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Résumeé

L’objectif assigné a notre travail est la recherche des caractéristiques
physicochimiques et microbiologiques de I'huile essentielle de thym (Thymus vulgaris) sur
I'histologie de l'intestin du lapin. La détermination de la composition chimique de I’huile
essentielle de thym (extraite industriellement par entrainement a la vapeur d’eau), par CG-
SM, a révélé la présence de 13 composés représentant un taux de 85,71%. Le composé
majoritaire est le carvacrol avec un taux de (83.8%), suivie par para-cymene (8.15%) et
gamma-terpinéne (4.96%). Nos résultats montrent que le I'HE de thym a une densité de 0.961
a 23°C et un pH légérement acide (pH : 5,27). L’¢étude de I’activité antimicrobienne de I’HE a
été accomplie par méthode d'Aromatogramme, sur un spectre de germes microbiens (2
bactéries a Gram positif et 3 & Gram négatif ainsi que 2souches fongiques et 1 leveur)
L’essence du thym a présenté une activité antibactérienne modérée sur S. aureus, B. subtilis,.
E. coli et Klebsiella pnemonia. En outre, cette huile est fongicide car la majorité des souches
fongiques ont été inhibées totalement. L'étude histologique du parenchyme duodénal des
lapins supplémentés par I'huile de thym montre une architecture tissulaire normale formés de
quatre conches de tissus : une muqueuse une sous muqueuse, musculeuse et séreuse. Au
niveau du duodénum nous avons observés des glandes de Bruner bien développé et des

villosités intestinales sans lésions ressemblant au temoin.

Mots-clés : Thym, huile essentielle, histologie, Intestin, lapin, microbiologie, physico-

chimique,



Abstract

The objective assigned to our work is the research of the physicochemical and
microbiological characteristics of the essential oil of thyme (thymus vulgaris) on the
histology of the intestine of the rabbit. The determination of the chemical composition
of thyme essential oil (extracted industrially by steam distillation), by cg-ms, revealed
the presence of 13 compound representing a rate of 85.71%. The majority compound
is carvacrol with a rate of (83.8%), followed by para-cymene (8.15%) and gamma-
terpinene (4.96%) Our results show that thyme EO has a density of 0.961 at 23°C and
a slightly acidic pH (pH : 5.27). The study of the antimicrobial activity of HE was
carried out by the Aromatogram method, on a spectrum of microbial germs (2 Gram-
positive and 3 Gram-negative bacteria as well as 2 fungal strains and 1 yeast) The
essence of thyme exhibited moderate antibacterial activity against S. aureus, B.
subtilis,. E. coli and Klebsiella pnemonia. In addition, this oil is fungicidal because
the majority of fungal strains have been completely inhibited. The histological study
of the duodenal parenchyma of rabbits supplemented with thyme oil shows a normal
tissue architecture formed of four conches of tissue : a mucosa, a submucosa,
muscular and serous. In the duodenum we observed well-developed Bruner's glands
and intestinal villi without lesions resembling the controlin conclusion, the results
obtained during our physicochemical, microbiological and histological study that the
present tested dose of thyme oil is of good microbiological quality and does not cause
any duodenal tissue damage.

Keywords : Thyme, essential oil, histology, Intestine, rabbit, antimicrobial, physico-
chemical,
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Introduction

INTRODUCTION

Le développement scientifique dans les domaines de la médecine, pharmacie
et agro-alimentaire permis de montrer I'activité biologique des plantes aromatique et

leur differents propriétés thérapeutiques.

L’Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de paturage, regorge de milliers de
plantes condimentaires, médicinales et aromatiques pouvant étre utilisés dans les domaines de
I’industrie cosmétique et pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire (Miara et
al., 2013). De plus, la thérapeutique actuelle donne beaucoup d’importance a la phytothérapie
et s’oriente vers les végétaux qui ont toujours constitué une source d’inspiration de nouveaux

médicaments.

Produites comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, les huiles
essentielles (HE) sont toujours utilisées comme substances aromatisants en parfumeries, en
industrie cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine populaire, en

aromathérapie et en industrie alimentaire (Boudoux, 2000).

L'huile essentielle de thym est utilisée de maniére intensive dans plusieurs domaines,
principalement dans I’industrie du médicament. Il est traditionnellement utilisé pour le
traitement de diverses pathologies liées au probleme des vois respiratoire, du systéme digestif

et pour ses effets anti-inflammatoires (Salihi et al., 2018).

Dans ce contexte, le présent travail vise d'une part a rechercher les effets de I'huile
essentielle de thym "Thymus vulgaris" sur I'histologie de I'intestin gréle de lapin et d'autre part
étudier certains paramétres physicochimigques et son activité antimicrobienne sur quelque

souche microbienne.
Ce travail est répartir en deux parties :

La premiére partie s'intéresse aux données bibliographiques recueillis. Elle est divisée en 2
chapitres. Elle commence par généralité sur la plante de thym et les huiles essentielles
notamment I'huile de thym "Thymus vulgaris"” se termine par le chapitre 2 traitant l'anatomie

et I'histologie de I'organe étudié "l'intestin gréle".

La second partie est réservée a I'étude expérimentale réalisée, elle est subdivisée en deux
chapitres, le premier chapitre est réservé aux méthodes et les techniques utilisées dans notre
étude. Les résultats obtenus, suivis de leur discussion feront lI'objet du second chapitre. On

finit par une conclusion et des perspectives.
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Utilisées a des fins diverses depuis des millénaires, les plantes aromatiques ont toujours été

tenues en haute estime par les thérapeutes du monde entier.

*Quelles sont les propriétés physicochimiques, microbiologiques et organoleptiques

du thym, et Quelle est son effet sur I'histologie de I'intestin (duodénum) du lapin ?






Chapitre 1

Thym et huile essentielle
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1.1. Origine et historique de plante

Le thym a toujours accompagné la vie quotidienne de I'homme a des fins médicales,
cosmétiques et culinaires. Connu par les Hippocartes et Dioscorides il était parmi les

premiéres plantes médicinales dans le secteur méditerranéen.

Le nom thym "thymos™ est un mot grec qui signifie odeur, et a ce titre le thym est trés
largement utilisé en qualit¢ de plante aromatique, en particulier dans la cuisine

méditerranéenne en tant que condiment (Richard et al., 1985).

L'extréme variabilité et les hybridations interspécifiques, ont rendu la détermination des
especes tres délicate (Quezel et Santa, 1963).Environ 110 espéces différentes du genre
Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen (Jalas, 1971). A cet effet la région

méditerranéenne occidentale semble étre le centre d'origine de ce genre.

1.2. Classifications

Les familles botaniques les plus utilisées comme source mondiale d'épices et d'extraits
a fort pouvoir antioxydant et antibactérien est la famille des Lamiaceae (Labiatae) (Bouhdid
et al ., 2006). Elle regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et 6500 especes (Dorman et
al., 2004).

Thymus est I'un des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre
d'especes chez la famille des Labiatae, bien que le nombre d'especes de ce genre change selon
le point de vue taxonomique; si nous adoptons un caractere synthétique, il comporte plus de
200 espéces.(Morales, 1997)

Selon la classification d'Engler, le thym appartient au :

Régne : Plantae.

Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Class : Magnolipsida.

Sous class : Métachlamydées.

Ordre : Tubiflorales.

Famille : Lamiacées.
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Sous famille : Stachyoidea.
Genre : Thymus
Espéce : Thymus Sp

Le thym est une plante sous-ligneuse érigée ou prostrée, odorante, il forme des touffes
compactes tres ramifiées qui s'élévent a une vingtaine de centimetres au-dessus du sol. Il
pousse de fagcon spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues. Les feuilles
du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux verticilles (Quezel
et Santa, 1963)

1.3. Répartition géographique
1.3.1. Dans le monde
Le genre Thymus est 'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
(Naghibi et al,. 2005). Selon Dob et al,. 2006 il existe pres de 350 especes de thym
réparties entre 1’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la méditerranée. C’est un genre treés répandu
dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les
montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en
Egypte (Mebarki 2010) (Figure 1). On peut le trouver également en Sibérie et méme en
Himalaya. Selon une étude menée par Nickavar et al,. 2005, environ 110 espéces

différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen.

. . o 2\,
| | B YNy N .

Figure 1 : Répartition géographique du thym dans le monde (Stahl, 2002)
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1.3.2. En Algérie

Le thym comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans

les régions internes jusqu’aux zones arides (Mebarki, 2010).

Il est représenté en Algérie par de nombreuses espéces qui ne se prétent pas aisément a la

détermination en raison de leurs variabilités et leur tendance a s’hybrider facilement. Le

Tableau I montre la localisation des principales espéces de thym en Algérie

Tableau 1: Localisation des principales
(Mebarki2010).

espéces de genre Thymus en Algérie

Espéces Découverte par Localisation

Thymus capitatus Hoffman et Link  Rare dans la région de Tlemcen

Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell Endémique Est Algérie-
Tunisie

Thymus commutatus Battandier Endémique Oran ; Assez rare dans le sous-

Thymus numidicus Poiret

Thymus guyoni Noé

Thymus lancéolatus Desfontaine
Thymus pallidus Coss

Thymus hirtus willd

Thymus glandulosus Lag

Thymus algériensis Boiss et Reuter
Thymus munbyanus Boiss et Reuter

secteur de D’atlas tellien ;la grande et la petite
Kabylie ; Skikda a la frontiere tunisienne et Tell
constantinois

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

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

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

Commun sauf sur le littoral

Trés rare dans le sous-secteur des hauts plateaux
algérois

Trés commun dans le sous-secteur du haut
plateau algeérois, oranais

Endémique dans le secteur Nord algérois

1.4. Composition chimique du Thym

La botanique de la plante a partir de laquelle on distille I’HE est confuse. Mais trés

généralement, 1’essence est extraite a partir de deux organes principaux a savoir : fleurs et

feuilles.
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La variabilité chimique des HE du Thym dépend de plusieurs facteurs, qui généralement
sont d’ordre climatique et environnemental, mais ils peuvent étre aussi d’ordre génétique et
saisonnier (stade végétatif). C’est ainsi qu’une étude sur le Thym d’Afrique du Nord a
démontré que le composé majoritaire était le thymol chez les especes d’Algérie et du Maroc,

et le carvacrol chez les especes de Tunisie (Dob, 2006).

1.5. Thymus vulgaris
L’espece Thymus vulgaris (Figure 2) est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de tres nombreuses

propriétés médicinales (Iserin, 2001).

Figure 2 : Thymus vulgaris : Aspects botanique

Ses petites fleurs (Figure 2), zygomorphes sont regroupées en glomerules et leur couleur
varie du blanc au violet en passant par le rose (Soto-Mendivil et al., 2006).Le calice est velu,
hérissé de poils durs, vert, souvent avec des taches violettes, en forme de tube ventru a la

base, mesurant de 3 a 4 mm de long.

Il est formé de 5 sépales soudés en 2 levres inégales, celle du haut étant tridentée et celle
du bas bilobée, ciliée et arquée La corolle est bilabiee, blanchatre a violet péle et de taille

variable. Le fruit est un tétramére brun clair a brun foncé qui renferme a maturité 4
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minuscules graines (1 mm). La période de floraison de 1’espece a lieu, mai a aodt (Prasanth
et al., 2014)

1.6. Principes actifs et Valeurs nutritionnelle du thym

Les principes actifs du Thym sont :

e Lesacides phénoliques : acide caféique, acide rosmarinique.

o Lesflavonoides : hesperédine, eriotrécine, narirutine, lutéoline.

e Les polyphénols : tannin (Ozcan et Chalchat, 2004).

Le thym séché représente 107 kcals pour 100 g soit 446KJ. Quelque composant et leur teneur
pour 100g Tableau Il (Ciqual, 2020). Selon Tzima, (2020).

Les polyphénols sont les substances a effet anti oxydant, parmi lesquelles on cite :

+ Acides hydrox cinnamiques, sous-groupes des acides phénoliques représentent
63,19% des polyphénols totaux présent dans 100g de thym seche ;
+ La flavone sous-groupes des flavonoides représente 36.81% des polyphénols

totaux présent dans 100g de thym séche
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Tableau 11 : Composition nutritionnelle du thym (teneur moyenne pour 100g), synthése originale
d’aprés Ciqual, (2020).

Constituant Teneur moyenne pour 100g
1.1.1. Macronutriment
Eau (9) 65.10
Fibre(g) 14
Glucide(g) 10.50
Proteines(g) 5.56
Lipides(g) 1.68
Dont Acide gras saturé 0.47
2.1.1.2. Minéraux et oligo-élément
Manganése (mg) 1.72
Fer (mg) 17.50
Calcium (mg) 405
Cuivre (mg) 0.56
Magnésium (mg) 160
Phosphore (mg) 106
Potassium (mg) 609
Sodium (mg) 9
Zinc (mg) 1.81
2.1.1.3. Vitamines
Vit C (mg) 160
Provitamine A Béta-caroténe () 2850
Equivalant vit A (1g) 475
Vitamine B1 (mg) 0.05
Vitamine B2 (mg) 0.47
Vitamine B3 (mg) 1.82
Vitamine B5 (mg) 0.41
Vitamine B6 (mg) 0.35
Vitamine B9 (ug) 45
Vitamine E (mg) 1.70
2.1.1.4. Polyphénols
Acides phénolique (mg) 103.50
Flavonoides (mg) 60.30
flavones 60.30
acides hydrox-cinnamiques 103.50
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Polyphénols totaux 163.80

1.7. Principale utilisation de thym
Le thym possede un large spectre d'utilisation :
- Assaisonnement des aliments et des boissons.
- Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est indiqué
pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures.
- Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et vermicides
(Bazylkoet Strzelecka2007).
- Possede des propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes
dont une étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties
aériennes de Thymus vulgarisinhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis
(Jiminez-Arellaneset al., 2006).
-Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati, 2008).
- Propriétés antioxydants (Golmakani et Rezaei, 2008) en raison de ces propriétés, le thym
est utilisé comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons
Thunnus thymnus durant leur stockage (Selmi et Sadok, 2008).
2. Huile de thym
2.1.Généralités
Les Huile essentielles sont des produits odorants, volatils du métabolisme secondaire
d'une plante aromatique, normalement formé dans les cellules spécialisées ou groupé dans les
cellules™ (Conner ,1993).

AFNOR(2000) définie I'huile essentielle comme un étant un produit obtenu a partir
d'une matiere végétale. Soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par des procédés
mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation a sec. L'huile essentielle est

séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules
glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus de plantes

et recouvertes d’une cuticule (Mebarki, 2010).

Elles sont alors stockées dans des cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou

Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs L, dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou
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Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae) (Abadlia et Chebbour,
2014).

La classification des composés terpéniques et aromatiques des huiles essentielles est

représentée dans le tableau suivant :

Tableau Il : classification des composes terpéniques et aromatiques des huiles essentielles
Hydrocarbures terpéniques Composés terpéniques Composés aromatiques
Les monoterpénes OXYygénés La vanilline
Les sesquiterpénes Alcools L’eugénol
Cétones L’anéthole
Ethers-oxydes Loestragole
Esters
Aldéhydes

2.1.1. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur le
marche, la toxicité des huiles essentielle est moins investiguée. La plupart du temps, sous le
terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d'évaluer le
risque que représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les médicaments sont
aussi peu mentionnées (Pibiri, 2006).Cependant quelques informations sur certaines toxicités

sont décrites par littérature a savoir :

2.1.1.1. Toxicité par ingestion

En régle générale, les huiles essentielles d'usage commun ont une toxicité par voie orale faible
ou trés faible avec DLso supérieures a 5g/kg. Chez I'nomme des intoxications aigues sont
possibles. Les accidents graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont
provoqués par l'ingestion en quantité importante d'huiles essentielles : girofle (eugénol),

eucalyptus, gaulthérie (salicylate de méthyle) (Pibiri, 2006).

2.1.1.2. Toxicité dermique

Le large usage que font la parfumerie et la cosmétique de ces huiles essentielles a suscité de
nombreux travaux sur leur éventuelle toxicité (aigue ou chronique) par application locale.
Tous les ouvrages traitant des huiles essentielles donnent des concentrations maximales, les

évictions, et les mises en garde nécessaires. Le thym, l'origan, la sarriette sont connues pour

11
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leur pouvoir irritant, I'angélique et la bergamote sont photosensibilisantes, la cannelle est

dermocaustique et allergisante pour les peaux sensibles (Pibiri, 2006).

2.1.1.3. Toxicité selon la composition

Certains auteurs se basent sur la composition des huiles essentielles et les toxicités relatives
des familles biochimiques auxquelles elles appartiennent (Franchomme et al., 1990,
Mailhebiau, 1994). Une utilisation prolongée des huiles essentielles a thuyones (Thuya,

absinthe, sauge officinalis) est neurotoxique.

2.1.1.4. Toxicité sur cellules animales ou humaines

Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxiques. Les huiles essentielles de thym et de
lavande selon la phase dans laquelle elles sont mises en contact (la toxicité du thym est
augmentee par contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c'est l'inverse
pour la lavande(Inouye, 2003). Par ailleurs, des huiles essentielles de différentes variétés
d'origan ont montré une forte cytotoxicité sur des cellules humains dérivées de cancers
(Sivropoulou et al ., 1996).

2.1.2. Procedés d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d'obtention des HE intervient d'une fagcon déterminante sur sa composition
chimique (Garnero, 1977).Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l'extraction des
essences vegétales, cette diversité est due a la variété des matiéres premiéres et a la sensibilité

considérable de certains de leurs constituants.

2.1.2.1. Expression a froid
Dans le cas de certaines essences d'agrumes (citron, orange), on procede par expression a

froid zeste frais, soit manuellement ou a l'aide d'une machine.

12
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Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure 3 : Schéma du montage de I"expression a froid (Farhat, 2010)

2.1.2.2.Extraction a la vapeur d'eau

L'extraction a la vapeur d'eau, connue depuis la plus haute antiquité, transmise par les arabes
et perfectionnée par les Grassois, est un procédeé utilisant la vapeur d'eau pour séparer les
substances aromatiques. Ce procédé est considéré comme étant le seul moyen compatible

avec un usage médical.

eau chaude

huile
essentielle
N\
hydrosol
(F—>

eau
froide

{
+ ;.ag -

N =

w feu vapeur d’eau

Figure 4 : Procédé d'extraction d'huile essentielle par entrainement a la vapeur d'eau

2.1.2.3. Entrainement a la vapeur d'eau
Ce procédé consiste a récupérer I'HE des plantes en faisant passer a travers ces derniere un

courant des vapeur d'eau, ces vapeurs saturées en composes organiques volatils sont
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condensees et réecupérees par décantation. Les phénomeénes intervenants lors de I'entrainement

a la vapeur seraient I'osmose et la diffusion libre (Guenther, 1972).

2.1.2.4. Hydrodistillation
Ce mode d'extraction a été proposé par Garnier en 1891, c'est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de fournir de

meilleurs rendement.

Le principe consiste & immerger directement la matiére végétale a traiter dans un
ballon rempli d'eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se
condenser sur une surface froide et I'HE sera alors séparée par différence de densité
(Bruneton, 1993).

L'extraction qui s'effectue a température élevée et a pH acide durant une période plus
au moins longue peut engendrer des réactions secondaires au sein de I'HE & savoir: hydrolyse,

élimination, cyclisation et réarrangement (Benhabiles, 1995).

Thermometre
Eoau
« Réfrigérant a 'eau
\J‘J/
R e —
D
)
=
= g b-- |
4 / Eprouvette
Plante Faun ™™ graduéde
Eau . bl
bouillante Chaufte- =— Huile
‘ ballon 1 essentielle
~+— Phase aqueuse
] b
| | "‘Ké.n
[ )

Figure 5 : Appareille utilise pendant I'hydrodistillation d'huile essentielle (Mohamed
Goudjil, 2016).

Hydrodistillation par micro-ondes sous vide
Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par rayonnement de micro-ondes dans
une enceinte dont la pression est réduite de fagcon séquentielle, 'HE est entrainé dans le
mélange isotopique formé avec la vapeur d'eau propre a la plante traitée.
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Treés rapide et peu consommateur d'énergie, ce procédé fournit un produit de qualité et da
quantité supérieure a celle obtenue par I'hydrodistillation (Bruneton, 1999).

Réfrigérant a
air

—_— .

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction \

Micro-Ondes ————

Figure 6 : Extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Lucchesi, 2004)

2.1.2.5.Extraction par solvants

Elle est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles dans la plupart des
solvants organiques. Le procédé consiste a epuiser le matériel végétal par un solvant a bas
point d'ébullition qui, par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite.
L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pateuse dont I'huile est
extraite par lI'alcool (Brian, 1995).

2.1.3. Activités biologiques

2.1.3.1. Effet antioxydant

Le pouvoir antioxydant d'une plante dépend de présence des métabolites secondaires,
surtout les phénols et polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir.

Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan et
thym possédent de puissants composés antioxydants (Edris, 2007). Le thymol et le carvacrol
sont les composés les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur structure phénolique
car les composeés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un réle
important en neutralisant les radicaux libres(Bragaetal., 2006).

L'activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuable a certains
alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques : le linalool, le 1,8-cinéole, le
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géranial/néral, le citronellal, I'isomenthone, la menthone et quelques monoterpenes non

oxygénés tels que I' a-terpinéne, le y-terpinéne et | 'a-terpinolene (Edris, 2007).

2.1.3.2. Applications médicales des HEs
Un effet anti-inflammatoire a été decrit pour les HEs de Protium strumosum, Protium
lewellyni, Protium grandifolium, qui est capable d’inhiber 1’inflammation induite par une

injection de carraghénane chez le rat.

Les activités antifongiques de nombreuses HE, incluant les huiles de thym, de

citronnelle, de cannelle et de 1’arbre a thé ont été décrites.

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales ont été utilisées
dans le traitement préventif de certains types de cancers. L huile essentielle, isolée des graines
de Nigella sativa L, a montré une activité cytotoxique in vitro contre différentes lignées
cellulaires tumorales. In vivo, elle limite la prolifération de métastases hépatiques et retarde la

mort des souris ayant développé une tumeur (Mbarek et al., 2007).

Il a également été démontré que les huiles essentielles facilitent la pénétration
transdermique de substances médicamenteuses lipophiles, comme 1’cestradiol (Monti et al.,

2002).

2.1.3.3. Activité antimicrobienne

De nombreuses huiles ont des activités antibactériennes. Leur spectre d’action est tres
étendu, et agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des
résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a

I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba et al., 2003).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles
a leur action et ceci est directement lié & la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, de I’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se sontréveléesparticulierement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (antibiotique) et les entérocoques

résistants a la vancomycine (antibiotique)(Tohidpour et al., 2010)

2.1.3.4. Activité liee a la composition chimique
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L’activité biologique d’une HE est a mettre en relation avec sa composition chimique, les
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques) et les possibles effets synergiques entre les composants. Ainsi la nature des
structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs proportions jouent un role

déterminant.

L’activité des HE est souvent réduite a ’activité de ses composés majoritaires, ou ceux
susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de composés synthétiques, ils
confirment ou infirment ’activit¢é de I’huile de composition semblable. Il est cependant
probable que les composés minoritaires agissent de maniére synergique. De cette maniére, la
valeur d’une huile essentielle tienne & son « totum », c’est a dire dans I’intégralité de ses

composants et non seulement a ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).

Les molécules réputées actives sont des terpénoides, car les hydrocarbures saturés et les
acetates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de liaisons
hydrogéne et de leur faible solubilité (Griffin et al., 1999). L’effet des terpénoides sur des
membranes bactériennes isolées suggére que leur activité est fonction des propriétés
lipophiles des constituants terpéniques, la nature des groupes fonctionnels, leur solubilité en
phase aqueuse et la stéréochimie de la molécule (Dorman et Deans, 2000).

Les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont des phénols
(thymol, carvacrol et eugénol) des alcools, (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalool), des
aldéhydes, des cétones et plus rarement des terpénes (Cosentino et al., 1999; Dorman et
Deans, 2000, Valero et Salmeron, 2003).

2.2. Méthodes d'analyse et contrdle de la qualité des HE

Vu l'importance industrielle des HE, leur qualité s'impose depuis le producteur, en passant
par l'industriel jusqu'au consommateur. Cette exigence se traduit nécessairement par
I'établissement de normes de qualité, élaborées pour des considérations de santé et de sécurité

dans différents domaines d'applications des HE.

Normalement, les normes de qualité sont établies par les instances gouvernementales et
servent de référence. Dans le cas des HE, ces normes ont été définies par I'Association
Francaise de Normalisation (AFNOR) et " Essential Oils Association" (EOA). Ainsi l'analyse
des HE porte sur les caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique
(AFNOR, 1999).
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2.3. Propriétés physico-chimiques
Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) ne donnent que des
informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a d’autres
techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa valeur sont
définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques. Les HEs sont
caractérisées par leurs propriétés physiques (densité relative, indice de réfraction) ainsi que
par leurs propriétés chimiques (indice d’acide). (Yaacoub et Tlidjane, 2018).

3. Huile essentielle du thym

L'HE de thym est extrait principalement a partir des feuilles et des sommités fleuries. La
tige fleurie du thym contient en plus de I'HE des flavonoides (thymonine, cirsilinéole et 8-
méthoxy-cirsilinéol) et des acides-phénols (notamment caféique et rosmarinique), des tanins
et une résine (Haraguchi et al., 1996).

Selon la littérature, plus de 84 HE du genre Thymus ont été analysées de 1960 a1989
(Stahl-Biskup, 1991). D'apres Viaud (1993), les résultats de I'analyse chimique des HE du
thym ont permis de définir 07 chémotypes, tres tranchées (Tableau 1V)

Tableau IV : Différents chémotypes de L'HE de thym (Viaud, 1993)

Type du chémotype Teneur en composés majoritaires Propriétés médicinales

Chémotype a 1,8-cineole 80 a 90% de cineole Décongestionnant

broncho-pulmonaire

Chémotype a géraniol 80 a 90% de géraniol libre estérifié Antibactérien,

antifongique et antiviral

Chémotype a linalool 80 a 90% de linalool libre esteérifié Antibacteérien,

antifongique, virucide

Chémotype a terpinéol 80 a 90% de terpiéol libre esteérifié Hémolytique
Chémotype a thymol 70% de thymol en été Anti-infectieux majeur
Chémotype a carvacrol 80%de cavacrol en été Antiseptique pulmonaire

Chémotype a thuyanol 50 a60% de trans-thuyanol-4 10 & 20% de Bactéricide, virucide et

terpinéol-4 10 a20% de cis-myrcénol-8 neurotonique.
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Chapitre 2 : Tube digestive et I'intestin gréle

1. Anatomie et physiologie digestive chez le lapin
Le systeme digestif du lapin est adapté a un régime herbivore, avec des adaptations
spécifiques, depuis la dentition jusqu'au développement d'un caecum de grand volume pour
permettre une fermentation, et incluant un systeme de séparation des particules au niveau du
cblon proximal qui permet la formation des cacotrophes.(Gidenne, 2005) L'anatomie

générale digestive du lapin est présentée sur la figure 7
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Figure 7 : L'anatomie générale digestive du lapin.

2. Intestin gréle
2.1. Développement embryonnaire de Pintestin
A 3 semaines de gestation, la gastrulation commence et donne naissance aux trois
feuillets embryonnaires : 1’ectoderme, le mésoderme et 1’endoderme. Les tissus dérivant de
chaque feuillet sont présentés dans le tableau. L’intestin primitif se développe a partir de
I’endoderme et apparait vers la quatrieme semaine de gestation le tube digestif se développe

en s’allongeant progressivement. La paroi intestinale constituée de I'endoderme et du
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mésoderme. L'endoderme forme le revétement épithélial et les glandes ; alors que le

mésoderme forme le mésenchyme et le tissu musculaire de la paroi.

2.2. Structure anatomique et physiologie intestinale
L'intestin gréle a pour fonction principale de participer a la digestion des aliments en
permettant I'absorption de nutriments, tout en ayant un r6le de barriere contre les multiples
agressions. Il mesure environ 6m de long chez I’homme et est divisé en 3 parties

fonctionnellement distinctes (Figure 9).

La premiere partie, appelée duodénum, est adjacente a I’estomac et a plusieurs roles
fondamentaux. Le duodénum est le lieu de mélange du bol alimentaire avec les sels biliaires
et les secrétions pancréatiques, essentiels pour la digestion. 1l permet également 1’absorption
de glucides et, dans une moindre mesure, celle des lipides et des acides aminés. Enfin il est
également impligué dans la neutralisation, au moins partielle, du pH du contenu digestif trés

acide a sa sortie de I’estomac (Sjoblom, 2011).

Estomac
Duodénum |
Jéjunum
Célon A
\/
lléon

Figure 8 : Localisation anatomique de l'intestin gréle

De la bouche a I’anus, la nourriture subit de multiples transformations chimiques et

mécaniques. Ces modifications peuvent étre divisées en 3 phases selon le lieu (organe) ou les

aliments sont transformés en nutriments ;

e Laphase buccale et cesophagienne
e La phase gastrique

e La phase intestinale
Ces organes jouent des roles particuliers dans de la digestion des aliments grace a leurs

mouvements et sécrétions respectifs contr6lé par le systéme nerveux entérigque.
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2.3. Systeme nerveux entérique
Le tube digestif est le seul systéme de 1’organisme ayant son propre systéme nerveux".
Le systéme nerveux entérique comporterait environ 200 millions de neurones, ce systéme

nerveux autonome contréle I'activité motrice et sécrétrice du systéme digestif.

Il est constitué de deux plexus ganglionnaires qui s'étendent sur toute la longueur du
tube digestif : le plexus myentérique (ou plexus d'Auerbach), qui se trouve entre les deux
couches de muscles circulaire et longitudinale, et le plexus sous-muqueux (ou plexus de
Meissener), situé entre ces derniers et la muqueuse intestinale. Le premier contrble la

motricité et le second les sécrétions (Fioramonti et Pénicaud, 2015).

2.4. Duodénum
C'est une portion dilatée, fixe en forme de C s'agence sur la téte du pancréas, sa
longueur est de 25 a 30cm, il est devisé en quatre segments DI, DII, DIII et DIV DIl ou
Deuxiéme duodénum : Descend vertical de L1 a L4, 10 cm de long, Se termine au genu

inferius.

% DIII ou Troisieme duodénum : Horizontal, Contre L4, 9 cm de long, Se

termine au flanc gauche de L4.

X/
°

DIV ou Quatriéme duodénum : Monte vertical, a gauche du rachis, De L4 a

L2, 6 cm de long, Se termine a I’angle duodéno-jéjunal.son rdle est de

neutraliser l'acidité du chyme gastrique par ses secrétions alcalines .1l se

caracterise par :

+ La présence de glandes de Brunner : glandes muqueuses pures, en tubes
ramifiés, contournées qui débouchent au fond des glandes de Lieberkiihn. Le
mucus produit par les glandes de Brunner a pour but de protéger la muqueuse
duodénale de I'agressivité du chyme gastrique acide.

+ L'absence des valvules conniventes

+ Les villosités du duodénum sont courtes et plates en forme de feuille.
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ducdeéno-jgjunale
fangle de Treitz)

Figure 9 : Structure anatomique du duodénum.

2.5. Jéjunum

Commence juste aprés I'angle de Treitz(ou angle duodéno-jéjunal), il apparait plus
rouge que l'iléon, du fait de sa vascularisation, il constitue avec I'iléon la portion flottante

(mobile) ses anses intestinales sont horizontales.

<+ Les valvules conniventes sont hautes et nombreuses.
<+ Les villosités sont longues et étroites en forme de doigt.
2.6. lléon
Il fait suite au jéjunum, ces anses sont groupées verticalement en bas et a droite.il
s'attache au ceecum au niveau de la jonction iléo-caecale ou valvule de Bauhin. Les valvules
conniventes sont courtes mais larges. Et Les villosités sont larges. Le tissu lymphoide intra
mugqueux important appelé plague de payer.

La valvule de Bauhin est la jonction ou valvule iléo-caecale ; en forme de cone. Elle

consiste en une expansion épaisse de la musculeuse

LurTatTe OraTl e == ; !
o W= ’
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Figure 10 : Structure histologique de I’iléon mettant en évidence les plaques de Peyer
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3. Histologie de la paroi intestinale

La paroi du tube digestif est composée de quatre tuniques qui sont de 1’intérieur vers

I’extérieur : la muqueuse, la sous muqueuse la musculeuse et la séreuse

3.1. Muqueuse

Elle est en contact avec la lumiére du tube digestif. Elle comporte un revétement
épithélial, soutenu par un tissu conjonctif appelé chorion. La muqueuse se termine par une

mince couche de tissu musculaire laisse appelée muscularis mucosae ou la musculaire
muqueuse.

3.1.1. Epithélium des villosités intestinales

L’épithélium de la muqueuse de tout I’intestin gréle est prismatique simple, composé

de plusieurs types cellulaires (Figure 12)

Mucus-secreting cellis
(gobletcellis)

Enteroencdocrine cells

Mucus-secreting cells Paneth cells Entercoendocrine celis

Figure 11 : Différents types cellulaires de la muqueuse intestinale
e Entérocytes

Ce sont des cellules prismatiques de 25 microns de hauteur absorbantes et les plus
nombreuses. Possédent des microvillosités apicales réguliéres constituant le plateau strié. Au

niveau du pble latéral des entérocytes, il existe des systémes de jonction qui assurent la
cohésion des cellules.
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Figure 12 : Cellules Entérocytes au M.O

e Cellules caliciformes : cellules a p6le muqueux ouvert, elles élaborent du mucus.
Elles sont moins nombreuses que les précédentes. Elles sont disseminées sur les
flancs des villosités entre les entérocytes. Le mucus joue un réle protecteur contre
les substances toxiques et les abrasions mécaniques de la muqueuse avec le bol
alimentaire. Leur nombre augmente du début a la fin de I’intestin gréle.

Figure 13 : Cellules caliciforme au M.O

e Cellules M (Microfold Cells) : IL s’agit de cellules présentatrices d’antigéne.
Elles captent les Ag dans la lumiére du tube digestif et les transmettent aux
cellules immunocompétentes : macrophages et lymphocytes.

e Cellules endocrines : Dispersées tout le long du tube digestif. Ce sont des
cellules en forme de bouteille avec un poble apical effilé et un pdle basal élargi
Elles sont situées prés du sommet des villosités. Elles sont représentées

principalement par :
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+ Cellules de type S (sécrétine) : Elles inhibent la sécrétion d'HCI par I'estomac
et stimulent la sécrétion d'un suc pancréatique riche en bicarbonates.

+ Cellules a Gastrine : stimule la sécrétion de HCL par les cellules pariétales.
La cholécystokinine pancréatozymine (CCK-PZ), augmente la contractionde
la vésicule biliaire et la sécrétion suc pancreatique.

3.1.2. Epithélium des glandes de LIEBERKHUN

Les glandes de Lieberkiihn sont des glandes tubaires droites simples qui débouchent
entre les villosités. L'épithélium qui les borde est constitué par les cellules suivantes :

= Lesentérocytes aux microvillosités plus courtes.

= Lescellules caliciformes se raréfient vers le fond des cryptes.

= Les cellules endocrines

= Les cellules souches sont localisées exclusivement dans 1’épithélium des
cryptes

= Les cellules de Paneth sont des cellules regroupées par 4 ou 5 au fond des
glandes. Cellules séreuses avec un noyau arrondi, basal, et avec de nombreux

granules zymogeéne. Elles produisent du lysozyme ; TNF et les défensives.

3.1.3. Chorion

L'axe des villosités est occupé par un tissu conjonctif lache contenant les glandes de
Lieberkiihn : L’épithélium des villosités se prolonge dans le chorion pour former les glandes
de Lieberkiihn qui comporte des entérocytes, des cellules a mucus, des cellules entéro-
chromaffines et des cellules de Paneth. Les cellules de Paneth sont regroupées a la base des
glandes de Lieberkiihn. Elles ont un cytoplasme basophile et élaborent des grains de sécrétion
contenant du lysozyme, enzyme capable de détruire la paroi bactérienne. Leur cytoplasme est
riche en lysosomes. Toutes les cellules de 1’épithélium ont une vie courte et sont constamment
renouvelées a partir de cellules souches pluripotentes situées dans le col des glandes de
Lieberkihn. Les cellules différenciées en entérocytes ou en cellules caliciformes migrent le
long des villosités. La muscularis mucosae est fine tout au long de I’intestin gréle formée de

quelques cellules musculaires lisses disposées de fagon concentrique.

3.2. Sous-muqueuse
Elle est sans particularité sauf au niveau du duodénum ou elle comporte les glandes de
Brunner. Ce sont des glandes tubulo-acineuses dont les canaux excréteurs traversent la

muscularis mucosae et s’abouchent dans la lumiére de I’intestin. Le produit de sécrétion est
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une mucine alcaline qui protége la muqueuse duodénale de 1’acidité gastrique et éléve le pH
du contenu intestinal a une valeur optimale pour 1’action des enzymes pancréatiques. Elle est
formée par un tissu conjonctif riche en fibres élastiques. C'est la couche de distribution des
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle renferme des plexus nerveux de Meissner et les
follicules lymphoides.(Chantal KOHLER,2011)

3.3. Musculeuse
Elle est constituée d'une couche circulaire interne développée et d'une couche
longitudinale externe peu épaisse. Ces 2 couches sont séparées par un tissu conjonctif

renfermant le plexus d'Auerbach

3.4.Seéreuse
Constituée d’un tissu conjonctif lache infiltré de lobules adipeux. Elle permet le
glissement des différents segments intestinaux les uns contre les autres au cours des

mouvements péristaltiques et correspond au feuillet viscéral du péritoine.

Couches de l'intestin gréle

villosités e—— =

muqueuse e——==
S

W
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= ) C‘;—:\s:'}! T ’::_5. B IR YRS aEN e musculeuse

— Séreuse

Figure 14 : les couches de l'intestin gréle (Photo de Google)

Principales fonctions intestinales

L’intestin assure plusieurs fonctions a savoir :

+ Fonction de digestion grace au produit de sécrétion élaboré par les cellules de
I’épithélium de revétement, par les glandes de la muqueuse et par les glandes
annexes (foie, pancréas) déversé dans la lumiere intestinale

4+ Fonction d’absorption des produits de la digestion augmentée par la surface

d’échange importante
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Fonction mécanique : Progression du bol alimentaire grace a des ondes de
contraction définissant le péristaltisme provoquées par la contraction et la
relaxation des couches de la musculeuse (sous 1’action de neurones
intrinseques de la paroi)

Fonction endocrine grace aux cellules appartenant au systéme endocrine
diffus qui élaborent des hormones peptidiques ou de neurotransmetteurs.
Fonction de défense immunitaire vis-a-vis des nombreux antigénes provenant
de la dégradation de micro-organismes ou apportés par 1’alimentation
Fonction endocrine grace aux cellules appartenant au systéme endocrine
diffus qui élaborent des hormones peptidiques ou de neurotransmetteurs.
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Présentation de I'étude

Notre étude s’est étalée sur une période de quatre mois allant du mois de février au

mois de Mai 2022. Les différentes expérimentations ont été effectuées dans les

structures suivantes :

>

Laboratoire de microbiologie de I'E.N.S Kouba pour I’étude de [I’activité
antibactérienne.

Laboratoire d’anatomie pathologie, de 1’hopital Parnet(Alger) ou nous avons
réalisé I'étude histologique de I'intestin.

Laboratoire de contrdle de qualit¢t du CRD SAIDAL ou nous avons réalisé
I'analyse physico-chimique de I'huile essentielle de thym.

Centre de Recherche en Analyses Physico-chimiques (CRAPC) (Alger) ou nous
avons déterminé la composition chimique de I'HE et son profil

chromatographique

Dans notre étude nous avons évalué les variations des parametres suivants :

-Les caractéres organoleptique et physico-chimique d'HE de thym "Thymus vulgaris"

-Histologie du parenchyme duodénal des lapins traits par I'HET.
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1. Materiel
1.1.Matériel biologique
1.1.1. Choix du modele animal
Notre étude a portée sur 20 lapins males répartis séparément en deux lots dans des
cages en métal au niveau du clapier de la station expérimentale de la faculté SNV de
l'université Blida 1. Dans la présente étude nous avons entameé notre expérimentation
a partir des prélevements d'organes, (intestin gréle) des lapins témoins et

supplémentés par I'HE de thym, fixés dans le formol a 10%,
La position taxonomique du lapin

Regne : Animale
Embranchement : Vertébrés
Class : Mammiferes
Super ordre : Glires
Ordres : Lagomorphes
Famille : Léporides (lievre et lapin)
Sous-famille : leporiane
Genre : Oryctologuse
Espece : Oryctologuse cuniculus
1.1.2. Choix du modeéle végétale
Pour notre expérimentation nous avons utilisée une plante médicinale qui est le thym
Thymus vulgaris. La planté a été récolté au niveau de la région de Guelma.

L'extraction de I'HE de thym & été realisé par entrainement a la vapeur.

1.1.3. Matériel végétal et huile essentielle

Dans notre travail nous avons utilisé deux huiles essentielles de Thym (Thymus
vulgaris)

D'une part I'HE acheté auprés de la société « VieBio » de production des huiles
essentielles et cosmétiques Bio, sise & Ouled Aiche (Blida). Le procédé d’extraction
utilisé est I’entrainement & la vapeur d’eau conduit a échelle industrielle.

Aussi, I’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant était additionnée ou
mélangée a aucun solvant organique durant la phase de production. Elle est aussi
certifiée « Biologique » car provenant d’une culture de thym ou aucuns engrais ou

pesticides chimiques n’aient été utilisés durant la phase de culture.
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Elle a eté conservée dans des flacons stériles teintés a 4 °C et & 1’abri de I’air et
de la lumiére, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels
phénomeénes d’oxydation ou de contamination.

Et d'autre part et en parallele, I’HE extraite a partir de la parie aérienne fraiche
de la plante (tige et feuilles) a été utilisé. En outre, I’identification botanique de la
plante a été faite antérieurement au niveau (Guelma) (Annexe 1).

1.1.4. Souches microbiennes étudiées
Pour mettre en évidence le caractére antimicrobien de I’huile essentielle, nous
avons utilisé 05 souches bactériennes : six (02) a Gram + et (3) a Gram -, ainsi que

deux(02) souches fongiques et 1 levure (Tableau V).

Toutes les souches bactériennes ont été isolées et identifiées au niveau du
laboratoire de microbiologie de I'ENS Kouba. Ces bactéries et champignons ont été
conservés et maintenus en vie, par des repiquages continus, sur des milieux de culture

adequats.

Tableau V : Souches microbiennes testés dans I'évaluation de [1activité

antimicrobienne et leurs origines.

Souches microbiennes Origine
Gram+ ECBU
Staphylococcus aureus ECBU
Bacillus subtilis ECBU
Gram-

Pseudomonas aeruginosa ECBU
Escherichia coli ECBU
Klebsiella pneumoniae ECBU
Champignons

Aspergillus Carbonarius Air
Penicillium sp. Air
Candida albicans Ongles
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Tableau VI : Liste et caractéristiques des microorganismes testés.

Selon la seconde édition du « Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2001 »

Nom de la N° Gram | Souche Souche test Famille”
souche ATCC Pathogéne | d’antibiotiques
Staphylococcus
aureus 6538 + X X Staphylococcaceae
Bacillus subtilis

+
Klebsiella
pnemonia 4352 + X Enterobacteriaceae
Pseudomonas
aeruginosa 9027 - X Pseudomonadaceae
Escherichia coli | 4157 - X Enterobacteriaceae
penicillum 11709 Trichocomaceae
Aspargillus
carbonarius 1102 Trichocomaceae
Candida
albicans 24433 Cryptococcaceae

1.2.Materiel non biologique
Les principaux produits ont été a savoir :
-L'eau distillée (H20D)
-Milieux de culture
Suivant les méthodes employées et selon les souches en question, nous avons utilisé
des milieux de culture d’isolement solides, en I’occurrence la gélose nutritive (GN) ou
Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la gélose Sabouraud additionné de Chloramphénicol

(SAB) pour la culture et I’identification des souches fongiques.

Afin de mener une étude comparative du pouvoir antibactérien entre notre échantillon
d’HE et des produits de références, nous avons utilisé des disques d'antibiotiques (ATB)
comme témoins positifs. L'ATB utilisé est le suivant : streptomycine (E, 15ug), les souches
fongiques.

Le matériel non biologique composé de verrerie, produits, réactifs et d'appareillages

utilisés dans notre étude sont donné dans I'annexe 1-10
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2. Meéthodes

2.1. Etude analytique de I’huile essentielle

Les nombreux parametres intervenant dans la composition des HE ont amené les
organismes de normalisation a édicter un certain nombre de regles qui concernent les

propriétés organoleptiques et le profil chromatographique de ces extraits aromatiques.

2.1.1. Rendement
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini
comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue aprés 1’extraction (m”) et
la masse de la matiére végétale utilisée (m). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il

est calculé par la formule suivante :
RHE (%) = (m’/ m) x 100 (Chaoui et Chegroune, 2019).

2.1.2.  Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle
Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de

I’essence aromatique du thym ont été notees.

22. Etude physico-chimique

Nous avons déterminé les caractéres physiques : densité, indice de réfraction,
pH, l'analyse physicochimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été faites
suivant les normes A.F.N.O.R.

2.3. Analyses chromatographiques de la fraction aromatique

Principe de la CG/SM : Le spectrométre de masse couplé a un chromatographe en
phase gazeuse permet d’identifier et de quantifier les constituants d’un mélange de
molécules volatiles. En soumettant une HE a la CG-SM, nous déclenchons un

processus a plusieurs étapes :

- ionisation des molécules qui se volatilisent sous I’effet de la haute température.

- accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de séparation.

- séparation des ions et leur distribution suivant leur rapport masse /charge et leur
détection.

- traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction de

leurs rapports m/z.
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La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs
« librairies » de référence permet son identification. Ce couplage augmente

considérablement la quantité et la qualité des informations obtenues (Lucchesi, 2004).

- Conditions opératoires de la CG-SM
Les analyses chromatographiques de ’HE ont été effectuées sur un chromatographe
en phase gazeuse type Hewlett-Packard (6890) couplé avec un spectromeétre de masse
(HP 5973).

La fragmentation est effectuée par impact électronique a 70eV. La colonne utilisée est
une colonne capillaire HP-5MS (30mx0.25mm), I’épaisseur du film est de 0.25um. La
température de la colonne est programmée de 50 a 250°C a raison de 2°C.min%. Le
gaz vecteur est I’hélium dont le débit est fixé a 1.5 ml.min’. Le mode d’injection est
du mode split (rapport de fuite : 1/70). L’appareil est relié a un systéme informatique
gérant une bibliotheque de spectre de et piloté par un logiciel « HP ChemStation »

permettant de suivre 1’évolution des analyses chromatographiques.

- ldentification des constituants

L’identification des constituants a été faite sur la base de la comparaison de leurs
indices de rétention avec ceux des composés de référence de la littérature (Adams,
2004). Une confirmation est apportée a l'aide des spectres de masse en comparaison
avec ceux des composés standard de la banque de données informatisée masse

(Wiley7, NIST 2002). Les indices de Kovats (IK) sont calculés comme suit :
IK =100 n + 100 * (TRc — TRn/ TRn+1— TRn)

n: Nombre d’atomes de carbone de 1’alcane élué avant le compose;

TRc : Temps de rétention du composé ;

TRn: Temps de rétention de 1’alcane a n atomes de carbone élué avant le composé ;
TRn+1: Temps de rétention de 1’alcane & n+1 atomes de carbone élué aprés le

compose.
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2.4. Etude de I'activité antimicrobienne de I’huile essentielle
2.4.1. Preéparation des suspensions microbiennes
Nous avons effectué un préléevement des souches test, provenant de 1’organisme
ATCC sous forme de disque lyophilisé. Ces derniéres ont été inoculées dans un bouillon
nutritif et incubées a 37°C pendant 24 h. Les cultures ont été soumises a trois transferts
successifs afin de déterminer la pureté et la viabilité de chaque souche avant emploi. Seules
les souches agées de 18 a 24 h ont été utilisées. Trois a quatre colonies ont été prelevées a
I’aide d’une anse stérile et introduites dans un tube contenant de 1’eau physiologique. Apres

une bonne agitation et homogénéisation,

2.4.2. Mode opératoire

Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller Hinton (Difco) et la
levure sur une gélose Sabouraud (Oxoid). Chaque boite de pétri de 90 mm a recu 20 ml du
milieu de culture est ensemencée avec 1 a 2 ml de la suspension microbienne contenant 107 —
108 cfu/ml. Les disques stériles imprégnés d’HE sont déposés a la surface du milieu. Ensuite
ils ont ét¢ incubés et inversés a I’obscurité dans une étuve a une température de 37°C durant
18-24 h pour les bactéries et 25°C durant 48 h pour la levure et les champions. La lecture des
diamétres des zones d’inhibition aprés incubation est réalisée a I’aide d’un lecteur de zones de

marque Read Biotic. Le test est répété trois fois.

2.4.3. Technique en milieu solide

Principe de I’aromatogramme

Ce test est effectué par dépdt de disque stérile de cellulose de 6 mm de diamétre
(Whatman N°1) imprégné d’une quantité de 10 pl d’HE sur un milieu gélosé préalablement
ensemencé avec une culture microbienne. Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par

mesure des diamétres des zones d’inhibition en millimétres comme le montre la figure 16

Disgue impregns Croissance
d"HE nucrobienne

< >

Fone d inlibition

Figure 15 : Aromatogramme sur boite de pétri a diffusion linéaire a partir d’un disque

imprégné d’huile essentielle
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2.4.4. Méthode des aromatogrammes
Cette méthode utilisée par certains auteurs (Benjilali et al., 1986 ; Satrani et al.,
2007)est la technique que nous avons utilisée pour évaluer dans un premier temps l'activité

antimicrobienne de I’'HE du Thym.

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé. Elle a I’avantage d’étre d’une
grande souplesse dans le choix des produits a tester, de s’appliquer a un trés grand nombre

d’espéces bactériennes et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale.

Cette technique (Figure 17) repose sur le pouvoir migratoire par diffusion des HE a
I’intérieur d’une boite de Pétri, dans un milieu nutritif solide. Dans cette méthode, nous avons
utilisé des disques de papier filtre de 6mm de diamétre (Schleicher & Schuell Bio Science
GmbH, Dassel, Germany), imprégnés d’une certaine quantité d’HE (1, 2 et 03 gouttes par
disque séparément,ce qui correspond a 10 pL/disque) que nous déposons a la surface d’un
milieu gélosé (MH pour les bactéries et SAB pour les champignons) préalablement

ensemencé en surface avec une suspension bactérienne.

La boite est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate. Chaque
essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de
concentration. Les bactéries et les champignons croissent sur toute la surface de la gélose sauf

Ia ou elles rencontrent une concentration d'essence suffisante qui inhibe leur croissance.

A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque dont le diameétre est mesuré et exprimé en mm. Afin de mener
une étude comparative du pouvoir antibactérien entre notre échantillon d’HE et des produits
de références, nous avons utilisé des disques Antibiotiques (ATB) comme témoins positifs.
L'ATB utilisé est : Streptomycine (S, 15ug), et 'ANF.

Souches test

AfliBeude culture gselose

Disgue immbibée d"HE

Figure 16 : lllustration de la méthode de I’aromatogramme (Zaika, 1988).
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2.5. Etude histologique

2.5.1. Prélevement de la piéce
Apres traitement, les lapins sont sacrifiés, puis disséqués. Les piéces choisies (intestin) sont
prélevées puis placées dans des piluliers remplie de liquide fixateur (formol a 10%) (Figure
17).

Figure 17 : préparation du liquide fixateur (formol) (photo originale)

2.5.2. Fixation

La fixation a pour but la conservation des structures dans un état aussi proche que
possible de leur état vivant et le durcissement de la piece anatomique. La durée de la
fixation varie selon le volume des préléevements.

La fixation consiste a mettre la piece de l'organe testé (I'intestin) dans un bain de
formol a 10% (Figure 22). 1l faut veiller a préparer un bain qui représente 10 fois la
masse de piece a fixer.

2.5.4. Etude macroscopique

L'étude macroscopique consiste a mettre en évidence les lésions tissulaires a
I'eeil nu suite a l'observation des prélevements apres dissection. Par la suite un
fragment de I'intestin (duodénum) est placé dans une cassette spéciale a parois trouées
afin de permettre le passage des liquides au cours des manipulations qui suivent

(Annexe)

2.5.5. Circulation
Cette étape consistant a faire pénétre la paraffine au sien du tissu d'une facon
automatique a l'aide d'un appareil de traitement de tissus réglé sur un cycle de 14h ou

ce déplace un panier chargé de cassettes par les étapes successives suivantes :

*Déshydratation
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Comme la paraffine est hydrophobe, le prélévement doit dabord subir une
deshydratation le but de cette étape est d'éliminer I'eau intracellulaire et la faire
remplacer par de la paraffine et ainsi réaliser une coupe fine sans perdre la structure
cellulaire. Les préléevements passent par des bains dalcool de concentrations
croissantes (alcool 70°, 90° et 100°) d'une demi-heure par bain. Cette étape prépare

I'echantillon a l'inclusion.
*Imprégnation

L'imprégnation se fait par le passage du prélevement dans un liquide
intermédiaire afin d'en éliminer les traces d'alcool absolu. Nous utilisons dans cette
étape d'imprégnation le xyléne ou le toluéene (3 bain de xyléne), un solvant
intermédiaire favorable aux échanges membranaires entre I'alcool/xylene d'une part et

xylene/paraffine d'une part.
*Imprégnation dans la paraffine

La paraffine doit étre chauffée pour se liquifier, la cassette passe dans deux bain

successifs de paraffine pure fondue a 60°C, a fin d'éliminer le xylene.
Confection de bloc

Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines (d'une épaisseur de 1 a 3
pum) et réguliéres. Le milieu d'inclusion utilisé est la paraffine. Les cassettes a
inclusion sont constituées d'un bac métallique muni d'une logette (figure 18), le
fragment disposé dans la logette du moule est orienté selon le plan de coupe a réaliser
avant d'étre recouverte de paraffine liquide (60°C) contenant dans un distributeur de

paraffine.

L'ensemble est laissé a une température ambiante pendant quelques heures. Cette
étape est effectuer dans un automate d'inclusion, la partie froide de Il'automate a

inclusion permet de refroidir les blocs rapidement.
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Figure 18 : Mise en blocs des fragments des intestins des lapins (Photos originale).

Obtention des coupes histologique

Les blocs de paraffine contenant I'organe sont coupés a l'aide d'un microtome de type Leica,
permettant de réaliser des rubans de coupes de 1 a 3 um d'épaisseur. Puis les rubans sont
placés dans un bain marie. Les rubans sont recueillis sur des lames, ensuite séchées dans

une étuve pour permettre un déparaffinage.

Figure 19 : Etalement des rubans sur bain marie (Photo originale)
Coloration histologique H&E :
Les étapes de la coloration histologique

*Déparaffinage : a pour but d'enlever la paraffine de tissu pour permettre au colorant
de pénétrer. Nous faisons passer les lames dans 4 bains de Xyléne pendant 09 minutes

par bain.

*hydratation : sert a retirer le xyléne du tissu et le faire remplacer par de l'eau.

L'agent utilisé est I'alcool (3 bains de 2 minutes chacun a concentrations décroissants
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100°,90°,70°). Suivi d'un ringage de 3 a 5 minutes a L'eau courant et enfin nous

passons a la coloration.
*Coloration Hématoxyline-Eosine aqueuse a 2%(HE)

La coloration d’hématoxyline-éosine (figure) est la coloration usuelle adoptée en

anatomie pathologique.la coloration passe par les étapes suivants :

*un bain d’hématoxyline de Harris (un colorant basique nucléaire) pour la coloration

des noyaux en bleu pendant30 minute.
*Rincage a l'eau courant

*Coloration avec I'éosine (un coloration acide cytoplasmique) pour la coloration de

cytoplasme en rose pendant 3minutes.

*Rincage a I'eau courant.

*Apres la coloration, nous procédons a séchage dans I'étuve pendante 10 minutes
Montage des lames

C'est la derniére étape de la préparation des lames pour la lecture au microscope.la
protection des coupes colorés est réalisée grace a des lamelles en utilisant 'TEUKITTE
qui favorise le collage de la lamelle sur la lame .1l a pour but la protection des coupes
contre la dégradation chimique des colorants qui s'oxyde facilement a l'air. Aprées
montage les lames sont séchées sur papiers absorbant et nettoyées au xyléne. Elles

sont alors prétes a I'observation microscopique.
Observation des lames

Nous avons utilisé un microscope optique pour observer et photographié nos lames

a différente grossissement Gr X (10, 40).
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1. Résultats

Dans la présente étude nous avons utilisé le thym « Thymus vulgaris » comme matériel

biologique. Apres récolte et identification de la plante nous avons réalisé 1’extraction de I’huile

essentielle du thym par la méthode d’entrainement a la vapeur dans le but de réaliser une étude

physicochimique et microbiologique de I’huile essentielle. L’essence est extraite a partir de deux

organes principaux a savoir : fleurs et feuilles.

1.1. Etude analytique de I'huile essentielle

Les propriétés organoleptiques constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de

I’HE. Nos essais sont déterminés selon un protocole précis et obéissent a des normes édictées par

I'AFNOR.

1.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Les paramétres organoleptiques de notre HE sont répertoriés dans le Tableau VIII, nos résultats sont

en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR (2000)

Tableau VII : propriétés organoleptiques de I’HE du Thym

Caractéristiques | Huile de I'étude Normes Conformité
organoleptiques AFNOR (2000)
Aspect Liquide mobile Liquide mobile
Couleur Brun-rouge Couleur traditionnellement allant
du brun au brun-rouge
Odeur Caractéristique, Odeur caractéristique aromatique, | N

aromatique,

Iégerement épicée

phénolique (thymol) avec un fond
Iégérement épicé

Figure 20 : Aspect huile essentielle de” Thymus vulgaris™(photo originale)
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Caractéres physico-chimiques de HE" Thymus vulgaris™

Les caracteres physicochimiques de notre HE sont répertoriés dans le Tableau IX,

Tableau VIII : Caractéres physico-chimiques d'HE de thym "Thymus vulgaris™ de régions de

Guelma.
Densité PH Régions
0,961 5,27 Guelma

La variabilité chimique des HE du thym dépend de plusieurs facteurs, qui généralement sont
d’ordre climatique et environnemental, mais ils peuvent étre aussi d’ordre génétique et saisonnier
(stade végétatif). C’est ainsi qu’une étude sur le thym d’Afrique du Nord a démontré que le composé
majoritaire était le thymol chez les espéces d’Algérie et du Maroc, et le carvacrol chez les espéces de

Tunisie (Dob, 2006).
1.1.2. Détermination du profil chromatographique de I'huile essentielle

Notre étude a été axée sur les composés volatiles majoritaires de I’HE tandis que les molécules

ayant des fragments de masse inférieure a 0.1% n’ont pas été rapportées.

L’huile essentielle obtenue par la technique d’extraction par I’entrainement a la vapeur
d’ecau a été analysée d’abord par chromatographie gazeuse avec un détecteur a flamme

d’ionisation (GC-FID) sur une colonne capillaire apolaire HP5-MS.

Pour une identification plus exhaustive des composés aromatiques, I’HE a été analysée,
par la suite, par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) sur
deux colonnes capillaires de polarités différentes, polaire (HP MS) et apolaire (Stabilwax).

Les conditions opératoires sont détaillées dans la partie expérimentale.

Le Tableau X donne, dans 1’ordre d’élution, les compositions qualitatives de I’'HE

extraite par entrainement a la vapeur d’eau selon les familles chimiques.

Ce sont au total 13 composés qui ont ét¢ décelés. Pour I’identification, nous avons
d’abord calculé leurs indices de Kovats que nous avons comparés a ceux de la littérature.
Nous avons, par la suite, procédé au dépouillement de leurs spectres de masse en se référant a

ceux donnés dans les différentes librairies.
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L’examen de ce tableau montre que le Thym étudié est composé majoritairement du carvacrol
(83.8%). D’autre part, la teneur des autres composés varie entre (0.01 — 0.28%) sauf pour : le para-
cymeéne (8.15%), linalool (1.44%) et le gamma-terpinéne (4.96%). Les résultats de 1’identification des

composes sont regroupés dans le Tableau X

Tableau IX : Composition chimique de I’huile essentielle du Thymus vulgaris.

N° | Composés EVE | Rl apolaire HP-5MS
Monoterpénes 13,5

1 | Alpha Terpinene 0,28 | 1019

2 | para-Cymeéne 8,15 | 1028

3 | trans-Ocimene 0,11 | 1052

4 | gamma-Terpinéne 4,96 | 1065
Monoterpénes Oxygénés 85,52

5 | Linalool 1,44 | 1123

6 | Terpin-4-ol 0,05 | 1179

7 | Thymol 0,23 | 1302

8 | Carvacrol 83,8 | 1318
Sesquiterpenes 0,13

9 | Aromadendrene 0,06 | 1439

10 | alpha-Humelene 0,03 | 1454

11 | gamma-Cadinéne 0,01 | 1513

12 | delta-Cadinéne 0,03 | 1542
Autres composés oxygénés 0,19

13 | Carvacrol méthyle éther 0,19 | 1282
Composés Oxygénés totaux 85,71
Composés non Oxygénés totaux | 13,63

EVE : Entrainement a la vapeur d’eau ; RI : Indice de Rétention sur colonne apolaire HP-5MS

La composition chimique, par famille, de I’huile essentielle du Thym nous révele que :

o les monoterpénes sont présents en faibles teneurs ;
o I’huile est caractérisée par de trés fortes teneurs en monoterpenes 0Xygenes ;
o I’huile extraite par I’entrainement a la vapeur d’cau présente de trés faibles teneurs en

sesquiterpenes et une absence de sesquiterpénes 0xygénés.
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1.2. Résultats de P’activité antimicrobienne de I’huile essentielle

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans tous les
milieux (Touhami, 2017). En fonction de la technique de coloration de Gram, on distingue les
bactéries Gram (+) et Gram (-)

L’activité antibactérienne et antifongique de I’HE du thym a été réalisée in vitro sur des souches
microbiennes isolées cliniqguement. Au total, 05 bactéries ont été étudiées (2 a Gram + et 3 a Gram-)
ainsi que 3 champignons (01 levures ; deux (02) champignons filamenteux).Les résultats de cette

étude antimicrobienne sont rapportés dans les Tableau (XI, XI1).

Tableau X : Résultats de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du Thym.

Aromatogramme (DZI, mm) Antibiotique
Quantité HE/disque

Souches bactériennes 10ul 10ul
Gram-

E-Coli 13-15mm 24mm

Kp 10mm 28mm

Pa 11-15mm 14mm
Gram+

BS 40mm 30mm

Sa 20-40mm 21mm
Temps 18-24h 24h

DZI : Diamétre de la Zone d’Inhibition en mm ; Diametre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul
de la DZI ; HE : Huile Essentielle ; ATB : disque d’antibiotique ; Streptomycine S (10ul); (-) aucune
activite antibactérienne
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40
30
20
10
0 B 10ul
ATB HET

10ul HET

Figure 21 : Etude Comparative : ATB et l'activité anti —bactérienne de I'HE" Thymus vulgaris"

Tableau XI : Résultats de I’activité antifongique de 1’huile essentielle du Thym.

METHODE

Aromatogramme (DZI, mm) Antifongique
Quantité HE/disque

Les souches 10ul 10ul

moisissures

ASPR 60mm 10mm

PEN 60mm 22mm

levure

Candida 58mm -

Temps 48H 48H

DZI : Diamétre de la Zone d’Inhibition en mm (Diamétre du disque a été inclus dans le calcul de la DZI) ; HE :

Huile Essentielle.
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60 -

50 1

40 -

B 10ul HET
® ANF

30 1

20 1

10 -

Aspargillus penicillum Candida albicans
carbonarius

Figure 22 : Etude Comparative : ANF et l'activité antifongique de I'HE du "Thymus vulgaris"

A noter que le diamétre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul de la zone
d’inhibition. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée a leur
composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs. Etant donné la
complexité de leur composition chimique, tout laisse a penser que ce mode d’action est assez
complexe et difficile a cerner du point de vue moléculaire. 1l est tres probable que chacun des
constituants des HEs ait son propre mécanisme d’action (Bazzine et Benzaid, 2019).

L’HE de thym présente, in vitro, une bonne activité inhibitrice sur la croissance de
certaines bactéries et pratiguement sur toutes les souches fongiques (levures et
moisissures).En phase liquide, I’essence du thym a exhibé une activité antibactérienne
importante notamment sur les bactéries a Gram + ou les diamétres des zones d’inhibition

de40mm pour les disques imprégnés de 10 pl d'HE.

Concernant le témoin positif (disque d’ATB) les DZI varient selon les espéces. Il est a
noter que 1’activité bactériostatique de I’'HE , avec la dose de 10 pl surles bactries a gram +
parait supérieure a celle des ATB (Bacillus subtilis=40 mm vs ATB=30mm ; Staphylococcus
Aureus=40mm vs ATB=21mm ). Les DZI obtenus avec I’HE sont largement supérieurs a
ceux obtenus avec I’antibiotique de référence ou ils ne dépassent pas, dont les meilleurs des

cas, 30 mm.
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Les bactéries a Gram - ont présenté une certaine inhibition vis-a-vis de I’action
antibactérienne de 1’essence du thym, mais cette activité demeure inferieure comparativement
aux Gram+ et semble étre I’espéce la plus sensible avec des DZI de 15 mm pour une faible
dose de 10ul d’HE par disque, respectivement. En revanche, Klebsiella pnemonia est le germe

microbien le plus résistant car elle est la petite zone d'inhibition (10mm)

Boite Pétri

Milieu MH

Zone d’inhibition J

Bacillus subtilis. Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella pnemonia.

Staphylococcus aureus. Escherichia coli.

Figure 23 : Effet antibactérien de 1’huile essentielle du Thym en aromatogramme (Original,
2022).
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Bacillus subtilis (ATB) Escherichia coli(ATB)

Pseudomonas aeruginosa (ATB)

Figure 24 : Effet d'antibiotique en aromatogramme (Original, 2022).

Concernant les souches fongiques, sont les plus sensibles avec des DZI variante entre
58-60 mm/ 10ul d’HET. Concernant les moisissures, elles ont éteé inhibées par 1’action
antifongique de I’essence Aspargillus carbonarius et Penicilliums ces derniers présentent des
DZI a 60 mm/10ul ; et la levure (Candida Albicans) a été aussi inhibée avec DZI a 58mm

/10ul
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Candida Albicans

Aspergillus Carbonarius Penicillium sp.

Figure 25 : Effet antifongique de 1’huile essentielle du thym en aromatogramme (Original,
2022).

1.3. Etude histologique de la paroi intestinale (duodénum)
Pour mettre en évidence les différentes structures et constituants duodénal, nous avons
réalisé une coloration histologique topographique Hématoxyline Eosine (H&E), qui associe
une coloration nucléaire par hématoxyline de Harris a une coloration des cytoplasmes et du

collagéne par 1’éosine

Histologie du duodénum des lapins témoins
L'observation des coupes histologiques duodénales des lapins témoins (planche) au
faible (Gr X 10) (A) et au fort grossissement (Gr X40) (B) (C) revéle la présence d'une
architecture normale. L'observation d'une coupe histologique montre la présence de quatre
tuniques concentriques

Depuis la lumiere intestinale (L1I) vers I'épithélium :

Mugqueuse (M) : constituée d'un épithélium a cellules caliciformes, les entérocytes, des
villosités (V), des cryptes(C) peu profondes.
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Sous-mugqueuse (SM) : caractérisée par la présence des glandes de Brunner (GB)

Musculeuse : constituée d'une couche musculeuse circulaire interne (CMC) et d'une couche
musculeuse longitudinale externe (CML)

Séreuse : constitué d'un tissu conjonctif I'adventice qui recoure I'ensemble (Planche 1)

Histologie du duodénum des lapins supplémentait par I'HET ""Thymus vulgaris"

L'observation de duodénum de lapin traité par HE de thymus vulgaris (planche 2) au
faible (Gr X10) (A) au forte (Gr X40) (B/C/D) nous permette de voir un développement

important au niveau de la muqueuse et la sous-mugueuse intestinale

Au faible grossissement (Gr X 10) montre l'architecteur
e La muqueuse : (LI) normal, volume des villosités (vv) normal, Iégere modification
nucléaire, nombre des cellules caliciforme normal.
e Sous-muqueuse : absence d’hyperplasie des glandes de Brunner, absence
d’hypertrophie des glandes de Brunner(GB)
e Musculeuse : constituée d'une couche musculeuse circulaire interne (CMC) et d'une
couche musculeuse longitudinale externe (CML)
e Séreuse : constitué d'un tissu conjonctif I'adventice qui recoure I'ensemble
Au fort grossissement (Gr X40) montre
La muqueuse : (LI) normal, volume des villosités (vv) normal, Iégere modification nucléaire,
nombre des cellules caliciforme normal. (E.C) entérocytes, (AC ) axe conjonctif .(NV )noyau
villositaire.( ECS) Epithélium cylindrique simple. (GL )Glandes Lieberkiihn, (CC) cellules
caliciforme
Sous-muqueuse : absence d’hyperplasie des glandes de Brunner, absence d hypertrophie des
glandes de Brunner(GB)
Musculeuse : constituée d'une couche musculeuse circulaire interne (CMC) et d'une couche

musculeuse longitudinale externe (CML)

48



Partie expérimentale Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Séreuse

Sous-mugqueuse

Couche muscule

Planche 1(A) : Histologie duodénal montrant I'architecteur normale de la paroi intestinale chez
lapin témoin. Gr X 10 Coloration H&E.

VI : Villosité intestinale, LI : Lumiére intestinale
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( Planche 1(B) (C) : Histologie duodénal montrant I'architecteur normale de la paroi intestinale \
chez lapin témoin. Gr X 40, Coloration H&E.

CML : couche musculeuse longitudinale, CMC : couche musculeuse circulaire, GB : Glande de
Bruner, M.M : Musculeuse de la muqueuse, M : Muqueuse, S.M : Sous-muqueuse, S : Séreuse,
K GL : Glande de Lieberkihn j
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Planche 2(A) : Histologie duodénale montrant I'architecteur développée de la paroi intestinale
chez lot traité .Grossissement (Gr x10).coloration (H&E).
LI : lumiere intestinale, PI : paroi intestinal. EI : I'épithélium intestinal. AV : Augmentation
de la longueur de villosité
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(Planche 2(B) (C) (D) : Histologie duodénale chez lot traité par I'huile essentielle de thymus
vulgaris .Grossissement (Gr x40).coloration (H&E).
GB : glandes de Bruner volumineuse, CMC : couche musculaire circulaire, LI : Lumiére
intestinale, E.C : entérocytes.CC : cellules caliciforme AC : axe conjonctif

~

NV : noyau villositaire. ECS : Epithélium cylindrique simple. GL : Glandes Lieberkiihn

N

J
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Discussion

Notre étude a pour objectif d'évaluer les propriétés physico-chimiques,
microbiologiques et histologiques de I'huile essentielle de thym "Thymus vulgaris” sur le

parenchyme duodénal du lapin.

Les parametres physico-chimiques different suivant l'origine de I'huile essentielle.
Ainsi, une huile essentielle provenant d’Italie n'aura pas les mémes valeurs de paramétres que
celle provenant d’Algérie, de Tunisie ou d’Australie. Tous ces paramétres sont influencés par
les conditions édaphiques, climatique ainsi que les conditions de culture des plantes (Remal
et Khachouche, 2017).

La densité est un critere trés important pour évaluer la qualité d'une huile essentielle
dans différents domaines de vie (cosmétique, pharmacie, agroalimentaire, chimie, etc.)
(Boughendjioua et Djeddi, 2018). Nous avons réalisé une étude rétrospective comparative

afin d’interprété nos résultats (Tableau XI11).

On constate que I’espéce T. vulgaris de Msila présente une densité inférieure aux
normes (0,74), par contre celui de notre étude I’HE de la région de Guelma enregistre une
densité supérieure aux normes (0.961), mais I'HET de la région de Blida répondre aux
normes. Le pH obtenu indique que I’huile de cette espéce est 1égérement acide (Tableau

XI11), ce paramétre peut nous aider a connaitre la qualité de nos produits.

Tableau XII: Caractéres physico-chimiques du™ Thymus vulgaris” de quelques régions

d'Algérie.

Caracteres physico-chimiques d"HE ""Thymus vulgaris™

Densité PH Régions Références

0,961 5,27 Guelma Présente étude

0,79 6 Msila Binate et Dikes(2018)
0,92 _ Blida BOKRETA (2020)
0,910-0,935 -- - AFNOR 1998

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont tres
riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions

géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études.
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L’hybridation facile de 1’espéce méne a une grande variabilité intra spécifique qui
affecte I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimiques (Abbas
et Guerriche, 2016 ; Bruneton, 1999). On remarque que la composition de HET est
différente au niveau national a cause de la diversité climatique due a la vaste superficie de
I'Algérie et aux conditions édaphiques. Au sein d’une méme espéce la composition chimique
de I’huile essentielle peut étre différente : on parle alors de races chimiques ou de
chémotypes. La composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce T. vulgaris en Algérie

et dans différentes régions du monde est indiquée dans le tableau XIII,

Tableau XIII : Composition chimique de I’huile essentielle de T. vulgaris dans différentes
régions

Composé principaux Origine Référence
Thymol (70 - 30%0) Algérie Binate et Dikes, 2018
p-cymeéne (20 - 15%) (Msila)

Carvacrol (15 - 3%)
y-terpinéne (10 - 5%)

Thymol (42,01%) Maroc Lakhdar, 2015
p-cymene (14,34%)
y-terpinéne (12,06 %)

carvacrol (5,07%)

Thymol (0,54%) Algérie BOKRETA Soumya,(202&)
p-cymeéne (0,67%) (Blida)

y-terpinéne (0,13%)

Carvacrol (86,25%)

Thymol (40,98%) Egypte Al sagga et al., 2018
p-cymene (15,32%)
y-terpinéne (12,01 %)

Thymol (0,23%) Algérie Présent étude
Carvacrol (83,8%) (Guelma)

p-cymene(8,15%)

y-terpinene (4,96%)
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L’espéce T. vulgaris est trés connue pour son polymorphisme chimique. En effet, elle est
représentée par au moins sept a huit chémotypes différents, définis en fonction du constituant
principal de son huile essentielle.

L’espéce T. vulgaris dans différentes régions d’Algérie et dans le monde selon notre

recherche est caractérisée par quatre principaux chémotypes a savoir :

- Thymol dans la région de Msila a fort teneur variant entre 30 % - 70 %, et dans les

autres pays : Maroc et Egypt. les teneurs varient entre 42,01%- 40,98%, Blida 0,54 et
Guelma avec une faible teneur de 0,23% (Figure 27).

Chémotype thymol
80
60
40
B Chémotype thymol
20
0.23 0.54
0
Msila Maroc Egypte Guelma Blida

Figure 26 : Teneur du chémotype thymol de T.vulgaris dans différentes régions
-y-terpinéne de I'HE de I'Egypte et du Maroc est leur teneur se rapproche de 12% (12,01 % et
12,06% respectivement), Msila (109%%) Guelma (4,96%0) et la faible teneur caractérise la

région de Blida (0,13%) (Figure28).

Chémotype y-terpinéne
15
10
. ] B Chémotype y-terpinene
-
0
Msila Maroc Egypte Guelma Blida

Figure 27 : Teneur chémotype y-terpinéne du T.vulgaris dans différentes regions
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ymeéne présente une forte teneur dans la wilaya de Msila (15-20%0) et de
Guelma(8,15%) ; et une faible teneur dans région de Blida (0,67%).

Chémotype p-cymeéne

B Chémotype p-cyméne

20
14.34 15.32
8.15
0.67

Egypte Guelma Blida

Msila Maroc

Figure 28 : Teneur chémotype p-cyméne du T.vulgaris dans différentes régions

-L’HE provenant de la région de Blida montre la plus forte teneur en carvacrol avec
(86,25%) puis la région de Guelma avec une teneur de 83,8%et enfin la région de Msila
(15%) ; *NB I’HET de I'Egypte ne contient pas ce composé a savoir le carvacrol.
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Figure 29 : Teneur du chémotype carvacrol du T.vulgaris dans différentes régions

Le lapin est un modéle essentiel en recherche scientifique, il convient relativement bien,
car il est phylogénétiquement plus proche de I'nomme de plus, sa manipulation est aisée, et sa
taille permet d'obtenir facilement des échantillons tissulaires sanguins et de produire des
antisérums (Dewre et Drion, 2006). Notre travail a été réalisé sur les organes provenant

d’une expérimentation animale sur 10 lapins males Oryctologue cuniculus
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La structure de la paroi intestinal, est constitué d’un épithélium de revétement
prismatique simple constitué de 4 types cellulaire : des entérocytes, des cellules caliciformes,
des cellules neuroendocrines, des cellules M (André et Poirier, 2003), et d’une lignée de

défense vis-a-vis des agressions potentielles de 1’environnement (Haton, 2005).

Responsable de la fonction d’absorption des nutriments (Brazier et al., 2002). La
présence d’un épithélium glandulaire qui comporte différents types de cellules et des glandes :
de nombreuses cellules indifférenciées en mitose, des cellules caliciformes jeunes, des
cellules de Paneth situées au fond des glandes de Brunner et Lieberkihn (Madara et Trier,
1987).

Nos résultats de I’examen microscopique des coupes histologiques réalisés au niveau
de parenchyme duodénal révélé : chez le lot témoin : une architecture histologique
reconnaissable du parenchyme duodénal constituée de 4 tuniques concentriques qui sont a
partir de la lumiére : une muqueuse intacte, une sous-muqueuse, une couche musculeuse
constituée d'une couche musculeuse circulaire interne et couche musculeuse longitudinale
externe et enfin une séreuse. Ces résultats sont compatibles avec ceux des auteurs Charlotte

Cordonnier(2015) qui ont montré la structure de la paroi intestinale du lapin.

Chez le lot supplémenté par HE "Thymus vulgaris® nous ne remarquons aucune
désorganisation tissulaire ou des lésions sur le parenchyme duodénal, Donc I'huile essentielle
de thym n'as pas induit un changement structural au niveau du parenchyme duodénal.
Cependant on a constaté que les glandes de Bruner sont plus développée ceci est
probablement due a une forte production de mucus pour neutraliser le chyme gastrique, et
augmentation de la hauteur de la villosité et de la profondeur de la crypte. Le thym contient
des nombreux flavonoides, des antioxydants et une bonne source des vitamines.il est
particulierement riche on vitamine A et C est un antioxydant, pour le maintien d'une peau
saines et de muqueuses et une résistance contre les maladies infectieuses SAADALLAH
Halima et al., (2020).

Nos resultats obtenus dans I'expérience actuelle un effet bénéfique sur la muqueuse intestinal

Les HEs sont legérement plus actives contre les bactéries gram positifs que gram
négatif. La membrane extérieure des Gram- est plus riche en lipopolysaccharides (LPS) et en
protéines que celle des Gram+ ce qui la rend plus hydrophile et ce qui empéche les terpenes

hydrophobes d’y adhérer.
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Néanmoins, certains composeés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol
et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux LPS
membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure
plus vulnérable (lazzouguen et Ouatah, 2012). Ceci explique nos résultats qui montrent que

I’HE étudiée est une huile riche en composeés phénoliques a savoir le carvacrol

Les HEs les plus étudiées pours leurs propriétés antibactériennes appartiennent aux
Labiées : origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont des plantes aromatiques a huile
essentielle riches en composés phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces
composés possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous les
composés phénoliques (Labiod et Aouadi, 2016).

D’apres Cheurfa et al. (2013) I’huile essentielle de Thymus vulgaris atteste d’une forte
activité antibactérienne vis-a-vis de cing bactéries pathogénes (Escherichia coli, Bacillus
cereus, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus) responsables

de gastroentérites.

Les tests d’inhibitions ont été réalisés par la méthode de diffusion des disques et les
résultats ont montré une forte activité antimicrobienne de 1’huile essentielle avec des
diametres variant de 10mm a 60 mm. Ceux-ci suggerent que I’utilisation de I’huile essentielle
de thym permettrait de mieux protéger I’homme contre les bactéries responsables de

gastroentérites.

Les grandes zones d’inhibition ont été constatées chez toutes les souches bacteriennes
testées avec I’He de T. vulgaris en comparaison avec I'ATB Streptomycine S (10ul).Les
diamétres des zones d’inhibition varient de 10 a 40mm, On a trouvé la plus faible DZI chez
Klebsiella pnemonia (10mm) et fla plus forte DZI chez Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus (40mm) donc les souches les plus sensible selon la DZI sont : Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus.

Les bactéries a Gram+ sont les souches les plus sensibles, notamment dans le cas de
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis ou les DZI sont de 40mm pour la dose 10pl.
Selon I’étude de OMS, (1999) ; Dorman et Deans, (2000) et Rahmouni, (2014) le thymol et
le carvacrol possédent une forte activité antibactérienne contre de nombreuses espéces

bactériennes.
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L'HE de Thymus vulgaris a été évalue contre diverses espéces fongiques comme indiqué
dans le tableau (X1V).Les souches fongiques, sont plus sensibles avec des DZI variante entre
58-60 mm/ 10ul d’HET. Levure (Candida Albicans) DZI 58 mm, les moisissures (Aspargillus

carbonarius et penicillium) DZI a 60 mm pour la dose 10ul .Selon Deschepper, 2017

Le thym présent une activité antifongique intéressante que ce soit contre les
dermatophytes, les moisissures alimentaires (notamment Aspergillus, dont il inhibée
développement mycélien et la production d’aflatoxines) et certains phytopathogénes.
L’activité antifongique est principalement due a la présence de thymol et de carvacrol, les
alcools terpéniques, les aldéhydes et les cétones y contribuent également. Sid ali et al., 2014
ont trouvé que I’huile de I’espéce T. vulgaris a donné une grande activité antifongique vis-a-

vis de différentes souches fongique

Il a été démontré que I’huile essentielle de Thymus vulgaris pouvait inhiber la
croissance d’un certain nombre de souches fongiques dont Candida albicans. Giordani et al,
(2004) Pina-Vaz et al,(2004). Plusieurs recherches ont révéelé que le thym posséde un effet
contre les champignons. En 2012 De Lira Mota et ses collaborateurs, (2012), ont montré que
I'huile essentielle de T. vulgaris est considérée comme un antifongique efficace solen Segvi¢
Klarié et al., 2007

IL est évident qu’il existe une relation entre la forte activité antifongique et la teneur
élevée de (thymol et carvacrol) ainsi que leurs précurseurs (p-cymene et y-terpinéne). Un
phénomeéne de synergie entre plusieurs composants de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris

pourrait aussi expliquer cette activité antifongique
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Conclusion

L'Algérie avec sa vaste superficie se caractérisé par un couvert végétal tres
diversifié et comprenant I'espéce "Thymus vulgaris" importante plante médicinale,

largement utilisée et trés répandue en Algérie et dans le monde.

Le travail que nous avons fait démontre les vertus thérapeutique et
antimicrobienne probable d'HE "Thymus vulgaris™ sur I'histologie duodénal de
I'intestin des lapins. Nous avons constaté qu'il n'y a aucun effet néfaste sur le
parenchyme duodénal des lapins males grace aux résultats qui présent un architecteur
sein et normale la paroi duodénale avec un développement observé au niveau des

glandes de Bruner et la villosité intestinal.

Le "Thymus vulgaris" Algérienne possede des propriétés organoleptiques et
physico-chimiques en accord avec ceux mentionnés par les normes AFNOR. Les
valeurs des paramétres obtenus indiquent que les HE "Thymus vulgaris "sont en

générale de bonne qualité.

Par ailleurs, la composition chimique d'HET de Guelma (présente étude) est
caractérise par forts teneurs en carvacrol et faible teneurs on composants
monoterpéenes, et d'autre part HET présent une activité antibactérienne et antifongique

importante, principalement I'activité antifongique.

On pourra donc utiliser comme agent antioxydante et conservateurs en industrie
alimentaire, agent antifongique pour protéger les récoltes, contre les microorganismes,

et comme un produit pharmaceutique ou comme supplément médical.

Notre étude reste a développé pour mieux comprendre les fonctions de cette HE

et leur effet sur la santé humain.
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