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Résumé

Les extraits naturels issus des veégetaux contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. Dans ce contexte, nous avons tent¢ d’évaluer D’activité
antimicrobienne des deux extraits (acétate d’éthyle et methanol) préparés a partir des
parties aériennes de deux plantes régionales de la famille Thymelaeaceae : Thymelaea
virgata Desf et Thymelaea microphylla Coss. L’étude de l'activité antimicrobienne a été
réalisée par la méthode de diffusion sur gélose et méthode des dilutions sur milieu liquide
pour trois souches bactériennes et une seule levure .Les extraits sont doués d’une activité
antimicrobienne modérée. D’un c6té, la premiére méthode a montré que ’extrait d’acétate
d’¢éthyle de T. microphylla Coss (10,67mm) plus actif contre les souches bactériennes et les
extraits de T. virgata Desf ont I’activité antifongique importante contre candida albicans
26. D’un autre coté, les résultats de la deuxiéme méthode nous a été donné la valeur de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de T. virgata plus important (1,041 mg/ml)
contre la souche fongique et Les extraits de T.microphylla Coss ont la meilleure 1’activité
antibactérienne par rapport aux extraits de T. virgata, vue la présence de CMB (16,66
mg/ml) contre K. pneumoniae. Les deux méthodes utilisées suggeérent le méme résultat et
nous pouvons conclure que T. microphylla Coss possede une activité antibactérienne
contre les trois souches utilisés et T. virgata Desf posséde une activité antifongique conte
candida albicans 26.

Mots _clé: Thymelaea virgata Desf, Thymelaea microphylla Coss, activité
antimicrobienne, solvant organique, zones d’inhibitions, CMI, CMB.



Abstract

Natural plant extracts contain a variety of biologically active molecules. In this
context, we sought to evaluate the antimicrobial activity of two extracts (ethyl acetate and
methanol) prepared from the aerial parts of two regional plants of the Thymelaeaceae
family: Thymelaea virgata Desf and Thymelaea microphylla Coss. Antimicrobial activity
was studied using the agar diffusion method and the liquid dilution method for three
bacterial strains and a single yeast extract, showing moderate antimicrobial activity. On
one hand, the first method showed that the ethyl acetate extract of T. microphylla
(10.67mm) was more active against bacterial strains and the T. virgata extracts had
significant antifungal activity against candida albicans 26. On the other hand, the results of
the second method gave us the value of the minimum inhibitory concentration (MIC) of T.
virgata Desf more important (1.041 mg/ml) against the fungal strain and T.microphylla
Coss extracts have the best antibacterial activity compared to T. virgate Desf extracts, as a
presence the CMB (16.66 mg/ml) against K. pneumoniae . The two methods used suggest
the same result and we can conclude that T. microphylla has antibacterial activity against
the three strains used and T. virgata Desf has antifungal activity against candida albicans
26.

Key words: Thymelaea virgata Desf, Thymelaea microphylla Coss, antimicrobial activity,
organic solvent, zones of inhibition, MIC, MBC.
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Introduction générale

Introduction générale :

Depuis des siecles, les humains ont exploité les propriétés curatives des plantes
médicinales pour soigner. Cette pratique, profondément ancrée dans les traditions
populaires, continue de connaitre un regain d'intérét a I'neure actuelle. Aujourd’ huit, les
plantes médicinales occupent une place prépondérante dans le domaine des soins de santé,
constituant un recours majeur pour de nombreuses personnes (Nasri, 2016). L'efficacité de ces
derniers est due aux produits synthétisés par le métabolisme secondaire naturel qui se fait au niveau

des cellules et des tissus de ces plantes (Ababsa, 2009).

De I'Orient a I'Occident, les plantes médicinales ont toujours joué un réle crucial dans
I'histoire de la médecine. En Chine et en Inde, des traditions millénaires ont permis de
codifier et de transmettre un savoir précieux sur les propriétés curatives des plantes. Face
aux désequilibres engendrés par la vie moderne, comme le stress ou l'obésité, la
phytothérapie retrouve aujourd’hui un intérét grandissant dans les pays occidentaux. Elle
n'est plus uniquement percue comme un remede aux maladies, mais comme un outil de
prévention a intégrer au quotidien (Seba, 2012). L'Algérie possede une gamme diversifiée de
belles espéces florales, grace a ses zones climatiques variées, qui s'étendent de la cote
méditerranéenne au désert du Sahara, Parmi les plantes médicinales d'Algérie, Thymelaea
une espece endémique, se distingue par ses vertus curatives traditionnellement utilisées

dans le sud du pays. (Sakhraoui et al.2020)

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques ont
conduit les chercheurs a espérent identifier des composés naturels capables de lutter contre
les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques, responsables de maladies graves et
potentiellement mortelles, De nombreuses études ont mis en évidence la présence de
substances biologiquement actives ayant des activités antimicrobiennes, et cela a été réalisé
grace a des textes in vitro. Il existe deux techniques principales : La dilution en milieu
liquide est la technique la plus couramment recommandée pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales
bactericide/fongicide (CMB/CMF) des micro-organismes et La technique de diffusion en
milieu gélosé, qui consiste a placer des disques imprégnés de substances testées sur une

culture bactérienne, a connu une évolution notable au fil du temps (ZAHIR et al. 2018)

De ce fait, I’objectif de cette étude est d’évaluer l'activité antimicrobienne des parties
aérienne de deux espéces, Thymelaea virgata Desf et Thymelaea microphylla Coss, en

utilisant deux solvants de polarité croissante. Elle vise également a déterminer la

1



Introduction générale

concentration minimale inhibitrice CMI, pour développer de nouveaux antibiotiques
naturels qui ne présentent aucun effet nefaste sur la santé humaine par rapport a leurs

homologues synthétiques.

Notre travail a été réalisé en trois parties :

+ La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique, Nous avons
entameé cette partie par une enquéte ethnobotanique, en vue d'évaluer l'intérét et
l'usage des plantes médicinales et les deux plantes étudier. Des généralités, sur les

métabolites secondaires et sur les activités antimicrobiennes et antifongiques.
Dans cette partie, il y a trois chapitres :

e Chapitre 1 : Etude botanique.

e Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

e Chapitre 3 : Activités biologiques

+ La deuxieme partie : étude expérimental illustre le matériel et les méthodes utilisés
dans les différentes étapes de notre travail et les résulta et la discutions de étude de

I’activité antimicrobienne contre les souches utilisés.
Dans cette partie, il y a deux chapitres :

e Chapitre 1 : Matériel et méthode.

e Chapitre 2 : Résultats et discutions.

+ Enfin, notre manuscrit est ponctué d’une conclusion générale.
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Synthese bibliographique

I. Généralité sur les plantes médicinales
1.1 Plantes médicinales

La médecine traditionnelle englobe un ensemble de connaissances et de pratiques,
fondées ou non sur des explications scientifiques, qui sont utilisées pour diagnostiquer,

prévenir ou traiter les maladies physiques. (Sofowora, 2010)

Pour préserver la santé, certaines plantes possedent des propriétés curatives ces
propriétés sont dues a la présence de substances actives qui sont utilisées dans la médecine

traditionnelle.

Selon la Xéme édition de la Pharmacopée francaise les plantes médicinales sont des
drogues végétales et L’OMS a recommandé d'utiliser 1'expression « drogue végétale » pour
désigner une partie de plante médicinale utilisée a des fins thérapeutiques. Un tel produit
possédant une structure cellulaire est appelé en pharmacie une (drogue organisée), Les
drogues végétales définies avec précision par la dénomination scientifique universelle
selon le systéme binomial (genre, espéce, variété, auteur). (Ouedraogo et al , 2021) (Casanova,
1993)

1.1.1 Phytothérapie
D'origine grecque, le mot "phytothérapie™ combine les termes "phyton” (plante) et

"therapeia" (traitement). Cette pratique ancestrale vise a prévenir et soulager divers
troubles et maladies gréace aux vertus des plantes.(Colmant, 2010)

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition et la nature de
substances actives des plantes entiére ; partout dans le monde, des milliers de plantes aux
propriétés curatives sont utilisées. Leur champ d'action est large et leur puissance diverse.
La plupart d'entre elles ont des effets spécifiques sur différentes parties du corps et sont

reconnues pour leur efficacite dans le traitement de divers troubles. (La rousse, 2001)

« La maitrise d’usage des plantes médicinales requiert une connaissance
approfondie, acquise par I'expérience et la familiarisation progressive avec leurs

propriétés. (figure 01)
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Figure 01: Pour bien utiliser les plantes médicinales, des compétences pluridisciplinaires
sont nécessaires

(Laurant, 2016)

1.1.2 Domaines d’utilisation des plantes médicinales
Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles pour traiter un large éventail de

maladies et d’affections. Leur utilisation continue d’étre répandue dans de nombreuses
cultures du monde entier, et des recherches sont en cours pour explorer leurs avantages

potentiels et leurs mécanismes d’action des principes actifs. (Chama, 2017)

Tableau 01: les domaines d’utilisation des plantes médicinales

e Les soins de santé primaires jouent (organization, 2002)
un role crucial dans les systemes de
Médecine santt de nombreux pays en
traditionnelle développement.
e Des recherches ethnobotaniques ont (g| hilah et al., 2015)
révélé I'utilisation des végétaux pour
traiter les infections microbiennes et
chroniques
e Valorisation des plantes pour la (Etienneetal., 2021)
production des compléments
alimentaires
e Découverte et production des
substances actives pour fabriquer des
nouveaux médicaments
e les huiles essentielles et les extraits (Hicham, 2001)
de plantes utilisent dans parfums ;
soins de la peau ; produits capillaires
e Traitement de I'acné

Industrie

pharmaceutique (Chaachouay et al., 2024)

Produit
cosmétiques
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(Berthé, 2021)

e Conservateurs des aliments naturels = (Nieto, 2020)
e Aliments et boissons fonctionnels

i i aux bienfaits pour la santé
alimentaire (Contreras-Lépez et al, 2021)

Industrie

e Améliorer les caractéristiques (Licataetal,2022)
sensorielles des aliments
Traitements vétérinaires pour le
bétail et les animaux de (Romeroetal, 2022)
compagne

e Phytoremédiation ; utilisation des (Moceketal., 2023)
plantes contre les contaminations du
sol et I’eau
Bioremidation;  utilisation  des
plantes pour éliminer la pollution

Agriculture et
meédecines
vétérinaire

Protection de
I’environnement

1.2 Substances bioactives (Métabolites secondaires)
Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux

Métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides, Ces composés
different selon les especes de plantes, Bien que leurs fonctions ne soient pas entierement
comprises, il est évident qu'ils jouent un réle crucial dans les interactions entre les plantes
et les organismes vivants qui les entourent. Ces métabolites secondaires sont probablement

.essentiels a la coévolution des plantes avec les organismes vivants. (Krief, 2003)

Les métabolites secondaires sont classés en trois catégories principales variés
(alcaloides, terpenes, composés phénoliques) qui sont trés inégalement répartis chez les
végétaux mais don ’t le niveau d'accumulation peut quelque fois atteindre des valeurs

élevées. (Macheix et al., 2005)

1.2.1 Composés phénoliques
Sont des métabolites secondaires produits dans l'acide shikimique des plantes et le

pentose phosphate par métabolisation des phénylpropanoide. Constitués d’au moins un
noyau aromatique de type benzéne, possedant un ou plusieurs groupements hydroxyles, et
vont des molécules phénoliques simples aux composés hautement polymérisés. (Lin et al,
2016)
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Ces composés regroupe plusieurs classifications : anthocyanes, coumarines,
lignanes, flavonoides, tanins, quinones, acides phénoliques, xanthones, ou les flavonoides

représentent le groupe le plus courant et le plus répandu (Figue 02)
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Figure 02: Différentes classes des composés phénoliques.

1.2.2 Alcaloides
Les alcaloides sont des composés naturels et organiques dérivés principalement des

plantes, contenant au moins un atome d'azote dans leur structure chimique et présentant
divers degrés de caractere basique. Depuis la découverte du premier alcaloide, la
morphine, extrait de l'opium en 1806, ces substances ont été étudiées pour leurs propriétés
pharmacologiques et leur importance biologique. (Muniz, 2006)

e Les pseudo-alcaloides, qui présentent les caracteristiques des alcaloides vrais mais
ne sont pas des dérivés d'acides aminés.

e Les alcaloides vrais, qui sont dérivés de la biosynthése d'acides aminés et
présentent au moins un hétérocycle contenant de 1’azote.

e Les proto-alcaloides, qui dérivent également d'acides aminés mais dont I'azote n'est

pas inclus dans le systéme hétérocyclique. (Bony, 2013)
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1.2.3 Terpenoides

Les terpénes, également connus sous le nom d’isoprénoides (figure03), constituent le
groupe le plus important et le plus diversifié de composés naturels, présents principalement
dans les plantes, mais également chez les animaux. lls sont responsables du parfum, du

godt et du pigment des plantes. (cox-georgian et al. 2019)

CH,
/ s i

Figure 03: Structure d’isopréne
1.3 Apercu des plantes étudiées

1.3.1 Systématique des plantes étudiée
a)-Présentation de la famille Thymelaeaceae : (GHANEM, 2015)

* Regne: Plantae

«» Embranchement : Spermatophyta

»  Sous-embranchement :  Angiospermae
» Classe : Eudicotyledonae

% Sous-classe : Rosidae

Eurosidae 11

X/
X4

L)

Ordre: Malvales
Famille : Thymelaeacea

X/
X4

L)

+» Genre : Thymelaea

b)-Systématique des deux especes étudiées : (Royal, 2002)
{‘:o Famille : Thymelaeaceae \

s Sous-famille : Thymelaeoideae

R

% Genre : Thymelaea
% Espece | : T. microphylla Coss

\ < Espece Il : T. virgata Desf /

Source : https://algerianativeplants.net/html/plante-algerie-inventaire.php?char=T &page=2
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c) — Nomenclature des espéces étudiées

Nom arabe : Methnina, terzazi

Nom latin : Thymelaea virgata (Desf.) Nom latin : Thymelaea microphylla Coss.

Nom vernaculaire : Passerina virgata Desf Nom vernaculaire : Passerina

microphylla Coss. & Durieu

Nom arabe : Metenane abiadh

1.3.2 Descriptions botaniques des espéces étudiées

+ Caractéristiques générales des Thymelaeaceae (Heywood, 1996).

(

7
X4

D)

X/
X4

L)

7
X4

D)

X/
X4

L)

7
X4

D)

(

\

Port : peuvent étre des arbres, des arbustes ou des plantes herbacées.
Feuilles : simples, alterne

Fleurs : généralement petites réguliere, bisexuelle, pieces florale 4ou 5
Fruits : des drupes, des baies ou des capsules.

Graines : possédant ou peu ou pas d’albumen

J

+ Thymelaea virgata Desf
C'est un sous-arbrisseau vivace (en latin, virgata veut dire en forme de verge, de

baguette) .Noms communs : Thymelaea a fines branches, Thymelaea élancé, Thymelaea a

tiges élancées, Thymelaea a feuilles élancées. (Figure 04)

v

A\

Caractéristiques morphologiques :

Port : Arbuste a feuilles caduques, atteignant généralement 1 a 2 metres de haut.
Tiges : Minces, dressées et ramifiées, souvent de couleur brun rougeatre.

Feuilles : petites feuilles sessiles alternes, simples et linéaires-lancéolées, d'une
longueur de 2 a 5 cm et d'une largeur de 2 a 5 mm. Les feuilles sont glabres
(glabres) et ont une texture lisse. Les bords sont entiers (lisses) et le sommet est
aigu (pointu). Les feuilles sont souvent décrites comme glauques, ce qui signifie
gu'elles ont une couche cireuse vert bleuéatre.

Fleurs : petites, bisexuées et disposées en grappes terminales ou axillaires. Les
fleurs sont de couleur jaune a jaune verdatre et ont une forme tubulaire a quatre
lobes. Le calice est poilu et les pétales sont absents. Les fleurs fleurissent de mars a

mai.
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» Fruits : petites capsules seches et indéhiscentes (ne s'ouvrant pas), contenant une
seule graine. Les fruits sont de forme ovoide et mesurent environ 3 a 4 mm de
longueur.

» Habitat : Thymelaea virgata se trouve dans les habitats secs, rocheux et calcaires,
notamment les prairies, les garrigues et les foréts ouvertes. Il est originaire de la
région méditerranéenne et peut étre trouvé dans des pays comme I'Espagne, la

France, I'ltalie, la Grece et la Turquie.

Figure 04: Photographie illustrant I’espéce Thymelaea virgata Desf

Source : https://www.atlasbota.com/wp-content/uploads/2021/06/passerine.

passerine (1).pdf

=+ Thymelaea microphylla Coss

v’ Caractéristiques morphologiques :

Port : Arbuste buissonnant pouvant atteindre 1 a 2 métres de hauteur.

Feuilles : Petites, de 5 a 10 mm de long, ovales a elliptiques, coriaces, vert foncé,
glabres et disposees de maniére alterne sur les rameaux.

» Fleurs : Petites, blanc-jaunatres, Cette espéce présente deux types de fleurs
(monoique) : des fleurs males et des fleurs femelles. Ces fleurs sont regroupées en
glomérules, les fleurs males étant plus grandes (4 a 6 mm) et possédant un calice
cylindrique, tandis que les fleurs femelles sont plus petites (3 a 4 mm).

> Fruits : Petits, secs, ovoides, de 2 a 3 mm de diametre, de couleur brun foncé a
maturité. (Figure 05)


https://www.atlasbota.com/wp-content/uploads/2021/06/passerine
../Downloads/passerine%20(1).pdf
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Particularités :
Thymelaea microphylla est une plante a croissance lente.

Elle est résistante a la sécheresse et aux sols pauvres.

vV V VY V

Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés anti-inflammatoires

et antiseptiques.

» Elle est également utilisée comme plante ornementale.

Habitat :

Régions mediterranéennes, notamment en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en Libye. Cette
plante endémique d'Afrique du Nord est particulierement répandue dans les Hauts-plateaux

et les déserts d'Algérie. (GHANEM, H. 2015)

Figure05: Photographie illustrant I’espéce Thymelaea microphylla Coss.

Source :
https://africanplantdatabase.ch/en
https://atlassahara.org/Thymelaeaceae/Thymelaea%20microphylla/Thymelaea%20microphylla.html?cat=Thymelaeaceae
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1.3.3 Propriété thérapeutique du genre Thymelaea
Tableau 02: Effet thérapeutique des especes du genre Thymelaea

-Activité anti oxydante (Kerbab et al. 2015)
-Activité antimicrobienne (Kadi et al, 2017)
-Activité antifongique (Dohou et al. 2004)
-Activité antiseptique (Mohammedi, 2013)

1.3.4 Distribution géographique de la famille Thymelaeaceae

La distribution des Thymelaeaceae est majoritairement concentrée dans les zones
tropicales et tempérées, avec une absence notable dans les régions aux climats les plus

froids. (Borris et al, 1988) (Figure 06)

Figure 06: La Distribution botanique des Thymelaeaceae

(Heywood, 1996)
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1.4 Travaux réalisés sur le genre Thymelaea
Tableau 03: Quelques travaux réalisés sur le genre Thymelaea

La famille Thymelaeaceae a plusieurs espéces, et lors de la recherche, nous avons obtenu

certaines de ces recherches qui ont été menées sur ce sujet :

Travail Réalisé

Références

Valorisation du Thymelaea hirsuta de la région de Tiaret: étude de
I’activité antibactérienne et du rendement en huile essentielle

(Mekadim et al., 2023)

Etude phytochimique et activités biologiques de deux plantes
médicinales sahariennes Artemisia judaica L subsp. sahariensis et
Thymelaea microphylla Coss. &Dur

(Hanane, 2023)

Antioxidant and Anti-inflammatory Properties of Algerian Thymelaea
microphylla Coss. and Dur. Extracts

(Dehimi et al., 2016)

Chemical composition and antioxidant activity of a polar extract
of Thymelaea microphylla Coss. et Dur

(Kerbab et al., 2015)

Study of biological activities of extracts from Thymelaea microphylla
Coss. and Dur

(Dehimi, 2018)

Tori in species of Diarthron, Stellera and Thymelaea (Thymelaeaceae)

(Dute, 2011)

Origin and diversification of Thymelaea (Thymelaeaceae): inferences
from a phylogenetic study based on ITS (rDNA) sequences

(Galicia-Herbada, 2006)

Taxonomy of the genus Passerina (Thymelaeaceae)

(Bredenkamp, et al.,

(2003).

Anti-tumoral Effect of Thymelaea hirsuta L. Extracts in Colorectal
Cancer Cells

(Toumi et al., 2023)

New Antiproliferative Triflavanone from Thymelaea hirsuta-Isolation,
Structure Elucidation and Molecular Docking Studies

(Elhady et al., (2021)

Etude de quelques propriétés des extraits de Thymelaea microphylla
Coss. et Dur

(Dehimi, 2011).

Screening phytochimique d'une endémique iberomarocaine, Thymelaea
lythroides. Bulletin-Société de Pharmacie de Bordeaux,

(Dohou, 2003)

Effet antibactérien des extraits de Thymelaea hirsuta L.

(Kadi et al., 2017)
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1.5 Activités antimicrobiennes
Les plantes aromatiques et médicinales sont reconnues pour la production de molécules

bioactives qui interagissent avec d'autres organismes dans leur environnement, ce qui
entraine une inhibition de la croissance des bactéries ou des champignons. (Sengul et al.,
2009)

Le mode d'action des activités antimicrobiennes fait référence aux mécanismes par
lesquels les agents antimicrobiens agissent pour tuer ou inhiber la croissance des micro-
organismes tels que les bactéries, les virus, les champignons et les parasites.il existes des
nombreuses modes d’action  peuvent inclure la perturbation de la paroi cellulaire,
I'inhibition de la synthese des protéines ou de I'ADN, ou encore la perturbation de la

membrane cellulaire. (Baron, 1996).

1.5.1 Activités antibactérienne
Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes

ou de synthése chimique capable d'inhiber la multiplication ou détruire les

microorganismes.

Les infections bactériennes, un fléau aux multiples visages, menacent la santé
publique. Causées par une diversité de micro-organismes, ces infections constituent la
source de maladies parmi les plus meurtrieres et d'épidémies dévastatrices. Bien que la
découverte des antibiotiques ait révolutionné la lutte contre ces infections, leur utilisation
excessive et inadéquate a engendré un phénomeéne inquiétant : I'émergence de bactéries

résistantes aux traitements.

La lutte contre les infections bactériennes se heurte a un défi croissant : la résistance
croissante des bactéries aux antibiotiques, qui s'est transformée en une crise sanitaire

mondiale de grande ampleur expliqué. (Figure 07) (ABDALLAH et al., 2019)
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Figure 07: Nombre d'antibiotiques approuvés au cours des 30 dernieres années

(Formosa, C. 2014)

1.5.2 Activités antifongique

Les champignons pathogenes causent des infections généralisées et représentent un
défi majeur de santé publique mondiale, affectant environ 2 millions de personnes chaque
année. Les hopitaux disposent d'un arsenal limité de médicaments antifongiques,
comprenant quatre classes de molécules : les polyanes et les échinocandines qui ciblent
respectivement la membrane cellulaire et la paroi des champignons, les azotés qui inhibent

la synthese de l'ergostérol, équivalent du cholestérol chez les cellules animales, et la

flucytosine qui interfere avec la synthese des acides nucléiques. (Petosa et al., 2018)

Les plantes médicinales sont une source abondante de composés organiques a faible

poids moléculaire, notamment les métabolites primaires et secondaires, qui peuvent étre

utilisés dans la formulation de nouveaux agents antifongiques. (Cannas et al, 2014)
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La partie expérimentale a été réalisee au niveau du laboratoire des sciences

fondamentales de I’Universit¢é Ammar Telidji de Laghouat.

Ce travail a pour but d’étudier I’activité antimicrobienne des deux extraits acétate éthyle
et méthanol, obtenus des deux especes du genre Thymelaea (T. virgata Desf et T.
microphylla Coss), et ce dans le but trouver de nouveaux antibiotiques naturels avec moins

d’effets nocifs sur I’homme par rapport a leurs homologues synthétiques.

11.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétale
Ce travail se concentre sur I'étude des parties aériennes de deux especes de

Thymelaea, une plante peu explorée, découverte aprés une étude approfondie de la
littérature. Les deux especes étudiés T. virgata Desf et T.microphylla Cross, sont des
plantes médicinales locales et I'objectif de ce choix est de bien contribuer dans leur

connaissance.

Notre choix s'est porté sur une plante peu étudiée, identifiée aprés une revue
bibliographique minutieuse. Ce choix vise a combler les lacunes actuelles dans la
connaissance de cette espéce végétale.

11.1.1.1 Récolte des espéces étudiées
La préparation des plantes médicinales avant utilisation est essentielle pour garantir

leur efficacité et garder leurs métabolites actives, Cette préparation implique plusieurs

étapes : Identification ; la récolte ; séchage ; broyage ; conservation etc.

Tableau 04: Régions et année de récolte des especes étudiées

Espéces Région L’année de récolte
Thymelaea virgata Desf Tiaret 2023
Thymelaea microphylla Laghouat 2023

Coss
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11.1.2 Matériels biologique (Les Souches etudiées)

11.1.2.1 Description des microorganismes étudiés
¢ Klebsiella pneumonia

Appartient a la famille des Enterobacteriaceae et est décrite comme une bactérie a
Gram négatif, encapsulée et non mobile, La pneumonie a Klebsiella est une infection grave
et, méme avec un traitement adéquat, les taux de mortalité restent éleves. (Ashurst et al.,
2023), Une souche pathogene, se trouve dans la bouche, la peau et les intestins, ainsi qu'en

milieu hospitalier. Elle affecte principalement les personnes immunodéprimées. (Licata et
al., 2014)

++ Yersinia enterocolitica

Est une bactérie de type coccobacilles, en forme de bacille a Gram négatif, Sa taille
varie de 1 a 3 um de longueur et de 0,5 a 0,8 um de diamétre. (Blaylock et al., 2006), qui
provoque une maladie zoonotique appelée yersiniose, le Yersinia sont classées en fonction

de leurs caractéristiques biochimiques. (Aziz et al., 2023)

++ Salmonella enteritidis

Les salmonelles sont un groupe de bactéries a Gram negatif appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae. La taxonomie actuelle divise le genre Salmonella en 2 especes
(Salmonella enterica et Salmonella bongori), 1l provoque un certain nombre d'infections
cliniques telles que la gastro-entérite, la fievre entérique, la bactériémie et I'état de porteur

chronique. (Ajmera et al., 2023)

« Candida albicans

Candida albicans est un champignon unicellulaire, commensale de I’Homme, qui est aussi
un pathogene opportuniste. Cette levure peut provoquer des infections superficielles des
muqueuses ainsi que des infections systémiques graves, connues sous le nom de
candidoses invasives, chez les individus immunodéficients. (Kukhaleishvili, 2020). Apparait

sous plusieurs formes morphologiques (blastospores, pseudohyphes et hyphes).

(Talapko, 2021)
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11.1.2.2 Source des souches microbiennes étudiées
Les souches microbiennes ont été obtenues de référence provenant de I'American Type

Culture Collection (ATCC), appartenant a différentes familles et catégories tel qu'indiqué
dans un tableau. Ces souches ont été collectées au laboratoire de microbiologie de

I'université de Tlemcen et laboratoire vétérinaire de Laghouat.

Tableau 05: Référence aux souches microbiennes étudiées

Type de souche Nom scientifique Réference Souche cultivée

e
<. prca ~Snig

CLs ok e Ras

Klebsiella pneumoniae | ATCC 70603

F-ouavaas b

Bactéries Yersinia enterocolitica | ATCC 9610

(Gram -)

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Levure Candida albicans 26 ATCC 26790

11.2 Méthode
Notre travail expérimental basé sur utilisation du deux méthodes principales :

A) Méthode de diffusion sur gélose
B) Méthode de micro dilution

11.2.1 Méthode d’extraction
L'extraction est un processus complexe qui vise a isoler les composés bioactifs

responsables des propriétés thérapeutiques. Cette méthode est cruciale pour la production
de médicaments de compléments alimentaires et de produits cosmétiques a partir des
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plantes, Les extraits étudiés dans ce travail ont été obtenus a l'aide d’extraction par soxhlet,

et par des solvants organiques de polarités distinctes. ( Figure08)

Tableau 06: Solvants utilisés pour 1’extraction

Solvant Polarité Miscibilité
Méthanol Polaire Eau, solvants polaires
Acétate d’éthyle Moyennement polaire Eau, solvants polaires, certains solvants apolaires

Matériel vegétale

Préparation : séchage ;
conservation puits le broyage

!

Délipidation par hexane

}

Extrait Acétate
d’éthyle

I

Extrait
méthanolique

Figure 08: schéma représente les étapes d’extraction

11.2.2 Etudes de Pactivité antimicrobienne

= Stérilisation du matériel :
Pour la preparation des solutions bactériennes, tout le matériel a subi une stérilisation
(figure 09) rigoureuse en deux étapes distinctes :

- Dans un premier temps, les tubes a essai ont été stérilisés a sec dans un four pasteur.
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Figure 9: Stérilisation du matériel par un four pasteur

-Ensuite, les disques de papier Wh atman et la gélose nutritive ont été stérilisés a
l'autoclave a une température de 121°C pendant 15 minutes.

» Préparation de milieu de culture :
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu : Muller-Hinton et

Sabouraud, il faut faire bouillir la gélose dans I'eau distillée jusqu’a dissolution totale par
agitateur magnétique chauffant. Puis une stérilisation a 1’autoclave est nécessaire avant
utilisation. Enfin le milieu est coulé dans les boites de pétri et laissé pour refroidir.

(Figurel0) (Annexe 02)

Figure 10: Méthode de préparation de milieu de culture

» Préparation et dépot des disques :

Dans cette méthode, on utilise 3 disques circulaires de papier filtre d'environ 6 mm de
diametre pour créer une zone d'inhibition facilement mesurable, les disques sont déposés

délicatement sur la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile. (Figurell)
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Figure 11: Préparation et depdt des disques de papier en milieu solide.

- La préparation des contrdles positive et négative : Nous utilisent le DMSO et de
ATB et des ATF.
» Revivification des souches conservees :

Des souches microbiennes ont été extraites d'un milieu de conservation et déposées
sur des boites de Pétri contenant un gel nutritif (gélose). Ces boites ont ensuite été incubées
pendant 18 heures a 37°C afin de favoriser la croissance des bactéries et d'obtenir de jeunes
cultures. A partir de ces cultures jeunes, quelques colonies ont été prélevées et diluées dans
de I'eau salée stérile (eau physiologique), pour obtenir une densité optique (mesure de la
lumiére absorbée) comprise entre 0,08 et 0,1, a une longueur d'onde de 625 nanometres.
Cette dilution correspond a une concentration approximative de 10”8 cellules bactériennes
par unités formant colonies (UFC) /millilitre.

-Ensemencement en tapie des boit :

Ensemencer les suspensions bactériennes a été étalées a la surface de la gélose M.H a

I’aide de 1’écouvillon ou inoculent dans les 4 bores

» Préparation des dilutions des extraits de la plante :

0,1g de chaque extrait est ajouté dans un tube a essai contenant 3ml de DMSO. On
obtient une solution mére de concentration (0.033 g/ml), puis 1000ul est prélevé de la
solution meére et ajouté a un tube a essai contenant 1000 ul de DMSO pour obtenir une
dilution (0,0165 g/ml). Une troisieme dilution est préparée par 1’ajout de 500 pl de la
solution mere un autre tube contenant 2000 pl de DMSO. (Figure 12)
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-

C=0,033 g/ ml

500 ul
Extrait

DMSO | -
‘ - 1000 ul ~ 2000 ul
|
\

L -

(Cllz =0,0165g/ mD (C1/5= 0,0066 g / ml)

Figure 12: Préparation des dilutions des extraits

11.2.2.1 Technique de diffusion en milieu solide

La méthode de diffusion a partir de disques de papier, qui permet la mise en évidence

de l'activité antimicrobienne des divers extraits bruts et vérifier leurs capacités a inhiber

I'action des micro-organismes sur surface de gélose. (Yakhlef, 2011)

Le principe de cette méthode repose sur un disque de papier imprégné de I'extrait brut

ou d’antibiotique. Pour étudier son activité, le disque est ensuite placé directement sur la

surface de la gélose, la zone d'inhibition est alors observée autour du disque. Les limites de

la zone d'inhibition sont détectées a 1'ceil nu. (BENLAHRACH, R 2022) (Figure13)

Boite de pétri

Zone d’inhibition : absence de bactéries

Diffusion de l'antibiotique dans
le milieu de culture

Disque imbibé d'antibiotique

Développement bactérien sur la gélose

Figure 13: Principe de la méthode de diffusion d’antibiotique sur milieu solide
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< Etapes d’application de la méthode de diffusion sur milieu solide

Etape 01 : Les milieux de culture solides (Mueller Hinton\ Sabouraud) est coulée dans des boites
de pétri 90 mm de diamétre, a l'intérieur de la zone stérile proche du le bec bunsen.

Les boites coulées doivent étre étiqueté (le type de milieu de croissance, la date

d’ensemencement, la souche, le plante, la concentration de 1’extrait)

Etape 02 : Préparation d'eau physiologique contenant un échantillon de la souche réactivée dans
des cultures jeunes incubées de 18 h & 24 heures & 37°C, L’ensemencement des souches ajustées a
été réalisé en surface du milieu approprié (MH pour les bactéries et SB pour la levure) par des

écouvillons stériles

Etape 03 : Des disques de 5 mm de diamétre en papier Whatman n°3 stérilisé ont été déposés a
l'aide d'une pince stérile sur la surface de la gélose ensemencée ,10UL de chaque concentration

sont prélevés 3 fois dans un seul boite de pétri, Le processus est répété pour chaque extrait

Etape 04 : Laissez les boites de Pétri fermées pendant un certain temps sans les déplacer afin de

permettre une bonne diffusion.

Etape 05 : Dans les boites de Pétri séparées de celles contenant I'extrait, des disques imprégnés de
DMSO sont utilisés comme contréle négatif pour toutes les colonies, tandis que des disques

d'antibiotiques ou d'antifongiques sont utilisés comme contréle positif. (Figure14)

Coulage des boites de petrie/‘:]\
N y  [LMH]
Refroidissement et ’
gélification des milieux puis —
ensemencement le bactéria ___—_ —
en surface //’ 7-‘:\‘\\ /’/I‘:'“ <;L
/ A /f PR | AN Apparition
‘{ | [ [ :'. ‘4“;__\_‘\___ d’une zone
l\ .fii] ; I ‘\ - ." L= j,‘ I\I circulaire
‘\\ / \\ (~@) 7—’ transparente
\-‘:;:;-_;._,_,_7_,_,__:;:‘5 \\‘ . o ‘,,I// (Zone d’inhibition)
Boite de pétrie couler ————
Dépot des disques Dépot des disques dDepéttdeS.tdlsq,ue,i 1mpf1egnes ?
N ; ” > > es extraits végétaux de
imprégnés de DMSO d’ATB ou d’ATF s g .
différentes concentration
) == @
7 \ O
L= - @
Control (-) Control (+)

Figure 14: Méthode de diffusion sur disque de papier en milieu de culture
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11.2.2.2 Technique de micro dilution en milieu liquide
La méthode de micro dilution en milieu liquide est une technique microbiologique

utilisée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration
minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale fongicide (CMF) d'un
antimicrobien vis-a-vis d'un micro-organisme. Elle repose sur le principe de la dilution en
série d'un antimicrobien dans un milieu de culture liquide ensemencé avec le micro-

organisme a tester.

Cette La méthode été réalisée dans des microplaques en plastique, stérile a 96 puits a

fond rond. Les puits sont alignés en 8 lignes (A a H) et 12 colonnes (1 a 12).
< Etapes de la méthode :

Nous avons préalablement préparé des extraits bruts des deux plantes étudiées en
dissolvant les extraits dans une solution pure de DMSO, la concentration obtenue est
0.033 g/ml.

1) La dilution des extraits sur microplaque

e 100pL de milieu de culture liquide approprié (MH pour les bactéries et SB pour les

levures) est introduit dans tous les puits.

e 100ul d’extraits (Co =0.033 g/ml) est ajouté dans la colonne 1 puis dilués en série
de la colonne 1 a 6, tous les puits doivent contenir 100ul de I'extrait dilué avec un

milieu de culture liquide.
2) La dilution des antibiotique et antifongique :

Les puits de la colonne 7 a la colonne 12 sont conserves pour le controle positif, ou les
puits de la colonne 7 de A a C et de E a G contiennent (100 pl de milieu MH + 100 pl
d'antibiotique) pour les souches bactériennes. Tandis que Les puits de colonne 7 D et H
contiennent (100 pL de milieu SB + 100 pL d'antifongique) pour la souche fongique, Puis

diluée en série jusqu’aux puits de la colonne 12.
3) Préparation de I’inoculum bactérien :

e Un inoculum standardisé a été préparé, 50 Ul d’une suspension microbienne d’une
concentration de 1078 cellules/ml est ajoutée dans tous les puits chargés

préalablement.
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e Chaque ligne contenait les différentes dilutions d’un extrait avec une seule souche

microbienne.
4) Incubation :

e Les microplaques sont incubés e a 37°C pendant 24 heure.

e Apres une période d'incubation de 24 h, 40 pl de solution d'indicateur de
croissance microbienne (INT a 0,2 mg/ml) est ajouté a chaque puits.
(LINT sert de révélateur pour la viabilité des cellules microbiennes)

e Aprés une période d'incubation de 15 minutes, un changement de couleur est
observé dans les puits. L’apparition d’une couleur violette indique la présence

d’une croissance microbienne.
5) Lecture des résultats :

e La concentration minimale inhibitrice CMI correspond a la concentration du puits
incolore (transparent) situe juste avant le premier puits coloré. Nous avons ensuite
procédé a la détermination de la concentration minimale bactéricide en transférant
les puits sans croissance visible a 1'ceil nu en les inoculant a la micropipette. Apres
24 h d’incubation a 37°C, les plaques sans croissance microbienne correspondent

aux concentrations d’extraits représentatifs de CMB
6) Interprétation des résultats :

En résumé, la méthode de micro dilution en milieu liquide est une technique
microbiologique importante utilisée pour déterminer la sensibilité des micro-organismes
aux antimicrobiens. Elle fournit des informations précieuses pour le choix de

I'antimicrobien approprié et la détermination de la dose efficace. (Figure15)
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100ul Extrait co

100 ul antibiotique
Control (+)

100ul 100ul
Dilutions de I’extrait "‘"‘ Dilutions de I’ATB  1¢%¢ o
o Dhonade o LD | Rimgmeagrame K y
1 2 4 10 11 12
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la suspension
microbienne
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i
/
100ul de MH |
)
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A et E : Yersinia enterocolitica
B et F : Klebsiella pneumoniae
C et G: Salmonella enteritidis
D et H: Candida albicans 26
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100ul
jete
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Figure 15: La Méthode de micro dilution en milieu liquide
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111 .1 Résultat et discutions de I’activité antimicrobienne

La résistance aux antimicrobiens constitue un probléeme majeur de santé humaine et
animale, nécessitant des méthodes de test efficaces pour déterminer la sensibilité des bactéries
aux agents antimicrobiens. Les tests in vitro de sensibilité aux antimicrobiens (TSA) jouent un
role crucial dans la sélection des traitements empiriques appropriés, la surveillance de la

résistance et I'élaboration de stratégies d'utilisation des antimicrobiens. ( Dehaumont, 2004).

Notre étude s'inscrit dans une démarche scientifique rigoureuse pour évaluer l'activité
antimicrobienne des extraits de deux especes Thymelaea virgata Desf et Thymelaea
microphylla Coss. La combinaison de la méthode de diffusion sur gélose et la méthode de la
détermination de la CMI offre une analyse complete et nuancée de I'efficacité des extraits de

ces plantes contre les souches microbiennes ciblées.

111.1.1 A partir de la méthode de diffusion sur gélose
» Control négative

La solubilisation des extraits de plantes testées par le DMSO est un outil essentiel, car il
présente une activité antimicrobienne limitée et son utilisation en tant que contrdle négatif
assure que les résultats observés sont attribuables a I'activité antimicrobienne des extraits
testés plutdt qu'a d'autres facteurs (Prasetya, 2019). Les résultats obtenus montrent que le
DMSO n’a aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes. (Diamétre 5mm)

(Figurel6)

Candida albicans 26 Salmonella enteritidis

Figure 16: Effet de DMSO sur quelques souches étudiées.
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» Control positive

Le contrdle positif joue un réle crucial. Il s'agit d'un échantillon de micro-organismes

connus pour étre sensibles a l'antibiotique testé. En comparant les résultats du test avec le

contrble positif, les chercheurs peuvent s'assurer que les micro-organismes testés sont

effectivement sensibles a I'antibiotique et que le test est fiable.

Voici un résumé des diametres optimaux des zones d'inhibition pour la méthode de

diffusion sur gélose avec des disques, baseé sur les directives de 'EUCAST (European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) :

Tableau 07 : Diameétres des zones d'inhibition pour la méthode de diffusion sur gélose avec

des disques

Antibiotique

Diametre de la zone d'inhibition (mm)

FOX (Céfoxitine)

Souches sensibles : > 22 mm
Souches a sensibilité intermédiaire : 17 a 21 mm

Souches résistantes : < 16 mm

CIP
(Ciprofloxacine)

Souches sensibles : > 21 mm
Souches a sensibilité intermédiaire : 16 a 20 mm

Souches résistantes : < 15 mm

IPM (Imipénéme)

Souches sensibles : > 19 mm

Souches a sensibilité intermédiaire : 16 a 18 mm Souches résistantes : <
15 mm

29




Résultat et discussions

Tableau 8: Les résultats dans tableau indiquent que les souches microbiennes testées ont
montré diverses sensibilités aux antibiotiques et antifongiques standards utilisés.

Les Souches microbiennes

Les Diamétres (mm)
des antibiotiques

Les résultats

Bactéries FOX CIP IMP
Klebsiella pneumonia 17 34 12
Yersinia enterocolitica 22 31 26
Salmonella enteritidis 30 36 20

Levure

Les diamétres (mm)
des antifongiques

Candida Albicans 26

14mm

Les résultats
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a) Activite des extraits testes :

“ Les résultats de I’étude de I’activité antimicrobienne des extraites de la plante

Thymelaea virgata sont présentés dans le (tableau 09) et (figure 17)

Tableau 09: Diametre des zones d’inhibitions des extraits de Thymelaea virgata vis-a-vis des

souches étudiées

Extraits Méthanol
Souches Co Cuz Cus
Klebsiella pneumonia 10+00 8+20 7,33+0,57
Yersinia enterocolitica 9+10 8+10 6,33+0,57
Salmonella enteritidis 8,67+1,15 7,67+1,2 7,33+0,47
Candida albicans 26 10+00 9,6+0,58 8,6+0,58

12

10
8
6
a
2
0 B 1 L e 1 L =B . e L B
co c1/2 c1/s co c1/2 c1/s
Acétate d’éthyle Méthanol

HKp HYe HSe mCad,26

Figure 17: Les zones d'inhibition (Z1) en fonction de la concentration des extraits de La
plante Thymelaea virgata Desf vis-a-vis des souches etudiées.
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+ Le graphique de la figure 17 représente les zones d'inhibition (ZI) en fonction de la

concentration des extraits de la plante Thymelaea virgata Desf vis a vis quatre micro-
organismes : Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Salmonella enteritidis et
Candida albicans26. Pour chaque solvant, trois concentrations différentes ont eté
testées : Co, C12et Cys. Les résultats montrent que I'effet des extraits varie en fonction

du solvant d’extraction, de concentration et la souche étudiée.

¢ Klebsiella pneumoniae

Les extraits méthanoliques ont une activité antibactérienne plus élevée que les extraits
acétate d’éthyle contre Klebsiella pneumoniae.
La ZI la plus importante est observée avec I'extrait méthanolique Co, suivie de I'extrait
méthanolique Cu, et I'extrait méthanoique Cys.
Cela indique que Klebsiella pneumoniae est plus sensible aux extraits méthanolique

que les extraits acétate d’éthyle

% Yersinia enterocolitica

L'extrait acétate d’éthyle présent une activité antibactérienne supérieure a l'extrait
méthanolique contre Yersinia enterocolitica.

La ZI la plus importante est observée avec l'extrait acétique Co, suivie de I'extrait
acétique Cy2 et de I'extrait méthanolique Cys.

Il a été observé que Yersinia enterocolitica présente une sensibilité différentielle aux

extraits, étant plus sensible a I'extrait acétate d'éthyle qu'a I'extrait méthanolique.

« Salmonella enteritidis

Les extraits méthanoliques et acétate d’éthyle ont des activités antibactériennes
similaires contre salmonella enteritidis.
La ZI la plus importante est observée avec I'extrait méthanolique Co, suivie de l'extrait

acetique CO et Cyp2

++ Candida albicans 26

L'efficacité antifongique de I'extrait acétate d'éthyle contre Candida albicans 26 est
supérieure a celle de I'extrait méthanolique.

La ZI la plus importante est observée avec l'extrait acétate d’éthyle Co, suivie de
I'extrait acétate d’éthyle Cu2 puits Cus.

La sensibilité de Candida albicans 26 est plus élevee vis-a-vis des extraits acétate

d'éthyle que des extraits methanoliques.
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+ Les résultats de 1’étude de I’activité antimicrobienne des extraites de la plante

Thymelaea microphylla Coss sont présentés dans le tableau 10 et (figure 18)

Tableau 10: Diamétre des zones d’inhibitions des extraits de Thymelaea microphylla

Coss vis-a-vis des souches étudiées

Extraits Extrait acétate d’éthyle Extrait méthanol
LE5 SDLIENES Co Cu Cus Co Cuz Cus
Klebsiella pneumonia 9+00 8,67+0,57 | 6,67+0,57 10400 9,57+0,57 80,2
Yersinia enterocolitica | 10,66 + 0,57 9+1 7,67+0,57 9,33+1,15 9+1 7,67+0,57
Salmonella enteritidis | 10,33%0.58 8+00 8,67+0,52 10+00 8+1 7,67+00
Candida albicans 26 8,87+0.40 8+0.1 7+00 9+00 8+00 9+1
12
10 :
4 _ _ _ | _ _
’ _ _ _ _ _ _
0
co c1/2 c1/s co c1/2 c1/s
Extrait d’acétate d’éthyle Extrait méthanolique
EKp mYe mSe mCad,26

Figure 18: Les zones d'inhibition (ZI) en fonction de la concentration des extraits de I’espéce

Thymelaea microphylla Coss vis-a-vis des souches étudiées

«+ Le graphique de la figure 19 représente les zones d'inhibition (ZI) en fonction de la

concentration des extraits de la plante Thymelaea microphylla Coss vis a vis quatre

micro-organismes

Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Salmonella

enteritidis et Candida albicans 26.Pour chaque solvant, trois concentrations

différentes ont été testées :
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extraits varie en fonction du solvant d’extraction, de concentration et la souche

étudiée.

+ Klebsiella Pneumoniae

L'activité antibactérienne des extraits méthanoliques contre Klebsiella pneumoniae est
supeérieure a celle des extraits acétate d'éthyle.

L'extrait méthanolique Co se distingue par l'indice d'activité (ZI) le plus important,
surpassant les extraits Ci, et Cys.

Cela indique que Klebsiella pneumoniae est plus sensible aux extraits méthanoliques

que les extraits acétate d’éthyle.

% Yersinia Enterocolitica

L'extrait méthanolique est moins efficace que I'extrait a I'acétate d'éthyle pour inhiber
la croissance de Yersinia enterocolitica.

La ZI la plus importante est observée avec l'extrait acétate d’éthyle Co, suivie de
I'extrait acétique Cyz.

L'efficacité des extraits acétate d'éthyle contre Yersinia enterocolitica est supérieure a
celle des extraits méthanoliques.

« Salmonella Enteritidis

L’extrait acétate d’éthyle est légérement plus actif que I’extrait méthanoliques contre
salmonella enteritidis.

La ZI la plus importante est observée avec l'extrait méthanolique et acétate d’éthyle
CO, suivie de acétate d’éthyle Cys et Cuso.

Cela indique que salmonella enteritidis est également sensible aux extraits

méthanoliques et acétate d’éthyle.

+» Candida albicans 26

- Les extraits méthanoliques et acétate d’éthyle ont des activités antifongiques
similaires contre Candida albicans 26.
- Cela indique que Candida albicans 26est sensible aux extraits méthanoliques et

acétate d’¢thyle
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b) Comparaison de I’activité des deux espéces avec d’autres espéces du méme genre :

Nous comparerons nos extraits de plantes étudier Thymelea virgata et Thymelea
microphylla a ceux de nos concurrents Thymelea tartonriara et Thymelea hirsuta. Les travaux
ont éte réalisés dans le méme palliasse

La comparaison des résultats obtenus pour les deux especes Thymelaea virgata Desf et
Thymelaea microphylla Coss, avec ceux de Thymelaea tartonriara et Thymelaea hirsuta,
montre 1’existence d’une relation positif et directe entre les zones d'inhibition de l'activité
antimicrobienne et la concentration des extraits. Cela signifie que plus la concentration de
I’extrait n’est élevée, plus la zone d’inhibition n’est grande. Autrement dit, une augmentation
de la concentration de I'extrait entraine une augmentation du nombre de micro-organismes

tués ou inhibés (tableaull)

Tableau 11:Diamétre des zones d’inhibitions des extraits de T, microphylla Coss et
T tartonaira et T.hirsuta vis-a-vis des souches étudiées

Souches Co Co Co Co Co Co Co Co
Klebsiella 10+00 10+00 10.334£0.57 740,67 8,33+0,47 9+00 8.67+0.57 8+1
pneumonia

Yersinia 9+00 9,33+1,15 10+1 9+0,33 10,33+1.15 | 10,66+0,57 | 10.33+1.15 9+1

enterocolitica

Salmonella 8,67+0,5 10+00 10.33%+1.15 8+0,33 8,33+0,57 10,33+00 9+0 9+00
enteritidis 8

Candida 10+00 9 +0.57 9.67+0.57 8,33+0,47 | 10,67+0,57 | 8,87+£0.40 9+1 9,33
albicans 26

Le tableau 11 montre les zones d'inhibition (ZI) en fonction de la concentration des extraits
des différentes especes étudiées T. virgata Desf et T. microphylla Coss et T. tartonaira et
Thymelaea hirsuta vis a vis de quatre micro-organismes : Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica, Salmonella enteritidis et Candida albicans 26. Deux solvants ont été utilisés
pour D’extraction : le méthanol et l'acétate d’éthyle. Pour chaque solvant, plusieurs

concentrations ont été testées :
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Tout d'abord, on remarque que tous les extraits ont donné des D du ZI comprises entre (8 mm
<D < 10,67 mm)

= Les extraites acétate d’éthyle sont plus actifs que les extraits méthanolique contre
Yersinia enterocolitica et Candida albicans 26.

= Les extraites méthanoliques du plantes plus élevés qu’extrait méthanolique contre
Klebsiella pneumonia et Salmonella enteritidis.

» [’extrait acétate d’éthyle de T. microphylla Coss possede le diametre le plus éleve
(10,66 mm). alors que les autres extraits de T. virgata Desf et T. tartonriara ont des
valeurs similaires contre Yersinia enterocolitica, Salmonella enteritidis, Klebsiella
pneumonia

» [’extrait acétate d’éthyle de T. virgata Desf posséde le diametre le plus éleve
(10,67mm) par rapport aux autres extraits contre Candida albicans 26.

- L‘extrait méthanolique de T. tartonriara posséde le diameétre le plus élevé (10,33mm)

par rapport aux autres plantes contre Salmonella enteritidis et Klebsiella pneumonia

- L’extrait méthanolique de T. microphylla et T.virgata posséde le diamétre le plus élevé
(10mm) par rapport aux autres plantes contre Candida albicans 26.

- L’extrait méthanolique et acétate d’éthyle du T, hirsuta possédent les diamétres le plus
faible

A partir des résultats de tableau nous concluons :

v L’extrait acétate d’éthyle de T. microphylla Coss a I’activité antibactérienne la plus
élevée contre les trois souches bactériennes

v’ L’extrait acétate d’éthyle T. virgata Desf a I’activité antifongique la plus élevée contre
la souche fongique

C) Efficacité des différents extraits testés vis-A-vis les souches utilisées

La zone d'inhibition est une zone autour du disque d'extrait, ou la croissance du micro-
organisme est empéchée. La taille de la zone d'inhibition est un indicateur de l'activité
antimicrobienne de I'extrait. Plus la zone d'inhibition est grande, plus I'extrait est actif contre

le micro-organisme. (ABDALLAH et al., 2019)
L'effet antimicrobien a été évalué selon trois niveaux de sensibilité :

v Forte activité (D > 13 mm) : la souche est sensible a I'agent antimicrobien testé.
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v Activité modérée (5 mm < D < 13 mm): la sensibilité de la souche a I'agent

antimicrobien est intermédiaire.

v Faible activité (D < 5 mm): la souche est résistante a l'agent antimicrobien testé.
(Billerbeck, 2007)

A partir du tableau a et b et les D les valeurs varient de 8mm a 10,67 mm et donc nous

concluons :
v la sensibilité de la souche a I'agent antimicrobien est intermédiaire.

v L'effet de I'agent antimicrobien sur la croissance de la souche est incertain et nécessite

des analyses complémentaires.

Yersinia enterocolitica

Salmonella enteritidis Candida albicans 26

Figure 19: Effet I’extrait d’acétate d’éthyle de T. virgata Desf sur la croissance des souches
microbiennes

Salmonella enteritidis Candida albicans 26

Figure 20: Effet I’extrait méthanolique de T. virgata Desf sur la croissance des souches
microbiennes
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Yersinia enterocolitica

Salmonella enteritidis Candida albicans 26

Figure 21: Effet I’extrait d’acétate d’éthyle de T. microphylla Coss sur la croissance des
souches microbiennes.

Yersinia enterocolitica Klebsiella pneumonia

Salmonella enteritidis Candida albicans 26

Figure 22: Effet I’extrait méthanolique de T. microphylla Coss sur la croissance des souches
microbiennes
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111.1.2 A partir de la méthode micro dilution
Les résultats de la détermination de la CMI :

Apres détection de l'activité antimicrobienne des extraits étudiés par la méthode de
diffusion Sur gélose, nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
par Méthode de dilution partielle dans microplaque en milieu liquide Aprés avoir mis en

évidence le MIC, nous avons procédé a la détermination CMB et CMF.

Tableau 12: Calculer les concentrations minimales inhibitrices CMI

Position (puits) 01 02 03 04 05 06
Concentration Co Cup Cua Cus Cue Cuz2 Cusa
Unité : mg /ml 33,33 16,66 8,33 416 2,083 1,041 0,52

+ Résultats de recherche pour les concentrations minimales inhibitrices CMI et CMB
sont regroupés dans les deux tableaux suivants: Les figures 23 et 24 montrent les
effets antimicrobiens de nos extraits sur les souches.

v’ Détermination de la CMI pour Thymelaea virgata :

controle positif

1 2 3 4 5 6 9 10 1 12

Acétate A

C.a26|D

Methanol

900080

- ATB

9000

39

*

= ATF

Figure 23: Les positions des concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour T .virgata

Desf
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Tableau 13 : Les Concentrations Minimales Inhibitrices des extraits de T .virgata Desf en

(mg/ml)
B Acétate d’éthyle Methanol
Les souches CMI (mg/ml) | CMI (mg/mi)

" Yersinia enterocolitica 4,16 4,16
5 Klebsiella pneumoniae 4,16 4,16
©

- Salmonella enteritidis 4,16 4,16
z Candida albicans 26 1,041 1,041

Le tableau (13) est montré que les valeurs de CMI sont similaires dans toutes les
souches bactériennes pour les extraits a l'acétate d'éthyle et méthanol de la plante T .virgata
Desf avec une valeur de 4,16 mg/ml. Tandis que la souche fongique CMI sa valeur de 1,041
mg/ml pour les deux extraits.

< La souche fongique Candida albicans 26 une valeur CMI est plus faible par apport a
tous les souches bactériennes pour les plantes T .virgata Desf. Se trouve activité
antifongique importante dans chez les extraits contre candida albicans 26 (Forte

Inhibition).

v’ Détermination de la CMI et CMB pour T.microphylla Coss :

Essais controle positif

1 2 3 4 5 6 9 10 11 12

Acétate

Kp {3 A47B

S.e
C.a26 =g ATF

Methanol

Figure 24: les positions des concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour T.microphylla
Coss
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Tableau 14: Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricide des extraits de
T.microphylla Coss en (mg/ml)

Extraits Acétate d’éthyle Méthanol
Les souches CMI (mg/ml) | CMB (mg/ml) | CMI (mg/ml)
@ Yersinia enterocolitica 4,16 4,16
5 Klebsiella pneumoniae 4,16 16,66 8,33
§ Salmonella enteritidis 4,16 8,33
L
g Candida albicans 26 2,083 2,083
|

Dans le tableau (14), on trouve ca que les souches bactériennes ont la méme valeur de
CMI, estimée a 4,16mg/ml, pour I'extrait acétate d’éthyle de la plante T.microphylla Coss.

Dans I’extrait méthanol une valeur CMI sont plus élevée (8,33 mg/ml) pour les deux
souches Klebsiella pneumoniae et Salmonella enteritidis que la souche Yersinia enterocolitica
(4,16 mg/ml). Tandis que la souche fongique CMI sa la valeur de 2,083 mg/ml pour les deux

extraits.

La présence de CMB sa valeur 16,66 mg/ml dans l'extrait acétate d’éthyle des plantes
T.microphylla Coss contre la souche bactérienne Klebsiella pneumoniae.

¢ L'extrait acétate d'éthyle plus active que de I'extrait méthanol, parce que posséde CMB
et CMI est faible (forte inhibition)

< Candida albicans 26 une valeur CMI est plus faible par apport a tous les souches
bactériennes pour chaque extrait, danc la plante T.microphylla Coss, possede
I’activité antifongique importante.

L'effet antibactérien a été jugé bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport :
CMB/CMI en effet, si CMB/CMI =1 a 2, I'effet est bactéricide et si CMB/CMI = 4 a 16,
I'effet est bactériostatique (EL Amri et al. 2014)

+ Klebsiella pneumoniae a un rapport de CMB (16,66 mg/ml) /CMI (4,16 mg/ml) = 4
(acétate d’éthyle), le extrait de cette plante peuvent étre classés comme

bactériostatique, car le rapport CMB/ CMI varie entre 4 et 16.
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Comparaison des valeurs de CMI entre des deux espéces étudiées :

10

]

=y

valeursde CMI [mg/ml)

Y,e K.p S,e C,a26

T. virgata( Extrait acétate d’éthyle) CMI (mg/ml)
T. virgata(Extrait méthanolique) CMI (mg/ml)
T. microphylla (Extrait acétate d’éthyle) CMI (mg/ml)

T. microphylla (Extrait méthanolique) CMI (mg/ml)

Figure 25:L histogramme est montré les CMI des deux plantes T .virgata Desf et
T.microphylla Coss sur les souches microbiennes étudiées

+ Le graphique de la figure 26 représente les valeurs de CMI des deux plantes T .virgata
Desf et T.microphylla Coss sur les souches microbiennes étudiées
v Nous avons observé que les CMI d'une I'extraits des deux plantes T. virgata Desf et
T.microphylla Coss sur les bactéries testée, Sa valeur est comprise entre 4.16 et 8.33
mg/ml. Alors que la levure estimée a 1,041 mg/ml pour I'extraits de T. virgata Desf
et 2,083mg/ml pour I'extraits de T.microphylla Coss.

v Pour l'extraits de T .virgata Desf la méme valeur de CMI été noté pour les trois
souches bactérienne. Mais pour l'extraits de T.microphylla Coss, nous avons obtenu
différentes valeurs de CMI, nous enregistre augmentation de la valeur CMI pour
extrait méthanolique de T.microphylla Coss a Klebsiella pneumoniae et Salmonella

enteritidis.

v" Le Candida albicans 26 sont plus sensibles aux extraits des deux plantes car leurs
concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont plus faibles par rapport les
souches bactériennes. Ainsi, nous concluons que les souches bactériennes étudiées

sont résistantes a nos extraits, ce qui indique leur faible effet.

v L’extraits des T. virgata Desf possede le méme effet contre la souche Candida
albicans 26, il est fort Par rapport a I’extraits des T.microphylla Coss.

42



Résultat et discussions

Méthanole

Figure 26: Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits de
Thymelaea virgata Desf contre des souches pathogénes par la méthode de micro-dilution
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Méthanole
A

Figure 27: Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits de
Thymelaea microphylla Coss contre des souches pathogénes par la méthode de micro-
dilution.
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Conclusion générale
Les plantes médicinales sont une source riche des molécules actives connues pour leurs

propriétés thérapeutiques naturelles.

Dans le présent travail, nous nous somme intéressé a I'étude de I'effet antimicrobienne
des extraits bruts des deux plantes Thymelaea virgata (Desf.) et Thymelaea
microphylla(Coss) contre trois souches bactériennes (Klebsiella pneumoniae) (Yersinia
enterocolitica) et (Salmonella enteritidis) et une seule souche fongique (Candida albicans
26) et évaluer leur capacité a inhiber I’action des micro-organismes par deux méthodes

différentes.

La méthode de diffusion sur gélose a montré une activité inhibitrice modérée contre les
souches microbiennes, 1’activité la plus importante a été enregistrée sur la souche de
candida albicans par les extraits de Thymelaea virgata (Desf.) et L’extrait Thymelaea
microphylla(Coss) a une activité antibactérienne plus élevé qu’extrait acétate d’éthyle
contre les trois souches bactériennes.

La méthode du micro dilution a montré une concentration minimale inhibitrice inférieur
(forte inhibition) et plus importante sur la souche de candida par les extraits de Thymelaea
virgata (Desf.). Cette est plus précise que la méthode de diffusion sur disque de papier, car
elle permet de déterminer la concentration exacte CMI de I'extrait necessaire pour inhiber

la croissance microbienne.

En effet, a la suite de ce travail, de nombreuses perspectives peuvent étre suggérées

comme :

v L'isolement et le test des molécules antimicrobiennes de Thymelaea virgata
(Desf.) et Thymelaea microphylla(Cross) pourraient offrir de nouvelles
opportunités thérapeutiques pour lutter contre les infections et protéger la santé

humaine et animale.

v' Les composés antimicrobiens de ces plantes pourraient étre utilisés pour
développer de nouveaux médicaments ou compléments alimentaires pour traiter
les infections. Cela pourrait inclure des infections bactériennes, virales, fongiques

et parasitaires.
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Annexe 01

Tableau 01 : Matériels de laboratoire

Agitateur magnétique chauffant Autoclave
Etuve Bec bunsen

Tube a essaie Flacon
Boites pétrie / Boites de pétrie petites Papier filtre

Micropipette

Papier Whatman® 3

Balance Un bain- marie

Portoirs Mixeur de tube a essaie
Ecouvillon Pissette
Erlenmeyer Etiquettes

Papier aluminium

Papier cellophane

Pied a coulisse Pince
Entonnoir Microplaque
Barreau magnétique Cuvette
Spectrophotométre SHIMADZU 1800 Spatule

Soxhlet

Appareil rotavapeur

Tableau 02 : Les produits chimiques utilisés

DMSO : Diméthylsulfoxyde

lodonitrotétrazolium (INT)

Méthanol

Acétate d’éthyle

Mueller Hinton agar/ Mueller Hinton broth

Eau physiologique

Sabouraud agar/ Sabouraud broth

Eau distillée

52




Annexes

Tableau 03 : Structures des produits chimiques

ﬁ
S A
T | HsC 0

CH,

DMSO : diméthylsulfoxyde lodonitrotétrazolium (INT) Acétate d’éthyle

Annexe 02

Préparation des milieux de culture (MH / SB) solide et liquide :
1)-Milieu muller Hinton gélose

38g de poudre de milieu de culture solide (Mueller-Hinton ) ont été dissous dans 1 L d'eau
distillée. On fait fondre le mélange avec agitateur magnétique chauffant jusqu'a ce qu'il se dissolve
complétement. Le milieu préparé est stérilisé par autoclavage Température 120°C pendant 20
minutes.

2) - Milieu sabouraud gélose

65g de poudre de milieu de culture solide (sabouraud) ont été dissous dans 1 L d'eau distillée.
On fait fondre le mélange avec agitateur magnétique chauffant jusqu'a ce qu'il se dissolve
complétement. Le milieu préparé est stérilisé par autoclavage  Température 120°C pendant 20
minutes.

3) - Milieu muller Hinton bouillon

21g de poudre de milieu de culture liquide (Meuller Hinton Bouillon ) ont été dissous dans 1
L d'eau distillée. On fait fondre le mélange avec agitateur magnétique chauffant jusqu'a ce qu'il se
dissolve complétement. Le milieu préparé est stérilisé par autoclavage Température 120°C pendant
20 minutes.

4) - Milieu sabouraud bouillon

28¢g de poudre de milieu de culture liquide (sabouraud Bouillon) ont été dissous dans 1 L d'eau
distillée. On fait fondre le mélange avec agitateur magnétique chauffant jusqu'a ce qu'il se dissolve
complétement. Le milieu préparé est stérilisé par autoclavage Température 120°C pendant 20
minutes.

53




Annexes

Annexe 03

Effet de différents extraits des plantes étudiées dans de la croissance des souches microbiennes

Thymelaea virgata Desf

L’extrait d’acétate d’éthyle
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Thymelaea microphylla Coss

L’extrait d’acétate d’éthyle

Y .e: Yersinia enterocolitica, K.p : Klebsiella pneumoniae, S.e: Salmonella enteritidis,
C.26 : Candida albicans 26

T.A: T, (virgata Desf ou microphylla Coss). Acétate d’éthyle

T.M : T, (virgata Desf ou microphylla Coss).Méthanol
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Annexe 04

Thymelaea microphylla Coss : Résulta CMI et CMB

[V 1] CMI
cMmi CMI
Thm(MeOh) Thm(MeOH) Thm(MeOh) Thm(MeOh)

cMmi cmI
Thm(Acet) CMB M) Thm(Acet) Thnf(':l:el]
Thm(Acet) Thm(Acet)
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