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Etude expérimentale Résultats et discussions

I. Enquéte ethnobotanique

En Algérie, douze especes de thym colonisent le territoire, parmi elles, certaines
sont aussi retrouvées en Afrique du nord. Les especes : Thymus ciliatus Desf. et Thymus
numidicus Poiret. sont largement répandues dans différentes régions du pays.

Ces derniéres, faisant partie de notre patrimoine culturel, occupent une large place
dans la pratique culinaire spécialement dans le Nord- Est-Algérien, et ont un large usage
en medecine traditionnelle locale.

Notre enquéte a été menée au prés de 240 personnes choisies aléatoirement sans
considération ni de leur situation sociale ni de leur niveau culturel. Le but est de souligner
la véritable valeur culinaire portée au thym et le degré de son application dans la médecine
traditionnelle.

1. Régions enquétees

L’enquéte ethnobotanique a couvert un vaste territoire qui s’étend sur quatre
wilayas du Nord- Est- Algérien, caractérisées par 1’abondance du thym et dont les
populations partagent des traditions culturelles trés similaires.

L’enquéte a cu lieu dans les localités suivantes : Guelma, Héliopolis, Hammam
Debegh, Annaba, Sidi Amar, Séraidi, Berrahel, Souk Ahras, Taoura, Zaarouria,

Machrouha et enfin la ville de Constantine.

2. Répartition des enquétés selon le sexe

D’aprés la lecture des données récoltées dans notre enquéte, les femmes
constituent une proportion dominante de 79,57% de notre échantillon, alors que les
hommes représentent 20,43% (Fig.12).

79:5/%0

20,43%

Homme Femme

Figure 12. Reépartition des enquétes selon le sexe
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Ceci est beaucoup plus d0 au fait que les femmes sont plus disponibles que les
hommes, mais aussi a leur réceptivité au questionnaire et a leur capacité de transmettre
les informations d’une part, et au fait qu’elles sont plus detentrices du savoir

phytothérapique traditionnel d’autre part.

NB : Beaucoup de fiches d’enquéte ne nous ont pas €té restituées.

3. Répartition des enquétés selon I’age

La population interrogée dans les différentes régions enquétées, se répartit sur quatre

tranches d’age (Fig.13).

39,93%
28,28%

19,31%
12,48% | ‘

<20 ans [20-40[  [40-60[ >60 ans
ans ans

Figure 13. Répartition des enquétés selon 1’age

Les personnes d'age supérieur a 60 ans ont été les plus questionnées avec une
proportion de 39,93%. Suivi de la tranche d'age [40-60] ans, avec une proportion de
28,28%, puis la tranche d’age [20-40] ans avec un pourcentage de 19, 31%, et enfin la
tranche des personnes les moins agées (moins de 20 ans) avec une proportion réduite de

12,48%.
4. Connaissance du thym

Il est judicieux de noter que malgré la diversité des espéces de thym poussant dans
les régions étudiées ainsi que sur les étalages des herboristes ; les enquétés n’arrivent pas a
distinguer les espéces entre elles. Pour les populations locales toutes les espéces prennent
le nom général de  Zaaitra ” (thym).

Malgré la réputation du thym comme plante aromatique trés appréciée, son
abondance et sa large répartition géographique, il ressort de notre enquéte que sur les 240
personnes interrogées, 15 % des enquétés ne connaissent pas le thym, contre 85% des

enquétes qui le connaissent bien (Fig.14).
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Notons que, parmi les interrogés qui ne connaissent pas la plante, certains ont

confondu entre le thym et I’origan (Zaatar et Zaaitra).

85%

15%

Connaissent la plante Ne connaissent pas la
plante

Figure 14. Repartition des enquétés selon la connaissance de la plante

Notons que les personnes les plus &gées ont fourni plus de connaissances en plantes
médicinales par rapport aux autres classes d'dges. L'expérience accumulée avec l'age
constitue la principale source d'information a I'échelle locale au sujet de l'usage des plantes
en médecine traditionnelle. De cela, on peut déduire que les personnes agées ont gardé
toujours la notion des remédes naturels, et semblent s’intéresser beaucoup plus a la
phytothérapie. Les jeunes questionnés, par contre, semblent ne pas trop croire en cette

médecine traditionnelle.
Les données ci-dessous ne concernent que la proportion des enquétés connaissant le thym.
5. Répartition des enquétés selon 1’usage

Au total, sur les 204 enquétés qui connaissent le thym (85% des enquétés),
71% 1’utilisent dans les différents remédes naturels et en usage culinaire (Fig.15), du fait

que cette plante est trés appréciée et présente un grand intérét dans les recettes de cuisine.

71%
29%
Utilisent le thym N'utilisent pas le thym

Figure 15. Répartition des enquétés selon 1’usage du thym
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Notons que, parmi les enquétés qui utilisent le thym, les femmes sont les plus
dominantes avec un taux de 80%, ceci peut étre expliqué par I’utilisation des plantes
médicinales par les femmes dans d’autres domaines que la thérapie et par leur
responsabilité en tant que meéres, ce sont elles qui donnent les premiers soins en particulier
pour leurs enfants, et que les femmes sont plus détentrices du savoir phytothérapique

traditionnel.
6. Répartition des enquétés selon la source d’information

Vu le statut endémique du thym et ses vertus thérapeutiques expérimentées depuis
longtemps (Valnet et al., 1998 ; Blumenthal et al., 2000 ; Barnes et al., 2002) d’ou leurs
précieuses indications empiriques transmises de génération en génération ; la principale
source d’information des enquétés reste toujours les connaissances héritées de leurs
ascendants familiaux avec un pourcentage dominant de 48%, ceci reflete I’importance de

la transmission des pratiques traditionnelles d’une génération a ’autre (Fig.16).

48%

25%
19%

8%

;

Famille Etude Média Autres

Figure 16. Répartition selon la source d’information

Les autres personnes recueillent leurs informations soit a travers des études et des
ouvrages spécialisés avec en taux de 28%, soit par les médias avec un taux de 19%.

Enfin, 8% des enquétés se référent a d’autres sources telles que les herboristes ou
bien en se basant sur leur propre expérience grice a 1’existence de nombreuses plantes

médicinales dans leur entourage.
7. Répartition des résultats selon la source de la plante

Les résultats recueillis dans les quatre régions semblent étre similaires concernant la
source de la plante, on constate que 51% des enquétés se procurent le thym dans son

habitat naturel a 1’état sauvage (Fig.17).
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51%
35%

15%

-

Herboriste Sauvage Culture Autre

Figure 17. Répartition des enquétés selon la source de la plante

Alors que 35% des interrogés se procurent le thym chez des herboristes, et 12% le

cultivent en tant que plante aromatique tres appréciee.

8. Répartition selon les parties utilisées

Parmi les différentes parties de la plante, les parties aériennes (feuilles, tiges et
fleurs) sont les plus utilisées et plus précisément les feuilles et les tiges avec un taux de
(64,1%), et seulement 35,9% des interrogés préferent utiliser la plante entiére y compris les
racines (Fig.18), ce dernier procédé contribue a la raréfaction et a long terme la disparition

de ces espéces de thym.

64%
36%
Partie aériénne Plante entiére

Figure 18. Reépartition des enquétés selon les parties utilisées

L'utilisation des organes végétaux varie selon les espéces, et la prédominance
d'utilisation des feuilles de thym peut s’expliquer par le fait qu'elles soient le lieu de la
majorité des réactions photochimiques et le réservoir de la matiére organique qui en dérive
(Chamouleau, 1979).
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9. Répartition selon I’indication

On constate que la population locale utilise le thym dans le traitement curatif ou
préventif de différentes pathologies (Fig.19).

Les pathologies digestives occupent la premiére place avec un pourcentage de
(30,20%), et viennent en second lieu les pathologies infectieuses de gravité variable avec
un taux de (27,40%), les pathologies respiratoires viennent en troisiéme position avec

25,30%, suivies des pathologies dermatologiques (10%) et d’autres pathologies (7,10%).
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Figure 19. Répartition des enquétés selon les indications

Le thym est présent dans toutes les pharmacopées mondiales et dans de nombreux
médicaments, notamment pour la bouche ou la sphere ORL. Son action puissante est tres
utilisée afin de soulager les quintes de toux embarrassantes lors de certaines affections
pulmonaires comme la bronchite aigué. Il s'agit de l'une des plantes les plus recommandées

a cette fin. Selon 'OMS le thym est reconnu pour de nombreuses finalités.
10. Répartition selon le mode de préparation

La préparation des remedes est différente selon les principes actifs ciblés,
I'infusion, la macération et la décoction constituent les principaux modes de préparation

des drogues végétales dans la thérapeutique traditionnelle.

De notre enquéte, il ressort que le mode de préparation le plus couramment utilisé
par les enquétés est la décoction avec (60,30%), alors que les autres modes de préparation
utilisés sont la tisane (24,20%), la macération (5,5%) et enfin, on constate d’autres modes

de préparation avec un pourcentage de 10% (Fig.20).

80



Etude expérimentale Résultats et discussions

A partir des résultats obtenus, on peut déduire que le mode de préparation

« décoction » utilisé par la majorité des populations n’est pas adéquat.

60,30%
24,20%
(0)
| 5,50% 10 %
| | " I
Tisane Décoction Macération Autre

Figure 20. Répartition des enquétés selon le mode de préparation

En effet, le criblage chimique des feuilles de thym a permis de déceler la richesse
du thym en Terpénes et en Flavonoides (Kouch et al., 2015). Ces substances sont dotées
de certaines activités antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antitumorales,
anticarcinogeénes, anti-inflammatoires, hypotensives et diurétiques (Burt, 2004 ; Valnet,
2005 ; Haddouchi, 2008 ; George et al., 2009 ; Astani et al., 2011 ; Silva et al., 2011).

L’infusion convient mieux a I’extraction de ces principes actifs trés sensibles a la
chaleur puisqu’ils sont volatiles ou thermolabiles comme les huiles essentielles (Baba-
Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).

11. Quelques recettes d’utilisation du thym

De notre enquéte, il ressort que la population enquétée dans les quatre régions,
utilise les feuilles et les tiges en infusion et/ou en décoction dans différentes pathologies:
- Calmer les quintes de toux, notamment dans les affections de type coqueluche,
bronchite et le rhume des foins.
- Soulager les inflammations de la sphere bucco-pharyngée, caries, soins dentaires et
diminuer les sécrétions nasales ou rhinorrhées.
- Soulager les déréglements intestinaux tels que diarrhée. Aussi il est mis a profit
dans le traitement des mycoses, des plaies et de I'herpeés.
Par ailleurs, les fleurs de thym sont utilisees en macération comme produit de
beauté tonique, connu pour son eau qui resserre les pores de la peau.
Son huile essentielle diffuse dans une huile végétale est indiquée contre la fatigue et
conseillée pour masser le dos et la plante des pieds.
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Il. Zones d’échantillonnages

Les zones d’échantillonnage choisies en se basant sur les conseils et orientations
des habitants autochtones et des herboristes. Elles comptes parmi les régions algériennes
qui se singularisent par un climat méditerranéen et par une grande diversité de reliefs
(foréts, plaines, bassins versants) favorisant une diversité floristique particuliere (Quezal et
al., 1963). Il s’agit des zones montagneuses colonisées par des populations rurales, utilisant
les plantes médicinales dans le domaine culinaire, phyto-thérapeutique, cosmétique, et
fourrager. On distingue : Taoura (Souk Ahras), Djebel EI Ouahch (Constantine), Djebel
Maouna (Guelma) et Berrahel (Annaba).

1. Coordonnées

La position géographique, et I’altitude de I’environnement ou pousse la plante
considérée, sont des facteurs extrinseques qui influencent le rendement en huiles

essentielles d’une part, ainsi que leur aspect quantitatif et qualitatif (Olle et Bender, 2010).

Les positions géographiques des zones sous-citées sont représentées comme
suit (Google Earth):

e Taoura: est située au Sud - Est - a 20 Km de la wilaya de Souk Ahras, a une
Latitude de 36°08 39.36"N et une Longitude de 8° 2 36.82"E, et a une altitude de
850m.

e Djebel Maouna : La forét de la Mahouna est située au sud de la ville de Guelma, a
une Latitude de 36°22 19.25" N et une Longitude de 7° 23'06.70"E. C’est une forét
de montagne a relief accentué avec une altitude de 1080m.

e Djebel el Ouahch : est située au nord-est de la wilaya de Constantine a une Latitude
de 36° 22'59 82"N et une Longitude de 6°47'10.09"E, et a environ 7Km de la ville,
le site s’étend sur une superficie de 45.54 ha et culmine a 1110m d’altitude.

e Berrahel : est située dans la wilaya d’Annaba a I’extréme Est algérien a une
Latitude de 36°50'07"N et une Longitude de 7°27'11"E et a une altitude par rapport

au niveau de la mer égale a 30m.
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2. Aspect climatique

Les conditions environnementales, tels que, le climat, la température, la quantité de
lumiére et la pluviométrie, liés aux conditions de croissance et de développement de la
plante, conditionnent non seulement le rendement mais aussi la qualité de ses extraits
(Bruneton, 1999; Benini, 2007).

Ainsi, la température joue un role déterminant dans 1’étude de 1’évaporation et de
I’évapotranspiration qui intervient dans le développement du rythme biologique des
végétaux (Benini, 2007).

Les différents types de climats qui caractérisent nos zones d’échantillonnage sont :

e Région de Taoura: se détermine par un climat méditerranéen au nord et
continental a I’extréme sud, semi- humide avec un été chaud et un hiver
froid et humide (classification de Koppen : Csa).

e Région de Djebel Maouna : se caractérise par un climat sub - humide au
centre et au nord et semi-aride vers le Sud. Ce climat est doux et pluvieux en
hiver (450 a 600 mm/an), et chaud en été. (Emberger 1986).

e Région de Djebel EI-Ouahch : le climat est continental et se distingue par
des hivers rigoureux trés froids et des étés plus chauds (Beniston, 1984).

e Région de Berrahel : bénéficie d'un climat méditerranéen. Elle est connue par
ses longs étés chauds et secs. Les hivers sont doux et humides, la neige est
rare mais pas impossible. Les pluies sont abondantes et peuvent étre
diluviennes. Il fait généralement chaud surtout de la mi-juillet a la mi-ao(t
(Weather Stastics, 2011).

3. Apercu pédologique

La composition du sol, la rétention de I'numidité, la fertilité, le pH, conditionnent le
développement des especes botaniques et assurent une activité physiologique et biologique
optimum, ainsi, les conditions édaphiques représentent autant de causes potentielles de
variations de la composition chimique d’une plante aromatique donnée (Mohammad et al.,
2009 ; Aprotosoaie et al., 2010).

Les différents types de sols de chaque région ou la plante est récoltée sont

représentés comme suit (Bazin et Gaudin, 2004):
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e La position géographique de Taoura, nous oriente vers 1’axe du grand synclinal
Taoura-Merahna. Il s’agit des niveaux argilo-gréseux du Miocene inférieur sur des
formations marnes et marno-calcaires du Crétace. Ces formations nous donnent un
sol riche en silice, argile et des carbonates.

e Dijebel Maouna fait partie de la formation géologique appelé en Afrique du nord la
nappe numidienne, ¢’est une série argilo-gréseuse trés puissante. Dans cette région
elle dépasse les 500 metres d’épaisseur.

Elle donne généralement un sol tres riche en silice et en aluminium (SiO; et Al,O3).
On rencontre parfois des nodules de fer (Fe).

e Djebel Ouahch est identique a celui de la Maouna sauf du tracé de 1’ Autoroute et
les tunnels. On descend vers le centre ville de Constantine nous rencontrons les
formations géologiques du néritique. Il s’agit d’une formation géologique a
dominante carbonatée en alternance avec des niveaux marneux.

Le sol de ces formations est trés riche en bicarbonates de calcium (calcaires) et de
Magnesium (la dolomie).

e Larégion de Berrahel est caractérisée par des formations géologiques du Mio-Plio-

Quaternaire, présentant des niveaux argilo-gréseux et calcaires. Le type de sol est

argileux, non salé pauvre en matiére organique et tres fertile.

I11. Matériel végetal

1. Etude descriptive

D’apres la description botanique des différents thyms récoltés, nous avons pu
identifier au niveau du laboratoire de Botanique médicale de la Faculté de médecine, de
I’Université Badji Mokhtar d’Annaba, deux espéces : Thymus ciliatus Desf. (Benth.) et

Thymus numidicus Poiret.

Figure 21. Thymus numidicus (HENI,
Z. LESCripuon anatomique

Figure 22. Thymus ciliatus (HENI, 2012)
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Les coupes histologiques réalisées sur les tiges et les feuilles des deux espéces
étudiées, Thymus ciliatus et Thymus numidicus nous ont permis 1’observation des

structures représentées dans les photographies qui suivent.

2.1. Feuille

La coupe transversale des feuilles de T. ciliatus et T. numidicus présente :

1- Une nervure principale, formée essentiellement par un faisceau cribro-
vasculaire,

2- Un Meésophylle hétérogene composé d’un parenchyme palissadique ou
chlorophyllien sur la face supérieure, siege de la photosynthése, et d’un
parenchyme lacuneux ou aérenchyme sur la face inférieure, siége des échanges

gazeux.

La structure de la feuille présente des adaptations a la sécheresse leur permettant de
réduire leur transpiration (Feuilles velues a limbe enroulé par-dessous ; stomates enfoncés).

Les épidermes supérieur et inférieur sont pourvus de poils épidermiques de deux
types :

Les poils tecteurs : ils sont unicellulaires unisériés, ils jouent un rdle de protection
car ils servent a limiter les pertes en eau par transpiration.

Les poils sécréteurs: ils sont tres abondants, ils accumulent dans leurs

cytoplasmes des essences, souvent sécrétées sous la cuticule (Fig. 27).
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Parenchyme lacuneux
Epiderme inférieur
Nervure principale

Parenchyme palissadique

Epiderme supérieur

Figure 23. Coupe transversale d’une feuille de Figure 24. Coupe transversale d’une feuille
T. ciliatus (M.O : Gx10) de T.numidicus (M.O : Gx10)

Figure 25 Crypte d’une feuille de Figure 26. Crypte d’une feuille de
T. ciliatus (M.O :Gx40) T. numidicus (M.O :Gx40)

Poil sécréteur

Poil tecteur

Figure 27. Poil sécréteur et poil tecteur d’une
feuille de T. ciliatus (M.O :Gx40)

Planche 01. Structures anatomiques des feuilles de T. ciliatus et T. numidicus (photos, HENI)
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2.2. Tige

Les coupes transversales réalisées sur les tiges de T. ciliatus et T. numidicus ont
montré:

- La présence de formations secondaires caractéristique d’une tige dicotylédone agée.

- On note également la présence des ilots de collenchyme aux quatre angles de la tige, ce
qui lui donne I’aspect quadrangulaire caractéristique des Lamiacées.

Le collenchyme est constitué de cellules vivantes avec leur paroi pectocellulosique,
épaisse, fusiformes a ponctuation simples qui contribuent a la solidité mécanique de la
tige.

- La présence du parenchyme médullaire au centre de la tige et qui se résorbe avec le
temps.

- La présence du parenchyme cortical, délimité par 1’épiderme et constitué par une
couche unique de cellules recouvertes d’une cuticule plus au moins épaisse conférant
aux cellules leur imperméabilité.

- La coupe nous laisse découvrir d’autres caractéristiques des Lamiacées qui se
manifestent par la présence de cryptes et de cystolithes. On note aussi la présence de
poils tecteurs: unicellulaires, unisériés et de poils sécreteurs de type glandulaire (Fig.
30 et 31).
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Figure 30. Poil sécréteur et poil tecteur d’une Figure 31. Poil sécréteur et poil tecteur d’une
tige de T. ciliatus (M.O :Gx40) tige de T. numidicus (M.O :Gx40)

Planche 02. Structure anatomique des tiges de T. ciliatus et T. numidicus (photos, HENI. S.)
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En somme les caractéristiques anatomiques de ces deux especes de thym dénotent
une grande tolérance et une bonne adaptation au climat méditerranéen a longue saison
séche. Nous notons aussi qu’il n’ya pas une grande différence entre les structures
anatomiques des deux espéces, sauf 1’abondance des cils qui caractérisent les feuilles de

Thymus ciliatus d’ou I’appellation “ ciliatus ” octroyée a ’espéce.
IV. Huiles essentielles

1. Extraction et rendement en huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle des parties aériennes par hydrodistillation a

donné des rendements moyens allant de 1.9% a 2.9%. (Tab. 4).

Tableau 4. Rendement moyen en huiles essentielles extraites.

Huiles essentielles  T. ciliatus(Ta) T. ciliatus(Ma)  T. numidicus(Ou) T. numidicus (Br)
Rendement(%o) 2,2% 2,9% 1,9% 2,1%

(Ta) : Taoura ; (Ma) : Djebel Maouna ; (Ou) : Djebel el Ouahch ; (Br) : Berrahel
T. ciliatus : Thymus ciliatus ; T. numidicus : Thymus numidicus
Il ressort aussi que les rendements moyens en HE des espéces de T. ciliatus
récoltées dans les régions de Taoura et de djebel Maouna sont de ’ordre de 2.2% et
2.9% respectivement. Ces productivités sont Iégerement inférieures a celui de Djebel el
Edough - Annaba (3,2%) (Amrouni et al., 2014), et meilleurs que celui du moyen Atlas-
Maroc (1,9%) (Amarti et al., 2010).

Les rendements en HEs de T. numidicus, récoltés dans les régions de djebel el
Ouahch et de Berrahel, sont de I’ordre de 1,9% et 2,1% respectivement. Ces résultats sont
comparables aux travaux rapportés par Kouch et al. (2015), sur la méme espéce, du méme
biotope (Berrahel). La méme constatation est faite par Kabouch et ses collaborateurs
(2005), ayant obtenu un rendement de 1,2% pour la méme espéce récoltée a djebel el
Ouahch en période de floraison.

D’autres résultats rapportés par Ghorab et ses collaborateurs (2014), sur I’HE de
T. numidicus de la région d’ Azzazga (Kabylie) qui a généré un rendement moyen de 2,4%.

Ces variations dans le rendement peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs en
méme temps d’une part a la drogue utilisée, mais aussi aux facteurs climatiques et
environnementaux, a 1’intensité¢ du métabolisme de plante, son ’espéce, 1’age et la période

de la cueillette. Non moins important est la situation géographique (Bennadja et al., 2013).
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V. Etude analytique des huiles essentielles extraites
1. Propriétés organoleptiques

Les proprieteés organoleptiques des quatre huiles essentielles de Thymus ciliatus et
Thymus numidicus récoltés dans les régions sus - citées, sont résumés dans le tableau 5.
En général, les huiles essentielles de T. ciliatus de Taoura, de Maouna et celui de

T. numidicus de Berrahel possédent les mémes caractéristiques organoleptiques.

Tableau 5. Caractéristiques organoleptiques des quatre HES.

Huile essentielle Aspect Couleur Odeur Saveur
T. ciliatus (Ta) Liquide mobile Jaune clair Agréable Piquante
limpide
T. ciliatus (Ma) Liquide mobile Jaune rougeétre Trés forte Fortement
limpide piguante
T.numidicus (Ou) Liquide Jaune péle a jaune Agréable Douce
orangé parfumée
T.numidicus (Br)  Liquide mobile Jaune Forte Fortement
limpide piguante

Par contre, I’HE de T. numidicus de Djebel el Ouahch se distingue par une saveur
douce et un aspect uniquement liquide.

2. Propriétés physicochimiques

2.1. Propriétés physiques

2.1.1. Densité relative
La densité d’une HE est un critére de qualité dans le domaine de la cosmétique,
pharmacie, agroalimentaire etc..(AFNOR 2000). Elle peut facilement donner un apergu sur

la naturalit¢ du produit revélant les tentatives de fraudes et d’altération. Les valeurs

obtenues des densités de nos HES rapportées dans le tableau 7 varient de 0,880 a 0,928.

Tableau 6. Valeurs des densités des HEs.

Huiles essentielles Densités obtenus  (NF T 75 - 111)

T. ciliatus (Ta) 0,925
T. ciliatus (Ma) 0,928
T. numidicus (Ou) 0,900 [Ofges — et
T. numidicus (Br) 0,880

Elles sont comparables aux valeurs des normes francaises de densité du thym

(Norme NF T 75 - 111).
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2.1.2. Indice de réfraction

Les valeurs d’indice de réfraction des huiles essentielles de T. ciliatus de Taoura et
de Maouna sont semblables et sont de 1,5015. Cependant, celles des HEs de T numidicus
de Djebel el Ouahch et de Berrahel sont comprises entre 1,4830 et 1,4990 (Tab. 7).

Tableau 7. Valeurs obtenues des indices de réfraction.

Huiles essentielles  Valeurs d’IR obtenues (NF T 75-112)

T. ciliatus (Ta) 1,5015

T. ciliatus (Ma) 1,5015 .
T. numidicus (Ou) 1,4830 e 8 Lol
T. numidicus (Br) 1,4990

De cela, on peut déduire que les valeurs d’indice d’ester dépendent des especes et
pas des régions.

L’indice de réfraction est le rapport entre la célérité de la lumiere dans le vide et la
célérité de la lumiere dans le milieu considéré. Ce rapport indique la capacité des HEs a
réfléchir la lumiére. Les valeurs de 1’indice de réfraction de nos échantillons correspondent
aux normes (NF T 75 — 112). Elles indiquent leur faible réfraction a la lumiére.

2.1.3. Miscibilité a I’éthanol

La miscibilité a 1I’¢thanol des HEs de T. ciliatus de Taoura et de T. numidicus de
Djebel el Ouahch et de Berrahel est d’un volume d’huile essentielle pour deux volumes
d’éthanols (1v/2v) (Tab.8).

Tableau 8. Valeurs obtenues de la miscibilité des HEs a 1’éthanol.

Huiles essentielles Miscibilité a I’éthanol  (Norme AFNOR, 2010)
T. ciliatus (Ta) (2v/1v)
T. ciliatus (Ma) (3v/1v) [2v/1V/ 3v/1V]

T. numidicus (Ou) (2v/1v)

T. numidicus (Br) (2v/1v)

Cependant elle est d’un volume pour trois volumes pour 1’espéce T. ciliatus de
Djebel Maouna.
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Donc les HEs des espéces de T. ciliatus de Taoura, de T. numidicus de djebel el
Ouahch et celui de Berrahel sont plus miscibles que I’espece de T. ciliatus recolté a djebel
Maouna. Ces variations sont dues probablement a leur densité.

Les miscibilités a 1’éthanol des huiles essentielles des espéces Thymus ciliatus et
Thymus numidicus présentent des valeurs identiqgues a ceux de la norme AFNOR
(2v/1v, 3v/1v).

2.2. Propriétés chimiques
2.2.1. Indice d’Acide (I4)

Selon les normes Afnor I’lA varie de [4,1 — 5,2]. Nos HEs du thym, laissent
apparaitre des valeurs différentes variant dans un intervalle beaucoup plus large allant de
2.545.1 (Tab.9).

Tableau 9. Valeurs d’indices d’Acide des HES.

Huiles essentielles Indice d’Acide (1A) (Norme AFNOR, 2010)

T. ciliatus (Ta) 42

T. ciliatus (Ma) 51
T. numidicus (Ou) 2,5 [41-572]
T. numidicus (Br) 3,4

L’HE de T. numidicus se distingue par un indice d’acide plus bas variant
de 2,5 a 3,4. Cependant, ’'HE qui s’est avérée la plus acide est celle de T. ciliatus
poussant a djebel Maouna, et celui le moins acide est celui de T. numidicus de djebel el
Ouahch.

2.2.2. Indice d’Ester (IE)

Les valeurs d’indice d’Ester de nos extraits sont comprises entre 50,515 et 51,825 (Tab.10)
Tableau 10. Valeurs d’Indice d’Ester des HES.

Huiles essentielles Indice d’Ester (IE) (Norme AFNOR, 2000)

T. ciliatus (Ta) 51,825
T. ciliatus (Ma) 50,765 [49,5 - 52,55]
T. numidicus (Ou) 50,515
T. numidicus (Br) 51,825

Celles des HEs de T. ciliatus de Maouna et T. numidicus de Djebel el Ouahch sont un
peu plus bas (50,765 et 50,515). Les valeurs d’IE obtenues rentrent dans ’intervalle de la
norme AFNOR.
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Les résultats indiquent que les paramétres physico chimique des échantillons
analysés oscillent dans des intervalles comparables aux normes européennes. Ces
parametres différent suivant I’origine de I’HE de thym. Ainsi, une huile de France n’aura

pas les mémes valeurs de paramétres qu’une huile d’Algérie, du Turque de 1I’Espagne ....

Nos valeurs obtenues, sont celles concernant exclusivement les deux especes de
Thymus ciliatus et Thymus numidicus des régions sus- citées. Tous ces paramétres étant
influencées par les conditions édaphiques et climatiques ainsi que les conditions de
cultures des plantes, il est logique que leurs valeurs différent d’un endroit a I’autre du

globe (Juiliani et al., 2006) ; cela fait partie de la complexité de la notion de chémotype.

3. Composition chimique des huiles essentielles extraites

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de
masse (CPG/SM) des quatre échantillons d’HES de thym considérés, a permis d’identifier

a plus de 98% les éléments constituants

3.1. L’huile essentielle de Thymus ciliatus de Taoura et de Djebel
Maouna

Ainsi, L’analyse chimique de I’HE de Thymus ciliatus de Taoura (Souk Ahras), a

permis I’identification de 24 composés qui représentent environ 99,87% de cette essence
(Tab. 11).

Tableau 11. Composition chimique de I’HE de Thymus ciliatus de Taoura.

TR Composés Teneur en %
6.38 a-Thujéne 0.23
6.56 1R-a-pinéne 0.93
7.80 1-octéne-3-ol 0.78
8.12 a-pinéne 0.45
8.79 a- Phellandrene 0.08
8.79 B- thugéne 0.01
8.99 a- terpinoléne 1.00
9.30 p — cymene 12.25
941 Limonene 0.51
10.51 y-terpinéne 4.42
10.87 3-caréne 0.28
12.14 Pseudo-Limonene 5.10
15.33 5-isopropyl-2-methylbicyclo[3.1]hexan-2-ol 0.23
17.74 Thymol methyl ether 0.93
18.45 Thymoquinone 0.60
20.54 Thymol 67.78
20.82 Carvacrol 2.70

93



Etude expérimentale Résultats et discussions

23.73 a-Cubebéne 0.007
24.11 -bourbonéne 0.02
25.55 Caryophyléne 0.92
27.87 5-Muuroléne 0.06
29.74 A-Cadinéne 0.13
29.37 Epi-Bcyclo sesqui phellandréne 0.03
31.26 2,5-Dimethoxyethylbenzéne 0.43
TOTAL 99,87%

TR : temps de rétention

Il ressort de cette analyse que le thymol est 1’élément dominant avec plus de

67 %. Non moins importante est la part du p-cymene (12.25%) (Fig.32).

12,25%
4,42% B p — cymene

» 5,1% _
H y-terpinéne

0,
67,78% u Pseudo-Limonéne

1 Thymol

Figure 32. Composants majoritaires de I’HE de T. ciliatus de Taoura

On retrouve par ailleurs d’autres constituants a des teneurs relativement moindres
tels est le cas du pseudo-Limonéne (5.10%), du y-terpinene (4.42%) et du Carvacrol

(2,70%). Ces six composés a eux seuls totalisent plus de 92% du total de cette essence.

Pour ce qui est de I’EH de Thymus ciliatus récolté a Djebel Maouna (Guelma), elle

renferme 39 composés identifiée ainsi a environ 98,87% (Tab. 12).
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Tableau 12. Composition chimique de I’HE de Thymus ciliatus de la Maouna.

TR Composés Ten?)/ur en TR Composés Teneur en %
0
45 3-heptanone 0,01 12,81 Terpinéne-4-ol 0,82
5,4 a- thujéne 0,58 13,06 a-terpineol 0,20
5,6 1R-a- pinéne 1,02 13,94 Cyclohexasone 0,10
5,8 B-thujéne 0,02 14,16 Méthyle éthyle éther 3,14
6,02 Camphene 0,06 14,62 Carvacrol 58,63
6,72  1-octéne-3-ol 1,11 17,30 Thymol 0,14
6,83 3-Octanone 0,13 17,42 3-methyl-5-isopropyl phenyl 6,17
6,91 - myrcene 0,78 17,60 Isoeugenol 0,04
7,15 3-Octanol 0,22 18,53 a-Cubebéne 0,08
7,74 a-phellandrene 0,16 18,78 B-Bourbonene 0,12
7,52 3- Carene 6,85 19,67 Caryophylléne 1,74
7,76 4- Carene 1,17 20,93 2-isopropyl-5-méthyle-9- 0,10
méthyléne
8,06 p-cymene 7,19 21,20 a-Caryophyléne 0,80
8,14  D-Limonéne 0,37 22,02 A-Cadinéne 0,58
8,20 B-phellandrene 0,19 22,58 Epi-bicyclo sesequi 0,10
phellandrene
8,28 Eucalyptol 0,09 22,80 B- bisabolene 0,49
9,02  v-terpinéne 3,78 23,58 - sesequi phellandrene 0,20
9,68  1-Nonene -3- 0,15 23,77 Acétophénone 0,31
10,5 Cis-vg:benol 0,06 24,05 Cis y-Cadinéne 0,06
13,4 Borneol 0,29 NI 1,54
’ TOTAL 98,87

TR : temps de rétention

C’est I’huile la plus riche ou le Carvacrol représente plus de la moiti€¢ des composés

(58,63%). (Fig.33).
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Figure 33. Composants majoritaires de I’HE de T. ciliatus de Djebel Maouna

De plus les éléments majoritaires contribuent au melange a concurrence de 85,76%.
On y retrouve d’autres composés a des teneurs moins importantes : le p-cymene (7,19%) ;
le 3- Carene (6,85%) ; le 3-méthyle-5-isopropyl phényle (6,17%) et enfin le y- terpinéne
(3,78%) et le méthyle éthyle éther (3,14%).

D’autres études effectuées au niveau de notre laboratoire sur la méme espéce
récoltée dans la localité de ’Edough (Annaba) ont montré que I’HE extraite est dominée
par le Thymol (57,66%), le carvacrol (16,19%) ainsi que I’O-cymene (12,04%) et le y-
terpinéne (6,42%) (Amrouni et al., 2014).

L’HE de la méme espece issue d’Ain M’Lila (Est de I’Algérie) analysée par
Ghorab et ses collaborateurs a montrés une composition dominée par le thymol (54,98%)
suivi de y- terpinéne (11,33%) et de p- cymeéne (6,66%). Le Carvacrol ne représente qu’une
faible quantité (4,96%) (Ghorab et al., 2013). En revanche, le Carvacrol (72,4- 80,3%) est
le constituant principal de I’HE de huit provenances de T. ciliatus de la région de Tlemcen
(Bousmaha et al., 2007).

L’HE de T. ciliatus de 1’Algérie est caractérisée par une grande variabilité dans sa
composition chimique, celle du Maroc montre également une grande diversité en ce qui
concerne les composes majoritaires de cette essence. Tel les résultats d’El Ajjouri et ses
collaborateurs (2010) qui ont montré que I’HE de T. ciliatus récolté dans la région d’Azrou
(Moyen Atlas du Maroc) est constitué principalement de thymol (44,20%), de B-O-cyméne
(25,80%) et d’a- terpinene (12,30%), ou le carvacrol n’existe qu’en faible pourcentage
(2,40%). La teneur et la nature des composés majoritaires varient considérablement d’un
échantillon a D’autre en fonction du biotope ou pousse la plante et des conditions

environnementales et climatiques.
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3.2. L’huile essentielle de T. numidicus de Djebel EI Ouahch et de Berrahel

Concernant I’HE de T. numidicus provenant de Djebel el Ouahch (Constantine),
nous avons pu identifier 24 constituants, qui représentent 98,26% (Tab.13).

Tableau 13. Composition chimique de ’HE de Thymus numidicus de Djebel el Ouahch.

TR Composeés Teneur en %
5,35 a- pinéne 0,29
5,43 a- thujéne 1,02
5,66 1R-a- pinéne 3,30
6,06 Camphene 1,02
6,60 B-thujéne 1,34
6,76 B — pinéne 0,47
6,99 B- phellandrene 5,08
7,49 a- phellandrene 0,24
7,80 Cyclohexene methyl 1,92
8,09 p- cymene 7,31
8,20 Limonene 2,79
9,05 y- terpinene 9,71
9,88 a- terpinoléne 1,13
10,72 Linalol 35,47
10,75 Hotrienol 0,51
11,34 Linalyl propionate 0,83
12,08 Comphore 0,54
13,01 Borneol 2,70
13,30 Terpinéne-4-ol 11,94
13,70 v- terpineol 2,30
13,75 Spirohexane-4-one, 5,5 dimethyl 0,73
14,94 Thymol methyl ether 0,19
16,81 Thymol 2,93
20,93 Caryophyllene 1,64

NI 2,86

TOTAL 98,26%

Cette essence est composée principalement de Linalol qui représente (35,47%) de la

composition chimique totale (Fig.34).
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Figure 34. Composants majoritaires de I’HE de T. numidicus de Djebel El- Ouahch

Cependant, des composés sont présents a des teneurs relativement moyenne, le
Terpinéne-4-ol avec (11,94%), le vy- terpinene (9,71%), le p- cymene (7,31%), le
B- phellandrene (5,08%), et d’autres sont présents a de faible quantités tels que le thymol.
(2,93%), le limonéne (2,79%), le borneol (2,70%) et le y- terpineol (2,30%) avec une
absence totale du Carvacrol.

Ainsi, I’essence de Thymus numidicus de Berrahel est composée de 18 éléments qui
représentent environ 98,62% de I’huile totale (Tab. 14).
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Tableau 14. Composition chimique de I’HE de Thymus numidicus de Berrahel.

TR Composés Teneur en %
5,42 a-thujéne 0,67
5,44 1R- a-pinéne 1,65
6,65 1-octen-3-ol 1,03
6,93 B-pinene 0,71
7,48 a-phéllandréne 0,17
7,80 3-Caréne 1,58
8,11 p-cyméne 9,90
8,18 D-Limonene 0,44
8,24 B- phéllandréne 0,19
9,07 y-terpinéne 5,37
10,36 Exo-borneol 1,24
17,29 Carvacrol 55,42
17,51 Thymol 16,38
20,93 Diethoxymethyl 0,42
21,73 2,5-di-t-butyl hydroquinone 0,11
22,61 B-Cadinéne 0,60
23,79 X-Cadinene 0,56
24,55 a-Caryophyllene 0,18
TOTAL 98,62%

L’analyse chimique montre que cette huile est composée essentiellement de

carvacrol (55,42%) et de thymol (16,38%) (Fig.35).

H p- cymene
16,38%
B y- terpinéne

Carvacrol

55,42%

Thymol

Figure 35. Composants majoritaires de I’HE de T. numidicus de Berrahel

99



Etude expérimentale Résultats et discussions

Ainsi, les composés minoritaires sont représentés par le p-cymene (9,90%) et le
v- terpinéne (5,37%).

Une autre étude réalisée par Kouch et ses collaborateurs (2015), sur I’HE de la
méme espece T. numidicus poussant dans le méme biotope (Berrahel), présente
qualitativement le méme profil chimique avec le thymol (77,5%) comme élément
majoritaire, et les autres constituants importants tels que le p-cymeéne (10,10%), le y-
terpinéne (6,38%) et le B-pinene (3,16%), le carvacrol quant a lui est a 1’état de traces
(0,17%). Cependant, une autre étude relativement similaire réalisée par Ghorab et ses
collaborateurs (2014) sur la méme espece poussant aussi dans le méme biotope Djebel el
Ouahch (Constantine) a montré que son HE est composée de Linalol (11,5%), de thymol
(68,20%) et de carvacrol (16,90%). Et une autre effectuée par les mémes auteurs sur la
méme espece de la Kabylie a montré une HE exempt de thymol, et semble étre de

chémotype carvacrol/p-cymene.

Thymus numidicus espece endémique, les études de sa composition chimique dans
son aire de répartition en Algérie montre que c’est une essence a thymol — carvacrol, dont
les teneurs de ces derniers varient d’une station a 1’autre, en fonction de la période de
récolte.

Outre, I’absence de certains composants, on note la présence de leurs précurseurs,
on peut donc déduire leur formation ultérieure au cours du cycle végetatif, on constate
notamment la présence du carvacrol a I’¢état de traces mais aussi la présence du p-cymene
qui en est le précurseur (Burt et al., 2007).

Ceci montre que ces essences sont caractérisées par un polymorphisme chimique
trés important, qui se manifeste d’une région a 1’autre et sous 1’action de différents

facteurs.

3.3. Les classes biochimiques des HEs extraites
Les composants chimiques des HEs des espéces du genre Thymus étudiées se

répartissent sur sept classes biochimiques fondamentales.

Les thyms récoltés dans les régions de Taoura, de la Maouna et de Berrahel
indépendamment de 1’espeéce, Se caractérisent principalement par les phénols

monoterpéniques et les hydrocarbures monoterpéniques. On y retrouve des phénols
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monoterpéniques avec plus de 58%, des hydrocarbures monoterpéniques (plus de 20%) et

une absence totale d’esters (Tab. 15).

Par contre, I’HE de T. numidicus de Djebel el Ouahch est la seule a se caractérise
par la présence d’alcools monoterpéniques (33,7%), d’hydrocarbures sesquiterpéniques
(52,92%) (52,92%) et des Esters (0,83%).

Tableau 15. Classes biochimiques des HEs de Thymus ciliatus et Thymus numidicus récoltés.

Classes T. ciliatus(Ta) T. ciliatus (Ma) T.numidicus(Ou) T.numidicus (Br)
Biochimiques
Phénols 70,48 58,77 2,93 71,80
Monoterpéniques
Hydrocarbures 25,50 23,31 33,70 21,84
monoterpéniques
Hydrocarbures 0,92 2,31 1,64 0,18
sesquiterpéniques
Alcools monoterpéniques 0,78 2,98 52,92 2,27
Cétones monoterpéniques 0,60 0,55 1,27 0,11
Esters - - 0,83 -
Ethers 1,59 9,41 2,11 0,42
Total 99,87% 98,87% 98,26% 98,62%

Les profils biochimiques des quatre huiles essentielles sont alors trés variables du
point de vue qualitatif et quantitatif, cependant, trois des quatre HES montrent une forte

teneur en phénols notamment, le carvacrol ou le thymol.

Le carvacrol, composé principal de I’HE de T. numidicus de Berrahel, est présent
avec un trés faible taux (2,70%) dans I’HE de T. ciliatus de Taoura, et totalement absent
dans celui de la Maouna et de Djebel el Ouahch.

En contre partie, le taux du thymol dans I’essence de T. numidicus de Djebel el
Ouahch et de Thymus ciliatus de la Maouna, est relativement faible (2,93%, 0,14%
respectivement), alors qu’il est majoritaire (67,78% et 16,8%) dans les essences de Thymus
ciliatus de Taoura et T. numidicus de Berrahel respectivement.

Les HEs de Thymus ciliatus (Taoura) et de Djebel Maouna ainsi que I’HE de
T. numidicus (Berrahel) sont les plus riches en phénols (70,48%, 58,77% et 71,8%
respectivement) alors que ces derniers ne présentent que 2,93% dans I’HE de T. numidicus

de Djebel el Ouahch.
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Les hydrocarbures monoterpéniques sont présents en quantités importantes dans les
quatre huiles avec un taux légeérement élevé (33,7%) dans I’HE de T. numidicus de Djebel
el Ouahch.

L’HE de T. numidicus de Djebel el Ouahch, est le plus riche en alcools
monoterpéniques avec un taux assez important de (52,92%) de la totalité de cette huile,
alors qu’ils ne figurent qu’a 0% a 2% pour les autres HES.

Les Hydrocarbures sesquiterpéniques, les cetones monoterpéniques, et les éthers

sont représentes en faibles quantités dans les quatre HES analysées.

La composition chimique de I’HE des plantes peut varier a I’intérieur d’'une méme
espéce. Ces variétés chimiques sont communément appelées chémotype. Elles peuvent
étre due a plusieurs facteurs comme les conditions environnementales, tels que : le climat,

la nature et les composants du sol, 1’altitude etc.

D’autres facteurs peuvent aussi influencer la composition chimique tels que, la
partie de la plante utilisée, le moment de la récolte, les conditions de stockage, les
techniques d’extraction et les parametres d’analyses lors de I’identification des composés
(Bruneton, 2009; Karoussou et al., 2005). Dans notre cas I’exception de la composition

chimique de I’HE de Djebel el Ouahch semble étre liée au biotope de la plante.

Les HEs étudiées sont riches en phénols, principalement le thymol et le carvacrol.
Par la méme occasion ce sont les composés antimicrobiens les plus connus décrits a ce jour
(Kempf et al., 2011).

V1. Recherche d’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites

1. Aromatogramme

C’est une technique qui permet de rechercher une éventuelle activité sur des cibles
vivantes (bactéries, champignons, parasites...). La réalisation de I’aromatogramme repose
sur le principe de la technique de I'antibiogramme selon les recommandations du (CLSI) et
conforme aux recommandations du [CASFM - EUCAST ; 2014- V2], par diffusion en
milieu gélosé, ou les disques d’antibiotiques sont remplacés par des disques imbibés

d’extraits.
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1.1. Souches bactériennes test- objets

Les produits alimentaires peuvent étre dégradés par une multitude de
microorganismes, et pour €tre au plus prés de cette réalit€é nous avons essay¢ d’intégrer
dans notre expérimentation une large gamme de groupe physiologique bactérien. Certaines
souches ont étés pour la majorité mises a notre disposition par les laboratoires de
microbiologie CHU Annaba, de la répression des fraudes, de la DSP et I’EPH de Guelma.
D’autres ont pu étres isolées de produits alimentaires au niveau du laboratoire de

microbiologie de la faculté de médecine.

Ainsi, 160 souches bactériennes sur un total de 240 sont retenues. Ces derniéres
proviennent des urines (n=55; 34%), de denrées alimentaires altérés et/ ou contaminés
(n=40; 25%) et de coproculture suite a des toxi-infections alimentaire collective (n=22;
14%) (Fig.36).

10% 5% & Urines

& Copro culture
12%

ED'origine
alimentaire
M Pus

i Plaies cutannees

L1 Hemoculture

Figure 36. Répartition des souches bactériennes selon 1’origine.

Les autres souches sont issues d’hémoculture (n= 8; 5%), de pus (n=19; 12%) et

de plaies cutanées (n= 16; 10%).

Les souches bactériennes retenues appartiennent a différents groupes
physiologiques. Les bacilles & Gram négatif représente un taux de 69% (entérobactéries
56%, non entérobactéries 13%), les Cocci a Gram positif 29% et les bacilles a Gram
positif 2%.

1.1.1. Identification des souches bactériennes test-objet

Les résultats de I’identification biochimique ont permis d’intégrer 85 souches a la
famille des Enterobacteriaceae, dont 20 au groupe K.E.S.H, 15 au P.M.P et 20 au
E.S.S.C (Tab.16).
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Tableau 16. Répartition des souches bactériennes selon 1’espéce.

Groupe Genre Espéces
Klebsiella K. pneumoniae, K. oxytoca, K. terrigena
Enterobacter E. aerugenes, E. cloaceae, E. sakazakii,
T —~~
5 0 Serratia S. rubidaea, S. liquefaciens, S.
I;é' L marcescens
@ Hafnia H. alvei
5]
© Proteus P. mirabilis
S
& o o .
S = o Morganella M. morganii
Re) E 1l
[S) o £ - . =
5 Providancia P. stuartii
(=
L Escherichia E. coli
O ~ Salmonella Salmonella sp.
. O
U)_ N
3 IEI, Shigella Shigella sp.
Citrobacter C. freundii
" Pseudomonas P. aeruginosa
LL
zZ Z o
1 Z' N
(ZD o 4 Acinetobacter A. baumannii
@ m =
Bacillus B. cereus
o RN
@) Q 1 - .
m m £ Listeria L. monocytogenes
o =)
0} % ® Staphylococcus S. aureus
O O c

Nous retrouvons aussi parmi les bacilles a Gram négatif dix souches Pseudomonas
aeruginosa, dix Acinetobacter baumannii. Les Gram positif retenus regroupent cinquante
souches de Staphylococcus aureus, une souche de Bacillus cereus et une Listeria

monocytogenes.
1.1.2. Antibiogramme de la microflore test-objet

Les résultats de 1’é¢tude de la sensibilité aux antibiotiques révelent que sur environ
2200 tests d’étude effectués, les souches de la microflore test-objet ont montré une
résistance a plus de 45%. Ceci nous a permis d’établir le profil de résistance de chaque

groupe de bactérie en fonction de caractéres bactériologiques.

104



Etude expérimentale Résultats et discussions

e Entérobactéries

Globalement la résistance aux antibiotiques des entérobactéries retenues varie de
52,25% a 69,13%. Cependant, elle est variable a I’intérieur des groupes physiologiques de
cette famille au regard de chaque type d’antibiotique. Dans le monde, I'OMS estime que
les diarrhées tuent 1,5 million de personnes, et que 70% sont "foodborne" (Busby &
Roberts, Gastroenterology, 2009). Parmi les TIAC a entérobactéries déclarées, ce sont les
salmonelles qui sont le plus souvent identifiées (80 % des cas).

En 2011 en Algérie on note une augmentation du nombre total de foyers de toxi-
infections alimentaires collectives (TIAC) a entérobactéries déclarés par rapport a I’année
2010. Durant cette année on a enregistré plus de 82 foyers avec 2807 personnes touchées
dont 5 décédées (Mouffok, 2011). Méme constat est fait en France en 2014, ou 1380
foyers de TIAC a Salmonella ont éte déclarés, affectant 12109 personnes, dont 649 (5 %)
ont été hospitalisees et 2 sont décédées. Et dont les bactéries incriminées dans ces
infections ont montré une résistance aprés une antibiothérapie (INVS, 2014).

» B-Lactamines

Le groupe K.E.S.H montre le plus de résistance aux B-Lactamines avec un taux de
69,13%.

Parmi les 50 souches appartenant a ce groupe, cing sont productrices de béta
lactamases a spectre élargie : deux Klebsiella pneumoniae une K. oxytoca deux

Enterobacter aerogenes et une souche Serratia marcescens.

Le groupe E.S.S.C est a 62,66% résistant aux f-Lactamines. Le quart de ces
représentants produisent des béta-lactamases a spectre élargie (trois E. coli et deux
Citrobacter freundii). De leur part les P.M.P sont a 52,55% résistant aux [3-Lactamines et
aucune souche n’est productrice de BLSE.

En moyenne, il ressort que 12,94% des Entérobactéries testées sont BLSE+ et

pour la plus part appartiennent au groupe K.E.S.H et issues d’infections urinaires.

Ce taux n’est pas a négligé par apport au taux rapporté par le réseau national de la
surveillance de la résistance aux antibiotiques (2014), ou 36,62% de souches K.E.S.H
isolées d’infections communautaires sont de phénotype BLSE+.

L’¢tude de I’antibiorésistance de nos souches bactériennes a mis en évidence des

taux de résistance assez marqué aux antibiotiques testés, notamment a ’AMX et a I’AMC

105



Etude expérimentale Résultats et discussions

avec des taux de (56,89%) et (48,17%) respectivement. L’acquisition de la résistance a
I’AMC, et a ’AMX, antibiotique a trés forte prescription en Algérie, est un phénomene
mondial rapporte a des taux variables.

La résistance des entérobactéries a la CTX, est marquée pour toutes les especes a

I’exception celles du groupe P.M.P.

Depuis 2011-2012 jusqu’a nos jours, le réseau national Algerien de surveillance
de la resistance des bactéries aux antibiotiques, ne cesse de rapporter un profil
d’antibiorésistance grandissant. On y trouve surtout un taux ¢levé de résistance a I’AMX,
et une résistance émergente a la CTX (Benslimani et Mahieddine, 2012). Aucune

résistance a I’imipenéme n’a été observée pour toutes les souches testées.

En 2009, six souches résistantes aux C3G par production de BLSE ont été décrites
chez les salmonelles sérotype Derby. En 2010 on retrouve les mémes avec un profil
« ACroCazFoxSKTGSuTmpCTe » associé a une épidémie a I’origine de TIAC en France
(42 cas) rapporté par le CNR-ESS en 2014. L’analyse des mécanismes moléculaires de
résistance ont permis d’identifier la production concomitante de la BLSE CTX-M-1 et de
la céphalosporinase CMY-2 chez ces souches.

» Aminosides

Le groupe K.E.S.H. montre le plus de résistance aux aminosides avec un taux de
25,08%. Celui des P.M.P. et E.S.S.C. est de 20,21% et 18,17% respectivement.

Des résistances associées aux aminosides sont retrouvées chez la plus part des
souches, précisément ceux productrices de B-lactamases a spectre élargie, ce qui présente
un fort risque d’échec thérapeutique.

Les souches E. coli et E. aerugenes présentent un profil particulier aux aminosides
avec une résistance assez marquee de 67% et 31% pour la Gentamicine et Nétilmicine

respectivement.

Les souches de K. pneumoniae présentent également des taux de résistance tres
importants, soit 78% a la Gentamicines et 80% a la Nétilmicines. Concernant les souches
K. oxytoca, on assiste & une résistance de 100% vis-a-vis des deux antibiotiques.
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Notons que Salmonella sp. Appartenant au groupe E.S.S.C., était I’espéce qui a

montré plus de résistance aux aminosides notamment a la Gentamicine (56,3%).

Le rapport national de surveillance de 1’antibiorésistance de 2012 rapporte des taux
élevés de résistance des Salmonelles a différents antibiotiques notamment & la GN avec un
taux égal a 68,29% (Benslimani et Mohiédine, 2012).

» Quinolones

La résistance aux quinolones des entérobactéries retenues varie de 38,19% a
50,96%. 1l est de 38,19% pour le groupe des K.E.S.H., 50,96% pour les E.S.S.C et 48,51%
pour les P.M.P.

On rapporte un pourcentage élevé de résistance a 1’acide nalidixique des souches de
Salmonella sérotype Paratyphi A. En 2014, chez ce type de souches a été isolé en
Thailande (n=3), en Inde (n=2), en Afghanistan (n=1), au Pakistan (n=1), au Sri Lanka
(n=1), au Cambodge (n=1) et au Sénégal (n=1) (CNR-ESS, 2014).

Chez nos souches la résistance aux quinolones est de 34 % pour ’acide
Nalidixique, de 29% pour la Péfloxacine et de 12 % pour la Ciprofloxacine. A I’exception,
de C. freundii totalement sensibles aux quinolones.

Des souches de Salmonella de sérotype Brandenburg isolées lors de TIAC
hautement résistantes a la Ciprofloxacine, persistent depuis 2000 dans une clinique du
département de I’Allier en France. En 2013, une souche Cip® produisait également une
BLSE de type CTX-M-32 (CNR-ESS, 2014).

» Autres antibiotiques

On note par ailleurs des profils de résistance de la majorité des souches au
triméthoprime. Le groupe des E.S.S.C. apparait le plus résistant a ce dernier avec un taux
de 70%.

Le groupe des K.E.S.H. quant a lui est le plus résistant a 1’association
sulfaméthoxazole + triméthoprime, avec un taux supérieur a 60%. Alors que la résistance
au chloramphénicol est de moins de 30% pour touts les groupes physiologiques bactériens
testés.

Parmi les entérobactéries productrices de BLSE, les souches de K. pneumoniae sont
les plus résistantes, soit 89% a I’association sulfaméthoxazole + triméthoprime (SXT), et

100% pour le chloramphénicol (C) et triméthoprime (TMP).
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Figure 37. Résistance des Entérobactéries aux autres antibiotiques

Toutes les souches bactériennes testées sont sensibles a la colistine (CS) et la

fosfomycine (FOS). Les P.M.P. étant naturellement résistants a cette molécule.
e Les bacilles a Gram négatifs non fermentant

Les souches d’Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa sont des
bactéries fréquemment isolées lors d’infections nosocomiales surtout au niveau des unités
de soins intensifs d’une part (Giamarellou et al., 2008), et agents d’altérations des denrées
alimentaires d’autre part. Les composés de la paroi des especes de genre Pseudomonas
élaborent des protéines et des toxines (Garrity et al., 2010). De plus, ces bactéries
possedent la meilleure capacité de développement au froid présentant une importante
activité proteolytique et lipolytique et sont a I’origine de principales altérations (Bornert,
2000).

Dans notre étude, les BGN oxydatives isolées, montrent des taux éleves de

résistance a la majeure partie des aux antibiotiques testés.

Ainsi, Acinetobacter baumannii s’est révélé a 80,90% résistants aux B-lactamines
avec plus de 70,23% a la Ticarcilline (TIC), 68,9% a la Pipéracilline (PIP) et 76,2% a la
ceftazidime (CAZ) (Fig.38).
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Figure 38. Résistance des BGN-NF aux antibiotiques

On n’a détecté aucune résistance a I’Imipenéme, alors que le réseau national de
surveillance de I’antibiorésistance a enregistré en 2014 un taux de 77,49% des souches
d’Acinetobacter baumannii isolées dans ces structures.

La résistance aux Fluoroguinolones est assez importante (80%), avec 90% a la
Ciprofloxacine (CIP).

La résistance n’est pas moins importante aux Aminosides (78%), avec 52% a la

Gentamycine (GN) et 57,21% a 1’ Amikacine (AK).

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par le réseau national de la
surveillance aux antibiotiques de 1’année 2014, ou les souches su-citées, présentent des
taux de résistance tres alarmants pour les principales familles a usage thérapeutiques telles
que, les B-Lactamines notamment la TIC (85,31%), la PIP (91,77%) et la CAZ (87,10%).
Les aminosides avec 77,73% a la GN et 60,841% a I’AK ; les Fluoroquinolones avec
78,99% a la Cip (Benslimani et Mahieddine, 2014).

Les Pseudomonas aeruginosa, ont montré des taux de résistance élevés aux B-
lactamines (70,70%) avec 80% de résistance a la CAZ, aux aminosides (45,12%) avec
67,2% pour la GN, et en fin aux Fluorogquinolones (29,80%) avec 67% de résistance a la
Cip. Ces taux de résistance sont

Le rapport national de surveillance de 1’antibioresistance (2014) rapporte des taux
moins élevés de résistance de Pseudomonas aeruginosa a différents antibiotiques
notamment a la CAZ (15,40%), a la GN (16,35%) et a la Cip (14,27%).
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e Les Cocci a Gram positif

La plus part des souches de Staphylococcus aureus sont résistantes aux
antibiotiques testés (Fig.39). Cette résistance varie de 51% pour la Fosfomycine a 96%

pour les béta-lactamines.
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Figure 39. Résistance des Staphylococcus aureus aux antibiotiques

Elle est non moins élevée pour les Glycopeptides (20%), FQ (35%). Seule la

Rifampicine reste sensible a 81,2%.

A partir des résultats, il ressort une grande résistance de Staphylococcus aureus
aux B-Lactamines (96%), a I’Acide Fusidique, aux MLS et aux Aminosides avec des taux
de 86%, 79,80% et 70,29% respectivement.

Les spécimens ont montré aussi une résistance notable aux Tetracyclines (60%)
et aux Fosfomycines (51%), mais, une moindre résistance aux autres familles d’ATB

testées.

Les MRSA sont des bactéries pathogénes produisant des entérotoxines et
responsables d’intoxications alimentaires & morbidité aigué passagére trés intense et
invalidante. De plus, cette bactérie a une formidable capacité a acquérir des résistances
contraignant a une recherche continuelle de nouveaux antimicrobiens (Wernli et al., 2011).

La détection de la résistance a la Méthicilline chez staphylocoques dorés testées
par le Screening - Test a ’oxacilline, a révelé que 88% des souches sont de type MRSA.
Ce taux est tres important par apport a celui enregistré par le réseau national de la
surveillance de I’antibiorésistance (35,37%) en milieu hospitalier et (24,76%) en milieu

communautaire (Benslimani et Mahieddine, 2012).
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En fait, en Algérie les Staphylococcus aureus sont au deuxieme rang des bactéries
responsables d'intoxications alimentaires apres les salmonelles. Elles produisent des
entérotoxines a l'origine des différents symptomes (INSP, 2014). En France I’agent
responsable le plus fréquemment incriminé ou suspecté était [’entérotoxine

staphylococcique avec 33% des foyers de TIAC (INVS, 2011).

e Les Bacilles a Gram positifs

Les souches de Bacillus cereus et Listeria monocytogenes d’origine alimentaire,

n’ont montré aucune résistance aux antibiotiques testés. (Fig.40)

100% 100% 100% 100%
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m Bacillus cereus Listeria monocytogenes

Figure 40. Résistance des BGP aux antibiotiques

Malgré la sensibilitt de ces dites souches aux antibiotiques testés,
L. monocytogenes constitue actuellement la principale menace pour la santé publique.
B. cereus posseéde deux types de toxines impliquées dans des infections d’origine
alimentaire : des toxines diarrhéogenes et une toxine émétisante.

Plusieurs pays ont enregistré des cas d’intoxication lié a I’ingestion de Bacillus
cereus. En Europe, 124 (2.2%) des cas d’intoxication dus a 1’ingestion de Bacillus sp. ont
reporté pour 11 pays membres de I'union Européenne en 2009 (FSAI 2011).

En France, cette bactérie est considérée comme la troisieme cause (17% des cas) de
TIAC (Delmas et al., 2010). Par contre dans les pays du Maghreb, étant non recherché,
aucun cas associé a ce pathogene n’a été enregistré (Mouffok, 2011). Cependant deux cas -
suspectés épidémiologiquement d’aprés les symptomes ont été causés par B. cereus a
Bizerte — Tunisie (2010-2011) (Anonyme, 2011)
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Les souches retenues pour notre étude ont montré des phénotypes de résistances
aux antibiotiques assez inquiétants, détectés chez 44 souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline (MRSA), chez 11 souches d’entérobactéries productrices de
BLSE et appartenant a différents genres (Kebsiella, Enterobacter, Serratia, Escherichia,

Citrobacter) et enfin chez E. coli résistantes a la Ciprofloxacine (Cip).

1.2. Aromatogramme proprement dit

Le diamétre moyen des zones d’inhibitions des huiles brutes testées varie de
[19,9mm & 45,9mm] ce qui permet de qualifier d’excellente 1’activité de nos huiles sur
95% des souches considérées. Résultats meilleurs par rapport a ceux rapportés par certains
auteurs dont les diameétres moyens des zones d’inhibition des huiles essentielles de
plusieurs especes de thym se situent dans un intervalle de [13,3mm a 35,6mm] (Rasooli et
al., 2002 ; Dob et al., 2006 ; Rota et al., 2008 ; Maksimavic et al., 2008 ; Haddouchi et al.,
2009).

L’analyse comparative des résultats entre les différents groupes physiologiques de
la microflore testée laisse apparaitre des comportements variables. Ainsi, pour les espéces
de la famille des Enterobacteriaceae I’intervalle de variation des diametres des zones
d’inhibition est de [19,9mm a 33,8mm]. Et par ailleurs on note une conduite variable des

différents sous groupes de cette famille.

D’autre part, nos résultats sont meilleurs par rapport a ceux obtenus lors d’une
étude menée par Saidali et ses collaborateurs, ou quelques souches de la famille des
Enterobacteriaceae (Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Citrobacter, Salmonella et E. coli)
se sont montrées moyennement sensibles a I’HE de Thymus vulgaris avec des diameétres

des zones d’inhibition variant de 10 a 15mm (Saidali et al., 2014).

La souche de reférence E. coli ATCC 25922 sensible aux antibiotiques s’est
montrée sensible a toutes les HES testées avec un diametre moyen des zones d’inhibitions
de 23,8mm.

» Groupe K.E.S.H.
Le diametre des zones d’inhibition des huiles testées sur les souches K.E.S.H. oscille
dans un large intervalle allant de 15mm & 37,1mm. C’est une excellente activité mais un

comportement différent des genres composants ce groupe.
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Résultats proches de ceux rapportés par Khadir et ses collaborateurs, ayant montré
que l'huile essentielle de Thymus lanceolatus possede une excellente activité sur la
majorité des souches bactériennes de référence (ATCC) testées (Salmonella enteritidis
ATCC 2453, Salmonella montevideo ATCC 3581, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603,
Escherichia coli ATCC 25922) avec des diamétres des zones d’inhibitions allant de 20 &
32mm (Khadir et al., 2013).

Au sein des especes du genre Klebsiella et Serratia le diamétre moyen se situe dans
un intervalle étroit, et est de [21,4mm a 29,7mm]. Reflétant une meilleure spécificité
d’action des différentes huiles testées sur ces bactéries. Cette remarquable activité est
associée aux huiles essentielles de T. ciliatus de Taoura et de la Maouna, et de T.

numidicus de Berrahel (Fig.41).
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Figure4l. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur les souches K.E.S.H.

T. ciliatus (Ta): Thymus ciliatus de Taoura, T. ciliatus (Ma) : Thymus ciliatus de Djebel Maouna, T.
numidicus (Br) : Thymus numidicus, T. numidicus (Ou) : Thymus numidicus, K : Klebsiella, E : Enterobacter,
S : Serratia, H : Hafnia

L’activité est moins prononcée pour les souches des genres Enterobacter et Hafnia

ou le diameétre moyen des zones d’inhibition est de 25,3mm et 22,2mm respectivement.
» Groupe P.M.P.

Les spécimens du groupe P.M.P se sont montrés sensibles a toutes les HES testées,
seules les souches de Proteus mirabilis qui sont résistantes. Pour les isolats de
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Providancia stuartii et Morganella morganii, les diamétres moyens des zones d’inhibition
se trouve dans des intervalles étroits de [19,9mm a 27.1mm] et [20,7mm a 24,7mm]

respectivement représentant ainsi un comportement similaire (Fig.42).
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Figure 42. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur

M. morganii et P. stuartii

Notons que la meilleure activité est attribuée aux huiles essentielles de T. ciliatus de

Taoura et de la Maouna, et de T. numidicus de Berrahel.
» Groupe E.S.S.C.

Les spécimens du groupe E.S.S.C apparaissent les trés sensibles parmi les
entérobactéries testées, avec un diametre moyen des zones d’inhibition importants de
35,8mm (Fig.43).
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Figure 43. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur les
souches E.S.S.C
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Les souches appartenant a ce groupe, présentent un comportement semblable des
HEs testées ou les diamétres des zones d’inhibition se retrouvent dans un intervalle étroit
allant de 31,5 a 33,21mm.

De cela, il ressort que les HEs de T. ciliatus (Ta), de la Maouna et T. numidicus de
Berrahel seraient les plus actives. La méme chose pour I’HE de T. numidicus de Djebel El
mais a moindre degré.

> Les bacilles a Gram négatif-Non fermentant

La souche de référence de P.aeruginosa ATCC 27853 sensible aux antibiotiques,
est aussi sensible aux différentes huiles étudiées aves un diamétre moyen des zones

d’inhibitions de 17,5mm.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa se sont montrées totalement résistantes
aux huiles testées, par ailleurs connues pour leur résistance intrinseque aux agents
antimicrobiens notamment les antibiotiques d’une part, et la structure de leurs membranes
externes, particulierement imperméables aux molécules hydrophobes, d’autre part
(Nordmann, 2006; Abi-Ayad et al., 2011). Cependant certains auteurs rapportent une
activité significative d’extraits des mémes especes collectées dans le méme biotope a des
périodes différentes (Amrouni et al., 2014 ; Kouch et al., 2014).

Alors que, les diamétres des zones d’inhibition des cultures d’Acinetobacter
baumannii sont trés importants pour toutes les HEs testées, allant de 32,4mm a 35,7mm
(Fig.44).
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Figure 44. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées
d’Acinetobacter baumannii

115



Etude expérimentale Résultats et discussions

> Les Cocci a Gram Positif

Les souches de référence S. aureus ATCC 25923 sensible aux antibiotiques,
S. aureus ATCC 29213 sensible a la méthicilline et S. aureus ATCC 43300 résistante a la
méthicilline se sont montrées sensibles aux huiles avec des diametres moyens des zones

d’inhibition de 22,25mm, 21,9mm et 25,1mm respectivement.

De loin, les souches de Staphylococcus aureus sont les plus sensibles notamment
aux HEs de T. ciliatus de Taoura et T. numidicus de Berrahel, avec des diamétres des
zones d’inhibitions atteignant 39mm. Ces dites souches restent toujours tres sensible aux
huiles de T. ciliatus collectée dans la région de la Maouna et de T. numidicus de Djebel El
Ouahch avec des diameétres d’inhibitions moyens de 29mm et 25,6mm respectivement
(Fig.45).
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Figure 45. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur
Staphylococcus aureus

» Les Bacilles a Gram Positif

L’essai des bacilles & Gram positif permet de rapporter une totale sensibilité de
Bacillus cereus et Listeria monocytogenes a toutes les huiles testées, avec des diameétres
des zones d’inhibition allant de 27,7mm a 40mm respectivement (Fig.46).
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Figure 46. Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur
Bacillus cereus et Listeria monocytogenes

L’analyse statistique montre que le test ANOVA effectué a un intervalle de
confiance de 95% montre qu’il y a des différences trés hautement significatives (p<0,01)
entre les diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles testées sur toutes les

souches sensibles.

Le comportement variable des souches bactériennes vis-a-vis des HES testées serait
attribué a la différence dans les structures fonctionnelles des groupes physiologiques
bactériens considérés mais aussi la réactivité des classes biochimiques des huiles de thym
testées.

De leur part les bactéries & Gram neégatif possédent une couche fine de
peptidoglycane et une membrane externe riche en phospholipide, cette structure complexe
constitue une barriére d'imperméabilité aux substances hydrophobes telle les HEs. La
biosynthése du peptidoglycane est un processus régulé faisant intervenir des enzymes de
finalisation de synthese de peptidoglycane qui agissent en période active de croissance et
de division bactérienne. Leur insensibilité rend les huiles inactives sur ce groupe de
bactérie (Chao et al., 2000 ; Sandri et al., 2007).

Les bactéries a Gram positif quand a elles, selon les explications de
(Randrianarivelo et Zarai) , vue l'absence de cette barriére et la faible teneur en
phospholipides, permet le contact direct des constituants hydrophobes de I'huile essentielle
avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, provoquant ainsi soit, une
augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux,
soit une déficience au niveau du systeme enzymatique (Randrianarivelo et al., 2009 ; Zarai
etal., 2011).
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2. Etude quantitative de I’activité antibactérienne des HES extraites

2.1. Concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

La CMI moyenne des HEs testées vis-a-vis de la souche de référence
E. coli ATCC 25922 est de 0,1%.

Pour les Enterobacteriaceae, les especes bactériennes présentent un
comportement similaire vis-a-vis des HESs testées. Ils montrent une sensibilité extréme aux
HEs de T. ciliatus de Taoura, de la Maouna et T. numidicus de Berrahel avec des CMlIs
comprises entre (0,0125% et 0,15%). L’activité atteint son minimum avec I’HE de T.
numidicus de Djebel ElI Ouahch avec des CMIs de (0,25% a 0,5%).

» Legroupe K.E.S.H.

Les CMIs des souches bactériennes appartenant au groupe K.E.S.H. sont trés faibles
et varient de 0.025% a 0,25% pour les HEs de T. ciliatus de Taoura, de la Maouna et
T. numidicus de Berrahel (Fig. 47).

Cependant, I’HE de T. numidicus de Djebel el Ouahch est la moins active, ceci est

visible par les valeurs absolues des CMIs par ailleurs assez élevées (de 0,25% a 0,5%).
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Figure 47. Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les
souches K.E.S.H.

A Pintérieur des especes du genre Klebsiella les CMIs moyennes allant de 0,05% a
0,4%. Notons que les souches de K. pneumoniae présentent des CMIs plus faibles.
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Par ailleurs, les espéces du genre Enterobacter et Serratia sont sensible aux
essences aromatiques testées avec des CMIs moyennes comprises entre 0,05% et 0,4%.
Alors que les spécimens des Hafnia alvei se sont montrés résistants avec des CMIs

moyennes de 0,1% et 0,3%.
» Legroupe P.M.P.

Les souches de Morganella morganii et Providancia stuartii, se montraient
sensibles vis-a-vis des HEs de T. ciliatus de Taoura, de Maouna et T. numidicus de
Berrahel avec des CMIs moyennes allant de 0, 15% a 0,2% ; et peu sensible vis-a-vis de
I’HE de T. numidicus de Djebel ElI Ouahch avec des CMIs beaucoup plus élevées (0,3% et
0,5%). (Fig.48)
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Figure 48. Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les

souches de Morganella morganii et Providancia stuartii

Morganella morganii est I’espéce la plus sensible aux huiles testées avec des
CMIs moyennes qui se situent dans un intervalle étroit de 0,1% a 0,3%, alors que
Providancia stuartii est la plus résistance avec des valeurs des CMIs moyennes variant de
0,15% & 0,5%
» Legroupe E.S.S.C.

Les souches bactériennes de ce groupe sont trés sensibles aux huiles de T. ciliatus
de Taoura et de la Maouna avec des valeurs de CMIs trés faibles (0,05% a 0,15%),
notamment pour I’HE de T. numidicus de Berrahel (0,0125% et 0,025%). Cependant, les
dites souches restent sensibles a I’HE de T. numidicus de Djebel EI Ouahch, mais a

moindre degré avec des CMIs assez élevés comprise entre 0,25% et 0,4% (Fig. 49).
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Pour les souches d’E. coli, les valeurs des CMIs moyennes se situent dans un large
intervalle de [0,05% et 0,2%]. Par ailleurs, les CMIs moyennes des espéces des genres
Salmonella et Shigella varient de 0,025% a 0,15%. Les différentes huiles ont fournis des

CMIs moyennes de 0,05% et 0,1% sur les souches de Citrobacter freundii.
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Figure 49. Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les
souches E.S.S.C.

» Les Bacilles a Gram Négatif non fermentant

La CMI moyenne des différentes huiles testées sur la souche de référence de
P.aeruginosa ATCC 27853 est de 0,2%.

Acinetobacter baumanii s’est montré extrémement sensible aux HEs de T. ciliatus,
de la Maouna et T. numidicus de Berrahel, avec des CMIs relativement trés faibles allant
de 0,0125% a 0,025%. Et moins sensible vis-a-vis de I’HE de T. numidicus de Djebel El
Ouahch avec des CMIs plus élevées de 0,2% (Fig. 50).
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Figure 50. Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les
souches d’Acinetobacter baumannii
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» Les Cocci a Gram positif

Les souches de référence S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 et
S. aureus ATCC 43300 sont sensibles aux huiles testées avec des CMIs moyennes tres
faibles de 0,05%, 0,02% et 0,05% respectivement.

Les CMIs moyennes des HEs de T. ciliatus (Ta), de la Maouna et T. numidicus de
Berrahel vis-a-vis les Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM) et
sensibles a la méthicilline (SASM) sont trés basses de 1’ordre de 0,0125% et 0,05%. Et
peu élevées (0,075% a 0,5%) pour I’HE de T. numidicus de Djebel EI Ouahch (Fig.51).
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Figure 51. Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les
souches de S. aureus

L’activité étant inversement proportionnelle a la concentration, les résultats de
I’étude quantitative de 1’activité antibactérienne des huiles étudiées par détermination des

CMls vient conforter les valeurs qualitatives obtenues par aromatogramme.

Notons que, les souches résistantes aux antibiotiques telles que les S. aureus
(MRSA) et les entérobactéries (BLSE™) ont une sensibilité similaire par apport a celles
sensibles (MSSA) et les entérobactéries non productrices de BLSE, vis-a-vis des HES
testées.

Ceci nous permettent de supposé que 1’apparition de la mutation au niveau des PLP
n’affect en rien la perméabilité des souches aux HES. Ou bien, ces derniere empruntent une
autre voie et méme qu’elles agissent autrement. Et que I’apparition de résistance rend les

souches résistantes plus sensibles aux extraits volatiles des plantes aromatiques.
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> Les Bacilles a Gram Positif

Les souches de Bacillus cereus et Listeria monocytogenes sont extrémement
sensibles aux huiles testées, avec des CMls tres faibles de 0,0125% et 0,025% (Fig.52).
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Figure 52.

Concentrations Minimales Inhibitrices des huiles essentielles testées sur les
souches Bacillus cereus et Listeria monocytogenes

2.2. Concentrations minimales bactéricides (CMBSs)

Pour la souche de référence E. coli ATCC 25922, la CMI moyenne des différentes
huiles est de 0,1%

» Legroupe K.E.S.H.

Les CMBs moyennes sont relativement faibles et varient de 0.025% a 0,2% pour

les HEs de T. ciliatus de Taoura et de la Maouna, alors que celui de T. numidicus de
Berrahel a généré des valeurs comprises entre 0,3% et 0,5% (Fig. 53).
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Figure 53. Concentrations Minimales Bactéricides des huiles essentielles testées sur

les souches K.E.S.H.
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» Legroupe P.M.P.

Les HEs de T. ciliatus de Taoura et de la Maouna ont fournis des valeurs moyennes
de CMBs égale aux CMIs vis-a-vis des souches de Morganella morganii et Providancia
stuartii. Ainsi, les CMBs moyens de I’HE de T. numidicus de Berrahel sont supérieurs aux
CMlIs et sont de 1’ordre de 0,4% et 0,5% (Fig.54).
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Figure 54. Concentrations Minimales Bacteéricides des huiles essentielles testées sur
Morganella morganii et Providancia stuartii

» Legroupe E.S.S.C.
Les CMBs moyennes engendrés par les HEs de T. ciliatus de Taoura et de la

Maouna sont comprises entre 0,0125% et 0,25% ; alors que celui de T. numidicus de
Berrahel a fourni des CMBs plus élevées allant de 0,3% a 0,5%. (Fig.55)
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Figure 55. Concentrations Minimales Bactéricides des huiles essentielles testées sur les
souches E.S.S.C.

Les CMBs des HEs testées vis-a-vis les souches de référence P.aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC 43300 sont
différentes des CMIs et sont de 0,3%, 0,08%, 0,05% et 0,075%.
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Pour les souches d’Acinetobacter baumanii, les valeurs des CMBs sont basses (de
0,0125 a 0,025%). Ainsi, pour Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Listeria
monocytogenes, les valeurs des CMBs sont trés faibles et égales aux CMIs reflétant une

meilleure activité sur les dites souches testées.

3. Bbactéricidie / bactériostasie

Le calcule du rapport CMB/CMI (Oussou et al. 2008 ; Guinoiseau ; 2010) a permis
de déceler une activité de type bactéricide sur les souches Acinetobacter baumannii. Les
valeurs des rapports CMB/CMI sont inférieures ou égal a 4.

Ce pouvoir bactéricide est beaucoup plus significatif  sur les souches
Staphylococcus aureus et les BGP (Bacillus cereus et Listeria monocytogenes) testées,
avec des CMB égales aux CMI dans le cas des huiles de T. ciliatus de Taoura, de la
Maouna et T. numidicus de Berrahel. Ainsi, I’effet de I’HE de T. numidicus de Djebel El

Ouahch, reste bactéricide avec un rapport de CMB/CMI < 4.

La bactéricidie de D’activité antibactérienne de plusieurs huiles essentielles testées
sur les Staphylococcus aureus est démontrée par plusieurs auteurs (Bassole et al., 2001 ;
Oussou et al., 2004 ; ElI Amri et al., 2014 ; Heni et al., 2015)

L’activité antibactérienne des huiles de thyms étudiés est variable sur les espéces de
la famille des Enterobacteriaceae testées. Ainsi, le type d’activité est surtout lié a I’espéce
quoi que dans la plus grande part des cas elle est bactériostatique. Seule, sur les souches
Salmonella sp. , deux souches Hafnia alvei et Morganella morganii I’activité est
bactéricide pour les huiles les plus actives. Mais elle est uniquement bactériostatique
pour I’HE de T. numidicus de Djebel EI Ouahch.

A partir des résultats obtenus, il ressort que les HEs de T. ciliatus et T. numidicus
de Taoura, de la Maouna et de Berrahel a forte teneur en phénols monoterpéniques et
hydrocarbures monoterpéniques possédent une excellente activité antibactérienne élargie a
toutes les especes testées (a ’exception de Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa)

avec des CMIs relativement trés faibles.

Notons que I’HE de T. ciliatus (Ta) et T. numidicus (Br) riches en dérivés
phénoliques sont plus actives que celle de la Maouna situation rapportée par Burt dans son

étude comparative en fonction des teneurs des huiles (Burt, 2004).
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Cette activité est attribuée aux Carvacrol et Thymol (Kempf et al., 2011). Le
thymol étant leur composant majeur, se lie aux protéines membranaires et fait augmenter la
perméabilité, déstabilisant I'intégrité cellulaire. Il interfere aussi avec la synthese des
constituants de structure (Trombetta et al., 2005) et le métabolisme de I'énergie conduisant
a la mort de la cellule (Ultee et al., 2002; Nguefack et al., 2004; Cristani et al., 2007). Le
carvacrol, ainsi présent accentue cet effet par action inhibitrice sur I’activité de I’ATPase

(Gill et Holley, 2006).

Sans négliger Iactivité liée aux hydrocarbures monoterpéniques notamment le p-
cymene, qui sont présents en quantité suffisante dans les HEs su-citées. Se sont des
précurseurs de la biosynthése du carvacrol. lls Facilitent sa pénétration intracellulaire
potentialisant ainsi son action (Ultee et al., 2002). Il montre une forte affinité pour les
membranes cytoplasmique et peut les perturber et les affecter en provoquant leur
gonflement a une plus grande mesure que le carvacrol (Burt et al., 2004 ; Felomena et al.,
2013).

L'activité antibactérienne de s HEs peut aussi, étre attribuée au phénomeéne de
synergie entre tous les constituants volatiles ; les interactions synergiques entres les
différents composés peuvent €tre a l'origine d’une activité beaucoup plus prononcée que

celle prévisible pour les composés majoritaires. (Lahlou et al., 2004).

L’HE de Thymus numidicus de Djebel el Ouahch (Constantine) appartenant aux
classes biochimiques des Alcools monoterpéniques (52,92%) et des Hydrocarbures
monoterpéniques (33,7%). Cette huile riche en Linalool (35,47%), montre une activité

moindre avec des CMIs un peu plus élevées.

Les alcools monoterpéniques viennent immediatement apres les phénols en termes
d’activité. Selon Peleczar, les alcools monoterpéniques notamment le Linalool agissent par
dénaturation des protéines par déshydratation (Pelczar et al., 1988). De cela on peut
déduire que I’activité antibactérienne des HEs se classe dans 1’ordre décroissant suivant la
nature de leurs composés majoritaires (Franchomme, 1981) : Phénols > Alcools >

Aldéhydes > Cétones > Oxyde > Esters> Hydrocarbure.

L activité antibactérienne dépend de la composition chimique des HES et est liée
aux groupes physiologiques bactériens. Le comportement des souches bactériennes vis-a-

vis des antibiotiques n’interfére en rien avec leur attitude vis-a-vis des HEs.
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VII. Cytotoxicité des huiles essentielles
1. Effet du DMSO sur la croissance de Paramecium sp.

L’analyse de la courbe de la cinétique de croissance des cellules de paramécies en
présence de diméthylsulfoxyde (DMSO) laisse apparaitre une diminution du nombre
d’individus par millilitre de milieu de culture allant de 4,16% & 9,51% par rapport au
témoin (Fig. 56). Ce taux n’excede pas les 10% ce qui représente une perte naturelle liée a

la sénescence.
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Figure 56. Cinétique de croissance des paramécies en présence du DMSO

La courbe de croissance montre que le DMSO n’a pas d’effet significatif sur
I’évolution du nombre de paramécie en fonction du temps, pouvant étre utilisé comme
témoin. Une autre étude menée par Dominique Sud et ses collaborateur sur ’effet du
DMSO sur des cellules de branchies de coques « Carastoderma edule » a montré que le
DMSO a montré une plus grande reproductibilité des mesures, et qu’il n’ya pas de
différence significative entre le témoin et les cellules en présence du DMSO
(Sud et al., 1997).
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2. Croissance de Paramecium sp. en présence d’huiles essentielles

Les courbes de croissances nous permettent d’avoir des données quantitatives et

une analyse fiable de I’effet toxique d’une substance donnée.

o Effet de ’HE de Thymus ciliatus (Ta)

La cinétiqgue de croissance des cellules de Paramecium sp. en présence de
différentes concentrations croissantes de I’HE, montre que le nombre de cellules diminue
progressivement jusqu’a 2heures (de 900 & 700 cellules) pour la plus faible concentration
et de 900 a 500 cellules pour la concentration la plus élevée. Puis de 2h a 3h on remarque
une réduction hautement significative du nombre d’individus par rapport au témoin. Au-

dela de 3heures aucune cellule n’est viable (Fig.57).
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Figure 57. Cinétique de croissance des paramécies en présence de I’HE de Thymus
ciliatus

e Effet de PHE de Thymus numidicus (Ou)

L’abattement des cellules reste dépendant de la concentration. Pendant les deux
premiéres heures nombre passe de 900 a 500 cellules pour la petite concentration et
poursuit jusqu’a 200 cellules pour la plus élevée. De 2h a 4h la réduction du nombre des
cellules est trés hautement significative de plus de 200 cellules jusqu’a I’inhibition totale.

Au-dela de 6h aucune n’est vivante (Fig. 58).
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Figure 58. Cinétique de croissance des paramécies traitées aux CMIs de I’HE de
Thymus numidicus

Nous observons que des la mise en contact avec I’HE, le nombre de paramécie
diminue de maniére trés hautement significative et dose dépendante (p < 0, 01) par rapport
aux témoins. Cette diminution se poursuit en fonction du temps, elle est plus marquée

pour les plus fortes concentrations.

3. Calcul du pourcentage de réponse (PR)

Le pourcentage de réponses permettant d’évaluer 1’effet des HES sur la viabilité des
paramécies et confirmer ainsi I’évolution de la cinétique de croissance.
Dans le but de montrer la différence de toxicité des deux huiles testées, nous avons calculé
le pourcentage de réponse de Paramecium spp. vis-a-vis des deux HES testées.

Pour le DMSO, le pourcentage de réponse des paramécies est négatif
(PR= - 21,51%) ayant aucun effet sur Paramecium sp.

Concernant I’huile essentielle de T.numidicus, le pourcentage de réponse des
paramécies est dose — dépendant et proportionnel aux concentrations croissantes de cette
huile (Fig. 59).
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Figure 59. Evolution du pourcentage de réponse des paramécies vis-a-vis des différentes
concentrations de I’HE de Thymus numidicus

Il passe de 60% a la concentration de 0,1% et atteint 93% a la concentration de
0,25% ou nous constatons une inhibition presque totale de la croissance des paramécies.
Par ailleurs, le pourcentage de réponse des paramécies est dose — dépendant et

proportionnel aux concentrations croissantes de I’huile essentielle de T. ciliatus (Fig.60).
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Figure 60. Evolution du pourcentage de réponse des paramécies vis-a-vis des différentes
concentrations de I’HE de Thymus ciliatus

Il est de 78% a la concentration de 0,025 et atteint 100% & la concentration de
0,25% ou nous ne percevons aucune viabilité de cellule de paramécies.

L’HE de T. ciliatus de Taoura, composée essentiellement de thymol (67.78%) et
possede une excellente activité antibactérienne, s’est avérée la plus toxique sur le protiste
cilie avec 0% de viabilité.

Cependant, I’HE de T. numidicus de Djebel EI Ouahch, de chémotype Linalool et
la moins active sur les bactéries, s’est montré toxique sur le protiste cilié avec 93% de

réponse
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VI11. Effet synergique : Antibiotique/ Huile essentielle

L’effet d’association de 1’huile essentielle de thym avec les différents antibiotiques
sur les souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes aussi bien a I’huile qu’aux
antibiotiques, a pu améliorer 1’activité antibacterienne, ou les dites souches sont devenues

sensibles dans la majorité des cas (Tab.17).

Tableau 17. Effet d’association HE/ ATB sur les souches de Pseudomonas aeruginosa.

Souches ATB Diametres des zones d’inhibition (mm)
©SS “A\TB HE ATB/HE HE/ATB
AT 14 <6 254 24
CAZ 12 <6 19,5 18
CcIp 11 <6 22 21
S, PIp 13 <6 19,1 19
TCcC 17 <6 24 22
GN 13 <6 14,8 143
S, CAZ 6 <6 16 16,8
AT 12 <6 25 22
S, AT 10 <6 24 23.9
PIP 17 <6 227 21
S, AT 15 <6 19 21
PIP 12 <6 18,5 18,9
Ss CAZ 11 <6 22 20
cIp 6 <6 6 6
AT 16 <6 25 23,9
CAZ 16 <6 25 23.9
PIP 17 <6 20 19
AT 6 <6 18 17
3, cIP 13 <6 13 13
GN 15 <6 217 20,2
TIC 6 <6 8 8
e 16 <6 204 21
s, AT 6 <6 18 18
g, AT 6 <6 17 19,5
CAZ 12 <6 25 25
S, PIP 14 <6 18,3 19
cIp 11 <6 12 11
AT 15 <6 20 19
S1o AT 13 <6 25 23

ATB : antibiotique, HE : huile essentielle; TIC: Ticarcilline (75ug), TCC: Ticarcilline/Acide
Clavulanique (75ug/10ug), AT : Aztréonam (30ug), PIP : Pipéracilline (75ug), GN: Gentamicine
(15ug), CIP : Ciprofloxacine (05ug), CAZ : Ceftazidime (30ug).
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Sur les cingquante huit associations testées, cinquante six présentent une
amélioration de I’activité. Seule dans deux cas les associations avec la Ciprofloxacine
et la Ticarcilline n’ont pas montré une amélioration. Ce qui a mené dans cing cas a un
stade de sensibilité intermédiaire et dans vingt quatre cas ou les souches sont devenues

sensibles.

Avec les B- Lactamines: on enregistre une synergie totale dans 80% des cas
d’association de I’huile essentielle avec 1’ Aztréonam, Ticarcilline/Acide Clavulanique,

la Ceftazidime et la Pipéracilline.

Dans le cas des aminosides seule 50% des associations proposées ont permis

une amélioration de I’activité lorsque 1’huile est associée a la Gentamycine.

Lorsque I’huile est associée aux Fluoroquinolones (CIP) I’activité s’accentue

dans 25% des cas.

Aucune amélioration n’est observée dans ’association HE+ Ticarcilline.

Les - Lactamines

Hormis, avec la Ticarcilline, I’association avec les béta lactamines est la plus
résultative.  Ces derniers bloquent la synthése de la paroi par inhibition de
la transpeptidase via une liaison avec une PLP (Protéine de Liaison a la Pénicilline) ce
qui inhibe la propriété trans-peptidase et donc la synthese du peptidoglycane (Stratton.
2000 ; Frangois., et al., 2003). L’huile essentielle rétablirai cette propriété par création
de gouttiéres augmentant 1’activité de la transpeptidase empéche la synthése de la

paroi. La paroi est anormale, la bactérie se déforme jusqu’a sa lyse et sa mort.
Les Aminosides

Les aminosides, antibiotiques bactéricides, diffusent dans les bactéries a travers
les canaux porines jusqu'a l'espace périplasmique. Leur pénétration a travers la
membrane cytoplasmique est active et nécessite un apport d'énergie et la présence
d'oxygene.

Les aminosides perturbent la synthése protéique bactérienne en se fixant sur les
ribosomes de la sous-unité 30 S. Sans doute en raison de leur caractere polycationique,

ils déplacent les ions magnesium. L'altération de la membrane bactérienne est la
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conséquence de la perturbation de la synthése protéique et de leur effet direct sur elle
(Changeur Nicolas, 2009; Eric Scholar, 2009).

On peut supposer que les huiles par leur activité sur la paroi augmenterai la
perméabilite membranaire ainsi la concentration des aminosides devient conséquente et

on aurait une double activité.

Les fluoroquinolones

Les fluoroquinolones agissent en se liant au complexe ADN-ADN
gyrase bactérienne ce qui a pour effet d'inhiber la gyrase. Cette enzyme rajoute des
supertours négatifs a I'ADN, préalable indispensable a I'ouverture de la double hélice.
Cela inhibe le mécanisme de réplication de I'ADN, indispensable a la formation de
nouvelles bactéries, ainsi que la transcription (Larouche Genevieve, 2001 ; Frangois., et
al., 2003). L’huile essentielle ajoutée a 1’antibiotique contribue a I’inhibition de I’ADN

gyrase.

Ces propriétés pourraient conduire a la restauration de la sensibilité des bactéries
aux antibiotiques, réduire la dose d'antibiotique nécessaire pour le traitement, et par

conséquent permettra de réduire les effets néfastes des médicaments.

X. Usage de I’huile essentielle comme conservateur alimentaire

La viande étant une denrée périssable, a haut risque, elle a été traditionnellement
considérée comme le véhicule de nombreuses maladies d'origine alimentaire chez
I'Homme (Fosse et al., 2006). Sa composition en eau et en protéines de haute valeur
biologique fait d’elle une niche trés favorable au développement des microorganismes
qui peuvent atteindre un seuil dangereux (Benaissa, 2011).

De nombreuses recherches microbiologiques ont été menées sur la viande et ont
permis d’isoler par stade de production, plusieurs types de bactéries selon qu’il s’agit de
la viande fraiche, de la viande hachée ou des preparations a base de viande (Benaissa,
2011; Kpodeékon et al., 2013).

La détérioration de cet aliment indispensable a la croissance de 1’étre humain,
constitue un énorme probleme tant de santé que de pertes économiques, malgré les

bonnes mesures entreprises et les différentes procédures utilisées pour sa préservation.
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Aujourd’hui, différentes stratégies sont appliquées dans le but de controler les
agents bactériens dans les viandes, et 1’intérét a été porté sur 1’application des huiles
essentielles connues pour leurs propriétés aromatisants et antimicrobiennes moins
toxiques (Lacroix, 2007), comme une alternative slre et efficace aux conservateurs
chimiques ou synthétiques qui ne sont pas exempt d’effets secondaires et aux quels les
microorganismes développent des résistances.

L’application de I’HE de thym, (plante utilisée fraiche ou sec comme épice,
dans certains plats de viande, a la fois pour ses qualités de conservation et son go(t
savoureux) dans le contrdle des microorganismes pourrait réduire le risque d’altération
et d’assurer aux consommateurs la sécurité alimentaire.

Inhiber la croissance bactérienne dans la viande additionnée d’HE, et déterminer
le taux d’abattement de la microflore mésophile aérobie totale (MMAT) et de

Staphylococcus aureus.

1. Dénombrement de la microflore mésophile aérobie totale (MMAT) et les

Staphylococcus aureus

Nous avons préparé deux échantillons de 25g de viande, 1’un serait additionné de
0,1mg/ml d’HE, et ’autre non additionné, serait considéré comme témoin ; puis Nous
avons recherché la MMAT par la méthode de colimétrie en milieu liquide (le nombre le
plus probable : NPP) pour les deux échantillons, additionné d’HE et le témoin ; pendant
les différents temps de conservation a savoir : To= Omin, T;= 40min, T,= 24h et T3 =
48h.

L’addition de I’huile essentielle au temps T, laisse apparaitre une inhibition
bactériostatique immédiate au bout de 10minutes, et un effet lytique au-dela de 40

minutes et un décroissement du nombre de bactéries comparé au témoin (Fig.61 et 62).
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Figure 62. Evolution de la charge bactérienne (Staphylococcus aureus) en UFC/g a

différents temps de conservation

A Ty, la charge bactérienne de la MAAT et de S. aureus pour I’échantillon non

additionné d’huile essentielle (Témoin), est de 6,3 log;o UFC/ g et 19 logip UFC/ g

respectivement.

L’addition de I’HE a I’un des échantillons, a permis une réduction légere du

nombre logarithmique de la MMAT (5,9 logi

(11 logyo UFC/ g).
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En effet, on remarque que des 1’addition de I’HE, la charge bactérienne de la
MMAT diminue légérement ; avec une réduction plus marquée pour les S. aureus (de
19 log;o UFC/ g a 11 logip UFC/ g), alors qu’elle augmente dans 1’échantillon dépourvu
d’HE.

A partir des résultats illustrés, on peut déduire que I’HE exerce immédiatement
son effet inhibiteur.

Aprés 40min de conservation a 4°C, 1’échantillon non additionné d’HE,
présente une charge bactérienne de 7,5 log;p UFC/ g pour la MMAT et de 26,3 logso
UFC/ g pour les S. aureus. Concernant 1’échantillon supplémenté avec I’HE, la charge
bactérienne est de 4,9 log;o UFC/ g pour la MMAT, et de 9,5 logio UFC/ g pour les
S. aureus.

Ainsi, I’effet inhibiteur de I’HE se conserve, et la charge bactérienne de la
MMAT diminue, avec une réduction remarquée pour les S. aureus, alors qu’elle
augmente dans 1’échantillon témoin.

Apres 24h de conservation a 4°C, la charge bactérienne devient importante pour
I’échantillon dépourvu d’HE et atteint une valeur de 11,5 log;o UFC/ g pour la MMAT,
et plus importante pour S. aureus (29 log;o UFC/ g).

L’ajout de ’HE a I’échantillon, a permis une réduction accentuée de la charge
bactérienne avec 3,8 log;o UFC/ g pour la MMAT et significatif pour les S. aureus
(6,6 logio UFC/ g).

Apreés 48h de conservation a 4°C, la charge bactérienne atteint des valeurs tres
¢levées pour I’échantillon non supplémenté d’HE, elle est de 16,8 log;o UFC/ g pour la
MMAT et atteint son maximum pour S. aureus (32 logig UFC/ g).

Pour 1’échantillon enrichi d’HE et conservé dans les mémes conditions, la
réduction de la charge bactérienne est hautement significatif pour la MMAT (2,7 logio
UFC/ g), et pour les S. aureus (4,1 log;o UFC/ g), par apport au témoin.

Il est évident d’aprés nos résultats que ’application de I’HE de thym & une
faible concentration qui n’a pas altéré les caractéristiques organoleptiques de la matrice
alimentaire (selon le test de degustation), a permis une réduction de la charge
bactérienne pour les différents temps de conservation , par apport a 1’échantillon
témoin.

Il s’avére que I’effet inhibiteur de I’HE progresse dans le temps et se maintient

jusqu’a 48h de conservation a 4°C, permettant une réduction significatif (0,1<p<0,5) de
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la charge bactérienne de la MMAT et trés hautement significatif (p<0,01) de celle des
S. aureus, selon I’analyse statistique (test ANNOVA).

De cela, en présence de I’HE et a partir de Ty jusqu'a 48h de conservation, le
nombre de S. aureus a atteint une valeur presque nulle. Ce qui explique que I'HE de
thym exerce une tres forte activité antibactérienne contre S. aureus une fois qu'elle est
en contact avec la bactérie cible (effet bactéricide). Ce résultat affirme ceux obtenus
"in vitro™.

Le progres de I’effet inhibiteur de ’huile pourrait étre di aux conditions de la
conservation (4°C). Cependant, la disponibilit¢ d’é¢léments nutritifs dans la viande
comme les graisses, les protéines ; les substances antioxydantes, le sel et d’autres
substances, ainsi que le pH, la température, le type de conditionnement et les
caractéristiques du microorganisme, sans nul doute peuvent influencer sur I’activité de
I’HE. Ainsi, selon Holley et Patel (2005), a pH bas, I’hydrophobicité de certains HES
augmente ce qui leur permet de se dissoudre facilement dans la phase lipidique de la

membrane bactérienne.

Burt (2004), a suggéré qu’une faible teneur en eau dans les aliments peut
entraver 1’action des agents antimicrobiens envers les sites cibles dans la cellule
bactérienne. Ainsi, le niveau élevé d’eau et du sel faciliterait 1’action des HES dans les
produits carnés. Par formation d’une couche protectrice de graisse autour des bactéries
ou bien la fraction lipidique dans I’aliment peut absorber I’agent antimicrobien en

diminuant sa concentration et son efficacité dans la phase aqueuse.
2. Calcul du taux d’abattement

Les taux d’abattement calculés sont compris entre 16,34% et 83,92% pour la

MMAT et entre 60,72% et 87,18% pour les S. aureus (Tab. 18).

Tableau 18. Résultat d’abattement de la MMAT et des S. aureus.
Temps Abattement de la MMAT  Abattement des S. aureus

To 16,34% 60,72%
40 min 35,18% 71,85%
24 h 66,19% 77,06%
48 h 83,92% 87,18%
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L’abattement considéré par cette étude est la différence entre la charge bactérienne de la
MMAT et des S. aureus dans 1’échantillon dépourvue d’HE et celui enrichie d’HE, a
partir les résultats obtenus, il ressort que I’HE a montré des taux d’abattement allant de

[16% & 84%] pour la MMAT et plus importants pour les S. aureus [60% a 88%].

Du fait que I’HE de thym figure parmi les mieux adaptées pour 1’application
dans la viande et les produits carnés (Caillet et Lacroix, 2007), et la spécificité de son
activité¢ antibactérienne. Cette ¢tude, affirme le regain d’intérét aux huiles essentielles
qui démontre avec succes leur usage potentiel afin de réduire ou de controler la flore

pathogene dans les produits alimentaires comme alternative aux additifs chimiques.
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CONCLUSION

Thymus ciliatus et Thymus numidicus récoltées dans quatre régions du Nord- Est —
Algérien : Taoura (Souk-Ahras), Djebel Maouna (Guelma), Djebel ElI Ouahch (Constantine)
et Berrahel (Annaba), posseédent des traits morphologiques, anatomiques et physiologiques

qui leur permettent de s’adapter au climat méditerranéen a longue saison seche.

L’enquéte ethnobotanique effectuée dans ces localités et autres, montre que les deux
tiers des interrogés connaissent et utilisent le thym dans leurs pratiques culinaires
quotidiennes. Mais aussi dans le traitement curatif ou préventif de différentes pathologies :
affections des vois respiratoires supérieurs, pneumonies, affections digestives cutanées etc....

Ce qui témoigne de I’importance de ce végétal dans la vie quotidienne de cette population.

Les parties aériennes se caractérisent par la prépondérance de tissus cellulosiques aussi
bien chez la feuille que chez la tige, ce qui dénote I’'importance du facteur hydrique chez le
thym. On note aussi I’abondance de poils épidermiques sécréteurs, qui libérent des huiles
essentielles (HEs). L’extraction par hydrodistillation de ces derniéres, a donné des
rendements encourageants en huiles essentielles, compris entre 1,9% et 2,9%. Ces
rendements sont sous I’effet de 1’ensemble des conditions climatiques des régions de

provenance et les composants génétiques de la plante.

Les constituants de nos essences font partie de sept classes biochimiques représentées
principalement par les phénols monoterpéniques et les hydrocarbures monoterpéniques pour
les espéces de T. ciliatus et T. numidicus récoltées a Taoura, a la Maouna et a Berrahel. Par
contre, les composants de I’HE de T. numidicus de Djebel el Ouahch, appartiennent
essentiellement a la classe des alcools monoterpéniques (52,92%) et des hydrocarbures
monoterpéniques (33,7%).La composition chimique des HES testées, varie suivant le biotope
dans lequel elles évoluent, mais aussi de la situation géographique, du climat, de I’altitude, de

la pluviométrie et de la nature du sol.

Les souches bactériennes test objet bien que pour la majorité multirésistantes
(BLSE®, MRSA, CIP®) sont & 95% sensible aux huiles brutes testées, a I’exception de
Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa. Avec des diamétres moyens des zones
d’inhibitions variant de [19,9mm & 45,9mm)] ce qui permet de qualifier d’excellente I’activité

de nos huiles sur les souches considérées.

Les HEs riches en phénols monoterpéniques (Thymus ciliatus et Thymus numidicus

de Taoura, de Djebel Maouna et de Berrahel), possedent la meilleure activité concernant un



Conclusion

large spectre de souches bactériennes. A degré moindre, I’HE de Thymus numidicus de
Djebel EI Ouahch, dominée par les alcools monoterpéniques avec des valeurs moyennes des
diametres des zones d’inhibition comprises entre 16mm et 28mm, laissant apparaitre ainsi un

comportement variable selon le groupe physiologique bactérien.

Par ailleurs, ’activité est de type bactéricide sur les souches Acinetobacter baumanii,
et est beaucoup plus significative sur les Cocci a Gram positifs et les Bacilles a Gram Positifs

avec des valeurs des CMIs égales aux CMBs concernant toutes les huiles testées.

Pour la famille des Enterobacteriaceae testées le type d’activité est surtout lié a
I’espéce quoi que dans la plus grande part des cas elle est bactériostatique. Seule, sur les
souches Salmonella sp. , deux souches Hafnia alvei et Morganella morganii 1’activité est
bactéricide pour les huiles les plus actives. Mais elle est uniquement bactériostatique pour
I’HE de T. numidicus de Djebel EI Ouahch.

La variation de ’activité antibactérienne peut étre due aux différentes structures qui
couvrent le corps bactérien de chaque genre et aux mécanismes d’actions des constituants
chimiques des HEs sur la paroi bactérienne. Notons que I’excellente activité est attribuée aux
HEs riches en phénols (Thymol et Carvacrol), alors que celle riche en alcools
monoterpéniques (linalool) est moindre. Il ressort que cette activité est dépendante de la

composition chimique et est liée aux groupes physiologiques bactériens.

En effet, les souches de Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) et
les S. aureus sensibles a la méthicilline (SASM), ainsi que les entérobactéries productrices de
BLSE et celles non productrice de BLSE ont montré une sensibilité similaire aux HEs
testées. Ces especes du méme genre bactérien ont une sensibilité aux HEs semblable
indépendamment de leur comportement vis-a-vis des antibiotiques d’une part, et que
I’apparition de la mutation au niveau des protéines de transport n’affect en rien la

perméabilité des souches aux HEs testées, d’autre part.

L’étude «in vivo » de I’effet toxique des HES de T. ciliatus (Taoura) et T. numidicus
(Djebel EI Ouahch) sur un model unicellulaire alternatif « Paramecium sp.» a montré une
toxicité elevée. Indiquant une letalité dose dependante et un pourcentage de réponse positif
de 100% pour I’huile riche en phénol monoterpéniques (la plus toxique) et de 93% pour

I’huile riche en alcools monoterpéniques (la moins toxique).
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L’effet synergique de I’HE de T. numidicus de Berrahel (riche en phénol
monoterpéniques) a des concentrations sub-inhibitrices, avec les différents antibiotiques, sur
des souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes aussi bien a ’huile qu’aux antibiotiques,
a révélé une amélioration de I’activité antibactérienne dans plus de 96% des cas. Ce qui a
mené dans cing cas a un stade de sensibilité intermédiaire et dans vingt quatre cas a un état de

sensibilité totale.

Une synergie totale est enregistrée avec les B- Lactamines dans 80% des cas avec
I’Aztréonam, Ticarcilline/Acide Clavulanique, la Ceftazidime et la Pipéracilline. Avec les
aminosides seule 50% des associations proposées ont permis une amélioration de 1’activité
lorsque 1’huile est associée a la Gentamycine. Lorsque I’huile est associée aux
Fluoroquinolones (CIP) I’activité s’accentue dans 25% des cas. En effet, 1’association
n’améliore pas ’activité et ’effet synergique est attribué a I’ensemble des composés qui

agissent en tant que molécule unique.

Sur le plan gustatif 1’huile essenticlle de thym est trés appréciée, son addition a la
«viande » a laissé apparaitre une inhibition bactériostatique immédiate et un effet lytique
au-dela de 40 minutes. On a enregistré ainsi un taux d’abattement hautement significatif de
la microflore mésophile aérobie totale (MMAT) et trés hautement significatif des
Staphylococcus aureus. Cet effet inhibiteur progresse dans le temps et se maintient jusqu’a
48h de conservation a 4°C. L’abattement est tel qu’il est presque total pour S. aureus apres
48h. Ce qui explique que I'HE de thym exerce sur S. aureus un effet bactéricide confirmant

les résultats de I’aromatogramme.

Notre étude, laisse présager I’utilisation de ce type de molécules dans les aliments en
substitution des conservateurs chimiques habituels, ceci ouvre la perspective de son usage
pour la prévention et la lutte contre la détérioration des produits alimentaires conservés a
température ambiante ou a 4°C. En plus de son impact économique, cette HE contribuerait a

la lutte contre les toxi-infections alimentaires, et contre les bactéries multi-résistantes.

Par ailleurs, son effet bactéricide sur les pathogenes, constitue un atout quand a la
perspective d’usage de cette substance comme produit de désinfection surtout pour les
surfaces, ustensiles, outils médico-chirurgicaux. On pourrait 1I’exploité dans 1’amélioration

des ambiances et la désinfection lors de fumigation des salles en milieu hospitalier.



Conclusion

PERSPECTIVES

Dans le but d’approfondir les aspects entrevue dans ce travail, et de mieux valoriser

cette plante, nous proposons de :

- Réaliser une cartographie de 1’espéce pour délimiter son aire de répartition.

- Améliorer génétiquement la plante pour obtenir un meilleur rendement en HE.

- Elargir le spectre des bactéries test-objet.

- Fractionner et isoler les différents constituants de I’HE afin de connaitre la ou les
molécules a 1’origine des effets antibactériens et I’éventuelle synergie entre elles.

- Déterminer le mécanisme d’action exact de I’HE en identifiant sa cible cellulaire.

- Elargir les tests de cytotoxicité sur des cultures cellulaires.

- Elargir ’activité sur les acariens, les champignons et les moisissures.

- Protéger et cultiver a grande échelle afin de conserver cette bio- richesse et valoriser

ces especes.
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Résumé

Thymus ciliatus et Thymus numidicus récoltés dans la région de Taoura (Souk Ahras), la
Maouna (Guelma), Djebel EI Ouahch (Constantine) et Berrahel (Annaba) font partie du patrimoine
culinaire et médicinal des populations de ces localités. L’analyse chimique par CPG/SM des huiles
essentielles extraites a montré que les composants de ces essences appartiennent a sept classes
biochimiques essentiellement les phénols monoterpéniques et les hydrocarbures monoterpéniques
T. ciliatus et T. numidicus de Taoura, Djebel Maouna et de Berrahel. Les constituants de I’HE de
T. numidicus de Djebel el Ouahch, appartiennent a la classe des alcools et des hydrocarbures.

Les souches bactériennes test-objet, sont a 35% de phénotype résistant et 20% des
Enterobacteriaceae sont productrices de p-lactamases a spectre élargi (BLSE) et 88% des
Staphylococcus aureus sont résistant a la méthicilline.

Les huiles essentielles riches en phénols (Thymus ciliatus et Thymus numidicus de Taoura,
de la Maouna et de Berrahel) sont plus actives sur un large spectre de groupes physiologiques
bactériens. Les souches bactériennes test objet bien que pour la majorité multirésistantes (BLSE",
MRSA, CIP®) sont a 95% sensible aux huiles brutes testées, a 1’exception de Proteus mirabilis et
Pseudomonas aeruginosa. Avec des diamétres moyens des zones d’inhibitions variant de [19,9mm
a 459mm] ce qui permet de qualifier d’excellente 1’activité de nos huiles sur les souches
considérées.

Le type d’activité, est bactéricide sur les souches d’Acinetobacter baumannii, et est
beaucoup plus significative sur les CGP et les BGP. Pour les Enterobacteriaceae testées le type
d’activité est surtout bactériostatique. Seule, dans le cas de Salmonella sp. , Hafnia alvei et
Morganella morganii I’activité est bactéricide pour les huiles les plus actives. Mais elle est
uniquement bactériostatique pour I’HE de T. numidicus de Djebel El Ouahch.

Notons que la résistance acquise aux antibiotiques des souches productrices de B-lactamases
a spectre élargi et Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline, n’interfére en rien avec la
sensibilité aux huiles essentielles testées.

Les concentrations actives des huiles essentielles testées, sont d’une toxicité élevée sur
Paramecium sp. dose dépendante surtout pour les HE riches en phénols monoterpéniques.

L’association HE/ATB a pu améliorer 1’activité antibactérienne dans 96% des cas. Ce qui a
mené dans cing états a un stade de sensibilité intermédiaire et dans vingt quatre cas ou les souches
sont devenues sensibles. Une synergie totale est observée avec les B- Lactamines dans 80% des
cas, avec les aminosides dans 50% des cas et avec les Fluoroquinolones I’activité s’accentue dans
25% des cas.

L’addition de 1’huile essentielle du thym a « la viande », a permis un abattement hautement
significatif de la MMAT et des Staphylococcus aureus, et augmenter nettement la durée de
conservation. Ce qui nous permet de proposer 1’usage de ces essences aromatiques comme source
de substance conservatrices naturelles.

Mots clés : Extraits Thymus — Contamination microbienne — Conserves — Additifs.
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ABSTRACT

Thymus ciliatus and Thymus numidicus harvested in the region of Taoura (Souk
Ahras), Maouna (Guelma), Djebel EI Ouahch (Constantine) and Berrahel (Annaba) are
part of culinary and medicinal heritage of people of these localities. Chemical analysis by
GC/MS of the extracted essential oils showed that components of these essences belong to
seven biochimical classes, mainly monoterpene phenols and monoterpene hydrocarbons
for T. ciliatus and T. numidicus from Taoura, Djebel Maouna and Berrahel. Constituents of
the essential oil of T. numidicus harvested in Djebel el Ouahch, belong to alcools
monoterpene and hydrocarbons monoterpene classes.

About 35% of tested strains have a resistant phenotype, 20% of Enterobacteriaceae
are producing p-lactamases expanded spectrum (BLSE) and 88% of staphylococcus aureus
stains are resistant to meticilline.

Essential oils that are rich in phenols (Thymus ciliatus and Thymus numidicus from
Taoura, Maouna and Berrahel) are more active against an expanded spectrum of bacteria.
Despite the multiresistance of tested bacterial strains (BLSE®, MRSA, CIP®) these same
strains are at 95% sensitive to tested essential oils, with an average inhibitary diameters
between [19,9mm to 45,9mm]. Proteus mirabilis and Pseudomonas aeruginosa strains are
however resistant to essential oils action.

Essential oil of Acinetobacter baumannii showed a bactericidic activity, it is more
significant on CGP and BGP. Enterobacteriaceae strains showed a bacteriostatic activity,
at the exception of Salmonella sp., Hafnia alvei and Morganella morganii whose have a
bactericid activity only with more active oils.

We note that antibiotic acquired resistance of BLSE and meticilline resistant
Staphylococcus aureus strains does not interfere with the sensibility to tested essential oils

Active concentration of tested essential oils are of great toxicity against Paramecium
sp. especially those wich are rich on monoterpene phenols.

The association of EO/ATB was able to improve antibacterial activity in 96% of
cases. A full synergy was observed with B-lactamines antibiotics in 80% of cases and with
aminosides in 50% of cases, the activity increases with Fluorogquinolones in 25% of cases.

The addition of thyme essential oil to « meat », allowed a significant decrease of
MMAT and Staphylococcus aureus strains, and increases clearly its shelf life. These results

lead us to propose the use of aromatic essences in food preservation process.

Key words: Thymus extract — Microbial contamination— Canned food— Additives
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Introduction

INTRODUCTION

L’un des principaux problémes de I’industrie agro-alimentaire est d’assurer une bonne
conservation des aliments, notamment a 1’abri des contaminations microbiennes qui sont les
plus redoutées. Ces derniéeres conduisent a une diminution de la valeur nutritionnelle, par
perte en vitamines, détérioration du go(t et méme parfois par ’apparition de substances
toxiques (Pascal, 1979; Nessrien & Mohamed, 2007).

Pour parer a ce probleme il est d’usage, en industrie agroalimentaire, d’ajouter des
substances chimiques synthétiques (Patrone et al., 2010). Ayant ou non une valeur nutritive,
et dont I’addition intentionnelle a un but technologique ou organoleptique. Elles peuvent
devenir un composant de cette denrée.

On distingue une multitude d’additifs parmi eux les colorants, les antioxydants, les
acidifiants, les émulsifiants, les épaississants, les stabilisants, les régulateurs d’acidité et les
conservateurs antibactériens (Nakahara et al., 2003). La question la plus préoccupante pour la
santé publique reste I’impact des ces composés sur le consommateur (Burt, 2004).

En raison de leurs effets toxiques indésirables a court ou long terme, plusieurs
conservateurs synthétiques ont été limités voir interdit dans plusieurs pays. Dans un bon
nombre de cas on leur attribut des effets neurotoxiques, mutagenes voir tératogene (Ho et al.,
2009;Chahardehi et al., 2010). Parmi eux, les antibiotiques occupent une place significative
comme agents conservateurs contre les détériorations microbiennes des produits alimentaires.

Cependant, la surconsommation, 1’usage excessif en agroalimentaire, en médecine
humaine et vétérinaires a aidé les bactéries a se dotées d’un incroyable pouvoir d’adaptation
et développer des résistances permanentes. La question se complique par la non
reconnaissance de nouvelles cibles et un ralentissement de la synthese de nouvelles
molécules antibactériennes.

Tout cela justifie le regain d’intérét porté aux extraits de plantes aromatiques et
médicinales. Les pays en voie de développement sont les plus sensibles a ce probléme
subissant des dommages énormes, menant a des pertes économiques incommensurables et des

risques sanitaires majeurs (Ownagh et al., 2010).

Depuis I’antiquité ’Homme utilisait de maniere empirique des extraits végétaux entre
autre, les huiles essentielles. Bien que ces substances soient surtout toxiques, beaucoup
d’auteurs (Rota et al., 2008 ; Kempf et al., 2011; Amrouni et al., 2014 ; Atailia et al., 2015)
rapportent un effet antibactérien. Ils contribuent & 1’amélioration des qualités gustatives, et
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sont classées « Généralement reconnue comme saine » (GRAS) et approuvée pour un usage
alimentaire par I’Agence Américaine des produits alimentaires et médicamenteux (Food and
Drug Administration) (Lacroix, 2007).

Le thym, plante spontanée, abondante dans le Nord- Est-Algérien, et faisant partie du
patrimoine culinaire Algérien, constitue par ailleurs une importante source de molécules
bioactives (Bruneton, 2009). Parmi ces substances, les huiles essentielles de composition
chimique complexe, et riche en composés actifs, agissent sur diverses cibles cellulaires. Ce

qui contribue au réglement de la question grandissante des résistances bactériennes.

En Algérie, douze especes de Thyms colonisent le territoire, parmi elles Thymus
ciliatus Desf. et Thymus numidicus Poiret. spécifiques du Nord- Est -Algérien. Cependant il
n’y’a pas d’études exhaustives mettant en valeur les bienfaits des huiles essentielles de ces
deux espéces.

Le présent travail se propose de faire une étude ethnobotanique élaborée sur ces deux
espéces d’une part. D’autre par faire un screening chimique des huiles extraites et mettre en
valeur leur probable activité antibactérienne par leur utilisation comme conservateur d’une

denrée alimentaire sensible et de valeur nutritive essentielle : la viande.
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used in food protection.

The essential oil extracted from the aerial parts of Thymus ciliatus harvested in the region of Tawra (North-East
of Algeria) gave a yield of 2.5%. Its analysis by GC / MS has allowed the identification of twenty- four elements,
mainly phenols and terpenes. The main components were: Thymol (67.78 %), p- cymene (12.25%), pseudo-
limonene (5.10 %), and y-terpinene (4.42 %). Antimicrobial activity was evaluated on two pathogenic foodborne
bacterial strains: Bacillus cereus and Listeria monocytogenes. These pathogens showed high sensitivity with
respect to the essential oil with respective inhibition diameters of 28.6and 40mm of relatively low MICs of
0.18mg / ml. Due to these results, we may propose the use of this natural substance as a substitute for additives

INTRODUCTION

Bacillus cereus, a gram-positive rod has a reputation as
a foodborne pathogen responsible for poisoning causing diarrheal
or emetic syndromes (Tossa et al., 2009). It is an opportunistic
associated with certain infection wich might endanger the life of
immune compromised individuals, such endophthalmitis,
wounds, bacteremia, septicemia, meningitis, pneumonia,
endocarditis, pericarditis. It is a ubiquitous saprophyte of the
environment, especially the soil, it can be met at all stages of the
food production chain. The selection by the heat retaining
endospores, is an important factor in the frequency of its isolation
as a contaminant. The spore causes deterioration of food after its
subsequent germination (Delmas et al., 2010). In Algeria, B.
cereus is the 4th cause of foodborne outbreaks (INVS, 2004).
Listeria monocytogenes, saprophytic ubiquitous (soil, plants,
water) is an intracellular opportunistic pathogen agent.
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Its ability to multiply at 4 °C allows it to reach high
concentrations in foods stored in the refrigerator (Viuda et al.,
2011). Listeria has gained increasing attention as a causative agent
of listeriosis, with a mortality rate of 24% (Datta et al., 2003). It is
also responsible for, bacteremia, meningitis, encephalitis,
meningoencephalitis, miscarriage, premature births, stillbirths’
human births etc. Infection occurs mainly due to the occasional
contamination of food products, especially meat (Bubonja et al.,
2011; Lauchlin et al., 2004). Many efforts have been made to
guard against contamination by such microorganisms by the use of
various types of preservatives.

However, capacity of resistance acquisition of these
bacteria, forced into a continual search for new antimicrobials. In
addition to tall the side effects that can generate these chemical
conservative substances of synthetic origin. The plant world,
presents an inexhaustible and renewable source whose traditional
and medical use has been known since a long time. Among the
aromatic plant species, the genus of Thymus offers a wide variety
of natural substances with antimicrobial effects. The aim of this
work is to evaluate the effectiveness of essential oil of Thymus
ciliatus, an abundant endemic plant in the North -east of Algeria on
both bacteria Bacillus cereus - Listeria monocytogenes.

© 2015 Sonia HENI et al. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License -NonCommercial-ShareAlike

Unported License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).
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This species of Thyme produces an essential oil that has
a very broad spectrum of action since it inhibits the growth of
bacteria. This species produces an essential oil rich in phenolic
compounds: Thymol and carvacrol, the most active antimicrobial
molecules described to date(Kempf et al., 2011). The development
of these herbs has affected several areas of the food industry
(Ozkan et al., 2010). Where they can be applied as an effective
alternative to chemical preservatives controlling pathogens in food
products such as Bacillus cereus and Listeria monocytogenes.
These strains are implicated in the contamination of food products
stored at room temperature and the deterioration of refrigerated
foods; also they are responsible for food poisoning.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

We chose two strains which are implicated, one in the
contamination of food products stored at room temperature and the
other in the deterioration of refrigerated foods. Bacillus cereus
originally isolated from a meat dish, preserved and identified by
APl system (Bio- Meérieux). Listeria monocytogenes is part of
ATCC, kindly made available to us by the team at the Pasteur
Institute in Algiers; were used as the test object.

Essential oil
Plant material

The aerial parts (stems, leaves and flowers) of Thymus
ciliatus of Tawra in the province of Souk Ahras (Northeastern
Algeria) were harvested in full bloom period (May-June 2012).
The samples thus collected were dried in the open air and in the
shade.

Extraction of essential oil

The essential oil was obtained by steam distillation using
a LINKENS- NICKERSON type apparatus. The distillation was
carried out by boiling 100 g of dry matter in 1 liter of water in a 2
liter flask surmounted by a column of 60 cm length connected to a
condenser (Bruneton, 1999). After an extraction of 2 hours, the oil
is recovered in small opaque bottle and stored at 4 °C.

Chemical analysis of the essential oil

Chromatographic analysis of the extracted essential oil
was performed on a gas chromatograph coupled to a type of mass
spectrometer Shimadzu QP 2010. Column used is SE- 30 type 25
m in length, 0.25m in diameter internally, the film thickness is
0.25 microns. The injection mode is split. Helium was used as
carrier gas at a constant pressure of 25.6KPa. The temperatures of
the injector and transfer line were brought to 250 °C. The oven
temperature was programmed according to the following
conditions:

Initial column temperature was 60 °C, increasing the
temperature of 3 °C / min to 120 °C, and is kept isothermal for 5
minutes then increased to 10 °C / min to 180 °C. The injected
volume was 1pl.

The analysis was performed in mode electron impact
(EDionization with ionization energy of 70 EV using in scan mode
(45-450p). After obtaining the chromatogram of the essential oil,
identification of chromatograms was done by querying the
database NIST (National Institute of Standards and Technology).
The internal normalization method was used for determining the
amount of each component.

Study of the Antibacterial Activity
Aromatogram

The antibacterial activity of the essential oil of Thymus
ciliates on studied strains was determined by the solid medium
diffusion method using sterile filter paper discs. The principle of
this method is inspired of Antibiogramas recommended by the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) and those of the
Committee of French Society for Microbiology (CA-SFM;
EUCAST ; 2014).

This test is performed by depositing two sterile discs :
one is impregnated with 20ul of the crude essential oil, the other is
a witness disk devoid of any substance, on medium Muller-Hinton
(MH) previously inoculated by a bacterial suspension
concentration equivalent to 0.5 McFarland [10° — 10°CFU / ml] ,
(CFU= Colony- Forming Unit).

These prepared dishes were incubated at 37 ° C for 24h.
The antibacterial activity, when present, is estimated by measuring
the diameters of zones of inhibition around the discs.

Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC)

MICs of the oil extracted on the studied bacterial strains
were determined by the medium agar incorporation method as
recommended by CLSI (CA-SFM ; EUCAST ; 2014).

A range of dilutions of the essential oil in DMSO
(dimethylsulfoxide) were prepared so as to obtain Final
concentrations of 1%, 0.5 %, 0.4 %, 0.3% , 0.25 %, 0.2%, 0.15
%, 0.1% , 0.075% , 0.05% , 0.025 % and 0.012 % , essential oil
per milliliter of culture medium (Djahoudi et al., 2011; Amrouni et
al., 2014).

These dilutions are added to MH agar melted and cooled
in a water bath at 45 °C. S pots of 2 ul standardized inoculum to
0.5 McFarland are deposited on agar plates using a multi-
applicator; witness boxes containing only MH were used as
negative control.

All dishes are incubated in an incubator at 37 °C for 24 h.
The MIC is defined as the lowest concentration in the presence of
which no bacterial growth is visible to the naked eye similar to the
growth of the strain on the control box (CA-SFM ; EUCAST ;
2014).

RESULTS AND DISCUSSION

Yield of essential oil extracted

The average yield of essential oil of Thymus ciliatus was
2.5 %. It is more important than that obtained from Thymus
ciliatus of Morocco, which is 1.2 % (Amarti et al., 2010). Thus,
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Thymus vulgaris essential oil of North America, obtained by steam
distillation, gave a lower yield of about 1.8 % (Yaouba et al.,
2011). While essential oil Thymus piperella of Island of Great
Comoro revealed an average yield of 1.31 % (Satrani et al., 2010).

According to the study (Faleiro et al., 2003)on
Portuguese Thyme:essential oil of Thymus mastichina, established
a rather low yield of about 0.5%.

Indeed, these variations in performance can be attributed,
not only to the portion of the extracted plant, but also to climatic
and environmental factors, the intensity of the metabolism of
plants, species, age, the period of gathering and the specific
geographical location of this species.

Chemical composition of essential oil extracted

Chemical analysis of the volatile essential oil
components Thymus ciliatus GC-MS has allowed the identification
of twenty four elements representing 99.87 % of total oil (Table-
1). It is composed mainly of phenolic monoterpenes represented
by Thymol (67.78 %) and carvacrol (2.70 %); followed by
hydrogenated monoterpenes , p- cymene (12.25 %) associated to
other components at relatively low levels, such as the pseudo-
limonene (5.10 %) , the y-terpinene (4.42 %).

Our results are similar to those of Cherchar et al.,
(2014)which showed that the essential oil of T. ciliatus species
from Tlemcen (West Algeria) consists essentially of Thymol
(60.52 %) followed by p-cymene (17.2%) and y-terpinene
(8.03%), while carvacrol is (0.2%).

Indeed, the same results were obtained for the essential
oil of T. vulgaris collected in the city of Ifran located in the Middle
Atlas of Morocco which is Thymol chemotype (41.39 %),y -
terpinene (22.25 %) (El ouali et al ., 2013).

Thus, essential oil of T. serpyllum of western Himalayas
(Kumaon region), has the same major compounds but with
different percentages dominated by Thymol (60.1 %), followed by
y-terpinene (13.8 %) and of p-cymene (10.4 %) (El ouali et al.,
2013).

By cons, another Tunisian variety of T. capitata
(Zaghouan region) has a completely different composition from
that of T. ciliatus with comparable percentages;carvacrol (88.98
%), p- cymene (1.14 %), Thymol (0.51 %) and vy - terpinene (0.40
%) (El Abed et al., 2014).

Table 1: Chemical composition of essential oil of Thymus ciliatus.

Compound Name RT Content
%

a-Thugéne 6.38  0.23%
1R-a-pinéne 6.56 0.93%
1-octéne-3-ol 780  0.78%
a-pinene 8.12  0.45%
B- thugéne 879  0.01%
a- terpinoléne 8.99 1.00%
p-cymene 9.30 12.25%
Limonéne 9.41 0.51%
y-terpinene 1051  4.42%
3-caréne 10.87 0.28%
Pseudo-Limonene 12.14  5.10%
5-isopropyl-2-methylbicyclo[3.1]hexan-2-ol 15.33  0.23%

Thymol methyl ether 17.74  0.93%
Thymogquinone 18.45 0.60%
Thymol 20.54 67.78%
Carvacrol 20.82 2.70%
a-Cubebéne 23.73  0.007%
f-bourbonene 2411 0.02%
Caryophyléne 2555 0.92%
5-Muuroléne 27.87 0.06%
A-Cadinéne 29.74  0.13%
Epi-Bcyclosesquiphellandréne 29.37  0.03%
2,5-Dimethoxyethylbenzene 31.26  0.43%
Total: 99.87%

RT: retention time.

Antibacterial activity of essential oil

The diameters of the zones of inhibition around the discs
loaded with essential oil are very important and so, class our
strains, in the category of extremely sensitive microorganisms.
Indeed inhibition diameters were 28.6 mm for L. monocytogenes
and 40 mm for B. cereus and MICs of about 0.18mg / ml (Table-
2).

Table 2: Diameter of inhibition and MIC EO of Thymus ciliates.

EO of T. ciliatus  (S. Ahras)

Bacteria tested

@ (mm) MIC (mg/ml)
L. monocytogenes ATCC 19118 28.6 0.18
B. cereus 40 0.18

Other studies have shown that the essential oil of Thymus
capitata harvested in Tunisia (EI Abed et al., 2014), has had a
more importance activity on L. monocytogenes ATCC 19118and
B. cereus with an inhibition diameter of 70 to 80mm and MIC
least low of 2.5 and 1.25mg/ml for the two respective strains. For
this, another essential oil of France Thymus vulgaris (Cristani et
al., 2007) exerted an inhibitory effect on stem with low MIC
0,45mg / ml.

These values show excellent sensitivity of Gram-positive
strains, tested, towards this essential oil. This would be attributed
to the particular structure of their less complex membrane
consisting of a thin layer of peptidoglycan in which proteins are
related. Allowing hydrophobic molecules easily penetrate and act
on the cell wall and into the cytoplasm (Burt et al., 2004; Cristani
et al., 2007). The antibacterial action of essential oil (EO) of
T. ciliatus is also related to its high content of phenolic derivatives
(Thymol and carvacrol). These may destabilize the cytoplasmic
membrane and interfere with energy metabolism and cellular
integrity leading to cell death (Ultee et al., 2002; Nguefack et al.,
2004; Cristani et al., 2007).

It should be noted that Thymol, main component of our
EO, is known for its broad spectrum of antibacterial activity
(Dorman et al., 2000). Indeed, Thymol binds to membrane
proteins and increased membrane permeability of the bacterial cell.

Other studies suggest that the volatile compound is
responsible for the inactivation of enzymes, including those
involved in the production of energy and synthesis of Structural
components (Trombetta et al., 2005).

On the other hand, hydrogenated monoterpenes such as
y-terpinene and p-cymene are both precursors in the biosynthesis
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of carvacrol. Present in sufficient quantity (12.25 %), p- cymene
facilitates intracellular penetration of carvacrol and potentiating its
action (Ultee et al., 2002); it shows a high affinity for cell
membranes and may disturb and affect them (Rassouli et al.,
2006). Logically, its activity is the first link in the destabilization
of cellular integrity process. This antibacterial effect is mainly
provided by carvacrol. Thus, it has ATPase inhibitory activity
(Gill and Holley, 2006) inducing dissipation proton- motive force
by inhibiting other enzymes in the periplasmic space after the
treatment of the bacterial cytoplasmic membrane (Ultee et al.,
2002; Benarfa et al.,2006 ; Cristani et al.,2007 ; Xu et al., 2008).
While other minority compounds of our EO such as
terpene hydrocarbons, pseudo-limonene known for its low
antibacterial activity (Vardar Vnlu et al., 2003; Nejad Ebrahimi et
al., 2008) and a-terpinolene, can exert synergistic interactions.
Their target and their mode of action remain to be determined.

CONCLUSION

Listeria monocytogenes and Bacillus cereus are two

pathogenic bacteria responsible for food poisoning can be fatal.
Many efforts have been made to protect food from contamination
by this type of microorganisms by the use of various types of
preservatives. However, the ability of these bacteria to develop
resistance forced a continual search for new antimicrobials.
In this perspective, we were interested in the EO of Thymus
ciliatus harvested in the region of Tawra (northeastern Algeria),
and the GC / MS unveiled its chemotype “Thymol”. This oil
showed a very good antibacterial activity against pathogenic
strains of Listeria monocytogenes and Bacillus cereus.

This result suggests the use of such molecules in food as
a substitute for conventional chemical preservatives. Knowing that
in terms of taste, Thyme is much appreciated and constitutes an
ingredient in several recipes, this opens the prospect of its use for
the prevention and fight against deterioration of food stored at
room temperature or 4 °C.

In addition to its economic impact, this EO would
contribute to the fight against food poisoning.
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used in food protection.

The essential oil extracted from the aerial parts of Thymus ciliatus harvested in the region of Tawra (North-East
of Algeria) gave a yield of 2.5%. Its analysis by GC / MS has allowed the identification of twenty- four elements,
mainly phenols and terpenes. The main components were: Thymol (67.78 %), p- cymene (12.25%), pseudo-
limonene (5.10 %), and y-terpinene (4.42 %). Antimicrobial activity was evaluated on two pathogenic foodborne
bacterial strains: Bacillus cereus and Listeria monocytogenes. These pathogens showed high sensitivity with
respect to the essential oil with respective inhibition diameters of 28.6and 40mm of relatively low MICs of
0.18mg / ml. Due to these results, we may propose the use of this natural substance as a substitute for additives

INTRODUCTION

Bacillus cereus, a gram-positive rod has a reputation as
a foodborne pathogen responsible for poisoning causing diarrheal
or emetic syndromes (Tossa et al., 2009). It is an opportunistic
associated with certain infection wich might endanger the life of
immune compromised individuals, such endophthalmitis,
wounds, bacteremia, septicemia, meningitis, pneumonia,
endocarditis, pericarditis. It is a ubiquitous saprophyte of the
environment, especially the soil, it can be met at all stages of the
food production chain. The selection by the heat retaining
endospores, is an important factor in the frequency of its isolation
as a contaminant. The spore causes deterioration of food after its
subsequent germination (Delmas et al., 2010). In Algeria, B.
cereus is the 4th cause of foodborne outbreaks (INVS, 2004).
Listeria monocytogenes, saprophytic ubiquitous (soil, plants,
water) is an intracellular opportunistic pathogen agent.
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Its ability to multiply at 4 °C allows it to reach high
concentrations in foods stored in the refrigerator (Viuda et al.,
2011). Listeria has gained increasing attention as a causative agent
of listeriosis, with a mortality rate of 24% (Datta et al., 2003). It is
also responsible for, bacteremia, meningitis, encephalitis,
meningoencephalitis, miscarriage, premature births, stillbirths’
human births etc. Infection occurs mainly due to the occasional
contamination of food products, especially meat (Bubonja et al.,
2011; Lauchlin et al., 2004). Many efforts have been made to
guard against contamination by such microorganisms by the use of
various types of preservatives.

However, capacity of resistance acquisition of these
bacteria, forced into a continual search for new antimicrobials. In
addition to tall the side effects that can generate these chemical
conservative substances of synthetic origin. The plant world,
presents an inexhaustible and renewable source whose traditional
and medical use has been known since a long time. Among the
aromatic plant species, the genus of Thymus offers a wide variety
of natural substances with antimicrobial effects. The aim of this
work is to evaluate the effectiveness of essential oil of Thymus
ciliatus, an abundant endemic plant in the North -east of Algeria on
both bacteria Bacillus cereus - Listeria monocytogenes.

© 2015 Sonia HENI et al. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License -NonCommercial-ShareAlike

Unported License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/

Heni et al. / Journal of Applied Pharmaceutical Science 5 (12); 2015: 056-060 057

This species of Thyme produces an essential oil that has
a very broad spectrum of action since it inhibits the growth of
bacteria. This species produces an essential oil rich in phenolic
compounds: Thymol and carvacrol, the most active antimicrobial
molecules described to date(Kempf et al., 2011). The development
of these herbs has affected several areas of the food industry
(Ozkan et al., 2010). Where they can be applied as an effective
alternative to chemical preservatives controlling pathogens in food
products such as Bacillus cereus and Listeria monocytogenes.
These strains are implicated in the contamination of food products
stored at room temperature and the deterioration of refrigerated
foods; also they are responsible for food poisoning.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

We chose two strains which are implicated, one in the
contamination of food products stored at room temperature and the
other in the deterioration of refrigerated foods. Bacillus cereus
originally isolated from a meat dish, preserved and identified by
APl system (Bio- Meérieux). Listeria monocytogenes is part of
ATCC, kindly made available to us by the team at the Pasteur
Institute in Algiers; were used as the test object.

Essential oil
Plant material

The aerial parts (stems, leaves and flowers) of Thymus
ciliatus of Tawra in the province of Souk Ahras (Northeastern
Algeria) were harvested in full bloom period (May-June 2012).
The samples thus collected were dried in the open air and in the
shade.

Extraction of essential oil

The essential oil was obtained by steam distillation using
a LINKENS- NICKERSON type apparatus. The distillation was
carried out by boiling 100 g of dry matter in 1 liter of water in a 2
liter flask surmounted by a column of 60 cm length connected to a
condenser (Bruneton, 1999). After an extraction of 2 hours, the oil
is recovered in small opaque bottle and stored at 4 °C.

Chemical analysis of the essential oil

Chromatographic analysis of the extracted essential oil
was performed on a gas chromatograph coupled to a type of mass
spectrometer Shimadzu QP 2010. Column used is SE- 30 type 25
m in length, 0.25m in diameter internally, the film thickness is
0.25 microns. The injection mode is split. Helium was used as
carrier gas at a constant pressure of 25.6KPa. The temperatures of
the injector and transfer line were brought to 250 °C. The oven
temperature was programmed according to the following
conditions:

Initial column temperature was 60 °C, increasing the
temperature of 3 °C / min to 120 °C, and is kept isothermal for 5
minutes then increased to 10 °C / min to 180 °C. The injected
volume was 1pl.

The analysis was performed in mode electron impact
(EDionization with ionization energy of 70 EV using in scan mode
(45-450p). After obtaining the chromatogram of the essential oil,
identification of chromatograms was done by querying the
database NIST (National Institute of Standards and Technology).
The internal normalization method was used for determining the
amount of each component.

Study of the Antibacterial Activity
Aromatogram

The antibacterial activity of the essential oil of Thymus
ciliates on studied strains was determined by the solid medium
diffusion method using sterile filter paper discs. The principle of
this method is inspired of Antibiogramas recommended by the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) and those of the
Committee of French Society for Microbiology (CA-SFM;
EUCAST ; 2014).

This test is performed by depositing two sterile discs :
one is impregnated with 20ul of the crude essential oil, the other is
a witness disk devoid of any substance, on medium Muller-Hinton
(MH) previously inoculated by a bacterial suspension
concentration equivalent to 0.5 McFarland [10° — 10°CFU / ml] ,
(CFU= Colony- Forming Unit).

These prepared dishes were incubated at 37 ° C for 24h.
The antibacterial activity, when present, is estimated by measuring
the diameters of zones of inhibition around the discs.

Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC)

MICs of the oil extracted on the studied bacterial strains
were determined by the medium agar incorporation method as
recommended by CLSI (CA-SFM ; EUCAST ; 2014).

A range of dilutions of the essential oil in DMSO
(dimethylsulfoxide) were prepared so as to obtain Final
concentrations of 1%, 0.5 %, 0.4 %, 0.3% , 0.25 %, 0.2%, 0.15
%, 0.1% , 0.075% , 0.05% , 0.025 % and 0.012 % , essential oil
per milliliter of culture medium (Djahoudi et al., 2011; Amrouni et
al., 2014).

These dilutions are added to MH agar melted and cooled
in a water bath at 45 °C. S pots of 2 ul standardized inoculum to
0.5 McFarland are deposited on agar plates using a multi-
applicator; witness boxes containing only MH were used as
negative control.

All dishes are incubated in an incubator at 37 °C for 24 h.
The MIC is defined as the lowest concentration in the presence of
which no bacterial growth is visible to the naked eye similar to the
growth of the strain on the control box (CA-SFM ; EUCAST ;
2014).

RESULTS AND DISCUSSION

Yield of essential oil extracted

The average yield of essential oil of Thymus ciliatus was
2.5 %. It is more important than that obtained from Thymus
ciliatus of Morocco, which is 1.2 % (Amarti et al., 2010). Thus,
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Thymus vulgaris essential oil of North America, obtained by steam
distillation, gave a lower yield of about 1.8 % (Yaouba et al.,
2011). While essential oil Thymus piperella of Island of Great
Comoro revealed an average yield of 1.31 % (Satrani et al., 2010).

According to the study (Faleiro et al., 2003)on
Portuguese Thyme:essential oil of Thymus mastichina, established
a rather low yield of about 0.5%.

Indeed, these variations in performance can be attributed,
not only to the portion of the extracted plant, but also to climatic
and environmental factors, the intensity of the metabolism of
plants, species, age, the period of gathering and the specific
geographical location of this species.

Chemical composition of essential oil extracted

Chemical analysis of the volatile essential oil
components Thymus ciliatus GC-MS has allowed the identification
of twenty four elements representing 99.87 % of total oil (Table-
1). It is composed mainly of phenolic monoterpenes represented
by Thymol (67.78 %) and carvacrol (2.70 %); followed by
hydrogenated monoterpenes , p- cymene (12.25 %) associated to
other components at relatively low levels, such as the pseudo-
limonene (5.10 %) , the y-terpinene (4.42 %).

Our results are similar to those of Cherchar et al.,
(2014)which showed that the essential oil of T. ciliatus species
from Tlemcen (West Algeria) consists essentially of Thymol
(60.52 %) followed by p-cymene (17.2%) and y-terpinene
(8.03%), while carvacrol is (0.2%).

Indeed, the same results were obtained for the essential
oil of T. vulgaris collected in the city of Ifran located in the Middle
Atlas of Morocco which is Thymol chemotype (41.39 %),y -
terpinene (22.25 %) (El ouali et al ., 2013).

Thus, essential oil of T. serpyllum of western Himalayas
(Kumaon region), has the same major compounds but with
different percentages dominated by Thymol (60.1 %), followed by
y-terpinene (13.8 %) and of p-cymene (10.4 %) (El ouali et al.,
2013).

By cons, another Tunisian variety of T. capitata
(Zaghouan region) has a completely different composition from
that of T. ciliatus with comparable percentages;carvacrol (88.98
%), p- cymene (1.14 %), Thymol (0.51 %) and vy - terpinene (0.40
%) (El Abed et al., 2014).

Table 1: Chemical composition of essential oil of Thymus ciliatus.

Compound Name RT Content
%

a-Thugéne 6.38  0.23%
1R-a-pinéne 6.56 0.93%
1-octéne-3-ol 780  0.78%
a-pinene 8.12  0.45%
B- thugéne 879  0.01%
a- terpinoléne 8.99 1.00%
p-cymene 9.30 12.25%
Limonéne 9.41 0.51%
y-terpinene 1051  4.42%
3-caréne 10.87 0.28%
Pseudo-Limonene 12.14  5.10%
5-isopropyl-2-methylbicyclo[3.1]hexan-2-ol 15.33  0.23%

Thymol methyl ether 17.74  0.93%
Thymogquinone 18.45 0.60%
Thymol 20.54 67.78%
Carvacrol 20.82 2.70%
a-Cubebéne 23.73  0.007%
f-bourbonene 2411 0.02%
Caryophyléne 2555 0.92%
5-Muuroléne 27.87 0.06%
A-Cadinéne 29.74  0.13%
Epi-Bcyclosesquiphellandréne 29.37  0.03%
2,5-Dimethoxyethylbenzene 31.26  0.43%
Total: 99.87%

RT: retention time.

Antibacterial activity of essential oil

The diameters of the zones of inhibition around the discs
loaded with essential oil are very important and so, class our
strains, in the category of extremely sensitive microorganisms.
Indeed inhibition diameters were 28.6 mm for L. monocytogenes
and 40 mm for B. cereus and MICs of about 0.18mg / ml (Table-
2).

Table 2: Diameter of inhibition and MIC EO of Thymus ciliates.

EO of T. ciliatus  (S. Ahras)

Bacteria tested

@ (mm) MIC (mg/ml)
L. monocytogenes ATCC 19118 28.6 0.18
B. cereus 40 0.18

Other studies have shown that the essential oil of Thymus
capitata harvested in Tunisia (EI Abed et al., 2014), has had a
more importance activity on L. monocytogenes ATCC 19118and
B. cereus with an inhibition diameter of 70 to 80mm and MIC
least low of 2.5 and 1.25mg/ml for the two respective strains. For
this, another essential oil of France Thymus vulgaris (Cristani et
al., 2007) exerted an inhibitory effect on stem with low MIC
0,45mg / ml.

These values show excellent sensitivity of Gram-positive
strains, tested, towards this essential oil. This would be attributed
to the particular structure of their less complex membrane
consisting of a thin layer of peptidoglycan in which proteins are
related. Allowing hydrophobic molecules easily penetrate and act
on the cell wall and into the cytoplasm (Burt et al., 2004; Cristani
et al., 2007). The antibacterial action of essential oil (EO) of
T. ciliatus is also related to its high content of phenolic derivatives
(Thymol and carvacrol). These may destabilize the cytoplasmic
membrane and interfere with energy metabolism and cellular
integrity leading to cell death (Ultee et al., 2002; Nguefack et al.,
2004; Cristani et al., 2007).

It should be noted that Thymol, main component of our
EO, is known for its broad spectrum of antibacterial activity
(Dorman et al., 2000). Indeed, Thymol binds to membrane
proteins and increased membrane permeability of the bacterial cell.

Other studies suggest that the volatile compound is
responsible for the inactivation of enzymes, including those
involved in the production of energy and synthesis of Structural
components (Trombetta et al., 2005).

On the other hand, hydrogenated monoterpenes such as
y-terpinene and p-cymene are both precursors in the biosynthesis
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of carvacrol. Present in sufficient quantity (12.25 %), p- cymene
facilitates intracellular penetration of carvacrol and potentiating its
action (Ultee et al., 2002); it shows a high affinity for cell
membranes and may disturb and affect them (Rassouli et al.,
2006). Logically, its activity is the first link in the destabilization
of cellular integrity process. This antibacterial effect is mainly
provided by carvacrol. Thus, it has ATPase inhibitory activity
(Gill and Holley, 2006) inducing dissipation proton- motive force
by inhibiting other enzymes in the periplasmic space after the
treatment of the bacterial cytoplasmic membrane (Ultee et al.,
2002; Benarfa et al.,2006 ; Cristani et al.,2007 ; Xu et al., 2008).
While other minority compounds of our EO such as
terpene hydrocarbons, pseudo-limonene known for its low
antibacterial activity (Vardar Vnlu et al., 2003; Nejad Ebrahimi et
al., 2008) and a-terpinolene, can exert synergistic interactions.
Their target and their mode of action remain to be determined.

CONCLUSION

Listeria monocytogenes and Bacillus cereus are two

pathogenic bacteria responsible for food poisoning can be fatal.
Many efforts have been made to protect food from contamination
by this type of microorganisms by the use of various types of
preservatives. However, the ability of these bacteria to develop
resistance forced a continual search for new antimicrobials.
In this perspective, we were interested in the EO of Thymus
ciliatus harvested in the region of Tawra (northeastern Algeria),
and the GC / MS unveiled its chemotype “Thymol”. This oil
showed a very good antibacterial activity against pathogenic
strains of Listeria monocytogenes and Bacillus cereus.

This result suggests the use of such molecules in food as
a substitute for conventional chemical preservatives. Knowing that
in terms of taste, Thyme is much appreciated and constitutes an
ingredient in several recipes, this opens the prospect of its use for
the prevention and fight against deterioration of food stored at
room temperature or 4 °C.

In addition to its economic impact, this EO would
contribute to the fight against food poisoning.
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La famille des Lamiacées est 1'une des plus répandues dans le régne vegétal
(Naghibi et al., 2005). Elle est la plus utilisée comme source mondiale d’épices et
d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti- inflammatoire et antioxydant
(Gherman et al., 2000, Bouhdid et al., 2006 , Hilan et al., 2006).

Cette famille regroupe plus de 258 genres et 6900 especes, plus au moins
cosmopolites, mais particuliecrement répandues du bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale (Miller et al., 2006).

Le genre Thymus appartenant a cette famille, regroupe entre 250 et 350 especes,
sous-especes et variétés de plantes sauvages (Morales 2002; Lawrence et Tucker 2002 ;
Napoli et al. 2010). Il représente un taxon polymorphe, a la fois chimiquement et
morphologiquement (Morales 2002; Saez et Stahl-Biskup 2002; Marin et al. 2005). Selon
Jalas (1971), Thymus est divisé en huit sections: Micantes, mastichina, Piperella,
Teucrioides, Pseudothymbra, Thymus, serpyllum et Hyphodromi.

Le nom Thymus vient probablement du latin "thymus™ qui signifie «parfumé» ou

du grec "thymos" qui signifie "courage" ou "force". Localement appelé « Zaaitra »
I. Le thym :
1. Historique

Le terme «Thym» est apparu dans la langue francaise au Xlle siecle, d’abord sous
la forme de «Tym» selon certaines sources. Il est dérivé du latin thymus qui I’a emprunté
du grec «thumos » signifiant, de fagon quelque peu obscure, « grosseur ou loupe» (par
référence a la glande, le thymus). D’autre pensent plutdét que le mot vient du grec
« thymos » ou «thyein » qui signifie «fuméey, par allusion au fait qu’il était jadis brulé
comme encens et qu’on lui attribuait alors le pouvoir d’¢loigner les créatures venimeuses.
D’autres enfin, font dériver le mot du grec « thumus », qui signifie «courage», la plante
étant jadis considérée comme revigorante. Il semblerait que, pendant longtemps, le thym
ait surtout été utilisé en médecine et dans les rituels religieux ou magiques, ses usages
culinaires se limitant a aromatiser le fromage et les liqueurs.

Les égyptiens s’en servaient pour embaumer leurs morts, les grecs pour parfumer

les temples et I’eau des bains et les Romains pour purifier leurs appartements.
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2. Caractéristiques botaniques

2.1. Description

Le thym est une plante basse sous-ligneuse, pouvant atteindre 40cm de hauteur. Il
possede de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et qui sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent 1’huile
essentielle majoritairement composée de mono-terpenes. Les calices et les jeunes tiges sont
aussi couverts de ces structures qui libérent 1’essence par simple contact, bien qu’en plus
faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules
et leur couleur varie du blanc au violet en passant par la rose (Soto-Mendivil et al., 2006).

2.2. Classification botanique du thym
Régne : Plantae (végétal)

Embranchement : Spermaphytes (phanérogame)

Classe : Dicotylédones
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

3. Répartition géographique
3.1. Dans le monde

Le genre Thymus est I’'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des
labiées (Naghibi et al., 2005). Selon Dob et ses collaborateurs, il existe prés de 350 especes
de thym réparties entre I’Europe, 1’Asie de I’ouest et la Méditerranée (Dob et al., 2006).
C’est une plante trés répandue dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye). Elle pousse ¢galement sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en
passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut la trouver également en Sibérie et
méme en Himalaya. Selon une étude menée par Nickavar et ses assistants, environ 110
especes différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen
(Nickavar et al., 2005). C’est pour cela que 1’on peut considérer la région méditerranéenne

comme étant le centre de ce genre.
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3.2. En Algérie

Le Thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées, comprend plusieurs especes

botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones

arides (Saidj et al., 2006). Il est représenté en Algérie par de nombreuses espéces qui ne se

prétent pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a

s’hybrider facilement. Sa répartition géographique est représentée dans le Tableau 2.

Tableau. 1 : Localisation des principales espéces du thym en Algérie (Saidj et al., 2006).

Espéces
Thymus capitatus

Thymus fontanesii
Thymus commutatus

Thymus numidicus

Thymus guyoni

Thymus lancéolatus

Thymus pallidus

Thymus hirtus

Thymus glandulosus
Thymus algériensis

Thymus munbyanus

Découverte
Hoffman & Link

Boiss & Reuter

Battandier

Poiret

Noé

Desfontaine

Coss

Willd

Lag
Boiss et Reuter

Boiss et Reuter

Localisation
Rare dans la région de Tlemcen

Commun dans le Tell Endémique
Est Algérie-Tunisie
Endémique Oran

Assez rare dans:

Le sous secteur de 1’atlas tellien

La grande et la petite Kabylie

De Skikda a la frontiere tunisienne Tell
constantinois

Rare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois, oranais et
constantinois

Rare dans:

le secteur de D’atlas tellien (Terni de
Médéa Benchicao) et dans le sous secteur
des hauts plateaux algérois, oranais
(Tiaret) et constantinois

Tres rare dans le sous secteur de L’Atlas
Saharien et constantinois

Commun sauf sur le littoral

Tres rare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois

Tres commun dans le sous secteur des
hauts plateaux algérois, oranais
Endémique dans le secteur Nord algerois

Le genre Thymus se présente en Algérie sous forme de plusieurs espéces, parmi

lesquelles nous présentons les deux espéces qui feront I’objet de notre étude.
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4. Thymus ciliatus Desf. (Benth.)
4.1. Description botanique (Quezel et Santa, 1962).

Thymus ciliatus Desf. Est un sous arbrisseau vivace, buissonnant, a touffe dressée

tres aromatique de 7-20cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert-grisatre.

La tige est de couleur blanchatre ligneuse a la base, cylindrique. Les feuilles sont de
petites de taille, opposées, ovales, lancéolées, possédant un pétiole extrémement court,

blanchéatre a leurs faces inférieures. Celles de la base de 03m de largeur sur 7mm de long.

Les fleurs sont de couleur pourprée a rose pale, pédicellées, environ 7mm de long,

regroupées au sommet sous forme de rosette a ’aisselle des feuilles supérieures.

La corolle tachetée de rose est bilabiée avec une lévre inférieure formée de trois
dents et une lévre supérieure composée de deux dents. La période de floraison est limitée
entre (Mai et Juin).

Le calice rougeatre et poilu, formé de cing sépales soudés on formant deux levres.
Le style saillant, I’androcée didyname composé de deux étamines de grandes de tailles et
deux petites.

Rencontree dans les broussailles, matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur

sols rocailleux et bien drainés.

4.2. Position systématique
Selon Quezel et Santa (1962), Thymus ciliatus est classé comme suit

Régne : Plantae

Embranchement: Phanérogames

Classe: Dicotylédones
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae
Genre: Thymus
Espeéce: ciliatus Desf.
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4.3. Répartition géographique

Thymus ciliatus est une espéce endémique de 1’Algérie, localisée au niveau du

bassin méditerranéen et dans le Nord de I'Algérie.

5. Thymus numidicus Poiret.

5.1. Description botanique

Thymus numidicus Poiret. Est une Plante buissonnante a touffe dense aromatique

surtout pendant le printemps, de 8-30cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert-grisatre.

La tige, marron ligneuse a la base, est herbacée cylindrique gorgée ou recouverte de

poils blanchatre, ayant des nceuds et entre noeuds.

Les feuilles opposées treés petites ovales ou lancéolées a pétiole tres court. Les

feuilles sont recouvert par des poils tecteurs et sécréteurs sur la face inférieures.

Les fleurs de couleur rose vif, sessiles, la corole a deux lévres inégales bilabiées
protégée a sa base par le calice de coloration verdatre denté velouté recouvert de poils

blanchatre.

Cette plante croit dans les lieux arides et pierreux, en Barbarie (Poiret, 1785 &
1786 ; Quezel & Santa, 1962).

5.2. Position systématique (Guignard, 1998)
Régne : Plantae

Embranchement: Phanérogames

Classe: Dicotylédones
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

Espéce : numidicus Poiret.
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5.3. Répartition géographique

Thymus numidicus est une espece endémique de 1’Algérie, que 1’on retrouve dans
le secteur de I’atlas tellien, la grande et la petite Kabylie, au niveau du Tell constantinois et

de Skikda a la frontiére tunisienne.

6. Proprietés du thym

Le thym est une épice mondiale tres apprécié dans les habitudes culinaires, connu
pour ses vertus stimulantes et toniques, il est recommandé contre les faiblesses organiques
notamment celles du systeme nerveux (neurasthénie, dépression, apathie) et du systéme
circulatoire.

Réputé par ses puissantes vertus thérapeutiques, il est employé aussi en décoction
contre la coqueluche, la bronchite et le rhumatisme (Alpin, 2005, Rasooli et al., 2006,
Adwan et al., 2006), les maladies hépatiques, les coliques, les toux, les infections de la
gorge, les grippes, les rhumes, les refroidissements.

Efficace aussi contre les aphtes et les gingivites, Il est aussi utilise comme
condiment et pour la conservation du smen (beurre fondu). (Bellakhdar 1997).

Antiseptique et antifongique, il soulage les inflammations de la sphére bucco
pharyngée, caries, soins dentaires divers, sous forme de bains de bouche.

Utilisé aussi pour ses vertus spasmolytiques, il soulager les déreglements
intestinaux tels que diarrhée, ballonnements, flatulences, colopathies diverses.

Son usage externe sur de nombreuses pathologies dermatologiques, ses vertus
antivirales, antimicrobiennes et antiseptiques sont mises a profit dans le traitement des
mycoses, des plaies, de la gale, de I'herpés et, globalement, d'un large panel d'affections

cutanées allant jusqu'au zona (Valnet, 2005).
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I1. Les huiles essentielles
1. Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont des produits naturels que les plantes produisent
pour leurs propres besoins autres que 1’alimentation (protection ou attraction). Elles sont
constituées en moyenne d’une centaine de molécules actives, qui proviennent du

métabolisme secondaire des plantes et sont responsables de leur odeur caractéristique.

Largement répandues dans le regne végétal, les HES sont extraites a partir d’une
matiere premiére végétale botaniquement définie et est souvent séparée de la phase
aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition (Pharmacopée européenne, 2008).

Les HEs ont des propriétés et modes d’utilisations particuliers qui ont donné
naissance a une branche nouvelle de I’aromathérapie (Bruneton, 1999). A ce jour 3000

huiles essentielles sont connues, 300 d’entre elles sont commercialisées (Burt, 2004).
2. Localisation et lieu de synthése

Les HEs sont synthétisées par les vegétaux supeérieurs, il y aurait environ 17 500
especes aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles comme les conifeéres, les

lamiacées, les myrtacées, les rutacées et les ombelliferes.

La synthése et l'accumulation d'une huile essentielle dans les végétaux sont
généralement liées a l'existence de structures histologiques spécialisées (Fig.1), localisées
dans certains points des tissus, le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface de la

plante (Bruneton, 1999). Ces structures peuvent étre :

- Des cellules sécrétrices isolées (Lauraceae, Zingibeaceae); épidermiques ou

internes,
- Des poils sécréteurs externes (Lamiaceae, Graniaceas) ou internes (Myrtateae),

- Des canaux sécréteurs (Ombelliferes, Coniferes).
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Figure 1. Différents organes sécréteurs

(http://www.cosmovisions.com/secretionsvegetales.htm)
3. Rdles physiologiques

La fonction biologique des HEs demeure le plus souvent obscure. Il est toutefois
vraisemblable qu'ils ont un réle écologique, vu le réle de certaines d'entre-elles aussi bien
dans le domaine des interactions végétales (inhibiteur de germination agent allellopatique)
que dans celui des interactions végétales-animales (protection contre les prédateurs,
insectes, champignons). Pour certains auteurs il pourrait constituer des supports de «

communication» (Bruneton, 1993).

Les vapeurs aromatiques saturent l'air autour de la plante: le jour, elles empéchent
la température de I'air de monter jusqu'a un degré insupportable, facilitant ainsi certaines
réactions chimiques. lis interviennent également, par leurs odeurs caractéristiques dans

I'attraction de pollinisation (Ormeno et al., 2007).



Analyse bibliographique Chapitre I : Le thym

4. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végetales,
parmi elles:

4.1. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est une méthode affirmée pour 1’obtention des
huiles essentielles, cette technique ne met pas en contact direct 1’eau avec la matiére
végétale a traiter. Durant le passage de la vapeur d’ecau a travers la plante, les cellules
éclatent et libeérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action des vapeurs pour
former un mélange eau et huile essentielle en deux phase, une phase organique et une
phase aqueuse. L’avantage de cette technique est d’éviter certains phénomenes d’hydrolyse

ou de dégradation pouvant affecter la qualité des huiles essentielles (Bruneton, 1999).
4.2. L’hydrodistillation

Le principe de cette technique consiste a immerger la matiere végétale dans un bain
d’eau. L’ensemble est porté a ébullition a pression atmospheérique. La chaleur permet
I’éclatement des cellules et la libération des molécules odorantes, ensuite le mélange est
refroidi. Une fois condensees, eau et huile essentielle sont séparés du fait de leurs

différences de densité (Bruneton, 1999).
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Figure 2. Schéma du dispositif de I’hydrodistillation
(http://parfums-lumiere.skyrock.com/3072086205-11 Hydrodistillation.htm)
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4.3. L’enfleurage

Cette méthode se rapproche par son principe de ’extraction par solvant volatil,
mais cette fois-ci on utilise des graisses comme solvants car elles ont aussi une forte

affinité pour les composés odorants (Bruneton, 1999).
4.4. L’extraction par solvant organique

L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau ont été infructueux avec
certaines plantes comme la rose, le narcisse ou encore le mimosa, qui sont trop fragiles
pour supporter ces procédés, c’est ce qui a pousse les chercheurs & mettre au point de
nouvelles méthodes d’extraction. Ainsi dés le XVIII®™® siecle, des tentatives ont été
menées en utilisant un solvant ; I’éther. Cette trouvaille a été trés vite abandonnée a cause
des couts de production et des risques d’explosion liés aux solvants. Ils optérent par la suite
pour I’hexane et le benzéne en raison de leur volatilit¢ et de leur grand pouvoir

de solubilisation (Bruneton, 1999).
4.5. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la
matiére végetale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la
pression est réduite de maniére séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la
vapeur d’eau formée a partir de 1I’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a ’aide
des procédés classiques a savoir condensation, refroidissement, et décantation (Bruneton,
1999). Des études démontrent que cette technique posséde plusieurs avantages tels que le
gain de temps d’extraction, I’utilisation de petites quantités de solvant et 1’obtention d’un

rendement d’extraction élevé (Hemwimon et al., 2007).
4.6. L’extraction au CO, supercritique

Cette méthode utilise le CO, pour dissoudre de nombreux composés organiques, le
CO, doit obligatoirement se trouver entre 1’état liquide et 1’état gazeux, il est donc exposé a
une forte pression et a une température avoisinant les 32°C. Cette technique est tres
prometteuse car le produit obtenu est proche du naturel sans aucune trace de solvant. Le
CO, a aussi I’avantage d’étre inodore, incolore et ininflammable, ce qui assure des

conditions de sécurité supérieures (Piochon, 2008).
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5. Controéle de la qualité des huiles essentielles

Le contr6le des HEs s’cffectue par différents essais, comme la miscibilité¢ a
I’éthanol et certaines mesures physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité
relative. La couleur et 1’odeur sont aussi des paramétres importants.

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une HE reste cependant le
profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de connaitre tres exactement la
composition chimique et de rechercher d’éventuelles traces de produits indésirables tels
que les pesticides ou des produits chimiques ajoutés (Pibiri, 2005).

En aromathérapie, 1’utilisation de tels profils est indispensable pour différencier
dans une méme espéce les variations chimiques induites par différents facteurs qui ont une
influence sur la biosynthése végétale, tels que 1’ensoleillement, ’altitude, la nature et la

composition du sol (Pibiri, 2006).

6. Techniques d’analyse des huiles essentielles

L’analyse des HES consiste a I’identification et a la détermination de la teneur des
différents composés constituant une essence ; c’est une opération délicate qui nécessite la
mise en ceuvre de plusieurs techniques, la plus couramment employée est 1’utilisation du

couplage d’une technique chromatographique.
6.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Actuellement cette technique est la plus utilisée pour la séparation des composes
volatils des HEs. Elle consiste & injecter le mélange complexe diluée dans un solvant (non
retenu par la phase stationnaire) dans une colonne, cette derniére peut étre liée a un
spectromeétre de masse (SM) lui-méme lié a un détecteur. Chaque composés de I’HE est
caractérisé par un indice de rétention propre qui permettra de traduit les variations du

soluté dans 1I’¢luant en chromatogramme en fonction du temps (Adams, 1995).

6.2. Le couplage chromatographie en phase gazeuse /

spectrométrie de masse

Le couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est trés employé dans
le domaine des huiles essentielles. Il permet de connaitre, dans la grande majorité des cas,
la masse moléculaire d’un composé et d’obtenir des informations structurales relatives a

une molécule a partir de sa fragmentation (Adams, 1995).
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7. Principaux constituants des huiles essentielles

Les HEs sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, elles sont un
mélange, complexe et éminemment variable, de constituants qui appartiennent de fagon

quasi-exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distincts:

e Le groupe des terpenoides d'une part;
e Le groupe des composées aromatiques dérivées du phenyl-propane d'autre part
(Bruneton, 1993).

7. 1. Terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures formés a partir d’unités isopreniques (CsHg) .
En général, seul les terpénes de faible poids moléculaire (de 10 a 20 atomes de carbone)
sont retrouves dans les huiles essentielles. A noter les monoterpénes, composés de 2 unités
d’isoprénes (CioHis) et les sesquiterpénes formés de 3 unités isopreniques (CisHas).
Quelques diterpenes (Cyo Hsp) peuvent étre retrouvés dans les huiles essentielles, cela reste
tout de méme exceptionnel (Bakkali et al., 2008 ; Bruneton, 2008).

Les terpénes retrouvés dans les huiles essentielles dérivent de 1’acide
mévalonique, lui-méme obtenue a partir du métabolisme des sucres aprés formation de

I’acétyle coenzyme A.
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Figure 3. Terpenes et leurs derives oxygénes
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7. 2. Phénylpropanoides

Les phenylpropenes constituent une famille parmi celle des phenylpropanoides
et qui sont synthétisés a partir du phénylalanine, ils détiennent leur nom des six carbones
aromatique phénol et des 3 carbones propénes produit lors de la premiére étape de la
biosynthese des phenylpropanoides. Ils représentent un petit pourcentage au sein des HEs,
ceux qui ont été les plus étudiés sont 1’eugénol, iso-eugénol, safrol, vanill et le

cinnamaldehyde (Hyldgaard et al., 2012).
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Figure 4. Présentation du cycle aromatique des Phénols
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Figure 5. Dérivés phénoligues

8. Toxicité des huiles essentielles

Les HEs d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou tres faible avec
des DL50 supérieures a 50g/Kg. En ce qui concerne la sarriette et I’origan la toxicité est un

peu plus ¢élevée autour de 1,4g/Kg (observés chez 1’animal) (Bruneton 1990).
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Certaines molécules peuvent présenter des effets néfastes pour I'nomme au méme
titre que certaines substances de synthése. Les HES contenant surtout des phénols et des

aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses.

Les inflammations cutanées siégent de maniere privilégiée sur les paupieres et les
aisselles ; ils vont du simple prurit (démangeaison) a l'eczéma allergique en passant par des
plaques, un aspect psoriasique, voire des pigmentations ou dépigmentations locales.

(Meynadier et Raison-Peyron, 1997).

Les terpenes; le camphre, menthol, la thujone et I’eucalyptol peuvent provoquer des
réactions d’allergies ainsi que des manifestations neurologiques chez certains patients.

Certains alcools sont non recommander : I’alcool cinnamique, 1’alcool anisique.

Les HEs de thym et de lavande sont cytotoxiques pour des cellules de hamster
chinois (Inouye, 2003). Par ailleurs, des HES d’origan ont montré une forte cytotoxicité sur

des cellules humaine dérivees de cancers (Sivropoulou, et al 1996).

I11. L’huile essentielle de thym
1. Composition chimique

L’HE du thym est reportée parmi les HEs les plus actives (Naghdi et al., 2004 ;
Rassouli et al., 2006). De nombreux travaux ont été réalisés sur I’HE de thym, nous nous

limiterons dans notre étude a quelques unes, parmi les plus récentes.

Le tableau nous montre une étude comparative des principaux composes de I"HE

de quelques espéces de Thymus.
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Tableau 2. Composition de I’huile essentielle de quelques espéces du thym

Espéce Pays Composition Référence
Thymus vulgaris Turquie p-cyméne 9,9%, thymol 46,2%, (Ozcan et al.,
linalool 4%, y-terpinéne 14,1% 208
Thymus vulgaris Espagne p-cymene 18,7%%, thymol 57,7%, (Rota et al.,
linalool 2,1%%, carvacrol 2,8% 2008)
Thymus rosulans Turquie y-terpnéne 4,4%, thymol 20,5%, (Tepe etal.,
p-cymene 4,1%, carvacrol 58,1% 0t
Thymus sipyleus Turquie Bomeol 11,2%, Murolol 9,2%, (Tepe etal.,
B-caryophyllen 7,6%,Geranial 7,3% 2005)
Thymus zygis Espagne p-cyméne 0,5%%, thymol 2,1%, (Rota et al.,
linalool82,3%%, carvacrol 0,1% A1),
Thymus hyemalis Espagne y-terpinéne 8,4%,, thymol 43%, (Rota et al.,
p-cymene 16% , carvacrol 2,4% 2008)
Thymus capitatus Sardinia y-terpinene 8,4%,, thymol 29,3%,
(Itay) PR 0 0 (Cosentino et
p-cymeéne 26,4% , carvacrol 10,8% al., 1999)
Thymus capitatus Tunisie y-terpinéne 2,4%,p-cymeéne 5,1% (Bounatirou et
carvacrol 62,83% al., 2007)
Thymus herba- Sardinia p-cyméne 27,6%, thymol 50,3

barone (Nord d’Italy)

Linalool 5,8%, carvacrol 2,9%,
y-terpinéne 6,1%,

(Cosentino et
al., 1999)

Thymus herba- Ardinia p-cymene 5,2%, thymol 46,9%, (Cosentino et
barone (Centre de linalool 3,3%, carvacrol 20,6%, al.,1999)
I’Italy) y-terpinéne 4,6%,
Thymus serpyllum Iran p-cymeéne 21,12%, thymol 18,73%, (Rasooli etal.,
(before floring) linalool 1,08%, carvacrol 1,34%, 2002)

y-terpinéne 21,9%,

La variation détectée dans la composition chimique de I’HE de thym issue de
différentes pays est liée a plusieurs parametres tels que : le facteur environnemental, les

conditions climatiques et géographiques variant d’un pays a 1’autre, la période de récolte
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et la méthode d’extraction, tous ces facteurs influent considérablement la composition
chimique de I’HE (Cossentino et al., 1999 ; Fellah et al., 2006).

2. Notion de chémotype

Le Thym est divisé en plusieurs races chimiques, appelées Chémotype ou
Chimiotype. La variabilité de ce dernier est influencée par 1’environnement (sol, altitude)
et le climat (température et ensoleillement) permettant a la plante de vivre et d’évoluer.
Pour une méme espece botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou
Chimiotypes, ce phénoméne a été bien etudié pour le thym, on distingue au mois 7
Chimiotypes différents en fonction des constituants principales de 1’huile essentielle,
Alpha-terpinéol, Carvacrol, Cinéol, Géraniol, hydrate de sabinéne, Linalool, Thymol...(
Wichtl et Anton ; 2004).

L’Huile Essentielle Chémotypée (H.E.C.T) doit impérativement répondre a de nombreux
critéres de qualité (Boulard ; 2002) :

La certification botanique ; L’origine géographique ; Le mode de culture ; Le

stade de développement botanique ; L’organe distillé ; Le mode d’extraction.

Les Chémotype sont définis par les proportions fluctuantes de leurs constituants

aromatiques : Carvacrol, Géraniol, Linalool, Terpinéol, Thymol et Thujanol (Sallé ; 1991).

» Le Chémotype Thymol, se trouve dans tous les types de sol ou le Thym peut évoluer,
des sols extrémement chauds et secs aux sols plus humides. La spécificité Thymol est la
plus répandue, mais ’est de fagcon moins homogene, et elle est souvent associée a d’autres

chémotype (Thujanol-4, Terpinéol-4 et Linalool).

» Le Chémotype Carvacrol, se trouve surtout dans des conditions d’extréme chaleur et

d’extréme sécheresse,

» Le Chémotype Linalool, se trouve dans toutes les aires du Thym, constitué de
populations homogeénes essentiellement en zone de moyenne montagne dans les zones a

humidité atmosphérique importante,

» Le Chémotype Thujanol-4, moins abondant, ¢’est un intermédiaire entre le Linalool,

Alpha-terpinéol et Géraniol.

» Le type Alpha-terpinéol, est lié aux mémes facteurs climatiques que ceux qui

favorisent la diffusion du type Linalool.
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» Le Chémotype géraniol, peu abondant est adapté aux conditions d’altitude rudes

(1000m).
> Le type Cinéol, est présent en Espagne.

> Les types Gamma-terpinene et p-cymeéne, sont des précurseurs de la biosynthese végétale
du Carvacrol et du Thymol (Coste ; 2002).

3. Activités biologiques et pharmacologiques de I’huile essentielle de thym

Plusieurs espéces de thym possédent de nombreuses activités biologiques tels que
analgésiques (Elhabazi et al. 2008), anti-inflammatoires (Ismaili et al. 2004), anti fongique
(Haddef et al., 2004), anti- oxydantes (Dorman et al. 2000 ; Tepe et al. 2004),
antibacteriennes (Bouhdid et al. 2006 ; Amrouni et al., 2014) et antiseptiques (Pibiri,
2005).

4. Domaines d’utilisation

Les propriétés des HEs de thym sont nombreuses et variées, et sont utilisées dans
différents domaines :

4.1. En Agro- alimentaire

Les huiles essentielles de thym sont largement utilisées dans le domaine agro-
alimentaire, elles sont utilisées comme agent de conservation et aromatisant dans les
industries alimentaires (Burt 2004).

Elles sont également employées pour assaisonner les aliments préparées
comprenant de la viande, de la créme glacée, de la sucrerie, des boissons non alcooliques,
etc. (Caillet et Lacroix, 2007).

Elles sont aussi utilisées en boulangeries et confiseries et rentrent méme dans la

composition des aliments destinés aux animaux.
4.2. En parfumerie et cosmétique

Les HEs de thym sont aussi exploitées par les industries cosmétiques ou elles
entrent dans la composition de produits cosmétiques. Cette HE riche en thymol, est
couramment utilisée pour la confection de savons, elle est utilisées dans la fabrication de
parfums, baumes, cremes, dentifrices et produits hygiéniques, comme elle entre aussi dans

1’élaboration de certains liqueurs. (Nature)
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4.3. En usage thérapeutique

L'huile essentielle de thym, est un antiseptique trés puissant. Il est utilisé a ce titre
pour toutes les infections "difficiles” de la sphére ORL, et des systemes génito-urinaire,
respiratoire et digestif. Parmi les huiles essentielles ayant des propriétés tonifiantes, elle est
réputée pour lutter contre les états grippaux et fatigues physiques et psychiques. Elle est
aussi efficace contre les parasitoses cutanées.

Cette HE est aussi Antibactérienne puissante a large spectre d'action, les phénols
tels que le thymol sont les molécules anti-infectieuses les plus puissantes : elles tuent
directement les germes par destruction de leur membrane cellulaire. Les monoterpenes
(paracymene et gamma terpinene) sont également des anti-infectieux. (Burt, 2004).

Elle est prouvée comme antiparasitaire puissante, les huiles essentielles contenant
des phénols et notamment du thymol en pourcentage élevé constituent les meilleurs
parasiticides aromatiques connus (George et al., 2009).

Elle s’est révélée dotée de pouvoir antivirale et stimulante immunitaire, le thymol
inactive les virus et stimule l'immunité c'est-a-dire qu'il augmente les défenses de

I'organisme face aux pathogenes (Astani et al., 2011).

Elle est aussi Fongicide, le thymol est actif sur les champignons (Silva et al., 2011),
On leur attribue également des pouvoirs antispasmodiques, diurétiques, expectorants,
cicatrisants, tonique, sédatives et stimulant stimule de nombreuses fonctions de l'organisme
et permet ainsi de maintenir un bon état de forme générale ; elle a également une action

antitoxique, antivenimeuse et anticancéreuse (Valnet, 2005 ; Haddouchi, 2008).
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l. Généralités

La détérioration des aliments constitue un probléme d'une ampleur considérable si
I'on considére qu'elle touche, par exemple, pres du quart des fruits, légumes et céréales
récoltés chaque année, sans parler des autres denrées alimentaires avariées qui doivent étre
jetées avant leur consommation.

Les microorganismes sont présents dans les écosystemes naturels comme 1’air, le
sol et I’eau. Ils sont également présents sur I’homme lui-méme et sur tous les étres vivants
animaux et végétaux. De ce fait, tous les produits alimentaires transformés ou non peuvent
étre contaminés par des microorganismes.

La contamination des denrées alimentaires peut avoir un effet plus ou moins grave
sur la qualité du produit et sur la santé du consommateur. Elle peut étre a I’origine d’une
altération du produit, lui faisant perdre ses caractéristiques organoleptiques et ou
commerciales et parfois la cause d’intoxications ou toxi-infections graves.

En effet, par rapport aux autres agents de contamination chimique ou particulaire,
les microorganismes ont une propriété importante et remarquable, car ils sont capables de
se reproduire, surtout, lorsque les conditions sont favorables a cette reproduction, ce qui est
souvent le cas pour les microorganismes des produits naturels et alimentaires
(Leveau, 2001).

Il. Principaux germes de contaminations des aliments

Les aliments sont rarement stériles en profondeur et jamais en surface, souvent
contaminés de facon primaire, ils le sont systématiquement de facon secondaire lors de
diverses manipulations auxquelles ils sont soumis.

Certains contaminants (bactéries, champignons, levures) ne présentent aucun
inconvénient, ni pour le produit ni pour ceux qui le consommeront.

En revanche, d'autres sont susceptibles de nuire gravement a la santé humaine ou

de mettre en péril la vie commerciale du produit (Bourgeois ; 1996).

Les germes d’altération sont responsables d’affecter la qualité intrinséque de
I’aliment et donc sa valeur commerciale (modification de texture et d’aspect, altération de
la valeur alimentaire, altération des qualités organoleptiques, dégradation du
conditionnement etc....). Les microorganismes les plus souvent rencontres appartiennent

aux genres suivants :
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1. Le genre Pseudomonas

1.1. Caractéres morphologiques

Le genre Pseudomonas est constitué de bacilles & Gram négatifs, droits ou
légérement incurvés, ayant une taille de 0,5 a 1,0 um de diametre sur 1,5 a 5,0 um de
longueur, aérobies stricts, oxydase positifs, non sporulés et généralement mobiles grace a
une ciliature polaire.

Certains produisent des pigments hydrosolubles fluorescents, de couleur jaune-vert
qui ont un réle de sidérophores. La plupart des especes sont psychrotrophe. Leur

croissance est possible entre 4 °C (voire moins) et 43 °C (Euzéby, 2007).
1.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Les Pseudomonas sont ubiquistes et peuvent vivre dans des niches écologiques
trés diverses. Peu virulentes, plusieurs souches sont des pathogenes opportunistes pour
I’homme, et des agents d’altération organoleptiques des viandes, poissons et produits
laitiers, Les espéces les plus fréquemment rencontrées chez I’homme sont Pseudomonas
aeruginosa, P. fluorescens, P. putida (Euzéby, 2007).

Leur présence au niveau des chaines d’abattage et en particulier dans les chambres
froides constitue une source permanente de contamination des viandes. Pseudomonas est
principalement utilis¢é comme indicateur d’altération des viandes fraiches et du lait (Bailly
etal., 2012).

2. Le genre Acinetobacter

2.1. Caractéres morphologiques
Les souches d’Acinetobacter sont des coccobacilles, Gram négatif aérobie stricte.
Ils sont courts, non sporulés parfois capsulés et immobiles (mais pouvant présenter une

mobilité par saccade résultant de la présence de fimbriae polaire), ils se présentent le plus

souvent par paires (Avril, 1992 ; Fauchére, 2002).

2.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Acinetobacter sp. est un germe ubiquitaire, saprophyte, présent dans
I’environnement (eaux et sol) et tolérant parfaitement les milieux hostiles. Cette espece est

retrouvée chez ’Homme, au niveau de la peau, des muqueuses et du tube digestif et fait
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partie de la flore normale de 20 a 25 % des sujets sains, environ 30% du personnel
hospitalier en est porteur (Tortora, 2012).

Les souches d’Acinetobacter spp sont responsables de diverses infections
opportunistes attribuées a leur propriété d’adhérence et a la production de plusieurs types
de toxines.

En atmosphere humide, les viandes sont envahies en quelques jours par des
bacilles Gram négatif. Il s’agit essentiellement de : Pseudomonas, Acinetobacter
(Fernandes, 2009).

3. Le genre Aeromonas

Le genre Aeromonas fait partie de la famille de Vibrionaceae .1l contient des
especes pathogénes pour le poisson et I’homme, 1’espéce A. hydrophila agent des maladies
diarrhéiques transmises par les aliments ubiquiste des eaux douces, saumatres, marines.
Agent principal d’altération de la viande, saumon, poisson.

Pathogéne et opportuniste infectant les plaies souillées, septicémies chez les
immunodéprimés.

Le germe produit une large gamme de toxines telles que I’entérotoxines,
cytotoxines, des hémolysines et des inhibiteurs de canaux de sodium de type

tetrodotoxines. Les toxines sont performés dans les aliments (Fauchere, 2002).

4. LLes Enterobacteriaceae

Les Enterobacteriaceae ou entérobactéries appartiennent a une famille de courts
batonnets Gram négatifs, de 0,3 a 1,0 um de diamétre sur 1,0 a 6,0 um de longueur, dont
certains sont mobiles au moyen de flagelles péritriches et d’autres immobiles. Toutes les
espéces sont anaérobies facultatifs, fermentent le glucose et sont oxydase négatives. Il
s’agit d’un groupe biochimiquement et génétiqguement apparenté, présentant une grande
hétérogénéité du point de vue écologie, hotes et potentiel pathogéne pour I’homme, les
animaux, les insectes et les plantes (Ghafir et Daube, 2007).

Cette famille inclut plusieurs genres et especes de bactéries pathogénes intestinales
(Shigella, Salmonella et les souches pathogénes de Yersinia et d’E. coli). Elle comprend
¢galement de nombreux genres présents naturellement dans 1I’environnement, y compris
sur les plantes, sans étre d’origine fécale ni associés a des maladies d’origine alimentaire

(Ray, 2001). Parmi les entérobactéries, les souches qui habituellement fermentent le
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lactose, avec production dacide et souvent de gaz, sont appelées «coliformes» et
comprennent des especes des genres Citrobacter, Enterobacter, Escherichia et Klebsiella.

Cependant, certains médecins microbiologistes incluent les especes des genres
Edwardsiella, Hafnia et Serratia, en dépit de leur incapacité habituelle a fermenter le
lactose.

Certaines souches psychrotrophes, poussent bien a des températures froides, mais
montrant une faible inhibition a 37 °C (Mead, 2007). D’autres souches d’Entérobactéries
par exemple, peuvent étre impliquées dans l'altération de la viande rouge et la volaille, en
particulier dans des conditions de durée de vie prolongée (Garcia-Lopez et al., 1998). Un
autre sous ensemble du groupe des coliformes comprend les «coliformes fécaux» qui
fermentent le lactose a 44,5 + 0,2 °C et qui sont parfois dénommés «thermo-tolérants».
L’espéce la plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est Escherichia coli et, dans
une moindre mesure le genre Klebsiella (Mead, 2007).

Dans les denrées alimentaires d’origine animale, les entérobactéries sont d’origine
intestinale ou environnementale et indiquent un défaut d’hygiéne lors des processus de

fabrication.

5. Escherichia coli

Escherichia coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Il s’agit de courts
batonnets mobiles au moyen de flagelles peéritriches, Gram négatifs, anaérobies facultatifs,
non sporulés, oxydase négative, mesurant de 2 a 4 um de long et d’un diamétre d’environ
0,6 um. lls sont capables de fermenter plusieurs sucres, mais leur fermentation du lactose
avec production de gaz est caractéristique. La multiplication a 44 °C (optimum 40 °C et
extréme a 45,5 °C), la production d’indole et la présence d’une activité B-glucuronidase,
sont également caractéristiques.

Les especes de E. coli sont sérotypées en se basant sur leurs 173 antigénes
somatiques (O), 56 antigenes flagellaires (H) et 80 antigenes capsulaires (K) (Feng, 2001 ;
Eslava et al., 2003). Etant ’espéce bactérienne anaérobie facultative prédominante dans
I’intestin et les feces, la présence de E. coli dans les aliments et 1’eau est considérée comme
une indication de contamination fécale et, dés lors, 1’indication d’une possible présence de
microorganismes pathogénes d’origine fécale. La surveillance d’E. coli représente le

meilleur indicateur d’hygiéne des procédés pour suivre la contamination fécale d’un

aliment (UE, 2007).
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La contamination a lieu le plus souvent lors de la production et de la transformation
d’aliments crus d’origine animale, ou indirectement, via la contamination par de I’eau
contaminee (Feng, 2001; Ray, 2001; Eslava et al., 2003).

Dans les filieres de production carnée, la principale source de contamination des
denrées alimentaires par E. coli est le tractus intestinal des animaux. Leur présence indique
un défaut de la technique d’abattage, ou une contamination croisée, mais peut également

étre due a une contamination par les personnes manipulant les denrées alimentaires.

I11. Les bactéries impliquées dans les Toxi-infection alimentaire

Ces derniéres annees les problémes lies aux bactéries responsables de Toxi-
infection alimentaire (T.I.A) se sont considérablement amplifiés par I’apparition de germes
résistants a une série d’antimicrobiens et menacent d’entrainer un grands probléme de
santé publique. 11 a été estimé qu’environ 30% de personne dans les pays industrialisés
souffrent de maladies transmises par les aliments.

Chaque année, des millions de cas sont signalés partout dans le monde
(Nedorostova et al., 2009).

Les bactéries pathogénes sont transmises a ’homme via les denrées alimentaires.
Ces bactéries sont regroupées en bactéries d’intoxication alimentaires et celles qui peuvent

entrainer une infection alimentaire.

v Intoxication alimentaire : les bactéries pathogénes se multiplient dans 1’aliment, et
produisent des toxines. Une intoxication alimentaire est caractérisée par
I’apparition rapide de la maladie (généralement les symptomes sont les nausées et
les vomissements) et que les toxines sont déja performés dans les aliments avant
I’ingestion.

v" Infection alimentaire : ’aliment agit comme support pour les microorganismes
pathogénes. L’agent infectieux peut ou non se multiplier dans 1’aliment, mais les

bactéries ingérées viables continuent a croitre dans I’hdte et provoquent les

symptdmes de la maladie (fiévre, diarrhée).

La dose infectante minimale (MDI) varie considerablement entre les especes
bactériennes : MID est élevé pour Vibrio sp. (10° cellules) et trés faibles pour

Salmonella sp. et Shigella sp. (Bourgeois 1990).
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Les microorganismes pathogénes responsables de toxi-infections alimentaires et

d’intoxication alimentaires appartiennent aux genres suivants:

1. Le genre Salmonella

Salmonella, présente dans le tube digestif des animaux et de I’ Homme et pouvant

étre alors a I’origine de toxi-infections alimentaires tres graves, est détruite par la cuisson.

Cependant, les nombreuses especes de Salmonella différent entre elles, quant a leur
pouvoir pathogéne. Bien que la plupart des especes puissent se retrouver dans les aliments,
il est essentiel de prendre en considération celles qui sont a I’origine de toxi-infections
plutot que celles qui sont a I’origine des maladies infectieuses graves (fiévres typhoides et
paratyphoides) (Fosse et al., 2004).

1.1. Caracteres morphologiques

Les bactéries du genre Salmonella appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae.
Genre regroupant de petits bacilles, Gram négatif habituellement mobiles par des cils
péritriches. Ces bactéries mesurent 0,7 a 1,5 um de diamétre, pour 2 a 5 um de longueur et
sont aéro-anaérobies facultatives, oxydase négatives et nitrate réductase positives. Elles
sont mésophiles, capables de se développer a des températures comprises entre 5,2 °C et 47
°C et de maniére optimale entre 35 et 37 °C, et des pH compris entre 4,5 et 9
(Fosse et al., 2004).
1.2. Habitat et pouvoir pathogene

Au sein de la sous espéce Salmonella enterica, il existe plus de 2400 sérotypes
différents parmi lesquels certains sont potentiellement pathogeénes pour I’homme. Il s’agit
de sérotypes ubiquistes qui peuvent €tre hébergés dans le tube digestif de ’homme, des
animaux domestiques et sauvages, des animaux de compagnie et plus particulierement des
volailles pour S. enteritidis. En ce qui concerne la viande bovine, S. dublin est également
souvent incriminée. Cette derniere peut étre hébergée dans le tube digestif des bovins et de
I’homme.

Les intoxications a salmonelles dues aux viandes sont sérieuses tant par le nombre
de malades que par la gravité des symptomes. L’ingestion de 101 a 1011 cellules de
Salmonella peut déclencher une infection se manifestant par une fievre a 39°C — 40°C, des
douleurs abdominales, des nausees, des vomissements et un syndrome diarrhéique

caracterisé par des selles liquides et fétides (AFSSA, 2002).
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Tous les sérotypes peuvent étre impliqués; ils varient avec les pays et les époques.
Salmonella non typhoidiennes provoquent des abces dans différents tissus, voire une
septicémie. Ces germes résistent au pH acide de ’estomac, entrent en compétition avec la
flore normale de I’intestin gréle et franchissent la barriere épithéliale pour proliférer dans

les plaques de Peyer et envahir les ganglions mésentérique (Hanes, 2003).

2. Le genre Staphylococcus

Staphylococcus aureus est, comme tous les staphylocoques, une bactérie sous
forme Cocci a Gram positif, de 1 pm de d'un diamétre environ, apparaissant en amas a
I'examen microscopique. Immobile, non sporulé et ne présente pas de capsule visible au

microscope optique (Prescott, 2010)..

2.1. Caractéres culturaux

Staphylococcus aureus cultive facilement sur des milieux ordinaires, en aérobiose
comme en anaérobiose, en formant, sur milieux solides, des colonies lisses, luisantes et
bombées, plus ou moins pigmentées en jaune doré d'ou l'appellation de staphylocoque
"doré". En milieu liquide, il produit, dans le bouillon, un trouble homogene.

Staphylococcus aureus n'a pas d'exigences particulieres. Si les conditions idéales de
croissance sont une température de +37°C et un pH de 7,5, de grandes variations sont
tolérées. Comme tous les Micrococacceae, il se multiplie dans des milieux contenant une

concentration de 75 g/litre de chlorure de sodium (Na CI) (Prescott, 2010).

2.2. Potentiel Enzymatique

Outre les enzymes nécessaires aux fonctions métaboliques décrites ci-dessus,
Staphylococcus aureus a la capacité de synthétiser plusieurs enzymes telles que la catalase
qui existe chez tous les Micrococacceae, la coagulase, la désoxyribonucléase, la
phosphatase, la hyaluronidase, la fibrinolysine, la lipase et la protéolysine (Giannella,
1996). La présence d'une coagulase identifie, en pratique courante I'espéce Staphylococcus
aureus. La coagulase libre est une protéine diffusible, réagissant comme la prothrombine et
coagulant, en quelques heures, le plasma citraté de 'Homme ou du lapin.

La forme liée, réagit directement avec le fibrinogéne, entrainant lI'agglutination de
Staphylococcus mis en contact avec du plasma. L'activité de toutes ces enzymes explique,

en partie, la physiopathologie de l'infection staphylococcique (Prescott, 2010).
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2.3. Pouvoir pathogéne

Le pouvoir pathogene de Staphylococcus aureus tient également a la production
d'un grand nombre de substances diffusibles. L'hémolysine o ou staphylolysine o, est
cytotoxique et cytolytique. Elle a un effet nécrotique sur la peau lié a son effet
vasoconstricteur.

Quant a la leucocidine, elle agit sur les granulocytes, les macrophages et les
basophiles et provoque leur immobilisation puis leur dégranulation et leur lyse (Garcia-
Lbpez, 1998).

Certaines souches de Staphylococcus aureus €élaborent cing toxines protéiques
responsables de toxi-infections alimentaires dites entérotoxines staphylococciques
A B, C, D, E (Fosse et al., 2004, Bailly et al., 2012).

La toxine du syndrome de choc toxique est une toxine pyrogene et létale dite toxine
du syndrome de choc toxique ou TSST (Cavalli, 2003).

2.4. Sources de contamination et prévention

Les aliments qui sont souvent impliqués dans des intoxications alimentaires a
staphylocoques sont la viande et les produits a base de viande, la volaille, les ceufs, des
salades, le thon, les pommes de terre et les macaronis. Sont également impliqués les
produits de boulangerie (Bailly et al., 2012).

2.5. Pouvoir pathogéne chez ’Homme

Staphylococcus aureus est un microorganisme pyogeéne responsable de la plupart
des infections suppurées de la peau et des muqueuses.

Il "surinfecte” souvent les plaies négligées. Les principales staphylococcies
cutanées focales sont dues a la pénétration de Staphylococcus aureus au niveau des
annexes de la peau (follicules pilosébaces, glandes sudoripares) ou dans les muqueuses a
I'occasion d'une plaie, méme minime. Elles donnent lieu a des folliculites, furoncles,
sycosis, anthrax, orgelets, hidrosadénites, panaris, onyxis, impétigo et abceés a localisations
variées (sein, fesse, marge de 1’anus, aisselle, aine ....). Plus rares sont les conjonctivites,
les angines, les phlegmons de lI'amygdale, les otites et les sinusites (Schachter, 1999 ;
Faucheére, 2002 ; Prescott, 2010).

Les manifestations intestinales provoquées par les staphylocoques se présentent

sous deux formes : les toxi-infections alimentaires sont les plus fréquentes : il s'agit de
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troubles digestifs provoqués par l'ingestion d'aliments contenant I'entérotoxines préformée,

d'incubation tres courte (une heure a six heures apres le repas) et évoluant sans fievre.
L’entérocolite aigué pseudomembraneuse, plus rare, survenant chez des sujets

ayant recu une antibiothérapie qui a sélectionné une souche intestinale de S. aureus

résistante au traitement et sécrétrice d'entérotoxines (Sandel et al., 2004).

3. Le genre Campylobacter

Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, les especes les plus fréquemment
isolées chez I’Homme infecté ou malade, peuvent étre transmis de I’animal a I’Homme,
par un contact direct avec les animaux ou par le biais de la consommation ou de la

manipulation de produits alimentaires d’origine animale contaminés.

3.1. Caracteres culturaux

Campylobacter jejuni et Campylobacter Coli sont des bactéries thermotolérantes, a
Gram négatif, trées mobile, nécessitant pour une croissance optimale des conditions de
microaérophie, a une température de +42°C (Prescott, 2012).

L’ajout d’antibiotiques sélectifs, dans les milieux d’isolement sont plus que
nécessaires, a partir d’échantillons de produits alimentaires.
La sous-espece jejuni et, bien plus fréqguemment, isolée que la sous-espéce doylei.
Campylobacter jejuni et Campylobacter Coli sont les deux espéces pathogéniques d’intérét

majeur car ce sont des agents zoonotiques (Hu et Kopecko, 2003).
3.2. Sources de contamination et prévention

La source primaire des infections a Campylobacter jejuni ou Campylobacter coli
chez ’Homme semble étre la manipulation ou la consommation des aliments contaminés
crus ou mal cuits, la viande de volaille, les contacts avec les animaux de compagnie et le
bétail, la consommation d’eau contaminée ou de lait cru et les voyages dans les zones a
forte prévalence, puisque considéres comme des facteurs de risque de la maladie humaine
(Friedman, 2000).

3.3. Pouvoir pathogene

Une infection a Campylobacter jejuni peut engendrer, dans de rares cas, des
neuropathies auto immunes severes (syndromes de Guillain Barré et de Miller Fisher)

provoquées par un mimétisme moléculaire entre les gangliosides (glycosphingolipides)
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exprimés dans la cellule nerveuse et les lipooligosaccharides présents au niveau de la
membrane externe de la bactérie (Friedman, 2000).
Campylobacter jejuni et Campylobacter coli causent des entérites qui sont beaucoup plus

fréquentes chez I’enfant vivant dans des conditions d’hygiéne précaires.

Aprés une incubation de 1 a 3 jours, survient une diarrhée fébrile avec parfois du
sang dans les selles ; des douleurs abdominales et des vomissements sont habituels
(Giannella, 1996).

4. Le genre Clostridium

Clostridium perfringens appartient au groupe Il du genre Clostridium et a la famille
des Bacillaceae. Il s’agit d’un bacille Gram positif sporulé, tellurique, anaérobie strict,
sulfitoréducteurs, immobiles, possédant une capsule de nature polysaccharidique. Cette
espéce est thermophile, sa température optimale de croissance étant comprise entre 40 et
45 °C, mais elle est toutefois capable de se développer a des températures comprises entre
15 °C et 50 °C. Le pH compris entre 5,5 et 8.

Les spores thermosensibles de C. perfringens résistent 5 minutes a 100 °C et
produisent I’entérotoxines qui est responsable des intoxications alimentaires (Cavalli et al.,
2003; Fosse et al., 2004). Le seuil en dessus duquel il y a intoxication est 105 UFC/g
(AFSSA, 2006). C’est une bactérie tellurique largement répandue dans I’environnement,
qui peut contaminer les fourrages et les ensilages. Ce germe ubiquiste est un héte normal
du tube digestif des animaux et de ’homme.

La viande peut étre contaminée au moment de 1’éviscération si du contenu de
I’intestin entre en contact avec la carcasse (Cavalli, 2003).

L’homme se contamine en ingérant des aliments, notamment des produits carnés,
contenant des bactéries. Les denrées incriminées sont les préparations a base de viande et
en général cuites, conservées a 1’abri de I’air (masses importantes, immersion dans un
liquide, emballage étanche), refroidies lentement puis réchauffées lentement, ce qui
favorise la multiplication des bactéries et la production de toxines (AFSSA, 2006). Les
symptomes apparaissent entre 6 et 24 h, généralement 10 a 12 h, aprés 1’ingestion du repas
contamine. Ils se traduisent surtout par la diarrhée et de violents maux de ventre, parfois de
nausées. Le plus souvent, cette affection guérit spontanément en 2-3 jours. Toutefois, des

mortalités ont été observées chez des personnes agées et des jeunes enfants.
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5. Le genre Listeria

Listeria monocytogenes, appartenant au genre Listeria et division des Firmicutes,
doit son nom a Joseph Lister. Elle est la seule espéce du genre Listeria pathogéne pour
I'Homme (Manuel terrestre de 1’OIE 2005).

5.1. Caractéres morphologiques
Listeria monocytogenes est un bacille de petite taille, non sporulé, anaérobie
facultatif, ubiquitaire (sol, végétaux, eau), a Gram positif, synthétisant une catalase, mobile
a +25°C. Elle est mobile, grace a ses flagelles. Selon certaines études, 1 a 10 % des
humains seraient porteurs sains de Listeria monocytogenes dans leur intestin (Manuel
terrestre de I’OIE 2005).

5.2. Sources de contamination et prévention

I1 existe plusieurs sources possibles de transmission de la maladie. Chez I’homme,
la transmission de la mére au feetus, par la voie hématogéne (listériose congénitale), peut se
faire par voie digestive ou par voie respiratoire (infection amniotique, aspiration des
microorganismes situés au niveau du col de I'utérus ou dans le vagin).

Les infections nosocomiales sont des sources d’infections transmissibles, lors
d’actes thérapeutiques. Une transmission dite directe, par un simple contact, est aussi
possible. Une transmission indirecte se fait par I’intermédiaire d’un vecteur inanimé

comme les produits d’origine animale (Manuel terrestre de I’OIE 2005).
5.3. Pouvoir pathogéne

Listeria monocytogenes, étant une bactérie pathogene opportuniste, attaque
préférentiellement les sujets dont le systéeme immunitaire est perturbé. C’est le cas des
personnes agées, des femmes enceintes, des nouveau-nés et des personnes
immunodéprimées telles que les cancéreux, les transplantés, les personnes dépendantes aux
narcotiques et au tabac, les personnes diabétiques mal équilibrés et les alcooliques. En
effet, la listériose est la troisieme infection néonatale, aprés les infections a Escherichia
coli et Streptococcus (Manuel terrestre de 1’OIE 2005).

En effet, la bactérie ingérée dans une nourriture quelconque (viande, légume,
fromage..) peut traverser la paroi intestinale et induire divers symptomes tels qu’un état

pseudogrippal apparemment bénin, notamment, chez la femme enceinte. Les symptémes
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sont plus importants chez le feetus ou la contamination in utero, au moment de
I’accouchement, se traduit par des formes septicémiques généralisées, donnant un
avortement ou des complications qui surviennent dés la naissance et/ou a des formes
tardives se traduisant par une méningite. Chez les sujets fragiles, I’infection peut se
traduire par des atteintes encéphalites neuroméningées. Chez les immunocompétents, peut
survenir un syndrome pseudo grippal, avec fiévre, souvent inapparent.

La prévention serait la prise de précautions multiples, afin de lutter contre la
listériose chez les femmes enceintes, les patients immunodéprimés et les personnes agees,
d’éviter la consommation de fromages a pate molle au lait cru, d’enlever les crottes de
fromages avant leur consommation, d’éviter 1a consommation de fromages vendus déja
rapés, d’éviter la consommation de poissons fumés et d’éviter la consommation de graines

germées crues (soja, luzerne,...) (Cressy et al., 2003).
5.4. Mode d’action

Listeria monocytogenes, capable de résister a la dégradation lysosomiale, par
échappement des phagosomes (vésicule de phagocytose), produit des toxines qui
désorganisent la membrane du phagosomes. Une fois dans le cytosol,
Listeria monocytogenes peut alors détourner le cytosquelette d'actine a son profit, pour se
déplacer et se propager vers d'autres cellules en répétant les mémes actions.

Deux des ses protéines de surface (InlA et InIB), en se fixant sur des récepteurs
spécifiques (E-Cadherine et Met) du placenta, permettent a la bactérie de traverser la
barriere hématoencéphalique. La bactérie passe alors d'une cellule a l'autre, en se
propulsant dans la cellule infectée, en crevant la membrane plasmique de I'n6te et de la
cible. Elle détourne la machinerie cellulaire et le cytosquelette d'actine, pour favoriser la
polymeérisation des monomeéres d'actine en une comete qui la propulse. La protéine (Act
A), activateur des facteurs de nucléation de l'actine, qui provoque le recrutement et la

polymérisation d'actine (Cressy et al., 2003).

6. Bacillus cereus

6.1. Caractéres morphologiques

La morphologie du germe correspond a un grand bacille en forme de batonnet de 1
um de large pour 3 a 4 um de long, mobile grace a une ciliature péritriche, d'une longueur

supérieure a 3 um et d'un diamétre moyen de 1,4 um et de type respiratoire aéro-anaérobie,
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donnant des spores thermorésistantes, présentant une positivité a la coloration de Gram, et
synthétisant deux types de toxines : une toxine thermostable et une toxine thermolabile.
(Murray et al., 2007).

6.2. Habitat

Les Bacillus cereus sont ubiquitaires car leurs spores leur conférent une grande
résistance. On en trouve dans les sols qui constituent le principal réservoir, dans l'eau de
mer, dans l'eau douce et sur les plantes. On en trouve également dans les aliments, et méme
dans les produits "stérilisés" alimentaires ou médicamenteux a cause de la thermorésistance

des spores. (From et al., 2005).
6.3. B. cereus source de probleme dans les industries agroalimentaires

Parmi les microorganismes nuisibles aux industries alimentaires, B. cereus occupe
une place de premier plan. Sa capacité a croitre rapidement, a sporuler et a former des
biofilms, en a fait un outil suscitant 1’intérét des industries agro-alimentaires
(Bartoszewicz et al., 2008)

En effet les spores sont connus comme une des formes de vie plus résistantes et leur
inactivation compléte est souvent impossible sans altérer la qualit¢ de 1’aliment
(Smelt et al., 2008).

6.4. B. cereus pathogene alimentaire

Les maladies alimentaires dues a B. cereus sont en faite causées par deux types
distinctes de toxines, une toxine émétique préformée dans les aliments et résistante a une
large gamme de températures et de pH, et des toxines diarrhéiques produites pendant la
croissance dans l’intestin gréle aprés ingestion de cellules végétatives ou de spores en

quantité suffisante (Granum 1994).
6.4.1. Les Toxi-infection alimentaires Collectif (TIAC)

Les toxi-infections alimentaires doivent obligatoirement étre déclarées lorsqu’elles
sont collectives. Ces toxi-infections alimentaires sont souvent bénignes et celles associées
a Bacillus cereus peuvent étre confondues avec celles provoquées respectivement par
Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus.

De ce fait, les TIAC a Bacillus cereus sont vraisemblablement sous-estimées.

Bacillus cereus est classé comme étant la quatriéme cause de TIAC en France (aprés
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Salmonella, Staphylococcus aureus et Clostridium perfringens) avec 1766 cas répartis sur

94 foyers confirmés et le taux de déces le plus important (Delmas G., et al 2006).
6.4.2. Les atteintes gastro-intestinales

Les maladies gastrointestinales gravité vari sont les infections les plus
communément associées a B. cereus (Didelot et al., 2009).

Chez les individus en santé, les symptémes sont généralement bénins, mais les
complications peuvent conduire a des maladies plus graves menant a la mort
(Shiota et al., 2010). Des eclosions de troubles intestinaux dues a B. cereus ont éte
signalées dans le monde entier (Logan et Rodriges-Diaz, 2006).

On lui attribue entre 1% et 33% des cas d’intoxication alimentaires (EFSA, 2005)

avec des degrés de gravité variables.
v Syndrome diarrhéique

Le syndrome diarrhéique est attribué a des entérotoxines : I’hémolysine BL (Hbl)
complexe a trois composantes (Hbl B, Hbl L1 et Hbl L2), ’hémolysine Nhe elle aussi
composée de trois sous-unités (NheA, NheB et Nhe C) et la cytotoxine K (CytK)
(Guinebretiére., 2006). Ces toxines sont produites dans le tube digestif de 1’hote et, pour
étre actives, les deux premieres doivent étre composées de leurs différentes sous-uniteés.
Les temps d’incubation apres ingestion des plats contaminés varient de 6 a 15 h avec
rétablissement dans les 24 a 48 h. Ce type de toxi-infection alimentaire peut facilement étre

confondu avec celle provoquée par Clostridium perfringens.
v" Syndrome émétique

Le syndrome émeétique est caractérisé par des nausees, des vomissements et des
crampes abdominales se produisant 1 a 5 h apres I’ingestion des aliments contaminés, avec
rétablissement dans les 6 a 24 h. Les symptomes associés sont semblables a ceux générés
par les entérotoxines staphylococciques, protéines préformées par Staphylococcus aureus
dans les aliments. Ce type d’intoxication alimentaire est relié a la production d’un

dodécadepsi-peptide cyclique, le céréulide, et nécessite 1’ingestion de ce dernier.
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7. Yersinia enterocolitica
Le genre Yersinia comprend 11 espéces appartenant aux Enterobacteriaceae.
7.1. Caractéres morphologiques

Il s’agit de bacilles Gram négatifs, non sporulés, anaérobies facultatifs qui
fermentent le glucose. Plus petites que la plupart des autres entérobactéries, elles

apparaissent souvent comme des coccobacilles lorsqu’elles se multiplient a 37 °C.
7.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica sont les deux agents pathogénes d’origine
alimentaire. Elles atteignent le tractus gastro-intestinal de 1’homme et provoquent des
entérites, entérocolites, lymphadénites, et rarement des infections extra-intestinales telles
que des arthrites.

Y. enterocolitica est également présente dans 1’intestin d’animaux sains tels que des
porcs, des bovins, des chiens et des chats (Krauss et al., 2003; Robin-Browne et Hartland,
2003). Y. enterocolitica est psychrotrophe, sa température optimale de multiplication est
cependant de 28-30 °C (Krauss et al., 2003; Robin-Browne et Hartland, 2003).

Elle est présente chez plusieurs espéces d’animaux, dans les aliments et dans les eaux.
7.3. Symptomes

Pour Y. enterocolitica, les symptomes cliniques se manifestent classiquement chez
I’adulte par une entérocolite avec la triade : Fiévre, crampes abdominales, diarrhée liquide
aigiie, pouvant s’accompagner de céphalées et d’anorexie ou de vomissements. Chez
I’enfant, on constate plutot une diarrhée aqueuse et muqueuse. La dose minimale infectante
est de I’ordre de 106 microorganismes (AFSSA, 2006). Les tempeératures de pasteurisation

détruisent les bactéries de Yersina entéropathogeénes.
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La conservation des aliments est un combat constant contre les microorganismes
d’altération et / ou les pathogeénes de I’'Homme. Ces bactéries sont a haut risques potentiel
de résistance, parmi elles, certaines sont responsables d’intoxications alimentaires.

Introduire volontairement des substances chimiques au sein d’un produit
alimentaire afin de prolonger sa durée de vie, est I’évolution de la conservation des

aliments depuis la Préhistoire.

l. Les additifs alimentaires

Les additifs modernes permettent de répondre aux besoins des industriels qui
veulent produire en grande quantité, stocker sur de longues périodes sans que le produit ne
s'altére, ou améliorer la texture, I'aspect, le go(t des produits alimentaires et les rendre ainsi

conformes aux exigences des consommateurs (Chevallier, 2007).

1. Historique

L’histoire de la conservation dela nourriture remonte a la préhistoire.
L’Homme préhistorique devait manger le fruitde sa cueillette et de sa chasse
immédiatement pour qu’il ne soit pas impropre a la consommation. Mais lorsque
qu’il tombe par hasard sur des aliments séchés, il prend conscience que ces produits
peuvent étre consommeés avec un certain délai, ce qui lui permettait par la suite d’avoir une
réserve alimentaire pendant les périodes de non-cueillette et ou la chasse était impossible.

C’est la naissance du premier conservateur alimentaire, celui de séchage.
Puis c’est dans la période néolithique (-6 000 a — 2 200 ans avant Jésus-Christ) que le sel
fat utilisé comme conservateur.

Enfindans 1’Antiquit¢ (-3000 avant J-C a 476 apres J-C), apparait le
troisieme conservateur, le froid (les Romains emballaient des poissons dans de la neige et
de la glace) (Gouget ; 2008).

Avant I’¢re de I’industrie agroalimentaire et des grandes surfaces, la conservation

des denrées alimentaires s’effectuait avec des produits ou des processus naturels :

La conservation par la congélation : pour tout produit.
La conservation par le fumage : pour la viande et le poisson.
La conservation par le séchage : ou déshydratation pour les Iégumes.

La conservation par appertisation : mise en bocaux de fruits et légumes.
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La conservation par le sucre : pour les fruits (cinquante pour cent de sucre).

La conservation par les acidifiants : pour les légumes (proportion de vinaigre a hauteur de
deux pour cent).

La conservation par la saumure : composé de sel et de nitrite, elle est utilisee pour la
viande, le fromage et le poisson (conservation dans un bain de saumure).

La conservation par le sel : pour la viande, les légumes et le poisson (processus de salaison

d’une proportion de sel de huit pour cent puis séchage de 1’aliment) ((Gouget ; 2008).
2. Définition

Un additif alimentaire est défini comme toute substance qui n’est pas
habituellement consommée en tant que denrée alimentaire en soi, et non utilisée comme
ingrédient caractéristique de 1’aliment, qu’elle ait ou non une valeur nutritive, et dont
I’addition intentionnelle a la denrée alimentaire dans un but technologique ou
organoleptique, a une quelconque étape de la fabrication, de la transformation, de la
préparation, du traitement, du conditionnement, de 1’emballage, du transport ou du
stockage de la dite denrée, entraine ou peut entrainer (directement ou indirectement) son
incorporation ou celle de ses dérivés dans la denrée ou peut affecter d’une autre fagon les
caractéristiques de la dite denrée (Aboiron et Hameury ; 2004).

L’expression ne s’applique ni aux contaminants, ni aux substances ajoutées aux
denrées alimentaires dans le but d’en maintenir ou améliorer les propriétés nutritives, ou au
Chlorure de sodium.

Quand un additif alimentaire est autorisé, celui-ci bénéficie d'un code qui se
compose de la lettre "E" suivie d'un numéro permettant d'identifier la catégorie autorisé au
niveau européen (CODEX STAN 107-1981).

3. Classification des additifs alimentaires

Les additifs alimentaires sont classés dans des catégories fonctionnelles en
considérant les propriétés principales d’utilisation.

Ce type de classement a été choisi en France, a la Communauté économique
européenne (CEE) et au Codex alimentarius (Souverain, 1992).

Les additifs alimentaires sont classés selon la directive n°89/107 du 21.12.1988 de
la CEE en 24 catégories (Tab. 3).

La numérotation de chaque substance sera précédée d’un numéro (E..., la lettre E

suivi de 3 ou 4 chiffres) si un tel numéro lui a été attribué. La commission de Codex
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alimentarius (CL 1988/52-FAC Novembre 1988) établit la liste des additifs dans un ordre
numérique, avec le numéro attribué a chaque substance et 1’indication de la fonction
technologique de celle-ci.

Environ 450 substances. Elle propose un classement fonctionnel des additifs en 21
catégories (Tab. 4).

Tableau 3. Classement des additifs selon le cadre de la CEE et du Codex alimentarius.

Classement des additifs selon le cadre de la CEE Classement des additifs selon le cadre du Codex
alimentarius

1. Colorant 1. Correcteur d’acidité et du pH (tamponnant),

2. Conservateur 2. Antiagglomérant (desséchant, antiadhérant),

3. Antioxygene 3. Antimoussant,

4. Emulsifiant 4. Antioxygene (et synergiste d’antioxydation),

5. Sel de fonte 5. Agent de charge,

6. Epaississant 6. Edulcorant,

7. Gélifiant 7. Colorant (et adjuvants de coloration),

8. Stabilisant 8. Stabilisateur de couleur,

9. Exhausteur de godt 9. Emulsifiant (plastifiant, dispersant, surfactif),

10. Acidifiant 10. Sel de fonte (émulsifiant pour fromage

11. Correcteur d’acidité (et de pH) seulement),

12. Antiagglomérant 11. Exhausteur de goft,

13. Amidon modifié 12. Agent de traitement de farine (conditionneur

14. Edulcorant de pate),

15. Poudre a lever 13. Gélifiant,

16. Antimoussant 14. Agent de glisse (d’enrobage, lustrage,

17. Agent d’enrobage (et de glisse) vernissage),

18. Agent de traitement de la farine 15. Conservateur (antimicrobien),

19. Affermissant 16. Gaz propulseur (et gaz pour le stockage,

20. Humectant emballage),

21. Séquestrant 17. Stabilisant (liant, séquestrant, ajusteur de

22. Enzyme densité),

23. Agent de charge 18. Epaississant (agent de texture, gonflant),

24. Gaz propulseur et gaz d’emballage 19. Poudre a lever,

20. Agent moussant
21. Humectant (mouillant, rétenteur d’humidité)
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I1. Les Conservateurs

L’industrie alimentaire dispose d’une vaste gamme de procédés chimiques de
conservation. Il s’agit en principe, de substances capables de retarder ou d’arréter la
fermentation, 1’acidification des aliments en inhibant la prolifération de micro-organismes
(conservateurs proprement dites) ou d’empécher des réactions chimiques dues a la
présence d’oxygene (antioxydants) (SPE, 1987).

D’apres le réglement n°1333 / 2008 de I’E.F.S.A. (Autorité Européenne de Sécurité
des Aliments), I’additif alimentaire nommé conservateur, est un élément chimique qui
allonge la période de conservation des aliments en les défendant des altérations dues
uniquement au facteur biologique (bactérie et champignon) et les immunise contre le
développement de toxines.

Lorsqu’un nouveau conservateur veut étre intégré dans un produit alimentaire, c’est
I’E.F.S.A. qui donne son feu vert a la suite d’études de toxicité sur des animaux et sur des
humains. Lorsque ce conservateur répond aux normes européennes, il est répertorié en
annexe 1l n°1129 / 2011 et en annexe 111 n°1130 / 2011 du reglement européen sur les
additifs alimentaires n°1333 / 2008. Un numéro unique lui est alors attribué commencant
par la lettre « E » suivi de trois chiffres dont la centaine commence par le « 2 ». Enfin,

suite au rapport de 1’enquéte, une D.J.A. (Dose Journaliére Admissible) lui est attaché.

1. Agents conservateurs (Antibactériens)

La multiplication des micro-organismes dans les produits alimentaires entraine des
modifications indésirables de ces produits et les rend impropres a la consommation par
altération du gott, de I’aspect et de 1’odeur, sans forcément de risque sanitaire (Oudiot,
1999).

Certains micro- organismes sont trés dangereux (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella) de point de vue sanitaire et peuvent causer des troubles
graves chez le consommateur, qualifiées habituellement d’intoxications. Ces germes
strictement pathogénes sont dangereux méme en faible quantit¢ et en [’absence de
développement ou de dégradation induite dans 1’aliment (Bousbia, 2004).

Les principaux traitements appliqués aux produits alimentaires pour les conserver
de ces germes sont classés en traitements d’élimination, de destruction et de stabilisation
(Guiraud, 2003).

38



Analyse bibliographique Chapitre 111 : Les additifs alimentaires

Ces traitements ne doivent pas rendre le produit toxique et ne doivent pas avoir de
conséquences néfastes au point de vue organoleptique et nutritif (Bousbia, 2004). Parmi
ces traitements figure 1’ajout des conservateurs aux produits non toxiques pour le
consommateur aux doses utilisées (Guiraud, 2003).

Un additif conservateur est défini comme étant une substance non consommeée
normalement en tant que denrée alimentaire, que 1’on incorpore a un aliment en vue
d’accroitre sa sécurité et sa stabilité microbiologique. Il faut signaler que le terme additif
ne s’applique qu’a des substances utilisées a dose faibles, en principe moins de 1%
(Bourgeois, 1992).

Il existe deux types de conservateurs :

- Les agents conservateurs minéraux figurent les chlorures et les phosphates, les
nitrates, les nitrites, les anhydres sulfureux et les sulfites, les anhydres carboniques et les
bicarbonates et le peroxyde d’hydrogene.

- Les agents conservateurs organiques (acides organiques) ont un effet conservateur
primaire (acide acétique, propionique, formique, sorbique, benzoique, etc.) et un effet

secondaire (acide citrique, tartrique, lactique, ascorbique, etc.) (Oudiot, 1992).
2. Mécanismes d’action des conservateurs

On distingue deux mécanismes d’action, suivant le type de conservateur
antimicrobien utilisé :

- Les conservateurs bactéricides tuent directement les bactéries ; ¢’est une action

dite irréversible.

- Les conservateurs bactériostatiques inhibent la multiplication des bactéries ;

c’est une action dite réversible car ils ne tuent pas les microorganismes.

Les conservateurs agissent sur les microorganismes de facon différente selon le
conservateur considéré, a un niveau bien déterminé de la structure ou du métabolisme du
microorganisme, appelé site d’action ou cible du conservateur.

L’action peut se situer au niveau de la paroi bactérienne, des membranes, au niveau
ribosomal, sur la synthése des protéines, ou au niveau des acides nucléiques et des
enzymes associées (Martini et al., 1999).

Les mélanges de conservateurs présentent de nombreux avantages comme la
possibilité de diminuer la concentration de chaque éléments et par la, méme les éventuelles

effets secondaires, et augmenter 1’efficacité par synergie (F.B., 1996).
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3. Qualité requise d’un conservateur

Aucun conservateur ne rempli tous les critéres d’un systéme idéal. En pratique, des
associations de conservateurs sont utilisées. Si le conservateur idéal existant il devrait

présenter les criteres suivants : (Denil et Lannoye ; 2001).
3.1. Innocuité

Le conservateur doit étre dénué de tout effet toxique a la concentration utilisée pour
la conservation, a court et a long terme.

En pratique, les conservateurs les plus efficaces sont souvent les plus toxiques.
3.2. Spectre d’activité

Le conservateur doit présenter un large spectre d’activité, il doit étre actif sur les
bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif, les levures et les moisissures.
De plus, un haut niveau d’activité est demandé aux concentrations les plus faibles

possibles, aussi bien pour diminuer la toxicité que le codt.
3.3. Efficacité a long terme

Les conservateurs devraient maintenir leur efficacité durant toute la vie du produit.
Ils doivent presenter une activité constante dans le temps. De plus, ils ne doivent pas étre
dégradés, évitant ainsi le risque de produire des métabolites pouvant modifier les

caractéristiques du produit, ou bien néfaste a la santé du consommateur.
4. Problemes liés a certains conservateurs alimentaires

Les conservateurs constituent un théme récurent d’interrogation et de débats.
Chaque fois que ce théme est aborde, de nombreux consommateurs associent ces
substances a des produits chimiques dangereux.

Présents dans les aliments, les produits cosmétiques ou les médicaments, les
conservateurs sont omniprésents, la plupart des additifs sont aujourd’hui considérés comme
inoffensifs, d'autres sont plutdt douteux, voire méme dangereux selon des rapports d'études
(Marie-Laure Andre, 2013), mais ils ne sont pas interdits, ce qui est source d’une grande
controverse autour des additifs alimentaires, accusés d'étre source d'allergies, d'intolérance

alimentaire ou de maladies plus graves.
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5. Quelques agents conservateurs minéraux
v' Les nitrates et nitrites

NaNO3 (E251, nitrate de sodium), NaNO2 (E250, nitrite de sodium), KNO3 (E252,
nitrate de potassium) et KNO2 (E249, nitrite de potassium), sont les premiers accusés car
ils peuvent former dans notre organisme des nitrosamines dont certaines sont cancérigenes

par combinaison aux protéines alimentaires (Binstock, 1998).
v Les Sulfites

Na,SO; (E221, sulfite de sodium), K,S,05 (E224, disulfite de potasium), CaSO;
(E226, sulfite de calcium) ce sont des conservateurs présents dans la plus part des produits
alimentaires, ils sont susceptibles de provoquer des allergies et ils font partie des 13
allergénes a déclaration obligatoire lorsque leur concentration atteint 10 mg/kg dans le
produit alimentaire concerné (ANSES, 2011).

Ils peuvent engendrer des composés mutagenes lorsqu'ils sont associés a d’autres
additifs tels que les sorbates, et leur innocuité cancérologique n'est pas encore établie
(ANSES, 2011).

Les manifestations allergiques se caractérisent par des éternuements, des
démangeaisons, de l'urticaire, des douleurs abdominales et de l'asthme. En cas dallergie
avérée aux sulfites, il convient donc d'éviter tous les aliments contenant cet additif
(Marie- Laure Andre, 2013).

v' L'anhydride sulfureux

SO, (E220, anhydride sulfureux), sont rarement utilisés dans la conservation des
produits animaux (viandes) ou leur role serait pour I'essentiel anti botulique.
On sait que les aliments traités peuvent étre a l'origine d’un sifflement respiratoire, de
I’asthme, de 1’urticaire, de I’eczéma, de la diarrhée, de 1’hypotension avec éventuelle perte
de connaissance (Gouget, 2011).

La prise de conscience du phénomeéne a permis un abaissement des doses utilisees :
Le nombre important de substances ou I’emploi de SO2 est autorisé, fait que le risque
semble élevé, surtout chez les enfants présentant les plus fréquentes intolérances (Andre,
1997).
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6. Quelques agents conservateurs organiques

v"  Les benzoates

Les E210, E211, E212 et E213 sont des conservateurs qui bloquent le
développement de certaines levures et moisissures.

Ils sont additionnés a plusieurs produits alimentaires pour prolonger leur durée de
conservation (Gouget, 2011).

Ces substances peuvent étre a l'origine de manifestations allergiques cutanées ou
respiratoires: asthme, eczéma et éruptions cutanées de type urticaire. Certains auteurs les
accusent également de s'accumuler dans l'organisme et de provoquer des troubles
neurologiques (Moll, 2000).

La présence des benzoates dans de nombreux produits et les facilités avec laquelle
la DJA (Dose journaliere Admissible) est atteinte, en font un additif particulierement
dangereux pour la santé, notamment pour les enfants (Gouget, 2011).

7. Effet de combinaison des additifs alimentaires

L’effet cocktail des additifs, n'est autre que les risques potentiels liés a l'ingestion
simultanée d'additifs dans notre organisme. Plusieurs dizaines d'additifs différents, sont
présents dans les aliments transformés industriellement (Donna, 2007).

Les effets combinés de ces substances ingérées simultanément sont encore
méconnus, si bien que la réglementation actuelle n'en tient pas compte pour fixer les doses
maximales d'incorporation des additifs dans les produits alimentaires.

Certains additifs peuvent étre inoffensifs lorsqu'ils sont consommés isolément, et
toxiques lorsqu'ils sont combinés a d'autres molécules. Dans d'autres cas, un additif dont la
nocivité pour la santé est avérée pourrait bien augmenter sa toxicité lorsqu'il est absorbé
avec d'autres substances (Hubert, 1997).

Une équipe de chercheurs britanniques en 2007 a démontreé les effets néfastes des
combinaisons d’une catégorie de conservateurs (les benzoates) avec les colorants de
synthese sur le comportement des enfants. Ces combinaisons sont susceptibles de
provoquer des troubles de déficit de I'attention chez les enfants et hyperactivité.

Les sorbates, conservateurs tres utilisés en industrie agroalimentaire, sont
susceptibles de réagir avec dautres additifs. D'aprés une étude publiée en 1998, ils

pourraient réagir avec les nitrites et nitrates ; la combinaison de ces molécules perturbe les
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systemes enzymatiques et peut aboutir a la formation de composés mutagenes (risque
d'altération de L'ADN). Des spécialistes mettent en garde les femmes enceintes car cette
association pourrait provoquer des malformations congénitales.

En 2005, une équipe de chercheurs britanniques a publié les résultats d'une étude
menée sur trois ans, portant sur les interactions de quatre additifs alimentaires. lls ont
d'abord étudié les effets isolés de E951 (aspartame), du E621 (glutamates de sodium) et de
deux colorants, les E104 (jaune de quinoléine) et le E133 (bleu brillant), puis les effets des
combinaisons du glutamate avec le bleu brillant et ceux de I'aspartame avec le jaune de
quinoléine sur les cellules nerveuses de souris de laboratoire (Gouget, 2011).

Les résultats ont montrés que ces quatre additifs sont de puissants inhibiteurs de la
croissance des cellules nerveuses mais, surtout, que ces substances, une fois combinées,
décuplent leur toxicité sur les cellules nerveuses: E133+E1621:toxicité multipliée par 4 et
E104+E451:toxicité multipliée par 7.

Cette étude montre que la toxicité des substances combinées n'est pas simplement
le résultat de la somme additionnelle des toxicités individuelles des molécules, mais bien
une multiplication des toxicités (Brunellere, 2010).

Ces quatre additifs se retrouvent dans un grand nombre de produits alimentaires et
I'inquiétude porte encore une fois sur les enfants dont les cellules du cerveau sont en pleine
croissance (Gouget, 2011).

Afin de réduire les pertes économiques et contrer les maladies d’origine
alimentaires, il est donc possible de trouver des alternatives a 1’usage d’additifs
synthétiques qui ne sont pas exempt de probleme de santé.

Le monde scientifique s'efforce d'élargir I'éventail des systémes antimicrobiens
applicables en industrie. On étudiant de nouveaux agents de conservation, avec un net
penchant pour les antimicrobiens dits « biologiques », tels que les huiles essentielles,
connus a la fois par leurs propriétés aromatisantes et antimicrobienne et leur toxicité
réduites comparées a celle des additifs alimentaires chimiques, ainsi que leur large spectre

d'activité en réduisant 1’apparition de résistance bactérienne (Dorman et al,. 2000).
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Malgré 1’abondance du thym dans le Nord-Est-Algérien, et son usage tres répandu,
peu d’études ont été consacrées a l’inventaire des espéces endémiques de cette région.
D’autre part aucune étude n’a été consacrée a 1’usage de 1’huile essentielle de ce végétal
comme un antibactéerien en substitution aux additifs alimentaires.

Nous nous somme proposé de caractériser la zone d’étude, identifier les espéces de
thym endémiques, qualifier et quantifier in vivo I’activité antibactérienne de ’HE des

especes retrouvees.

I. Enquéte ethnobotanique

Nous avons établie une fiche d’enquéte (Annexe 5) sous forme de questionnaire
validé par le Pr. BENNADJA Salima.

Cette derniére nous renseigne d’une maniére globale sur la place qu’occupe le
thym dans notre patrimoine culinaire.Au méme moment, rassembler des informations sur

I’usage de cette plante en phytothérapie par la populationdes régions d’enquéte.

1. Lieux de ’enquéte

L’enquéte s’est faite dans quatre wilayas d’une population assez importante, de
I’Est-Algeérien, dans les agglomérations a proximité des zones d’échantillonnage a savoir:
Guelma et ses localités (Héliopolis, Hammam Debegh), Annaba et ses localités (Sidi
Amar, Séraidi, Berrahel), Souk Ahras et ses localités (Taoura, Zaarouria, Machrouha), et
Constantine.

La plus part de ces localités, sont des zones montagneuses, influencées par un
climat doux et ensoleillé, favorable a la culture des plantes aromatiques. Caractérisées par
des reliefs diversifiés d’une importante couverture forestiére, et le passage des Oueds qui
constituent le principal cours d’eau, elles sont a vocation agricole, et abritant une densité

d’agglomération importante.
2. Fiche d’enquéte

Le questionnaire constitué de 10 paramétres, est divisé en deux parties :
L’une concernant des informations sur les personnes questionnées (région, age et sexe), et
I’autre concernant la connaissance du thym, la source de 1’information, 1’utilisation ou non
de thym, les parties utilisées, les domaines d’indications, les modes de préparation et les

recettes, etc.
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En effet, il est tres important de traduire ce savoir traditionnel en un savoir

scientifique afin de le revaloriser, de le conserver et de 1’utiliser d’une maniére rationnelle.

3. Population enquétée

Nous avons soumis notre fiche d’enquéte a un échantillon aléatoire de 60 sujets
pour chaque lieu de I’enquéte, pour finalement constituer un échantillon global de 240
personnes.

Une attention particuliére a été donne a des personnes apparemment de plus de 20

ans d’age qui se prétent a notre requéte et des deux sexes.
Il. Zones d’échantillonnage

Qui mieux que les herboristes connait les coins ou pousse le thym ?
Sur la base de renseignement des herboristes locaux, nous avons retenu quatre zones
géographiques du Nord- Est-Algérien, ayant le méme relief et s’étalant sur quatre régions.
e Région de Taoura (wilaya de Souk Ahras)
e Reégion de Djebel Maouna (wilaya de Guelma
e Région de Djebel EI Ouahch (wilaya de Constantine).
e Région de Berrahal (wilaya d’ Annaba).
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Figure 6. Situation géographique des zones d’échantillonnage (Google Earth ; 2015)
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1. Situation géographique des zones d’échantillonnage

L’origine géographique de la plante, notamment 1’altitude, est un facteur
extrinsequequi influence directement sur son développement, donc sur la composition

quantitative et qualitative ainsi que sur le rendement en huile essentielle.
2. Aspect climatique

Toute espece végétale a des exigences vis-a-vis du climat au sein duquel elle
évolue. Celles-ci se traduisent par un certain nombre de besoins thermiques pour
I'accomplissement de son développement et des besoins en eau pour sa croissance
essentiellement.

Le facteur de compensation de I'humidité peut jouer, un réle important dans le maintien du
couvert végétal.

Pour mieux cerner les conditions climatiques, nous nous sommes intéressés aux

parametres suivants :la température moyenne, la pluviométrie et le taux d”humidité.
3. Apercu pédologique

Le sol est un support extrémement complexe ou se déroulent simultanément une
multitude d’interactions physiques, chimiques et biologiques. C’est a ce niveau que ’eau,
les minéraux et les oligo-éléments essentiels a la croissance de la plante sont assimilés.
Pour mieux apprécier I’environnement ou I’espéce étudiée se développe, nous avons

collecté les caractéristiques du sol des zones d’échantillonnage.
I1l. Matériel végétal

La plante choisie est une espéce spontanée appartenant au genre Thymus, de la
famille des Lamiaceae, un des éléments caractéristique de la flore du Nord- Est Algérien.
De part le monde, ce végétal est classé parmi les plantes les plus utilisées comme source

d’épices et d’extraits a qualité médicinale intéressante.
1. Récolte de la plante

Nous avons récolté lethym en plaine période de floraison (photol),durant les mois
de Mai-Juin (2012- 2014). Les échantillons fraichement récoltées sont soumis a

I’identification botanique et a 1’étude anatomique.
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Les criteres botaniques retenus pour la caractérisation morphologiques et

macroscopiques spécifiquesde chaque espéce sont :

- Latige, lafeuille, la fleur, le calice et la corolle (Quezel et al.; 1962).

’ SiNeE

Figure 7. Thymus numidicus pendant la floraison (photo ; HENI. S. 2012)

2. Description anatomique

Pour rechercher des spécificités morphologiques et anatomiques de la plante, et
localiser éventuellement les sites sécréteurs des essences aromatiques, nous avons
accompli des coupes histologiques microscopiques au niveau de la feuille et la tige, par la
technique de la double coloration (vert de méthyle - rouge Congo) (Langeron, 1934).Les

échantillons sont immédiatement conserves dans 1’éthanol dilué & 90% apres la récolte.
» Principe de la technique

La technique employée est la double coloration vitale (double coloration des
parois). Cette méthode a pour but de renforcer le contraste et de rendre plus évident les
différents constituants tissulaires. Grace a la réaction successive sur les coupes fines des
solutions d’hypochlorite de sodium dilué, résultant la destruction des organites cellulaire
et la conservation des parois cellulaires. On obtiendra la coloration en rose des membranes
cellulosiques (parenchyme cellulosique, liber et collenchyme) et en vert les membranes

lignifiées ou sclérifiés (bois, sclérenchyme).
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» Mode opératoire

» Préparation des coupes anatomique

A T’aide d’une lame on pratique des coupes transversales minces, dans le but de
déterminer les différents tissus. Ces coupes de tiges et feuilles sont disposées sur des

tamis, prétes a la coloration.

= Technique

- Traiter par I’Hypochlorite de sodium (eau de javel) a 12° pendant 15 min afin
d’éliminer le contenu cellulaire et n’avoir que les parois squelettiques.

- Laver soigneusement les échantillons a I’eau distillée pour enlever l’exces
d’hypochlorite, et répéter I’opération une deuxieme fois.

- Traiter avec le vert de méthyle a 1% pendant 15 minutes qui colore les parois
lignifiées et les tissus sclérifiés en vert, bleu ou violet.

- Laver rapidementa I’eau distillée afin d’éviter I’excés du colorant.

- Traiter au Rouge-Congo a 1% pendant 15minutes, ce réactif en se fixant sur les
glucanes, colore les tissus cellulosiques en rose.

- Laver a I’eau distillée afin d’éliminer 1’exces du colorant.

- Mettre les échantillons traités entre lame et lamelle et observer au microscope
optique au grossissement (Gx10) et (Gx40).

3. Séchage et conservation

Les parties aériennes (tige, feuille et fleur) du végétal considére, sont délicatement
trier et séché a Iair libre,et a I’obscurité pendant quinze jours.

Une fois sechée, la drogue est conservée dans des sacs en papier cellulose et mate a
I’abri de I’humidité.

IV. Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs procédures d’extractions des HESs, parmi elles : I’Entrainement a
la vapeur d’eau, I’enfleurage, I’hydrodistillation, 1’extraction par gaz supercritique et le
chauffage aux micro-ondes sous vide, etc.

Dans le but d’obtenir des substances volatils facilement analysables par
chromatographie en phase gazeuse, et afin d’éviter D’apparition  des produits

indésirableshydrosolubles dans [I'huile recueillie. La méthode de choix reste
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I’hydrodistillation, vue qu’elle est la plus employée a I’échelle industrielle pour la
production d’HE, la plus simple et la moins couteuse avec une reproductibilité facilement
controlable (Bruneton 1993, Bendjilali et al,. 2004).

Ainsi, nous avons réalis¢é 1’hydrodistillation a laide d’un appareil du type
Clevenger au laboratoire de Botanique médicale du département de pharmacie a la Faculté

de médecine de 1I’Université Badji Mokhtar — Annaba.
1. Méthodologie
» Principe

Le principe de I'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires
non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli
d'eau, que l'on porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et l'essence libérée par le
materiel végétal forment un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se
comportent comme si chacun était tout seul a la température du mélange, c'est a dire que la
pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps
pur. Cette méthode est simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux
(Chemat et al., 2009).

» Mode opératoire

Deux cent grammes de matériel végétal a distillé est placé dans un ballon de 2litre
avec llitre d’eau. En chauffant, I’eau s’évapore entrainant avec elle les molécules
aromatiques. En passant dans un réfrigérant, I’eau se condense rapidement et se retrouvent
dans I’ampoule a décantation qui permet la séparation immédiate de 1’essence par sa
densité.

Apres 1h30 min a 2 heures d’extraction, I’huile essentielle a été récupérée.

Figure 8. Montage de I’appareil d’hydrodistillation
(Labo. de botanique médicale UBMA. 2012)
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2. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement de I’HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE
obtenue et la masse du mateériel vegétal traité (AFNOR, 1986). Le rendement est exprime

en pourcentage :
R(%):MHE /Ms x 100

Sachant que :

- R : rendement en I’huile essentielle en %.
- Mgy : quantité de I’huile essentielle récupérée en gramme.

- Ms: quantité de la drogue utilisée pour I’extraction en gramme.

3. Conservation des huiles essentielles

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.
L'instabilité relative des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation délicate (Bruneton et al., 1993). Trois facteurs interviennent dans l'altération
des huiles essentielles.

1. Latempérature : obligation de stockage a basse température (entre 4 °C et 8 °C).

2. La lumiere : stocker dans l'obscurité et dans un récipient opaque, brun de
préférence.

3. L'oxygene : les flacons doivent étre entierement remplis et fermés de facon étanche,

il est possible de recourir a I'adjonction d'antioxydants.

La durée de conservation admise est de 2 a 5 ans.

V. Etude analytique des huiles essentielles

A fin d’évaluer la qualité et la composition de nos extraits, nous avons réalisé une
étude analytique, tout d’abord en déterminant les caractéristiques organoleptiques, 1es
propriétés physico-chimiques, puis une analyse chimique.

Nous avons réalisé 1’étude analytique des HESs extraites, au laboratoire de recherche

de chimie analytique et physique de 1I’Université de Souk-Ahras.
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1. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Nous avons déterminé les propriétés organoleptiques des essences extraites, a

savoir : la saveur, 1I’odeur et 1’aspect.
2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Ces propriétés constituent un moyen de vérification et de contr6le de la qualité des
huiles essentielles. Nous avons conduit nos essais selon des protocoles précis et obéissant
a des normes édictées par 1’Organisation Mondiale (I.S.O). Pour I’huile essentielle du thym

c’est la norme NF 1SO 4731 :2010 (NF T 75-212) qui est en vigueur.
2.1. Propriétés physiques
2.1.1. Densité relative : (Norme NF T 75 - 111)
> Définition
La densité relative a 20 °C d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un
certain volume d’huile a la masse d’un égal volume d’eau distillée.

» Principe

A Tlaide d’un pycnomeétre, peser successivement des volumes égaux d'huile
essentielle et d’eau a la température de 20 °C.

La densité est donnée par la formule :

dyp=my,—mg/ my

Sachant que :
- My Masse en grammes du pycnometre vide
- Mi: masse en grammes du pycnometre rempli d’eau

- My: masse en grammes du pycnometre rempli d’huile essentielle.
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2.1.2. Indice de réfraction (Norme AFNOR, NF T 75 - 112)
» Définition

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de
I’angle d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux. De longueur
d’onde déterminée, et passant de 1’air dans 1’huile essentielle maintenue a une température
constante.

» Principe

Utiliser un réfractométre permettant la lecture directe d’indices de réfraction situés
entre 1.300 et 1.700 ; I’appareil est ajusté de maniére a donner, a la température de 20 °C,
une valeur de 1.333 pour I’eau distillée. Utiliser un réfractomeétre permettant la lecture
directe d’indices de réfraction situés entre 1.300 et 1.700 ; I’appareil est ajusté de maniére

a donner, a la température de 20 °C, une valeur de 1.333 pour I’eau distillée.
2.1.3. Miscibilité avec I’éthanol

Nous avons déterminé la miscibilité de 1’huile essentielle a 1’éthanol dans de
1’éthanol a 70%.

Une huile essentielle est dite miscible & 1’éthanol a 70%, lorsque le mélange d’un
volume de I’huile essentielle avec (V) volume d’éthanol donne une solution limpide
(AFNOR, 2010). Cette propriété est une méthode permettant 1’étude de la qualité de I’'HE

falsifiée par des produits insolubles affectant la solubilité.
2.2. Propriétés chimiques
2.2.1. Indice d’acide
> Définition

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle.

» Mode opératoire
- Introduire dans un ballon ou une fiole, la prise d’essai (2 g+ 0.05) ;
- Ajouter 5 millilitres d’éthanol (95%) et 5 gouttes de solution de phénolphtaléine
(0.2%);
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- Neutraliser le liquide avec la solution éthanolique d’hydroxyde de potassium
(0.1 mole/l) contenue dans une burette, jusqu’a obtention d’une couleur rose.

On peut réserver éventuellement le ballon et son contenu pour la détermination de I’indice

d’ester.

L’indice est donc donné par la formule :

IA=5.61V/m

Sachant que :

- 5,61 : correspond a 0,1mole/l de KOH ;

-V :estle volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée ;

- m: est la masse en grammes de la prise d’essai.

2.2.2. Indice d’Ester
> Définition

L’indice d’ester est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

nécessaire a la neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters dans 1g d’huile
essentielle.

» Principe

Hydrolyser les esters par chauffage en présence d’une solution éthanolique titrée
d’hydroxyde de potassium.

- Doser I’exces d’alcali par une solution titrée.

» Mode opératoire

- Ajouter 25 millilitres d’une solution d’hydroxyde de potassium a 0.5 mole/l dans
le ballon,

- Adapter le réfrigérant,
- Placer sur le chauffe ballon et on laisse chauffer pendant une heure.

- Laisser refroidir, puis démonter le réfrigérant et ajouter 20 millilitres d’cau et 5
gouttes de la solution de phénolphtaléine a 0.2%.

- Titrer ’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide chlorhydrique
(0.5 mole/l) parallelement,
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- Effectue un essai a blanc dans les mémes conditions, en remplacant la solution

préparée de I’indice d’acide par 5 millilitres d’éthanol.

» Expression des résultats

L’indice d’ester est calculé par la formule suivante :

IE= 28,05/m (V0-V1)

Sachant que :

- 28,05 :correspond a 0,5mol/l de KOH ;

- Vp :volume en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai a
blanc ;

- Viwvolume en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la
détermination de I’indice ;

- m:masse en grammes, de la prise d’essai.
3. Composition chimique

L’analyse chimique des HEs est une opération complexe nécessitant lamise en
ccuvre de plusieurs techniques. Parmi elles, [I’utilisation d’une technique
chromatographique (la chromatographie en phase gazeuse),couplée a une technique
spectroscopique (la spectrométrie de masse).

Le couplage (CPG/SM), est la technique la plus utilisée dans le domaine des HEs,
qui permet d’effectuer simultanément la séparation, I’identification et la mesure
quantitative des différents constituants des essences extraites.

Nous avons déterminé lacomposition chimiques de nos HEsextraites par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/ SM), au niveau du C.R.D de

la Société Algérienne des phytosanitaire (Alphyte Spa) ALGER.
3.1. Principe de la technique

Le principe est basé sur les différences d’affinité des composés du mélange a
I'égard de deux phases, une phase stationnaire et une phase mobile. Elle est basée sur la
répartition des analytes entre une phase stationnaire et une phase gazeuse. La phase

stationnaire est constituée d’un liquide a base de silicone qui imprégne une matiere solide
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inerte et granuleuse, I’ensemble est contenu dans une colonne en acier ou en verre de 1 a
3m de long généralement enroulée sur elle-méme, et de 2 a 4mm de diametre. La phase

mobile est un gaz vecteur inerte comme 1’azote, 1’hélium ou 1’argon.

La colonne est maintenue a une température élevée par l'intermédiaire d’un
four. Sous I’effet de la température les analytes se volatilisent et deviennent séparables. La
base de la séparation correspond a la difféerence des coefficients de partage des analytes

volatiles entre la phase stationnaire et la phase gazeuse.

Cette méthode est réalisée de nos jours avec des colonnes capillaires faites de verre
ou de métal d’un diametre allant de 0.3 a Imm. Un systéme de détection permet de créer
un signal a la sortie de chaque molécule de la colonne, ce signal se traduit par

I’enregistrement des pics correspondants a chaque analyte.

La CPG est couplée a un spectromeétre de masse (SM), le couplage se base sur la
comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs librairies de
référence, permettant son identification. Pour que cela soit possible, il faudrait que le
niveau de similitude des spectres (inconnu et référence) soit suffisant et que les indices de

rétention soient identique (Bouchonnet et al., 1999).

3.2. Conditions chromatographiques

» Chromatographie _en Phase Gazeuse (CPG): L’appareil est de
type :Hewlett Packard Agilent6890N piloté par Chemstation (NIST002).
Les conditions de chromatographie sont les suivantes :

- Injection de 0.5 pl en mode Split 1/100.

- Température de I’injecteur : 250°C

- Colonne capillaire HP5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25pm)

- Programmation de température : 60°C Pendant 2min; 4°C/min jusqu’a
100°C pendant Omin ; 6°C/min jusqu’a 220 pendant 10 min.

- Débit du gaz vecteur : Hélium (Iml/min).

> La Spectrométrie de masse (SM): [I’appareil est d’un model Agilent 5973.

Les conditions opératoires sont les suivants :
- Températures : interface (280°C), source (230°C), quadripéle (150°C)

- L’énergie d’ionisation est de 70 électrons volt.
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Figure 9. Appareil de la CG/SM (C.R.D. Alphyte. Spa. ALGER)

V1. Recherche de I’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites

La revue des donnés bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence ’activité antibactérienne des huiles essentielles.

Le choix de la méthode est conditionné par 1’insolubilité des huiles essentielles
dans les milieux aqueux, leur volatilité, et la nécessité de les tester a de faibles
concentrations (Burt ; 2004).

Les méthodes les plus utilisées peuvent étre réalisées en milieu solide, en milieu
liquide et enfin en micro-atmosphére.

Nous avons choisi la méthode de diffusion en milieu solide, appelée
aromatogramme, méthode décrite par (Vincent, 1991). Cette méthode est la plus utilisée
dans la littérature, car elle est relativement rapide, peu colteuses facilement reproductible

et ne nécessite pas un équipement de laboratoire sophistiqué.
1. Aromatogramme

L’aromatogramme est une technique inspirée de 1’antibiogramme, disposant des
souches bactériennes en présence d’extraits d’huile essentielle. L’effet antibactérien est
déterminé en fonction des capacités d’inhibition de la croissance des bactéries par les HES
extraites.

C’est dans ce contexte qu’on a collecté sur une période de 24 mois (2011 a 2013),
des souches bactériennes test-objet de différentes origines. Des souches collectées,

d’origine humaine de pus, urine, prélevement vaginale, coproculture et plaies
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cutanées.D’autres sont incriminées dans la contamination et la détérioration des aliments,
ou présente dans I’environnement y compris les eaux.

Ces souches bactériennes sont gracieusement offertes par les laboratoires de
contrdle de qualité et répression des fraudes de la wilaya d’ Annaba, le laboratoire régionale
de la D.S.P de Guelma, le laboratoire de microbiologie de I’Hopital Dorban d’ Annaba et le
laboratoire de microbiologie de I’Hopital Ibn Zohr de Guelma.

Par ailleurs, des souches bactériennes faisant partie de la collection Américaine
des culture type ATCC, et fournis par le laboratoire de Microbiologie de la Faculté de
Meédecine d’Annaba, et d’autres mises a notre disposition par 1’équipe de I’Institut Pasteur
d’Alger.

Sur les 240 souches bactériennes collectées, nous avons retenus pour notre
travail 157 souches multirésistantes selon les résultats de 1’antibiogramme.

Les souches bactériennes test-objet sont accompagnées de fiches
d’identification et résultats de 1’antibiogramme. Cependant, et dans un souci de

vérification, nous avons reconduit ces deux examens:
1.1. Identification et antibiogramme des souches bactériennes test-objet
1.1.1. Identification

Nous avons identifié les souches testées on se basant sur les examens
microbiologiques suivants : isolement, observation microscopique a 1’état frais et aprés
coloration de Gram, la recherche de catalase, le test de coagulation pour les Cocci a Gram
positif et le systétme Api [API 20E / APl 20NE / API Staph] (Annexe 12).

1.1.2. Sensibilité aux antibiotiques

Cette technique s’est réalisee dans le but de comparer la sensibilité de nossouches
bactériennes vis-a-vis des antibiotiques d’une part, et leur sensibilit¢ aux HES testée
d’autre part (aromatogramme).

Nous avons réalisé I’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé
de Muller-Hinton selon les recommandations décrites par le [CLSI ; EU-CAST ; CASFM
.2014].Nous avons considéré les souches de sensibilité intermédiaire comme résistantes
(I=R).
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» Antibiogramme

e Préparation de l'inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 a 24h sur milicu d’isolement, racler a I’aide
d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Décharger I’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9% Na Cl et bien
homogénéiser la suspension bactérienne jusqu’a obtenir une opacité équivalente a
0,5Mc Farland.

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou
bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

- L’inoculum doit étre ensemencé dans les 15minutes qui suivent sa préparation.

e Ensemencement

- Le milieu Mueller-Hinton (MH) et MH additionné de 5% de sang de mouton pour
les bactéries exigeantes, fondu et refroidi a 45°C, est coulé en boites de Pétri a
une épaisseur de 04mm.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et 1’essorer en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube sans oublier de faire pivoter, afin
de le décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en
stries serrees.

- Répéter I’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois en tournant
I’écouvillon sur lui-méme.

- Finir I’ensemencement en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou on ensemence plusieurs boite de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon
a chaque fois.

o Application des disques d’antibiotiques

La liste des antibiotiques a tester, établie selon les souches bactériennes considérées
et selon leur disponibilité.
Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface de la gélose ensemencée a
I’aide d’une pince stérile et espacés de 24mm, centre a centre.
e Incubation

Les boites sont en suite incubées a 37°C pendant 18 a 24h.
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e Lecture
Mesurer en millimétre avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide
d’un pied a coulisse métallique et comparer ces résultats aux valeurs critiques, ce qui
permet de classer la bactériec dans ’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou
Résistante.

1.1.3. Tests complémentaires

La recherche de bétalactamases et d’oxacillinases par des tests complémentaires, est
réalisée suite aux résultats de I’antibiogramme, oU nous avons noté une multirésistance a

différentes familles d’antibiotiques.

e Recherche des bétalactamases.

La détection phénotypique de B-lactamase a spectre étendue (BLSE), garde tout son

intérét dans les études épidémiologiques et en hygiéne hospitaliére.
v Test de synergie

Le teste de synergie permet la détection de B-lactamase a spectre étendue chez une
souche donnée. Ces enzymes peuvent &tre mises en évidence par la méthode des disques,
qui consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un
inhibiteur de B-lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme génération
(cefotaxime, ceftazidime et céfepime) et Ilaztréonam. Cette image dite en
"bouchon de champagne™ (CLSI -CASFM-EUCAST 2014).

v Technique

La recherche de -lactamase a spectre etendue est faite dans les conditions standard
de I'antibiogramme, puis en disposant les disques d'ATB: un disque d’ Amoxicilline + acide
clavulanique (AMC 20/10) et les disques de C3G (CTX 30ug, FEP 30ug, CAZ 30ug) et
l'aztréonam (ATM 30pg) a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri.

Incubation pendant 18 heurs a 37°C + 1°C.
v’ Lecture
La production des enzymes BLSE se traduire par l'apparition d'une image de

synergie oubouchon de champagne entre les disques d'AMC et les C3G.
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e Recherche des oxacillinases

La détection des oxacillinases est essentielle, tant pour la prise en charge
thérapeutique que pour la prévention et le contrdle de I’infection ; les reconnaitre chez un

patient donné peut aider a adapter I’antibiothérapie.
v" Technique du Screening - Test a I’oxacilline pourS. aureus

Dans 10 ml d’eau distillée stérile, faite dissoudre 6 mg d’oxacilline, puis réalisé¢ une
dilution au dixiéme dans de I’eau distillée stérile. [CLSI- EU-CAST 2014].

A partir de la dilution préalablement préparée 2 ml sont disposés dans une boite de

pétri stérile de 90 mm de diamétre, auxquels on ajoute 18 ml de gélose Mueller-Hinton
additionnée de 4% de Na Cl, fondu et refroidi a 45°C.
L’ensemble est délicatement homogénéisé par mouvement de rotation en forme de “8”.
Apreés solidification, la boite de Pétri est divisée en trois secteurs: un est ensemencé par la
souche a tester, deux par les souches de références: S. aureus ATCC 29213 (SASM) et
S. aureus ATCC 43300 (SARM). Le quatrieme cadrant est non ensemencé.

v" Incubation

Les boites sont ensuite incubées a 33°C pendant 24 heures.

v' Lecture

La présence de plus d’une colonie suffit pour indiquer une résistance a 1’oxacilline,

impliquant une résistance a toutes les bétalactamines [CLSI -CASFM-EUCAST. 2014]

1.2. Aromatogramme proprement dit

L’aromatogramme appelé aussi technique de Vincent, se fait a 1’image de
I’antibiogramme selon les recommandations du Clinical Laboratory Standards Institue (CLSI)
et conforme aux recommandations du comité de I’antibiogramme de la société frangaise de
microbiologie [CASFM- EUCAST ; 2014- V2], par diffusion en milieu gélosé, ou les disques

d’antibiotiques sont remplacés par des disques imbibés d’huile essentielle.
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> Principe

La technique repose sur la diffusion de 1’extrait sur le milieu solide dans une boite de
Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le
produit et le microorganisme cible. L’apparition et ’importance du diametre de la zone
d’inhibition refléte 1’impact des HES sur les souches bactériennes. Ainsi, ces dernieres seront
qualifiées de sensibles ou trés sensibles, extrémement sensibles, ou résistantes.

> Préparation des pré-cultures

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en
phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches bactérienne est effectuée par
repiquage a la surface de la gélose nutritive pré coulée en boite de Pétri, et ensuite incubée a
37C° pendant 18 a 24h.

> Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Décharger I’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9% Na CI et bien
homogénéiser la suspension bactérienne au vortex, jusqu’a obtenir une opacité équivalente a
0,5Mc. Farland (10°-10% UFC/ml).

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

L’inoculum doit étre ensemencé dans les 15mn qui suivent sa préparation.

> Ensemencement

Le milieu MH et MH additionné de 5% de sang de mouton fondu et refroidi a 45°C, est

coulé en boites de Pétri a une épaisseur de 04mm pour la solidification.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et I’essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube sans oublier de faire pivoter, afin de le décharger au
maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries
serrées.

- Répéter I'opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois en tournant

I’écouvillon sur lui-méme.
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- Finir ’ensemencement en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
Dans le cas ou on ensemence plusieurs boite de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a chaque

fois.

> Dépot des disques

A T’aide d’une pince stérile, deux disques stériles ont été déposés a la surface de la
gélose ensemencée et séchée, I'un imbibé de 20ul d'huile essentielle pure et l'autre est un

disque témoin vierge dépourvu de tout extrait.

> Incubation
Les boites ainsi préparées sont incubées a 37°C pendant 24h.
> Lecture

L’activité antibactérienne lorsqu’elle existe est estimée en mesurant les diamétres des
zones d’inhibition autour des disques chargés d’HE, a 1’aide d’un pied a coulisse. Ce qui
classe ainsi les souches bactériennes dans 1’'une des catégories suivante selon
(Ponce et al 2003) :

v" Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

v’ Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.

v’ Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
v Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

Des souches de références de la collection américaines de cultures types (ATCC) sont
incluses dans cette étude :

- Escherichia coli ATCC 25922 (sensible aux antibiotiques)

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (sensible aux antibiotiques)

- Staphylococcus aureus ATCC 433 00 (résistante a I’oxacilline SARM)

- Staphylococcus aureus ATCC 29213 (sensible a I’oxacilline SASM)

- Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sensible aux antibiotiques)
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2. Quantification de I’activité antibactérienne des huiles essentielle extraites

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice.
Elle consiste a déterminer la plus faible concentration des HEs, nécessaire pourinhiber la
croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et al., 2010).

L’efficacité de I’huile essenticlle testée est évaluée par la mesure de deux
concentrations : la CMI et la CMB. Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature
de D’activité antimicrobienne de I’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide.Alors,

nous avons déterminé la plus faible concentration active sur nos souches testées sensibles.
2.1. Concentration minimales inhibitrice (CMI)

Nous avons déterminé les CMIs des huiles essentielles extraites sur les souches
bactériennes testées sensibles par la méthode d’incorporation en milieu gélosé selon les
recommandations du CLSI, CA-SFM [EU-CAST ; 2014-V2].

Une gamme de dilution des HEs testées est réalisée dans de Diméthylsulfoxyde
(DMSO).

Une fois obtenues, les dilutions sont additionnées de gélose MH et MH additionnées
de 5% de sang pour les bactéries exigeantes, fondue et refroidie a 45°C au bain Marie, de telle
maniére & obtenir les concentrations suivantes : 1% ; 0,5% ; 0,4% ; 0,3% ; 0,25% ; 0,2% ;
0,15% ; 0,1% ; 0,075% ; 0,05% ; 0,025% ; 0,0125%, d’huile par ml de milieu de culture
(Amrouni et al., 2014).

Des spots de 2uL d’un inoculum standardisé au 0.5 Mac Farland sont déposés a la
surface du milieu MH & I’aide d’une pipette Pasteur.

Toutes les boites sont incubées a 1’étuve et a 37°C pendant 24h.

Des boites de culture témoins sans huile sont ensemencées et incubées dans les mémes
conditions.

Les CMIs sont définies comme la plus petite concentration en présence de laquelle il
n’y’a aucune croissance bactérienne visible a 1’ceil nu et similaire & la croissance de la méme
souche sur la boite témoin (CLSI ; CA-SFM ; EUCAST ; 2014- V2 ; Guinoiseau, 2010).

2.2. Concentration minimales bactéricide (CMB)

La CMB représente la plus faible concentration d’huile essentielle qui détruit 99,9%

de I’inoculum bactérien, ce qui correspond a un dénombrement bactérien inférieur a un

63



Etude expérimentale Matériel et méthodes

intervalle compris entre 10* et 10° UFC/ml aprés 24h d’incubation (I’inoculum initial étant
entre 10° et 10%) (Haddouchi 2009).

Les CMBs des huiles essentielles vis-a-vis des souches bactériennes sont déterminées
par repiquages par stries sur gélose nutritive sans huile a partir des traces de spots sans

croissance apparente, correspondant a la CMI (Guinoiseau, 2010).

= S’il y a croissance bactérienne, ’HE a un effet bactériostatique sur les souches
testées.
= S’il y a absence de croissance, I’HE présente un effet bactéricide vis-a-vis des

souches testées.
3. Détermination de type d’activité : (bactéricide / bactériostatique)

On distingue deux sortes d’effets des huilesessentielles sur les microorganismes, une
activité létale (bactéricidie) et une inhibitionde la croissance (bactériostase). (Pibiri. 2006).

La détermination de type d’activité des HEs nous permet de déterminer a qu’elles
concentrations ils sont actives, ainsi que leur spectre d’action. (Klaric et al. 2006)

Alors, nous avons déterminé le rapport CMB/CMI, afin de déterminer le type du

pouvoir bactéricide et bactériostatique des huiles essentielles testées.

Si le rapport CMB/CMI >4 . I’HE a un pouvoir bactériostatique.

Si le rapport CMB/ CMI <4 — I’HE a un pouvoir bactéricide. (Oussou et al., 2008).

VI1I. Cytotoxicité des huiles essentielles

Nous avons effectué les tests toxicologiques au niveau du laboratoire de recherche

Toxicologie cellulaire (UBMA).
1. Objectif

Evaluer in- vivo D’effet toxique des huiles essentielles testées, sur un modele
unicellulaire, le protiste cilié : Paramecium sp. Comme modele alternative au laboratoire. En

suivant la cinétique de sa croissance en présence de I’huile ;
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2. Choix de Paramecium sp. comme modele biologique

En effet, la paramécie est connue comme un organisme unicellulaire modele, cette
espece eucaryote, ubiquitaires dans 1’environnement aquatique et terrestre, caractérisées par
un court cycle de vie, et une multiplication rapide (Beal et Anderson, 1993).

Toute modification de leurs milieu pourrait affecter leurs comportement, ce qui a
conduit a les utiliser comme modéles cellulaires pour 1’étude de nombreuses fonctions tel que
I’effet toxique des substances chimiques, dont les xénobiotique, ainsi que 1’évaluation des
risques pour la santé (Azouz et al., 2011 ; Benbouzid et al., 2012).

La paramécie est facile a cultiver, sa taille permet de suivre a faible grossissement le
cycle cellulaire, la conjugaison, lecomportement, la sécrétion, la morphogenese, etc.

L’ensemble de ces données expérimentales nous ont donc conduits a choisir

Parameciumsp. comme mode¢le d’étude.
3. Rappels sur la Paramécie (Parameciumsp.)

C’est un genre bien connu de protozoaire cilie, et couramment étudié comme
représentant type de ce groupe. La taille de la cellule varie de 50 a 300 um de long suivant
les espéces (Wichterman 1985).

La paramécie utilise des cils pour se déplacer et se nourrir,la ciliature somatique, qui
recouvre la cellule et bat de fagcon synchronisée, lui permet de se déplacer.

Une ciliature orale distincte couvre la grande invagination ventrale en forme
d'entonnoir, le péristome, qui meéne jusqu'au cytostome (la bouche). Elle se nourrit
essentiellement de bactéries par phagocytose.

La paramécie vit isolée en eau douce, elle apparait en grand nombre dans les infusions
de végétaux, rendant sa culture et son étude aisée(Beaumont et Cassier, 1998).Par leur grande
taille et I’extréme facilité de leur culture, les paramécies constituent un materielde choix pour

1’étude morphologique, cytologique et cytochimique des Protozoaires Ciliés.
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BIODIDAC @ J. Houzeman, Univ. d'Ottaws

Figure 10. Structure d’une paramécie sous microscope
(http://assouguem.com/cour-fau/)

4. Préparation de cultures de paramécies
La méthode utilisée est celle de Beaumont et cassier (1998) et comprend :
e Une culture mixte

Du foin est coupé en petits morceaux et infusé dans un récipient contenant de 1’eau de
robinet. La préparation est laissée dans un lieu tiede, sombre et aére. Quelques jours plus tard
(3 a 4jours) apparait un voile bactérien sur la solution. On filtre I’infusion et on observe, sous
microscope optique et sans coloration, les premiers ciliés. Ces organismes se nourrissent au

dépend du voile bacteérien.
e Une culture pure

Pour suivre pendant plusieurs semaines la descendance d’une paramécie ou pour
obtenir un grand nombre de ces Protozoaires, il est nécessaire de réaliser des cultures pures.
Le milieu de culture est préparé selon la méthode de (Beisson et al.,2010).

Pour I’obtention des cultures pures de Parameciumsp, nous avons utilisé des
infusions de laitue. La méthode consiste a sécher quelques feuilles de laitue dans une étuve
(100°) jusqu’a ce qu’elles soient brunes et fripées. Les réduire en poudre dans un mortier.
Cette poudre peut étre conservée indéfiniment dans un récipient hermétiquement clos.

- Ajouter 1,5 gr de cette poudre a un litre d’eau distillée et porter a ébullition pendant
5 minutes.

- Filtrer le liquide chaud et procéder a une répartition du milieu de culture dans des

flacons de 250 ml avant de les faire passer a I’autoclave.
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- Laisser reposer au moins une nuit, on ensemence la souche bactérienne de Klebsiella
pneumoniae et au fur et a mesure des besoins, le milieu est dilué. (Beaumont et Cassier,
1998).

Le milieu et la culture pure de paramécie (Paramecium sp), nous a été fournis par le
laboratoire de Recherche de Toxicologie Cellulaire de 1’Université Badji- Mokhtar —

Annabaou notre travail a été effectué.

5. Traitement de Paramecium sp par les huiles essentielles testées

» Détermination des concentrations des huiles essentielles testées

A partir des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des HEs de Thymus ciliatus
(la plus active) et Thymus numidicus (moyennement active) testées sur notre gamme de
bactérie, et aprés plusieurs essais, nous avons pu déterminer les concentrations suivantes :
e Pour I’HE de T. ciliatus de Taoura (Ta), nous avons retenu trois concentrations
croissantes : 0,025%, 0,075%et 0,25%.
e pour I’HE deT. numidicus de Djebel el Ouahch (Ou), nous avons retenu aussi trois
concentrations : 0,1%. 0,15% et 0,5%.

> Protocole expérimental

La densité cellulaire de la paramécie est de 1000 cellules/ millilitre correspondant a la
phase exponentielle de la courbe de croissance de Paramecium sp. atteinte au bout de 3jours.
Les tests toxicologiques sont répétes trois fois, selon le protocole suivant :
- Nous avons rajouteé les différentes concentrations sus- citées des HEs testées a
10ml de milieu de culture de Paramecium sp.
- Le diméthylsulfoxyde (DMSO) permet une bonne miscibilité des HEsavec le
milieu de culture des paramécies, ayant aucun effet sur les paramécies, est utilisé

comme témoin.
6. Cinéetique de croissance des cellules

Nous avons effectué la cinétique de croissance des paramécies, par le comptage
cellulaire manuel (compteur manuel) sous microscope optique en fonction du temps

(Sauvant et al., 1999). Le comptage est facilité par la fixation des cellules avec du lugol.
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Dés la mise en contact de I’HE avec le milieu de culture, une cinétique de croissance

est suivie en fonction du temps (comparer toujours au témoin).
Ton —Observation microscopique + comptage de cellules
Ton — Observation microscopique + comptage de cellules
T7on — Observation microscopique +comptage de cellules

L’observation microscopique est réalisée sous microscope photonique (Leica DL

1000) au grossissement (x10).
7. Calcul du pourcentage de réponse

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis des huiles essentielles, il est

calculé selon I’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(NeN£)/Ne] x 100
-Nc : Nombre des cellules témoins
- Ng: Nombre final des cellules traitées

Les valeurs positives de pourcentage de réponseindiquent une inhibition de la
croissance tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong
etal., 1999) .

VIIl. Recherche de synergies Antibiotique/ huile essentielle

Au cours de ces dernieres années, l'utilisation des molécules bioactives de plantes en
combinaison avec les antibiotiques standards, dans le traitement des infections bactériennes
est de plus en plus reconnue, afin de surmonter les mécanismes de résistance des bactéries
(Rosato et al., 2008 ; Fadli et al., 2012).

L’huile essentielle des espéces du genre Thymus a fait 1’objet de plusieurs études
concernant 1’effet synergique, avec différentes familles d’antibiotiques, sur des bactéries de

groupes physiologiques distincts.
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Dans notre travail, nous avons recherché la synergie entre I’HE de T. ciliatus et les
antibiotiques, sur des souches bactériennes de Pseudomonas aeruginosa résistantes aussi bien
aux antibiotiques qu’a I’huile essentielle.

Pour le test de synergie, nous avons appliqué la méme technique du double disque
décrite selon (CA-SFM, CLSI, 2011).

» Technique

On procede de la méme maniere que la technique d’antibiogramme dans la préparation
de I’inoculum et I’ensemencement, puis a la surface de la gélose, on dépose deux
disques placé coté a coté: un disque d’antibiotique et un disque imbibés de 5ul d’HE (volume
convenant a la sub- CMI pour s'assurer que l'effet observé n'est pas dd uniquement a l'effet de
I’HE seule).

On laisse diffuser pendant une heure de temps, a la température ambiante du
laboratoire, puis on remplace le disque d’antibiotique par un disque imbibé d’HE, et ce
dernier par celui de I’antibiotique.

On incube pendant 24h a 35°C.

> Lecture

On mesure les zones d’inhibition autour des disques a I’aide d’un pied a coulisse, puis

on compare les résultats obtenus avec ceux de I’antibiogramme et de 1’aromatogramme.

X. Usage de I’huile essentielle comme conservateur alimentaire

Les produits alimentaires sont souvent exposés aux problémes de contamination par
les micro-organismes, menant a des pertes économiques considérables et des risquessanitaires
pouvant mettre en danger la vie humaine. La viande rouge est sans aucun doute I’un des
aliments les plus exposés a ce fléau.

Pour des raisons nutritionnelles la viande rouge occupe une place de choix dans
I’alimentation de I’homme. De ce faite elle fait I’objet d’une préoccupation croissante de la
société moderne.Sa préservation se faisait autrefois, par séchage, salaison ou par fumaison.
Sa haute valeur biologique,larendeun terrain favorable a la prolifération microbienne en
autres les bactéries potentiellement pathogénes. Ces derniéres peuvent étres a 1’ origine

d’infection ou de toxi-infection lorsqu’elles produisent des entérotoxine.
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La préservation de la contamination menée par la réfrigération ou par 1’addition de
conservateurs antibactériens montre beaucoup de limites. Elles sont sources de probléme de
santé allant jusqu’a des effets toxicologiques et tératogenes (Ho et al., 2009; Chahardehi et
al., 2010). Par ailleurs, plusieurs bactéries ont acquis la capacité de se multiplier a 4°C, telle
que, Listeria monocytogenes et Francisella tularensis.

Pour remédier a ce probleme plusieurs auteurs ont recours a des substances naturelles
d’origine végétale. Nous proposons 1’usage de I’HE du thym par recherche d’effet

conservateur (appliquée a une faible concentration) de la viande rouge.

Nous avons recherché D’effet inhibiteur de ’huile essentielle additionnée a une denrée
alimentaire sensible et de valeur nutritive essentielle : la viande. Et déterminer le taux

d’abattement de la microflore mésophile aérobie totale (MMAT) et de Staphylococcus aureus.
1. Test de dégustation

Selon Burt (2004), les valeurs des CMIs obtenus « in vitro » devraient étre affectées
d’un coefficient correcteur allant de 2 et 100, pour qu’elles aient le méme effet dans une
matrice alimentaire.

L’utilisation des HES dans les produits alimentaires est souvent limitée par des effets
indésirables (odeur forte, changement du gotit) qu’elles peuvent engendrer dans 1’aliment.

Pour cette raison, il est nécessaire de déterminer la CMI de I’HE, capable d’inhiber la
croissance bactérienne sans altérer les caractéristiques organoleptiques de 1’aliment, a savoir
le gotit et I’odeur.

Nous avons procédé a des tests préalables de dégustation de la viande additionnée de
0,025% d’HE. Cette concentration est la CMI modale (CMIm) de I’HE testée « in vitro »qui
correspond a 0,2mg/ml. La CMIm est multipliée par un des coefficients (2, 4 et 8),afin de
choisir celle qui n’altere pas le go(t ni 1’odeur.

- Les steaks additionnés de [CMI x2, CMI x 4 et CMI x 8]sont cuits dans les méme
conditions.

- Les attributs sensoriels déterminés sont le gotit et I’odeur, ainsi, le critére de 1’odeur
est structuré sur deux valeurs : odeur forte, et odeur inapergue.

- Par contre le critere du go(t a été structuré sur trois valeurs : bon, piquant et
désagréable.

- D’aprés les résultats de la dégustation des steaks, et dont le godt est jugé bon et

I’odeur inapergue, nous avons pu déterminer la CMI d’HE additionnée a la viande.
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C’est pourquoi des tests préalables de dégustation dans ce genre de travail sont
indispensables.
- Alors, nous avons jugé utile de multiplier la valeur de CMI, par un coefficient

correcteur de 4.

2. Protocole expérimental

- Additionner 0,1% d’HE a quatre échantillons de 25g de viande ;

- Analysé le premier échantillon & un temps de To=0min (directement apres 1’addition
de I’huile ;

- Conserver les 3 autres échantillons a 4°C, pour dénombrer la charge bactérienne a
différents temps: T1=40min, T, =24h, et T3 =48h.

- Suivre le méme protocole, pour les échantillons non additionnés d’HE(Témaoins) et

conserveés dans les mémes conditions.

3. Dénombrement des bactéries
3.1. Dénombrement de la microflore mésophile aérobie totale (MMAT)

Nous avons recherché la MMAT par la méthode de colimétrie en milieu liquide (le nombre
le plus probable : NPP), pour les deux échantillons, additionné d’HE et le témoin; pendant les

différents temps de conservation a savoir : To= 0min, T;= 40min, T,= 24h etT3=48h.

» Ensemencement
- A partir des dilutions (10™), (10?) et (10°), introduire 1ml de I’inoculum dans des
tubes contenant 7ml de bouillon nutritif (une série de 4 tubes pour chaque dilution).
- Bien homogénéiser les tubes a I’aide d’un agitateur.

> Incubation

Les séries de tubes ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h.
» Lecture
- Sont considérés comme positifs, les tubes présentant un trouble du milieu de bouillon
nutritif.
- La lecture finale, ainsi que le dénombrement de bactéries par la recherche du nombre
le plus probable (NPP) sont effectuées selon les prescriptions de la table de Mac

Grady.
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3.2. Dénombrement des Staphylococcus aureus
» Ensemencement

Des boites de Pétri contenant le milieu sélectif Chapman ont été ensemencées avec

0.1ml de la dilution (10™") & la surface par rateau.
» Incubation
Les boites ensemenceées sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48h.
> Lecture

Les Staphylococcus aureus sont pigmentées en jaune, entourés d’un halot claire. Les
staphylocoques non pathogenes se caractérisent par des colonies transparentes et visqueuses.

Le nombre de Staphylococcus aureus est déterminé en Log;o UFC/g d’échantillon.
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Viande sans huile
essentielle

Viande additionnée
d’huile essentielle

Dilutions

v

Ensemencement a :

- T0: 0

- T:=40min
- T,=24h

- T3=48h

Milieux Chapman

Milieux Chapman

Bouillon nutritif Bouillon nutritif

Figure 11. Schéma simplifié du protocole expérimental
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4. Calculer le taux d’abattement

L’abattement des bactéries a été étudié sur les deux matrices alimentaires : la viande
additionnée d’huile essentielle (traitée) et celle non additionnée d’HE (Témoin). L’abattement
considéré par cette étude est la différence entre le nombre de bactéries recherché dans la
viande non additionnée d’HE (Témoin), et le nombre de bactéries recherché dans la viande
additionnée d’HE, pour la microflore mésophile aérobie totale (MMAT) et pour les S. aureus

dénombrés pendant les quatre temps (Oh, 2h, 24h et 48h).
L’abattement est exprimé en pourcentage, on le calcule selon la formule suivante :
Abattement = [(NA- N)/ NA] x 100

NT : c’est le nombre de bactéries calculé dans la viande non additionnée

N : c’est le nombre de bactéries calculé dans la viande additionnée
5. Analyse statistique des résultats

Les résultats obtenus sont approuvés par calcul des moyennes et comparaison par
rapport au témoin par le logiciel Minitab 16 en utilisant le test e. L’analyse de la variance a
un seul facteur (one-way ANOVA) associé a la méthode de Tukey par calcul du degre de
signification. Le niveau de confiance est de 95.00% et la différence entre les moyennes est
considéree : tres hautement significative si p<0,01, hautement significative si p est compris

entre 0,01 et 0,1 ; il n’y a pas de différence significative si p >0,5.
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