, connues sous le nom de
métabolites secondaires, sont classées dans différents groupes taxonomiques, mais leur
fonction demeure largement inconnue. Selon Goldberg (2003), les métabolites secondaires
sont classés en quatre grands groupes : les composés phénoliques, les composés poly
phénoliques, les alcaloides, les terpénoides et les composés soufrés. Les plantes génerent

une variété de produits. Les composés biologiques des plantes Un large éventail d'activité
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biologique a été observé parmi de nombreux composés naturels isolés a partir des plantes,
classés généralement en fonction de leurs voies de biosynthese. On distingue généralement
trois grandes familles de molécules : les composés phénoliques, les terpenes, les stéroides et

les alcaloides. (Tiwari ef Rana., 2015)

1.1.1.2.1.Les composées phénoliques

Les constituants de cette importante catégorie de métabolites secondaires végétaux sont
identifiés par la présence d'un ou plusieurs groupes hydroxyles, modifiés ou non, liés a une
structure aromatique. Les glucosides sont fréquemment associés aux composés phénoliques

(Richter, 1993).

COMPOSES PHENOLIQUES

Squelette .
Classe Exemple Formule Origine
carboné
HO ﬂ{i )—OH
(&3 Phénols simples Hydroquinone Busserole
P 0
Acides acide HO—7 W o
Co6-C1 o4 Epices, fraises
hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoique
Acides acide HO 7N\ 0
_ ‘ _ N/ Ny Tomates, ail
hydroxycinnamiques p-coumarique o ’ A"‘(‘H
C6-C3
- - = - = -~ -
Coumarines Ombelliférone /CI\AL Carottes, coriandre
HO 0" "0
0
C6-C4  Juglone (Y ) Noix
OH O

Figure 1 : Les différentes classes des composés phénoliques. (Bakkali et al ., 2008)
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» Activité thérapeutique du composée phénolique

Certaines substances phénoliques ont une grande importance pharmacologique, car elles
agissent en synergie avec les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) afin d'inhiber
l'activité des médiateurs pro-inflammatoires ou l'expression des genes, en particulier la
cyclooxygénase(COX).

Les (CP), qui sont pergus comme des antioxydants, ont la capacité de diminuer le risque de
diverses maladies liées au stress oxydatif. Le potentiel antioxydant des cancers, du diabéte
et des maladies cardiovasculaires varie en fonction du nombre et de la position du groupe
hydroxyle dans un composé phénolique spécifique. Au cours des derniéres années, on a
constaté une augmentation significative de l'utilisation de ces composés phénoliques, tels
que les flavonoides, les hydroxycinnamates, les coumarines, les xanthones, les chalcones,
les stillbénes, les lignines et les lignane, ainsi que leurs voies métaboliques et leurs dérivés,
dans le traitement du cancer.ainsi que la prévention dans les lignées de cellules tumorales.

(Marcio et al., 2013)

1.1.1.2.2.Les terpénes

Ces composés sont les plus fréquents dans les produits naturels, et ils forment un
ensemble de métabolites secondaires importants présents dans les plantes de différentes
structures. Les terpénes, également appelées HE, sont employées dans le domaine de la
conservation en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes. Ces substances
naturelles permettent de diminuer ou de substituer les agents de conservation chimiques ou
synthétiques (El-houiti ,2020). Dans le domaine de 1'aromathérapie et de la pharmacie, on
peut citer différentes huiles de massage, des produits cosmétiques, des huiles antioxydantes
telles que le girofle, le basilic et 1'origan, des huiles antibactériennes telles que le carvacrol

thymol, des graines de Nigella, des aldéhydes terpéniques, etc.
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Carbures monocycliques Monoterpénes Carbures bicycliques
Cymene ('y') ou p.cymene Sabinene Alpha-pinene Beta-ninene
X HC
i e
Alcools acycliques Phenols
Citronellol Geramol Carvacrol Thymol

J\/\)\/\OH

e

OH OH
(J .
TN

Sesquiterpénes

Carbures Alcools

Famesol Caryophyllene

Figure 2: Structure chimique des certains Monoterpenes, Sesquiterpénes et Composes
aromatique. (Bakkali ez al ., 2008)

1.1.1.2.3.Les alcaloides

Sont les produits naturels qui contiennent de 1'azote ,habituellement comme étant un
¢lément d'un systéme cyclique ,sont trés facilement oxydés a l'air en N-oxydes, c’est
pourquoi sont conservés sous forme de sels (citrate ou tartrates) sont incolores une plante
peut avoir plus de 100 alcaloides ,plusieurs médicaments connus sont a base d'alcaloides:
les exemples relativement doux incluent la caféine, la quinine, et la nicotine les exemples

plus efficaces incluent la cocaine, la morphine, la strychnine. (Benarous , 2022).
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I.2. Importance des plantes médicinales

Ces plantes n'ont pas été¢ abandonnées par 'homme dans la pratique de toutes les cu
Itures comme moyen de nourriture et de traitement.

Le recours aux remédes naturels et aux préparations a base d'herbes est une pratique
répandue qui remonte a des temps aussi anciens que la Bible. (Hota,2007) De nos jours,
l'usage des plantes médicinales est devenu répandu et se retrouve méme dans les sociétés
industrialisées. Plusieurs médicaments et traitements chimiques ont été d'abord créés a partir
des extraits obtenus a partir de ces plantes. De plus, dans ces sociétés, les remedes naturels
sont devenus plus prisés pour traiter les maladies mineures, en particulier en raison de
'augmentation des frais de soins par les médicaments classiques. La pratique de la médecine
traditionnelle est largement répandue en Chine, en Inde, au Japon, au Pakistan, au Sri Lanka
et en Thailande.

En Chine, les médicaments classiques représentent environ 40 % de la consommation
totale de médicaments. Cette tendance est plus prononcée au Japon ou les produits
pharmaceutiques sont moins populaires que les préparations médicinales a base de plantes.
(Igbal Ahmad, 2006).

Il est évident que prés de 80 % de la population mondiale, y compris les pays en
développement, se basent principalement sur les produits a base de plantes pour leur soins
de santé. Selon Miller (2001), des plantes comme le pavot a opium, qui est le plus célebre
pour sa production de composés addictifs, nous offrent des modeles sur lesquels il est
possible d'utiliser plusieurs analygésiques opioides avec un potentiel pharmaceutique

considérable. (Miller, 2001).
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I.3. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

1.3.1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

Alors que la découverte et 'utilisation des antibiotiques ont été les plus grands succes
de la médecine, l'apparition et la propagation des bactéries multi résistantes dans les
populations humaines sont devenues des problémes de santé publique extrémement

préoccupants. (Toty et al., 2013).

En raison de I'évolution de la multi-résistance et de l'absence de véritables
opportunités de découverte de nouveaux antibiotiques dans les années a venir, nous avons
décidé d'analyser I'efficacité des plantes a vertus thérapeutiques pour en extraire les principes

actifs. (Toty et al., 2013).

Ces derniers doivent étre plus efficaces que les drogues synthétiques d'une part et étre
bien accueillis par 'organisme d'autre part (sans avoir des effets néfastes sur la santé

humaine). (Garcia-Ruiz ef al., 2008).

De nombreuses études ont examiné l'effet antimicrobien des extraits de plantes
médicinales comme le fennel (Foeniculum vulgare), le peppermint (Mentha piperita) et le
thyme (Thymus vulgaris). Ils ont constaté que ces extraits sont efficaces non seulement
contre les bactéries, mais également contre les champignons, les levures et les virus. (Jiirgen

et al ., 2009).

1.3.2. Activité antimicrobienne des polyphénols
L'antibiothérapie est principalement utilisée pour traiter les infections bactériennes. La
prescription massive et parfois inappropriée de ces agents peut conduire a la sélection de

souches multi résistantes, ce qui rend essentiel de guider les patients.

Des recherches visant a trouver de nouvelles approches qui sont a 'origine de nouveaux

médicaments a base de plantes. (Billing ez Sherman, 1998).
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Les composés phénoliques ont été confirmés par de nombreuses études in vitro comme
agents antimicrobiens contre de nombreux microorganismes pathogenes, avec des spectres

d'activités variés. (Scalbert, 1991).

Les polyphénols possédent des activités antimicrobiennes significatives et variées, sans
doute en raison de leur diversité structurale. On suppose que les sites et le nombre de groupes

hydroxyles sur les groupes phénoliques sont liés a leur toxicité relative.

En ce qui concerne les microorganismes, il est clair que le taux d'hydroxylation est

directement li¢ a la toxicité. (Cowan, 1999).

Le potentiel antibactérien des flavonoides, parmi les composés phénoliques, est trés
¢levé, avec les flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oles, flavanes3,4 dioles et
anthocyanidines.

En utilisant des composants des parois qui inhibent la croissance, on peut se complexer.

En altérant leurs métabolismes énergétiques, les microbes sont perturbés.
De plus, les tanins sont trés réputés pour leurs propriétés inhibitrices des microorganismes
et des enzymes, car ils peuvent former des complexes stables avec les protéines et les
précipiter. Leur action antibactérienne se manifeste par leur interaction avec la membrane
cellulaire, ce qui entraine une modification morphologique de la bactérie en inhibant

l'activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines. (Djenadi, 2011)
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Partie II : Matériel et Méthodes

Notre intérét par ces recherches est 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes des
extraits des especes Thymelaea hirsuta et Thymelaea microphylla, en suivant ces étapes au
niveau du laboratoire des sciences fondamentales de 1’universit¢ Amar TELEDIJI de

Laghouat :
» Préparation de la matiére végétale
» Extraction par Soxhlet.

> L’étude de activité antibactérienne des différents extraits.

I1.1. Matériel biologique

I1.1.1. Matériel végétal
Thymelaea microphylla et Thymelaea hirsuta appartenant a la famille de
Thymelaeaceae font I’objet de notre étude. Les propriétés médicinales de ces deux especes

endémiques sont largement répandues dans la flore algérienne. (Tableau 1)

Tableau 1 : Les espéces végétales employées dans notre étude.

Thymelaea Passerine
hirsuta hérissée Tiaret 2023
- Thymelaeaceae
Passerina
Thymelaea
microphylla Coss Laghouat 2023
microphylla
& Dur

I1.1.1.1.Famille des Thymelaeaceae

A. Morphologie
La famille des plantes Thymelaeaceae comprend des arbustes et sous-arbustes qui
poussent dans les climats tropicaux et tempérés. Cette famille compte jusqu'a 1200 espéces

réparties en 67 genres.
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Ces especes de dicotylédones sont a feuilles persistantes, alternes et coriaces. Les fleurs sont
hermaphrodites, a calice tubulaire, a fruits monospermes secs ou drupacés, dioiques ou
polygames (quatre a cinq paires de meéres). Un périanthe soudé a la base qui présente souvent
une apparence corallienne tirant vers le jaune ou le vert. Il y a deux rangées d'endurance (8

a 10) ajoutées. (Quezel et Santa, 1962 ; Borris et al., 1988).

B. Propriétés phytochimiques

De nombreux produits chimiques en ce qui concerne la composition phytochimique
ont été identifiés a partir de plantes de cette famille. Les huiles essentielles et les
monoterpenes sont deux des groupes de composants connus qui conférent a ces plantes leurs
qualités odorantes, Parmi les groupes chimiques les plus importants de cette famille figurent

les diterpénes, souvent dérivés du tigliane et du daphnane.

La famille des Thymelaeaceae contient des coumarines sous diverses formes,
notamment des coumarines simples comme l'ombelliférone et la daphnétine, des bis-
coumarines comme la daphnorétine et des tricoumarines comme I'edgeworoside. Ces plantes
comprennent une grande variété de groupes flavonoides, tels que les glycosylflavones, les
biflavonoides, la genkwanine, 1'apigénine et la lutéoline. Les flavonoides les plus reconnus
sont le kaempférol, la quercétine, I'apigénine et la lutéoline. Des lignanes ont également été

trouvées dans cette famille, libre ou couplées. (Heywood, 1996 ; Julien, 2002)

C. Intéreéts thérapeutiques

Les plantes de la famille des Thymelaeaceae sont largement utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter un large éventail de maladies. Les préparations a base de ces
plantes sont utilisées comme diurétiques, vomitifs, purgatifs, dépuratifs et traitements des
affections cutanées et des rhumatismes chroniques (Fournier, 1999). Il a été constaté que
de nombreux membres de cette famille sont des plantes dangereuses. Comme nous 1'avons
déja noté, l'une des substances les plus courantes chez les membres de la famille des
Thymelaeaceae et la cause de leurs effets toxiques sont les diterpénes, connus pour leurs

qualités toxiques. (Borris et al, 1988)

I.1.1. 2.Le genre Thymelaea
Le genre Thymelaea comporte environ 30 especes, ce genre est représenté par 8 especes
répondues principalement en Algérie, plus précisément I’espece Thymelaea hirsuta localisée

dans les dunes stabilisées. (Beaumont et a/ ., 2001). Dans ce genre, il existe 31 espéces




Matériel et Méthodes

d'arbustes et d'herbes xérophylles annuelles a feuilles minuscules et a fleurs jaunatres ou

verdatres (Kabbaj et al ., 2013).

P
s Vﬂ

Figure 3: Répartition géographique du genre Thymelaea. (Beaumont ez al., 2001)

Les plantes de ce genre contiennent une grande quantité de flavonoides, d'acides
phénoliques, de coumarines et de lignanes (7. microphylla, T. hirsuta, T. passerina, T.
velutina, T. virgata, T. nitida, T. virescens et T. tartonraira) (Trigui et al., 2013 ; Ghanem
et al., 2014 ; Kerbab et al ., 2015). Les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
anticancéreuses et hypoglycémiques de plusieurs de ces especes sont bien établies (Diogo et

al., 2009 ; Elamrani et al., 2009 ; Benhammou et al .,2009).

I1.1.1.3. Description botanique des especes étudiées

A. Thymelaea microphylla
% Morphologie

Thymelaea microphylla est une sous arbuste annuelle. Les feuilles sont ovoides,
dispersées, tres espacées et minuscules (1/4 mm) sur les branches. Les fleurs ont un aspect
jaunatre et sont dioiques, formant des glomérules (2—5) . Selon Quezel et Santa (1963), les
branches sont canescentes et fines. 7. microphylla est endémique du Sahara et largement

distribué dans les régions désertiques et séches.
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Figure 4: Photo illustrant I’espece Thymelaea microphylla. (site web)

% Composition chimique

Treés peu d'études ont été publiées dans la littérature sur la composition phytochimique
de Thymelaea microphylla. Dans une étude menée par Cheriti et Sekkoum en 1995, I'acide
oléanique,-sitosterol et 3-O-D-glucopyranosyl-sitosterol ont été identifiés dans les parties
aériennes de la plante (Dohou et al ., 2003).
D'autres études récentes ont été publiées sur des composés isolés de cette espece. Parmi eux,
une étude a permis l'extraction de deux spiro-lactone glycosides ainsi que de cinq
biflavonoids (neochamaejasmin A, neochamaejasmin B, daphnodorin B, genkwanol A et
stelleranol), d'un bis-coumarine (daphnoretin), de deux lignans (pinoresinol et matairesinol),
d'un flavonoide glucoside (tiliroside) et d'un sinapyl alcool glucoside (syringing), tous issus
d'extraits d’acétate d'éthyle des parties aériennes et des racines de la plante (Ghanem et al .,

2014).
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L'é¢tude des composés solubles en chloroforme et en d’acétate d'éthyle de l'extrait
aqueux-¢thanol de parties aériennes de 7. microphylla a conduit a 1'identification de six
composés : vanillin, syringaresinol, daphnoretin, (Z)-8-hydroxylinalool, chrysoeriol et

luteolin (Mekhelfi et al ., 2014).

Deux autres études (Kerbab et al., 2015 ; Noman et al., 2017) ont révélé la présence
de glucoses mono terpéniques, de dérivés de l'acide phénolique (protocatechuic acid,
chlorogenic acid butyl ester et éthyle gallate), de glucoses phenylpropanoides, de
flavonoides (yuankanin, derivative de Kaempferol et stenopalustroside A), de lignans
(matairesinol et prestegane B) et de coumarine (umbelliferone et daphnoretin) dans ces

extraits de cette espece.

D’autre étude vise a identifier la composition chimique des huiles essentielles de
Thymelaea microphylla. L'analyse par GC/MS a permis 1'identification de 30 composés. Le
tridécanal est le composant majeur de la composition chimique, bien que 1'é¢tude ait identifié

les autres produits naturels comme composants mineurs (Bounab et al., 2018).

< Utilisation Traditionnelle

Thymelaea microphylla est employé¢ dans la médecine traditionnelle en raison de ses
propriétés anti-inflammatoires, anti-cancéreuses et antidiabétiques. On utilise des décoctions
et des compresses naturelles préparées a partir d'éléments aériens de cette espéce pour traiter
I’abcés, maladies de la peau, douleurs abdominales et rhumatisme ; cette plante est

¢galement utilisée comme antihelminthique (Boukef , 1986 ; Benhammou et al., 2009).

B. Thymelaea hirsuta
% Morphologie

Thymelaea hirsuta est une plante vivace dont la hauteur ne dépasse pas un meétre
(Batanouny ,2005). Elle présente une couche ligneuse, robuste et a de nombreux rameaux
tombants (Pausas et al ., 2006), garnis de nombreuses petites feuilles d'environ 6 mm, ovales
presque imbriquées, €paisses, brillantes au-dessus et cotonneuses en dessous (Jeanmonod
et Gamisans , 2007) (Figure 5). Si le climat est favorable, la floraison commence en octobre
et se prolonge jusqu'en avril (Jeanmonod ez Gamisans, 2007). La plante posse¢de des pieds

variés, avec des fleurs unisexuées ou hermaphrodites. (Dommée, 1995 ; Renner, 2001).
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Cette plante présente des fleurs a 2 a 5 périanthes jaunatres a l'intérieur, blanches, soyeuses

et pubescentes a l'extérieur (Beniston, 1984 ; Somon, 1987).

Figure 5 : Thymelaea hirsuta (Linné) Endlicher (Photos originales : site web)

< Traditionnelle utilisations

La plante Thymelaea hirsuta est employée dans la médecine traditionnelle arabe pour

traiter :

4+ les ascaris,

#+ les oxyures,

4+ feuilles séchées broyées ont été utilisés pour traiter les infections de la peau et de
1'écorce de contribuer a la guérison des plaies,

4+ la suppression des dents pourries ou bouillir les feuilles dans I'eau et le ringage de
la bouche sont ensuite lui crachait avec des dents pourries,

4 prévenir les avortements chez les chameaux.
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Selon Rizk (1974), les chercheurs ont réussi a isoler le stigmastérol de Thymelaea
hirsuta qui est un stéroide qui est utilisé pour produire la progestérone, une hormone utilisée

dans le traitement des fausses couches a répétition chez les femmes.

<+ Composition chimique

la composition chimique était dominée par la présence de sesquiterpénes d’hydrocarbures
(26,91%) avec la germacréne D (12,98%) comme composant majeur ,tandis que les
sesquiterpenes et monoterpénes oxygénés représentaient respectivement 13,82 et 13,29 . le
huile essentiel a démontré un potentiel antioxydant qui peut étre considéré comme un agent
puissant dans la conservation des aliment et la découverte de médicaments.(African journal

of biotechnology 10(15),2930-2935,2011).1

La plante Thymelaea hirsuta est la source de composés naturels qui inhibent la
croissance et I’invasion cellulaire et induisent 1’arrét du cycle cellulaire du cancer. une
analyse plus approfondie permettra d’identifier les composés actif et de confirmer leur role

dans le traitement chimiothérapeutique

Grace aux radicaux 1,1-diphényl -2-picrylhyorazyl et des activités de la tyrosinase
I’espece T.hirsuta possedent des activités antioxydante et antifongique. (Natural product

communications 16 (2) ,2021).

I1.1.1.4. Systématiques des plantes étudiées
Les noms vernaculaires des Thymelaea microphylla, Thymelaea hirsuta sont «
(Methnan ) (Thymelaea microphylla,( Azaz)(Thymelaea hirsuta ». La classification des

deux espéces est représentée dans le tableau 3.
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Tableau 2 : Classification systématique de 7. microphylla et T. hirsuta. (Denelle. N ; Puech .S,

1985) et (APG, 1998).

Embranchement Spermatophyta

Sous Embranchement Angiospermae

Classe Eudicots

Ordre Malvales

Famille Thymelaeaceae

Genre Thymelaea

Espéce Thymelaea microphylla Thymelaea hirsuta

I1.1.2. Description des souches microbiennes utilisées

«» Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica est un agent pathogéne majeur d'origine alimentaire, bien que
des souches pathogenes aient ét¢ isolées dans les aliments avec une rareté. La PCR a permis
d'obtenir des taux de détection plus élevés dans I'étude de la viande de porc crue que les

méthodes de culture.

En tant qu'agent pathogeéne zoonotique majeur d’origine alimentaire, Yersinia
enterocolitica peut entrainer une infection par la Yersinia chez I'homme et I'animal. La
diarrhée est le symptome principal chez I'homme, surtout chez les jeunes enfants. (Bottone,
1999). 11 n'est pas rare de rencontrer des séquelles secondaires d'origine immunologique,.
Gram négatives ou Gram variables, batonnets ou coccoides de 0,5 a 0,8 pm de largeur et 1
a 3 um de longueur bien que des souches pathogeénes aient ét¢ isolées dans les aliments avec
une rareté. La PCR a permis d'obtenir des taux de détection plus élevés dans I'étude de la

viande de porc crue que les méthodes de culture. (Figure 6)
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Figure 6 : Image générée par ordinateur 3D de Yersinia
enterocolita

Source : https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=21923

* Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis est une bactérie anaérobie facultative de Gram négatif de

la famille des Enterobacteriaceae, présente dans I'environnement. (Steve Yan et al.,2004).

Les especes de Salmonella se rencontrent dans de nombreux endroits dans I'environnement,
mais le tractus intestinal des animaux est le principal habitat de ces bactéries. (Ellermeier
et al., 2006). D¢s le milieu des années 1970, les maladies humaines causées par 1’infection
de salmonella enteritidis ont connu une augmentation a 1'échelle mondiale (Figure 7)

(Baumler et al., 2000).
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Figure 7: Image en microscopie électronique (fond noir) d'une Salmonella Enteritidis
flagellée.

Source : https://www.researchgate.net/figure/Image-en-microscopie-electronique-fond-noir-dune-

Salmonella-Enteritidis-flagellee-A_figl 340973434

¢ Klebsiella pneumoniae

C’est une espece des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae, dont les genres
Salmonella et Escherichia sont bien connus. (Adeolu et al., 2016). Klebsiela pneumoniae
est un agent pathogeéne depuis longtemps (il a été décrit pour la premiére fois comme étant
une cause de pneumonie par Carl Friedldnder en (1882) et demeure 1'un des agents
pathogenes nosocomiaux les plus fréquents a I'échelle mondiale. (Pendleton et al., 2013).
En plus d'étre un agent pathogeéne nosocomial important, Klebsiela pneumoniae peut se

reproduire dans de nombreuses niches environnementales et liées a I'hote. (Bagley, 1985).




Matériel et Méthodes

Figure 8: Isolat de Klebsiella pneumoniae par Microscope ¢lectronique a
balayage.

Source : https://www.researchgate.net/figure/a-Scanning-electron-microscope-b-light-
microscope-100-magnification-filament-of fig3 365405265

+»* Candida albicans

Candidas. albicans fait partie du microbiote humain normal qui se développe sans
symptomes dans diverses zones de l'organisme, telles que le tractus gastro-intestinal, le
tractus génital féminin, la cavité buccale et la peau. (Fox & Nobile, 2013). Cependant,
lorsqu'il y a un compromis des mécanismes de défense de I'hote, ils peuvent étre pathogénes.

(Niewerth ef Korting, 2002)

Figure 9: Les cellules de Candida albicans par microscope €lectronique a balayage.

Source : https://www.mdpi.com/1422-0067/24/24/17227
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Les différentes souches microbiennes utilisées étaient des souches de référence obtenues
aupres de 1'American Type Culture Collection (ATCC), provenant de familles et de

catégories différentes, comme indiqué dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3: Liste des microorganismes analysés dans notre étude.

Bactéries
Gram (-)

Yorsini > ‘ .
. ersuma enterocolztl‘ca Candida albicans26
Souches bactriennes Klebsiella pneumoniae

Salmonella enteritidis

Levure

ATCC 9610
Référence ATCC 70603 ATCC 26790
ATCC 10376

Observation macroscopique
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I1.2.Méthode experimental

Les différentes étapes de cette étude sont présentées dans l'organigramme ci-dessous :

Matériel végétal
(partieaérienne)

” Extrait dacitate \ Extrait

"&’// étyle / méthandlique

X

Etude de l'activité
antimicrobienne

N

Techniguede \ { Technigque \
microdilution  / \_ diffusion sur gélose /

Figure 10: Schéma représentative du plan de travail suivi.

I1.2.3. Etude des activités biologiques

11.2.3.1. Etude de I'activité antimicrobienne

Le principal but de notre étude est 1'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique

des extraits de Thymelaea microphylla et Thymelaea hirsuta.
Deux méthodes ont été employées :
e La méthode de diffusion sur milieu solide.

e La méthode de diffusion sur milieu liquide.
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< Préparation de milieu de culture

la méthode de préparation du milieu de culture est indiquée dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Propriétés et préparation des milieux de culture.

I I

I I
GESSTT T 'i ““““““““““ 'E “““““““““ %
X i : 1 38¢g dans 1L d’eaug
S I MH Solide b S
g : I distillée g
B4 === e s S S Q
g I | 21g dans IL 1L d’eau
R I MH Liquide I %
g : I distillée g
B N ————
$ 1 ] o
g | _ | 65g dans 1L d’eau
g | SB Solide 1 g
8 | I distillée g
& &
O A D O L A L S ——
§ i ] o
g | - | 28g dans 1L d’eau
g | SB Liquide 1 g
g | I distillée %

1 1

Les milieux préparés doivent étre autoclaver a 120 °C pendant 20 min avant 1’utilisation.

< préparation de disque : le papier wattman N° 3 a été utilisé pour la préparation
du disque de Smm de diametre a l'aide de I’emporte-piece équivalente du disque

d'antibiotique commercialisés.
% Activation et préparation des souches stockées

Pour obtenir I'inoculum, une suspension est préparée en prélevant quelques colonies jeunes
et en les repiquant tous les 24 heures. Notez que les souches repiquées sont prélevées a l'aide
d'un écouvillon pendant la phase exponentielle. Quelques colonies de la souche testée ont
été préalablement diluées dans 1'eau physiologique stérile afin d'atteindre une densité optique

de 0,08 40,1 lu a 625 nm équivalent de 10% cellules/ml.
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¢ Préparation des dilutions des extraits

Afin d’obtient des déférentes concentrations de l'extrait végétal, on prend :

Pour [C o] : une masse de 100 mg de chaque extrais + 3 ml de DMSO

Pour [C '4] : 1 volume de [CO] +  lvolume de DMSO

Pour [C 1/5] : 1 volume de [CO] +4 volume de DMSO.

* Disques d’antibiotiques et d’antifongiques utilisés

Les disques ont été sé¢lectionnés en fonction des souches choisies et de leur disponibilité,

nous avons opté pour les ATB et les ATF présentés dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Les antibiotiques et les antifongiques utilisés.

Antibiotique Le code La dose
Cefoxitin Fox-30 30 ug
Imipenem IPM-10 10 ng
Ciprofloxacin CIP-5 5ug
Cefazal Céfazoline lg
Antifongique
MYTRICINE 40 ml 10%
200 mg
FLUMIKOZ Fluconazole
100 ml

Le test de sensibilité des souches microbiennes a été réalisé afin de tester leur sensi

bilité aux ATB ou aux ATF et de les comparer a celle de nos extraits.
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11.2.3.1.1 Technique de diffusion sur milieu solide (sur disque disposée
sur gélose)

Cette méthode vise pour tester 1’efficacité des extraits utilisés déposé sur les disques
pour déterminé la sensibilité des souches utilisée contre l'activité antimicrobienne de ses

extraits (Selka et al., 2016).

L'objectif de cette méthode est de placer un disque stérile sur un tapis bactrien ou
fongique, afin d'évaluer l'inhibition de la croissance des différentes souches utilisées :

(souche sensibles ou souche résistante).

/\ Sens de diffusion
‘ / N\ ?
Concentration
/LN\\ |
Disque

Figure 11 : Schéma simplifi¢ du principe de la méthode de diffusion sur milieu solide.

% Mode opératoire

L'activité antimicrobienne des différents extraits des deux plantes a été analysée par
diffusion sur gélose contre une seule souche fongique (la levure Candida albicans) et trois
souches bactériennes (Yersinia enterocolitica ; Klebsiella pneumoniae ; Salmonella

enteritidis).

Un inoculum est prélevé dans 1'eau physiologique a partir de cultures jeunes incubées
pendant 18 heures a 24 heures a 37°C afin de préparer une suspension appropriée a une
concentration de 10% cellules/ml. Les écouvillons stériles ont été utilisés pour
l'ensemencement en surface du milieu gélos¢ MH, tandis que le milieu Sabouraud a été
utilisé pour la levure. Les disques de Wattman N° 3 (5 mm de diamétre) sont disposés en
raison de 3 disques pour chaque concentration.

On inseére les extraits avec 10 ul de chaque concentration (Co= 33,33mg/ml), Cip=

16,66mg/ml, Cis= 6,67mg/ml) a l'aide d'une pince stérile sur la gélose inoculée.
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Les boites de pétri sont ensuite refermées et laissées s'écouler a température ambiante, puis
incubées a I'étuve a 37°C pendant 24 heures. Dans les boites de controle, les disques trempés
de DMSO sont utilisés comme contrdle négatif et les disques normatifs d'antibiotiques sont

utilisés comme contrdle positif. (Figure 12).

control négatif

dépdt des disques de DMSO

\cou!age de boite de petn

control positif

dép6t de disques d'ATB ou d'ATF

disque1:C0O

disque2: C1/2
—_— A

disque3:C1/5

dépét de disques de I'extrait vegétal Apparition du zones d'ihibitions

i
-

Figure 12 : Schéma de la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques.

I1.2.3.1.2 Technique de diffusion sur milieu liquide

Nous utilisons une méthode basée sur la micro-dilution sur les microplaques pour
¢valuer l'activité antimicrobienne de notre extrait végétal. Le principe de cette méthode est
le suivant
Afin de déterminer :

- La concentration minimale inhibitrice (CMI). Selon Rios et al. (1988),
- La concentration minimale bactéricide (CMB) pour toutes les souches bactériennes.

- La concentration minimale fongicide (CMF pour les souches de Candida. (Sauteur et al,
1999).

- CMI : la plus faible concentration qui inhibe la croissance des souches étudiées.

- CMB : la plus faible concentration qui tue les souches bactérienne.
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- CMF : la plus faible concentration qui tue les souches virales. (Canillac e Mourey,
2001)

% Mode opératoire

Afin d'évaluer de manicre précise le CMI, il est utilisé des microplaques de 96 puits

(Figure 13).

Figure 13 : Schéma représentatif d’une microplaque de 96puits.

Les étapes de la microdillution sont les suivantes :

e Premiere étape : on verse dans le premier puit 100ul du milieu de culture dans

toutes les puits (MH= pour les bactéries) et (SB=pour les levures).

e deuxiéme étape : 100 pl de la solution mere de concentration (CO= 33,33 mg/ml) a
été¢ ajouté dans les puits de la premicre colonne de (A a C) pour (Extrait acétate

¢thyle) et (E & G) pour (Extrait méthanolique) pour les souches bactériennes, (D et
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H) pour (Extrait d’acétate d’éthyle et Extrait méthanolique) par ordre pour la souche

fongique.

Faite de la colonne 1 a 6 en utilisant le milieu de culture liquide comme diluant. Afin
de garder un volume fixe de 100 pl dans chaque puits, I’excédent dans la derniére
concentration (100 pupl a ét¢ jeté). Pour obtenir les dilutions
(1/2,1/4,1/8,1/16,1/32,1/64) (Tableau 6). Le protocole établi est illustré dans le

schéma suivant :
Tableau 6: Les dilutions des extraits et leurs positions dans la microplaque.

Co 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Concentration 33,33 16,67 8,33 4,17 2,08 1,04 0,52
mg/ml

Position 01 02 03 04 05 06
(puits)

Les colonnes de 8 a 12 des rangées A, B, C et E, F, G ont été réservées pour le
contrdle positif (Antibiotique pour les bactéries) et D, H (Antifongique pour la levure). 100
ul d’antibiotique est ajouté dans les puits de la colonne 8 (A, B, C, E, F, G) et 100 pl
d’antifongique dans les rangée D et H, puis diluée en série jusqu’a les puits de la colonne 12

(on jette 100 pl du dernier puits).

Figure 14 : Schéma représentatif de la série des dilutions.
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La troisiéme étape : on a ajouté 100 ul de suspensions microbiennes ajustées avec une
concentration de 108 UFC/ml dans tous les puits préalablement chargés. Chaque puits
posséde un volume total de 200 pl. Les puits des rangées A, B, C, E, F, G, D et H sont
utilisés comme des témoins négatifs. Ils renferment 100 pl de milieu de culture liquide
avec 100 pl de suspension microbienne sans extrait. Ensuite, la microplaque de culture
a été placée dans I'étuve a une température de 37°C pendant une durée de 24 heures.
Apres 24 heures a une température de 37°C, 40 ul de la solution d'iodonitrotétrazolium
chloride a une concentration de 0,2 mg/ml ont été ajoutés a chaque puits.

Pendant une période de 5 a 30 minutes, I'INT réagit avec les cellules microbiennes. La
fonction de I'INT est de déterminer la viabilité des cellules microbiennes. Selon la Figure
15, il s'agit d'un réactif coloré qui agit comme un accepteur d'électrons. Des micro-
organismes viables réduisent la couleur jaune du tétrazolium, ce qui lui donne une teinte
rose/violette. Si aucune modification de couleur n'est observée, cela suggere une

inhibition de la croissance des microbes (Mfengwana et Mashele, 2016).

Figure 15: Photo originale et la structure chimique d’INT.

Afin de distinguer le CMI du CMB ou du CMF, les puits de coloration clair sont

repiqués sur un milieu gélosé vierge.
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Partie III : Résultats et discussion

I1.1. Etude des activités biologiques
Dans le but d'évaluer l'activité antimicrobienne de Thymelaea microphylla et Thymelaea
hirsuta. Notre objectif est de comprendre le pouvoir thérapeutique ou médical de ces plantes.

Nous avons effectué des expériences et des comparaisons pour chaque échantillon.

I11.1.1.Test du pouvoir antimicrobien

Dans le cadre de cette étude, nous avons effectué des tests sur des souches microbiennes en
utilisant des solvants de polarité croissante provenant de la partie aérienne des deux especes
¢tudiées Les extraits ont été évalués a I'aide de la technique de diffusion des disques sur milieu
solide. La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ensuite été calculée en utilisant la

méthode de dilution sur un milieu liquide.

+ Control négatif

Il est également essentiel d'évaluer la toxicité du solvant lorsqu'il s'agit de réaliser des
essais biologiques sur les extraits, car méme a 1'état de traces, il est crucial que le solvant ne

perturbe pas le processus biologique.

Selon Yrjoen (2004), le solvant peut former des complexes avec certains composés ou
provoquer leur décomposition, leur déshydratation ou leur isomérisation. Le DMSO est un
solvant qui ne perturbe pas la croissance normale des souches microbiennes, comme le montre

la figure 15. C'est la raison pour laquelle il est employé en tant que contrdle négatif.




Resultats et discussion

Figure 16: Impact de DMSO sur certaines souches analysées.

+ Antibiogramme (contréle positif)

Tableau 7: Diamétres moyens en (mm) des zones d’inhibition des cultures microbiennes.

Souches testées

Salmonella enteritidis
Klebsiella pneumoniae
Yersinia enterocolitica

Candida albicans

Antibiotiques Antifongique
Ciprofloxacine Imipenem Cefoxitin Myrticine
CIP Spg IPM 10ug | FOX 30pg
36 20 30
34 12 17
31 26 22
14
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Figure 17: Effet des ATB sur les souches bactériennes étudiées et 1’effet de I’ATF sur
Candida albicans.

Les diverses souches microbiennes ont montré une sensibilité différente aux

antibiotiques ou antifongiques classiques testés.
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II1.1.1. 1. Résultats de I'activité antimicrobienne par la méthode de
diffusion sur gélose

Dans le cadre de cette étude, nous avons réalisé des tests sur des souches microbiennes
en utilisant des solvants de polarité croissante, les extraits sont issus de la partie aérienne des
deux especes étudiées, puis dissous dans du DMSO. La présence ou non d'une zone d'inhibition
autour du disque de papier préalablement imprégné de l'extrait varie en fonction des
concentrations (Co, Ci2, Ciss).

Les niveaux d'activité antimicrobienne ont été évalués en fonction de trois criteéres :
> Fort (D > 9 mm), la souche est sensible ;
> Moyenne (6 mm < D <9 mm), la souche est intermédiaire.
>La souche est résistante, méme si elle est faible (D < 6mm) (Billerbeck, 2007).
Les données concernant les zones d'inhibition sont représentées en millimetres (mm),

comme illustré dans les tableaux, les figures et les histogrammes suivants :

Tableau 8: Diamétres moyens en (mm) des zones d’inhibition des cultures microbiennes incubés
avec des extraits de Thymelaea hirsuta.

Acétate d’éthyle M¢éthanol
Souches Co Cin Cis Co Cin Cis
Yersinia enterocolitica 9+00 9+00 8 £0,33 9+0,33 9+00 8+0,67

Klebsiella pneumoniae ~ 8+00 7+0,33  7+0,33 7£0,67 7 £0,33 7 £0,33

Salmonella enteritidis 9+0,33 8 +£0,33 8+0,33 8+00 8+00 70,67

Candida albicans 26 9+0,33 9+0,33  8+0,33 8+0,67 8+0,33 8+0,33
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10
9
g -
7 -
6
Yersinia enterocolitica
> B Klebsiella pneumoniae
4 Salmonella enteritidis
3 B Candida albicans 26
2
1
0
Pure D1/2 D1/5 Pure D1/2 D1/5
Extrait Acétate d'éthyle Extrait Méthanol

Figure 18: Les diametres des zones d’inhibition obtenus suite a I’effet des deux extraits de
Thymelaea hirsuta sur les quatre souches microbiennes.

Les deux extraits organiques (acétate d'éthyle et méthanolique) de Thymelaea hirsuta
ont un effet antimicrobien qui se manifeste par une variation moyenne des diamétres des
zones d'inhibition, allant de 7 a 9 mm.

La bactérie de Gram négatif (Yersinia enterocolitica) présente une sensibilité surtout a
I’extrait méthanolique, tandis que la levure (Candida albicans 26) présente une activité
antifongique 1égerement plus élevée dans l'extrait d'acétate d'éthyle, en particulier a la
concentration pure (Co) et (Cip).

Le diamétre de la zone d'inhibition varie de 7 @ 8 mm pour la bactérie (Salmonella
enteritidis), a 1'exception de 1'extrait d'acétate d'éthyle a concentration pure, ou le diamétre est

supérieur a 9 mm.

Finalement, nous avons observé une résistance aux deux concentrations (1,2) et (1/5) pour
la bactérie (Klebsiella pneumoniae), ainsi qu'une sensibilité a la concentration pure pour les

deux extraits.
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Tableau 9: Diamétres moyens en (mm) des zones d’inhibition des cultures microbiennes incubés

avec des extraits de Thymelaea microphylla.

Acétate d’éthyle Méthanol

Souches Co Cin Ciss Co Cin Cus

Yersinia enterocolitica  10+0,33 9+,67 7+£0,33 10 £00 8+0,67 600

Klebsiella pneumoniae  9+00 9+00 6+,67 1000 10 £00 8+00

Salmonella enteritidis  9+00 9+00 8+00 9+0,67 9+00 8+00

Candida albicans 26 9+0,67 9+0,33 9+00 9+,33 9+00 8+0,33

12

10

00

(9]

~

N

Yersinia ente rocolitica
| W Klebsiella pneumoniae

Salmonella enteritidis
1 W Candida albicans 26

Pure D1/2 D1/5 Pure D1/2 D1/5
Extrait Acétate d'éthyle Extrait Méthanol

Figure 19 : Les diamétres des zones d’inhibition obtenus suite a I’effet des deux extraits de

Thymelaea microphylla sur les quatre souches microbiennes.

Concernant ’activité antimicrobien de (Thymelaea microphylla), on a observé que :
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Pour la concentration pure (Co), les quatre souches microbiennes ont une sensibilité
¢levée dans ’extrait méthanolique. Par contre pour I’extrait acétate d’éthyle les souches
bactériennes Klebsiella pneumoniae et Salmonella enteritidis ont un diamétre de zone
d’inhibition de de 9 mm, moins que les souches microbiennes Yersinia enterocolitica et candida

albicans 26, qui ont un diametre allant de 9 a 10 mm.

L'évaluation de l'activité antimicrobienne pour la dilution (Ci2) se déroule de la maniere
suivante : des diamétres de zone d'inhibition proche pour les souches microbiennes Candida
albicans 26, Salmonella enteritidis et Yersinia enterocolitica, est plus sensible pour Klebsiella
pneumoniae. Pour l'extrait d'acétate d'éthyle, les quatre souches ont une activité
antimicrobienne tres similaire.

De plus, pour de la dilution (1/5), la souche Yersinia enterocolitica présente une faible
activité antimicrobienne dans les deux extraits, tandis que les souches Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enteritidis et Candida albicans 26 ont ét¢ observées comme étant plus sensibles.

En concluant, les extraits de Thymelaea microphylla et Thymelaea hirsuta ont nettement
influencé sur les diametres des zones d'inhibition, qui varient de 6 a 10 mm. Les diamétres
¢levés ont été obtenus par les extraits de Thymelaea microphylla contre la souche fongique de
Candida albicans, suivi par Yersinia enterocolitica, Toutefois, les résultats sont plus faibles
pour les souches bactériennes Klebsiella pneumoniae et Salmonella enteritidis, dans les deux
extraits d'acétate d'éthyle et de MeOH respectivement.

Les résultats indiquent que leur effet est presque similaire et que 1'extrait obtenu par l'acétate
d'éthyle est 1égérement plus élevé que celui obtenu par MeOH.

Selon tous les résultats obtenus, il est possible de conclure que la comparaison des deux
extraits de Thymelaea microphylla révele une activité supérieure a celle de Thymelaea hirsuta.

Une caractéristique supplémentaire de 'huile essentielle de 7. microphylla était son
activité antibactérienne importante contre B. subtilus, E. coli, E. faecalis et son absence d'effet
contre P. aeruginosa et S. aureus (Bounab et al., 2018).

Les figures suivantes illustrent l'efficacité antibactérienne et antifongique des extraits
étudiés, qu'ils soient d'acétate d’éthyle ou de méthanol, provenant des deux espéces, ainsi que
leur impact sur les souches bactériennes (Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella enteritidis) et la souche fongique Candida albicans 26.
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Thymelaea hirsuta

Extrait d’acétate d’éthyle

Yersinia enterocolitica

C1/2

Kiebsiella pneumoniae

Salmonella enteritidis

C1/2

Candida albicans 206

Figure 20 : Effet d’extrait d’acétate d’éthyle de Thymelaea hirsuta sur la croissance des

souches microbiennes.
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Thymelaea hirsuta

Extrait méthanolique

Yersinia entorocolitica

Salmonclla emteritidis

Candida albicans 26

Figure 21 : Effet d’extrait méthanolique de Thymelaea hirsuta sur la croissance des souches
microbiennes.
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Thymelaea microphylla

Yersinia entervocolitica

Klebsiella pneumoniae

Salmonella entervitidis

Figure 22 : Effet d’extrait d’acétate d’éthyle de Thymelaea microphylla sur la croissance
des souches microbiennes.
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Thymelaea Microphylla

Extrait méthanolique

Yersinia enterocolitica

Klebsiella pneumoniae

Salmonella entervitidis

Candida albicans 26

Figure 23 : Effet d’extrait méthanolique de Thymelaea microphylla sur la croissance des
souches microbiennes.
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D’une autre part, 1'évaluation de l'activité antifongique des extraits de 7. hirsuta de la
Tunisie contre les espéces F. graminearum et A. alternata a révélé que seul l'extrait a
l'acétate d'éthyle était actif. La meilleure activité a été détectée contre ces deux souche avec
une zone d'inhibition de 13 et 15 mm, respectivement .Par conséquent, 7. hirsuta a montré
des activités antibactériennes et antifongiques élevées et pourrait étre considérée comme
I’une des sources d’antibiotiques naturels a usage médical et d’agents anti-empoisonnements

alimentaires contre les agents pathogeénes opportunistes (Trigui et al., 2013)

Selon les études, les bactéries Gram (-) présentent une plus grande résistance par
rapport aux bactéries Gram (+), en raison de leurs structures complexes et de leur couche
externe qui agit comme une barri¢re contre la pénétration des agents antimicrobiens. Selon
(Dehimi ,2011). Nos extraits ont une efficacité sur les bactéries a Gram (-), ce qui signifie

qu'ils peuvent dépasser la couche externe de ces bactéries et les inhiber dans leur croissance.

La variabilité¢ de la sensibilité des souches aux extraits peut étre attribuée aux
différents composants extraits par les divers solvants. Les polyphénols sont la plupart des
composés végétaux qui ont une activité antimicrobienne. En ce qui concerne le degré
d'oxydation, les polyphénols sont des substances trés susceptibles d'auto-oxydation en
présence d'oxygene de l'air. Les monomeres de flavonoides, sont polymérisés lors de cette
oxydation, ce qui donne des polyméres de poids moléculaire élevé. Toutefois, le poids
moléculaire des polyphénols joue un rdle crucial dans leur activité antimicrobienne. Les
molécules a faible poids moléculaire ont la capacité de traverser la paroi ou la membrane,

contrairement aux molécules a poids moléculaire volumineux. (Karou et al., 2005)

111.4.2.2. Les résultats de la détermination de la CMI

Suite a I'analyse de l'activité antimicrobienne de nos extraits par diffusion sur gélose,
nous avons tenté de calculer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) en utilisant la
méthode de microdilution en milieu liquide.

Une fois la CMI est identifiée, nous avons mesuré la CMB (concentration minimale
bactéricide) et la CMF (concentration minimale fongicide) afin d'obtenir les résultats des
extraits de plantes sur les souches étudiées et les avons regroupés dans les tableaux et les
histogrammes qui suivent.

La relation est inverse entre 'activité antimicrobienne et la valeur de CMI. Plus les

valeurs de CMI sont petites, plus les microorganismes sont sensibles et 1’extrait est qualifié




comme efficace. En revanche, plus les valeurs de CMI sont élevées, les microorganismes
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sont résistants, alors I’extraits est considéré comme faible.

Tableau 10: Les concentrations minimales inhibitrices et fongicides des extraits

organiques de Thymelaea hirsuta en (mg/ml).

Extraits Acétate d’éthyle Méthanol
Souches CMI (mg/ml)
Salmonella enteritidis 8,33 8,33
Bactéries
Klebsiella pneumoniae 8,33 8,33
Yersinia enterocolitica 8,33 8,33
Levure
Candida albicans 26 8,33 4,16

Tableau 11 : Les concentrations minimales inhibitrices et fongicides des extraits
organiques de Thymelaea Microphylla en (mg/ml).

Bactéries

Levure

Extraits

Souches
Salmonella enteritidis
Klebsiella pneumoniae

Yersinia enterocolitica

Candida albicans 26

Acétate d’éthyle Méthanol
CMI (mg/ml)
4,16 8,33
4,16 8,33
4,16 4,16
2,08 2,08
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Figure 24 : Comparaison des valeurs de CMI entre les extraits d’Acétate d’éthyle et
Méthanol de Thymelaea hirsuta.

Figure 25 : Comparaison des valeurs de CMI entre les extraits d’Acétate d’éthyle et
Méthanol de Thymelaea microphylla.
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D'apres les résultats, les concentrations de CMI obtenues différent principalement
pour I'éxtrait méthanolique et 1'acétate d'éthyle de I'espéce Thymelaea microphylla, avec de

s valeurs de CMI allant de 2,08 a 8,33 mg/ml.

Pour les souches traitées par les extraits de 7. microphylla, le pouvoir antimicrobien
est fort pour I’extrait d’acétate d'éthyle avec une CMI de 4,16 mg/ml pour toutes les souches
bactériennes, et une CMI de 2,08 mg/ml pour la souche Candida albicans. La CMI de
l'extrait méthanolique est de 2,08 mg/ml pour la souche de Candida albicans, et tandis que
pour Klebsiella pneumoniae et Salmonella enteritidis, elle est de 8,33 mg/ml. Pour la souche
Yersinia enterocolitica, la CMI est de 4,16 mg/ml.

Concernant I’espece 7. hirsuta, les souches bactériennes Salmonella enteritidis,
Klebsiella pneumoniae et Yersinia enterocolitica ont une méme valeur de CMI (8,33 mg/ml)
pour les deux extraits. Ces résultats expriment la résistance de ces souches. Par ailleurs la
souche fongique Candida albicans 26 aun CMI de 4,16mg/ml de I’extrait méthanolique, par
contre elle a une CMI de 8,33 mg/ml pour I’extrait d’acétate d’éthyle

En conséquence, nos extraits des especes Thymelaea microphylla et Thymelaea

hirsuta ont un pouvoir fongique plus qu’antibactérien, vu les faibles valeurs de CMLI.

La présence de composés actifs ayant des propriétés antimicrobiennes dans nos
¢chantillons peut expliquer les valeurs déférentes observées. Ces valeurs sont généralement
influencées par nombreux facteurs tel que : la souche étudiée, les especes végétales utilisées

et la nature des extraits (nature des solvants extracteurs).
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Les illustrations ci-dessous présentent les microplaques ensemencées aprés l'ajout du

révélateur INT.

Thymelaea hirsuta

Acétate d'ethyle

Figure 26 : Détermination de la Concentration minimale inhibitrice des extraits organiques
de Thymelaea hirsuta vis-a-vis des souches pathogenes par la méthode de micro-dilution.

Thymelaea Microphylla

Acétate d'éthyle

Figure 27 : Détermination de la Concentration minimale inhibitrice des extraits organiques
de Thymelaea microphylla vis-a-vis des souches pathogénes par la méthode de micro-
dilution.
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+* Détermination de CMB

Une valeur de 16.66 mg/ml a été enregistrée pour I’extrait d’acétate d’éthyle de
Thymelaea microphylla contre la souche Klebsiella pneumoniae. On I'a constaté apres le

repiquage du puit B1. La figure suivante montre une absence de croissance bactérienne.

Figure 28 : Photo illustrant I'absence de croissance bactérienne de Klebsiella pneumoniae
(CMB) suite a I’action de I’extrait d’acétate d’éthyle deThymelaea. microphylla.







Conclusion

Conclusion

La plante médicinale ou aromatique est une plante thérapeutique qui renferme, dans
un ou plusieurs de ses organes, une ou plusieurs substances chimiques en faible ou forte
concentration, connues sous le nom de substances actives. Ces substances ont la capacité
physiologique de soigner une maladie spécifique. Ainsi, elle revét une grande importance
aujourd'hui. Notre travail nous aide a évaluer cette importance grace a nos plantes récoltées
dans les régions arides (Thymelaea microphylla de Tiaret, Thymelaea. hirsuta de Laghouat).

Aprées avoir utilisé la technique de I'extraction par Soxhlet avec des solvants de
polarité croissante (acétate d'éthyle, méthanol). Les résultats sont plus faibles pour les
souches bactériennes Klebsiella pneumoniae et Salmonella enteritidis. L’espeéce de
Thymelaea hirsuta a un faible effet sur les souches (Salmonella enteritidis, Klebsiella
pneumoniae et Yersinia enterocolitica), mais il est moyenne pour la souche fongique
Candida albicans 26. En concluant, les germes examinés présentent une résistance aux
déférents extraits de Thymelaea hirsuta. En d’autre terme, la comparaison des deux
especes, nous permet de déduire que les extraits de Thymelaea microphylla est plus

puissante que celui de Thymelaea hirsuta.

Les résultats montrent que les extraits de Thymelaea microphylla ont une activité
antifongique contre Candida albicans26, avec une concentration minimale inhibitrice (CMI)
de 2,08 mg/ml. Cet extrait d'acétate d'éthyle a également une activité antibactérienne
moyenne, avec des CMI de 4,16 mg/ml contre Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae
et Yersinia enterocolitica. L'extrait méthanolique a une activité antibactérienne moyenne,
avec des CMI allant de 4,16 mg/ml a 8,33 mg/ml contre les mémes bactéries. Une CMB de
valeur 16,66 mg/ml a été observée pour l'extrait d'acétate d'éthyle de Thymelaea microphylla

contre Klebsiella. pneumoniae.

Les résultats obtenus in vitro ne sont qu'un premier pas dans la recherche de
substances biologiquement actives d'origine naturelle. , il serait intéressant d’approfondir
des études sur Thymelaea hirsuta et Thymelaea microphylla. D'autres recherches seront
nécessaires pour déterminer les molécules responsables de cette activité. Outre la recherche
d'un antimicrobien, il est également essentiel de se concentrer sur 1'é¢tude de l'activité
anticancéreuse, antioxydante et anti-inflammatoire de ces deux plantes, ce qui permet de

mettre en valeur les plantes médicinales présentes dans le sud de 1'Algérie
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