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RESUME

L’objectif assigné a ce travail consiste a valoriser I’essence aromatique d’une plante a
parfum, Thymus vulgaris L., en aromathérapie anti-infectieuse et/ou comme ingrédient actif dans la
prévention des pathologies inflammatoires topiques.

La composition chimique de I’huile essentielle (HE), déterminée par Chromatographie
Gazeuse-Spectrométrie de Masse, a révélé la présence de 13 constituants. Le composé majoritaire
est le carvacrol avec un taux de 83.8%, suivi par le p-cymene (8.15%) et y-terpinene (4.96%).

Le screening antifongique de I’'HE a été accompli par plusieurs méthodes sur différentes
souches mycéliennes (9 levures et 7 moisissures). En phase liquide, ’'HE a exhibé une activité
inhibitrice remarquable sur la croissance de toutes les souches étudiées avec des Diametres des
Zones d’Inhibition variant entre 53 et 85 mm. Cette huile est douée aussi d’un pouvoir fongicide a
forte dose car toutes les souches ont été inhibées. En phase vapeur, de meilleurs résultats ont été
obtenus notamment pour Candida tropicalis ou une inhibition totale a été notée a la plus faible
concentration. De plus, cette action inhibitrice est « dose-dépendante ». Une méthode quantitative,
dilution en milieu gélosé, a ¢été¢ explorée afin de déterminer les Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI). Toutes les souches levuriformes ont des CMI faibles, de I’ordre de 0.3 pL/mL,
excepté Rhodotorula sp. (0.15 uL/mL)

Sur le plan thérapeutique, le potentiel anti-inflammatoire topique de I’'HE a été exploré in
vivo. Par la méthode de ’cedéme a la I’huile de croton, le calcul du pourcentage de réduction de
I’cedéme a révélé que les lots traités avec I’HE, a différentes doses (2.5, 0.25 et 0.05 mg/mL), ont
présenté un taux élevé (65%-73%), statistiquement identique (p>0.05) a celui du contrdle positif.
Cette activité a été aussi confirmée, a 1’échelle cellulaire, par une étude anatomo-pathologique.

En somme, les résultats obtenus laissent entrevoir des perspectives d’application
pharmaceutiques de 1’essence du thym commun dans la prévention-traitement des infections
fongiques et des pathologies inflammatoires locales.

Mots-clés: Antifongique naturel ; Anti-inflammatoire topique ; Carvacrol ; Huile essentielle ;
Thymus vulgaris.



ABSTRACT

The aim of this study was to enhance the essential oil of an aromatic and medicinal plant,
Thymus vulgaris, as antimicrobial agent in aromatherapy and/or as an active ingredient in the
prevention or management of topical inflammatory diseases.

The chemical composition of Thymus vulgaris essential oil (TVEO) was determined by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry and revealed the presence of 13 compounds. Carvacrol was
found to be the major component (83.8%), followed by p-cymene (8.15%) and y-terpinene (4.96%).

Antifungal screening of TVEO was assessed by several methods against various fungal
strains (9 yeasts and 7 molds). In the liquid phase, TVEO exhibited a potent inhibitory effect against
all the fungal strains with Diameter of Inhibitory Zones (DIZ) varying between 53 to 85 mm. With
the highest dose, TVEO was illustrated by a fungicidal power against all mycelial strains. In the
vapor phase, better results were obtained in particular with the strains of Candida tropicalis where
complete inhibition was observed at the highest concentration. Else, this inhibitory effect of TVEO
was "dose-dependent." The Minimum Inhibitory Concentrations of yeast were determined by agar
dilution method and revealed that MIC varied from 0.3 to 0.15 pL/mL for yeast strains.

Topical anti-inflammatory potential of TVEO was also explored in vivo by the test of croton
oil-induced ear edema. TVEO exhibited a potent anti-inflammatory effect at all doses (2.5, 0.25 and
0.05 mg/mL) which were statistically similar to the positive control. This activity was also
confirmed at the cellular level by a histopathology analysis.

Finally, our results suggest the potential application of TVEO in the prevention-management

of fungal infections and topical inflammatory illnesses.

Keywords: Natural Antifungal; Topical Anti-Inflammatory; Carvacrol; Essential Oil; Thymus
vulgaris.
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INTRODUCTION

On recherche depuis de nombreuses années, dans 1’industrie pharmaceutique, des substances
permettant de traiter les infections microbiennes et les pathologies inflammatoires. Il demeure
intéressant de disposer de nouveaux produits a visée thérapeutique, notamment pour des affections
modérées de ce type. Cependant et face au probléme soulevé depuis plusieurs années par la résistance
des microbes aux antifongiques ou encore les effets indésirables des anti-inflammatoires
conventionnelles, la seule alternative fiable a 1’'usage de ces médicaments synthétiques semble étre
celle des molécules naturelles bioactives, a I’exemple des huiles essentielles (HE). Connue de fagon
empirique depuis des siecles, leur efficacité anti-infectieuse et thérapeutique a été scientifiquement
démontrée in vitro et in vivo (Inouye et Abe, 2007 ; Goetz et Ghedira, 2012 ; Souza et al., 2014).

De plus, I’étude de ces HE est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté et les
développements exponentiels de domaines tels que la pharmacognosie et la microbiologie. Cela tient
principalement au fait que le régne végétal est une source présumée inépuisable d’'une immense
variété de médicaments potentiels, tout en étant accessible, y compris dans les pays en voie de
développement. De nombreux travaux, essentiellement de laboratoire, sont venus renforcer les
résultats des bienfaits thérapeutique des HE et expliquer les modes d’actions de certains de leurs
composants (De Billerbeck, 2007 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013). Depuis, 1’utilisation des
HE s’est développée jusqu’a devenir, depuis plus d’une vingtaine d’années, une sérieuse alternative a

la médication de synthése.

De nombreux végétaux sont connus pour leur activité thérapeutique, c’est le cas en particulier
du thym commun (Thymus vulgaris L.) (Stahl-Biskup et Saez, 2003). De nombreuses études traitent
de ’activité antimicrobienne de 1’essence aromatique de cette plante a parfum, qu’elles soient citées
dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de microbiologie ou encore présentées lors des
congrés d’aromathérapie scientifique. Utilisée pour ses vertus médicinales, notamment antitussives et
expectorantes, 1’essence de cette plante n’en a pas moins des propriétés antispasmodiques,
vasodilatatrices (en application externe), tonique (et neurotonique psychique), astringentes, immuno-
stimulante et vermifuges (Stahl-Biskup et Saez, 2003 ; Giordani et al., 2004 ; Goetz et Ghedira,
2012 ; Fachini-Queiroz et al., 2012 ; Pinto et al., 2013).

Bien que les vertus thérapeutiques de I’essence de cette plante aromatique et médicinale
(PAM) aient été cataloguées, trés peu sont les préparations pharmaceutiques qui ont été
commercialisées de nos jours (Goetz et Ghedira, 2012). Dans le contexte socio-économique des
pays en voie de développement comme 1’Algérie, 1’étude des PAM en général et des thyms odorants,
en particulier, peut aboutir a I’obtention de réponses thérapeutiques adéquates et de faibles prix,

joignant a une efficacité scientifique prouvée et une acceptabilité culturelle optimale.
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Thymus vulgaris est une plante largement répandue en Algérie, utilisée dans le traitement de
certaines infections ou pathologies hivernales, en raison de ces multiples bienfaits thérapeutiques
(Cheurfa et al., 2013 ; Sidali et al., 2014). C’est dans le sillage de disposer d’un nouveau produit
naturel, exhibant une activité¢ anti-inflammatoire et/ou antifongique et pouvant ne pas présenter
d’effets secondaires notables, que s’est inscrite cette é¢tude. Ce dernier travail fait apparaitre des
molécules « aromatiques bioactives » issues d'un plante a parfum, Thymus vulgaris, référencée par la

médecine traditionnelle et supposant ainsi des activités biologique et pharmacologique intéressantes.

De ce fait, I’objectif assigné a notre travail consiste a asseoir, in vitro, le pouvoir antifongique
de la fraction aromatique du thym vulgaire en utilisant plusieurs méthodes qualitative
(aromatogramme et microatmosphere) et quantitative (détermination des Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI)). De plus et pour valider les propriétés curatives de cette fraction aromatique,
I’activité anti-inflammatoire a été explorée, in vivo, via le test de ’cedéme des oreilles induit par
I’huile de croton. En outre, la composition chimique de I’essence a ¢été déterminée, par
Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CG-SM), afin d’établir le

profil chromatographique et le chémotype de 1’essence de cet plante a parfum.
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1.1. Condensé historique

Présent sur l'ensemble du bassin méditerranéen, le thym commun (Thymus vulgaris) a été
utilisé depuis la trés haute Antiquité. L’origine « Thymus » vient du grec thumon qui signifie
« parfum », di a l'odeur agréable que dégage la plante naturellement ou lorsqu'on la fait briler. Les
Romains l'appelaient sepyllum. Ils en diffusérent 1'usage en Europe, via la fabrication de nombreux
cosmétiques (eau de toilette, baume censé retarder le vieillissement) et ils s'en servaient aussi pour
purifier leurs pi¢ces d'habitation et pour "donner du parfum aux fromages et liqueurs".
Les Egyptiens de la haute Antiquité utilisaient le thym pour I’embaumement des morts. Les Grecs le
briilaient comme offrande aux dieux dans les temples ou sur les places publiques. On pensait a cette
époque que cette plante était source de courage. Ils en parfumaient leurs plats et ’utilisaient dans leur

bain pour ses propriétés stimulantes (Goetz et Ghedira, 2012).

C'est surtout a partir du Moyen Age que ses vertus médicinales commencent a étre reconnues,
notamment pour lutter contre les épidémies, principalement de 1épre ou de peste. Le thym est déja
cité comme médicament par d’éminents savants de I’époque (Galien, Aetius, Dioscoride et Pline). On
le retrouve avec certitude chez Albertus Magnus, Sainte Hildegarde de Bingen et Trotula, qui
célébrait ses vertus en particulier comme remede contre la coqueluche. A partir du XVlIe siécle, il est
signalé dans les traités de médecine pour guérir une large variété d'affections. Il faudra attendre le
XIXe siecle toutefois pour que ses composants actifs soient répertoriés ; le thym servant au siecle

précédent surtout a des fins aromatiques (Stahl-Biskup et Saez, 2003).

De nos jours, l'huile essentielle (HE) de thym et le thymol, un de ses composants, sont
couramment utilisés pour la confection de savons et de cosmétiques divers. En Amérique du Nord,
I’une des marques les plus populaires de rince-bouche (Listerine®) contient du thymol comme
ingrédient principal. Il entre aussi dans la composition de quelques dentifrices. En Europe, le thym
compte encore parmi les plantes les plus fréquemment recommandées contre latoux et

l'inflammation des voies respiratoires (Basch et al., 2004 ; Fabio et al., 2007).

1.2. Description botanique

Thym vulgaris est une plante odorante de la famille des Lamiacées qui comporte plus de
300 especes. Plante aromatique originaire du bassin méditerranéen, 7. vulgaris se présente sous la
forme d'un sous-arbrisseau, de 10-30 cm, d'un vert blanchatre ou grisatre, de type vivace et touffu, a
tiges quadrangulaires et ligneuses et a feuilles sessiles (Figure 1.1). Ces dernicres sont assez petites,
de forme lancéolée et de couleur gris-vert. Sa fleur est petite, de 4 a 6 millimetres, et se regroupe en
épis foliacés visible, de juin a octobre, avec une teinte rosacée. La floraison a lieu de mai a juillet
(Stahl-Biskup et Saez, 2003 ; Basch et al., 2004 ; Goetz et Ghedira, 2012).



Chapitre 1 : Monographie de la Plante Etudiée = Thymus vulgaris 4

Fleurs en épis
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Figure 1.1. Illustration de 1’aspect morphologique du thym commun (7hymus vulgaris L.)

(images.google.fr)
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Champs de culture du Thym
(original, 2015)
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1.3. Place dans la systématique

Le thym commun appartient a la famille des Lamiacées. C’est I’une des familles botaniques
les plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et
antibactérien. Elle regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et 6500 especes (Basch et al.,
2004 ). Thymus est I’'un des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d’especes
chez la famille Labiatae, bien que le nombre d’espece de ce genre change selon le point de vue
taxonomique (Goetz et Ghedira, 2012).

La systématique de Thymus vulgaris (Tableau 1.1) se référe a la classification botanique
antérieure (Goetz et Ghedira, 2012).

Tableau 1.1. Classification botanique du Thymus vulgaris (Goetz et Ghedira, 2012).

Régne  Plantes
Sous régne  Plantes vasculaires
Embranchement  Spermaphytes
Sous embranchement  Angiospermes
Classe  Dicotylédones
Sous classe ~ Dialypétales
Ordre  Labiales
Famille = Lamiacées
Genre  Thymus
Espéce  Thymus vulgaris L.

1.4. Dénominations internationales
Plusieurs dénominations et synonymes ont été attribués au thym des jardins (Goetz et

Ghedira, 2012 ; Braun et Cohen, 2015). Nous citerons quelques exemples :

- Frangais : thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, barigoule, thym commun.

- Anglais: common thyme, garden thyme, culinary thyme, french thyme.

- Espagnol: farigola, tem, timd, tomillo comun.

- Portugais: timo, tomilho, tomilho-vulgar.

- Italien: timo, timo maggiore, sermollino.

- Arabe: saatar, Zaatar, sic 3\

1.5. Etymologie

Le terme « thym » est apparu dans la langue francaise au XIII°™ siécle, d'abord sous la forme
de « tym ». Selon certaines sources, il est dérivé du latin thymus, qui I'a emprunté au grec thumos,
signifiant, de fagon quelque peu obscure, « grosseur ou loupe » (par référence a la glande, le thymus).
D'autres pensent plutét que le mot vient du grec thymos ou thyein, qui signifie « fumée », par allusion
au fait qu'il était jadis brilé comme encens et qu'on lui attribuait alors le pouvoir d'¢éloigner les

créatures venimeuses ; ou encore de thio qui signifie « je parfume ».
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D'autres, enfin, font dériver le mot du grec thumus, qui signifie « courage », car la plante étant
jadis considérée comme revigorante. On prétend aussi que ses origines viendraient tout d’abord de
I’Egypte ancienne (Basch ef al., 2004 ; Goetz et Ghedira, 2012).

1.6. Habitat et répartition géographique

Le thym commun est originaire des pays méditerranéens et balkaniques et du Caucase; on le
cultive maintenant dans de nombreuses régions subtropicales. On le trouve surtout sur les sols
calcaires (basiques) secs : guarrigues, bordures de haies ou de fossés, pourtour de vignes, zones
paturées par les chevres et les moutons qui ne 'apprécient guére et ainsi, indirectement, assurent son
extension en taches monospécifiques. Comme le thym commun s'adapte a de nombreux climats et
sols et qu'il posséde un arome agréable, on le cultive dans le monde entier comme aromate. Au nord
des Alpes, il ne résiste pas a l'hiver. Les especes adaptées aux climats rudes sont le thym d'hiver, le
thym de montagne et le serpolet (Ezz et al., 2009 ; Goetz et Ghedira, 2012).

- Dans le monde
Il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre 1’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la
méditerranée. C’est une plante trés répandue dans le Nord-Ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye) (Figure 1.2). Elle pousse également 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 (Stahl-Biskup et Saez, 2003).

Figure 1.2. Répartition du Thym dans le monde (Stahl-Biskup, 1991).

- En Algérie
Le genre Thymus inclut environ 300 especes a travers le monde dont 12 localisées en Algérie
et 9 d’entre elles sont endémiques. Ces especes sont réparties du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et

du Constantinois a I’Oranais (Quezel et Santa, 1963).
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1.7. Culture et période de récolte

Le thym des jardins pousse bien sur des endroits naturels, sur sols légers et calcaires, mais il
prospere tout aussi bien sur sols fertiles argileux mais non détrempés. Il nécessite des endroits bien
ensoleillés et supporte relativement bien la sécheresse. C’est d’ailleurs sur sols pauvres (maquis,
rocaille de garrigue) que se développe le mieux son ardme. Dans les endroits de fortes gelées, une
protection est recommandée durant I’hiver. Sa multiplication se fait par semis superficiel
(germination a la lumiére), réalisé mi-avril ou plus rarement en aofit, en rangées écartées d’environ

20 a 30 cm, de préférence sur sol 1éger et sablonneux (Stahl-Biskup et Saez, 2003 ; Ezz, 2009).

Deux récoltes peuvent étre entreprises, une en fin mai, début juin au commencement de la période de
floraison, l'autre en septembre. Il est préférable de réaliser la cueillette apres la rosée du petit matin et
avant les heures les plus chaudes ; ou la plante aura évacué¢ le maximum d’humidité et n’aura pas
¢vaporé son HE. On peut constater, que pour une récolte dans un champ, l'utilisation d'une fauche
mécanique est avantageuse. Le temps consacré a la cueillette est ici amortie par du matériel adéquat
(Basch et al., 2004).

1.8. Composition et Principes actifs

En pharmacopée, il s'agit exclusivement de I’utilisation des parties aériennes du thym et,
surtout, de la feuille et de la fleur, qui sont alors séchées. Les composants du thym sont assez
nombreux, en particulier dans ses HE : thymol, un anti-infectieux puissant ; géraniol, antifongique et
antiviral (pour la peau) ; linalool, antifongique (pour les affections de type candidose) et vermifuge.
Les HE contiennent différents composants, et en particulier le p-cyméne (antalgique) (Clarke, 2009).
Le thym contient encore des flavonoides (apigénol et lutéolol). Ces derniers ont aussi des propriétés
anti-inflammatoires et anti-oxydantes. Le thym frais est aussi une source importante de vitamine C, et
le thym séché de calcium, de mangan¢se et de vitamine K (Guillen et Manzanos, 1998 ; Stahl-
Biskup et Saez, 2003 ; Clarke, 2009).

1.9. Bienfaits et vertus thérapeutiques de la plante

1.9.1. Utilisation interne

La plante soulage un large panel de pathologies respiratoires : calme les quintes de toux,
notamment dans les affections de type coqueluche, bronchite, pleurésie, ainsi que d'autres de la
sphére pulmonaire (emphyseme) par son effet spasmolytique. Elle participe a diminuer les sécrétions
nasales ou rhinorrhées. Le thym est aussi d’'une bonne aide pour les asthmatiques car il permet de
dégager plus facilement les voies respiratoires. C’est d’ailleurs un bon stimulant pour les bronches
(Pinn, 2001 ; Basch, 2004 ; Peter, 2006).

Antiseptique et antifongique réputé, le thym commun soulage les inflammations de la sphere bucco-
pharyngée, caries, soins dentaires divers, sous forme de bains de bouche. L’efficacité antibactérienne
du thym a été prouvée dans la lutte contre Helicobacter pylori, une bactérie souvent liée aux ulcéres
de I’estomac (Esmaeili ez al., 2012). Le thym a longtemps été prescrit aux enfants comme puissant

vermifuge afin d'éliminer les parasites.
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De plus, ses vertus spasmolytiques sont salutaires dans le soulagement des déréglements
intestinaux tels que diarrhée, ballonnements, flatulences, colopathies diverses. L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) reconnait I’usage du thym "contre les dyspepsies (digestion difficile) et
autres désordres gastro-intestinaux". Le Thym est aussi treés utile dans le traitement des gastro-

entérites sous forme d’infusions (Babaei et al., 2008 ; Direkvand-Moghadam et Khosravi, 2012).

1.9.2. Utilisation 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'herpes et,
globalement, d'un large panel d'affections cutanées allant jusqu'au zona (Dursun et al., 2003).
L'OMS reconnait ses propriétés antiseptiques et cicatrisantes sur les plaies superficielles de la peau et
contre les irritations de la bouche (inflammation des amygdales, laryngite) (Goetz, 2004 ; Rhind et
Pirie, 2012). Certaines variétés de thym, dont le thym a p-cymeéne, sont utilisées afin de soulager les

affections ostéo-articulaires telles que les rhumatismes ou I'arthrose (Stahl-Biskup et Saez, 2003).

1.9.3. Recherches cliniques

Certaines propriétés pharmacologiques du Thymus vulgaris et de ses différents extraits, en
particulier I’HE, ont été largement étudiées et validées. En plus de leurs nombreuses utilisations
traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouvé de nombreuses applications industrielles (comme
additifs alimentaires) et médicinales (Braun et Cohen, 2015). Les recherches actuelles réalisées sur
les effets des extraits aromatiques de cette plante sur différents systémes, in vitro et in vivo, ont
ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine, la pharmacie et 1’industrie moderne,

parmi les quelles nous citerons les plus importants :

= Bronchite : Au cours d’une étude ouverte (les participants savaient ce qu’ils prenaient), plus
de 7 000 patients souffrant de bronchite aigiie ont testé un sirop (Bronchipret®) composé¢ d’extraits
de thym (7. vulgaris) et de racine de primevere officinale (Primulae radix). Celui-ci s’est montré au
moins aussi efficace que la N-acétylcystéine et que I’ambroxol, deux médicaments qui fluidifient les
sécrétions bronchiques (Ernst er al., 1997). 11 a aussi entrainé moins d’effets indésirables. Trois
essais plus récents ont confirmé 1’efficacit¢ de la combinaison thym-primeveére pour réduire
modérément la durée et 'intensit¢ des symptomes de la bronchite (Gruenwald et al., 2004 ;
Gruenwald et al., 2005 ; Kemmerich, 2006).

Deux essais cliniques ont indiqué que les sirops Bronchipret Saft® et Weleda Hustenelixier®
¢taient efficaces pour soulager la toux (Buechi et Vogelin, 2005 ; Kemmerich, 2005). Fabriqués en
Allemagne, ils sont composés d’un extrait de thym et d’un extrait de feuilles de lierre grimpant
(Hedera helix). Par ailleurs, ’efficacité et I’innocuité du produit Bronchipret (en traitement de
10 jours) ont été confirmées par une étude de pharmacovigilance menée aupreés d’un millier d’enfants
et d’adolescents (Marzian, 2007). En aromathérapie, I’essence de 7. vulgaris a de nombreux usages,

dont la prévention et le traitement des infections respiratoires (Baudoux, 2001).
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= Plaque dentaire : Les seules études cliniques dont on dispose pour évaluer l'efficacité
du thym en matieére d'hygiene buccale viennent des nombreux essais cliniques menés sur un rince-
bouche populaire (Listerine®). Ce rince-bouche renferme de l'eucalyptol (extrait de 1’eucalyptus) et
du thymol (extrait du thym) (Fine et al., 2000 ; Pan et al., 2000). L'efficacité de ce produit pour
combattre la plaque dentaire et les bactéries qui causent la carie et la gingivite serait attribuable,

notamment, a l'action du thymol (Shapiro et Guggenheim, 2000).

= Anxiété : L’un des constituants du thym, le carvacrol, pourrait avoir des effets relaxants sur
les personnes atteintes d’anxiét¢ (Komaki et al, 2015). Une étude récente (Melo et al., 2010)
effectuée sur des animaux a démontré les propriétés anxiolytiques de ce composé. Il provoquerait
I’activation des récepteurs GABA (Mohammadi ez al., 2001), des sites de reconnaissances de
I’organisme qui inhibent le systéme nerveux. Ce sont ces mémes récepteurs qui sont notamment les

cibles des benzodiazépines (des médicaments anxiolytiques) et de 1’alcool.

= Désintoxication : Une étude a été réalisée sur des souris de laboratoire pour constater 1'effet
thérapeutique des extraits aqueux de thym (Thymus vulgaris) et de gingembre (Zingiber officinalis)
sur le foie endommagé par 1'abus d'alcool. Les résultats de cette enquéte ont révélé que les extraits de
thym et de gingembre exercent des effets antioxydants et ont le pouvoir de désintoxiquer le foie. Les
naturopathes prescrivent souvent une tisane de thym aux patients qui subissent une chimiothérapie
dans le but de protéger le foie contre l'effet agressif des médicaments (action hépato-protecteur du
thym) (Shati et Elsaid, 2009).

1.10. Précautions d'emploi et effets secondaires

Les effets indésirables du thym commun sont trés rares: allergie de la peau, réaction
d'hypersensibilité¢, nausées ou douleurs abdominales. A titre de précaution, l'usage du thym est
déconseillé chez les femmes enceintes, celles qui allaitent et les enfants de moins de quatre ans.
Les personnes sous traitement anticoagulant devront veiller & avoir une consommation relativement
faible de thym, afin de limiter les apports de la vitamine K présente dans cette plante et qui participe

au processus de coagulation du sang (Martinez-Gonzalez et al., 2007).

1.11. Huile essentielle de Thymus vulgaris

1.11.1. Production et composition

L’obtention de ’'HE de thym vulgaire se fait a partir de la distillation de ses sommités
fleuries et de ses tiges fleuries. L essence aromatique est habituellement incolore. Son odeur est assez

chaude et puissante, mélant des flagrances épicées et herbacées (Badi et al., 2004).

La teneur en HE de la plante varie de 5 & 25 ml/Kg et sa composition fluctue selon le chémotype
considéré. Les feuilles de thym contiennent 0,5 a 2,5 % d'HE dont la composition varie beaucoup
selon la zone de culture, la variété (cultivar) et surtout les conditions climatiques (chaud, froid, sec ou
humide). Ce sont les variétés chémotypes. On distingue 7 races chimiques ou chémotypes de thym:

thymol, carvacrol, linalool, thuyanol, a-terpinéol, géraniol et p-cymene (Keefover-Ring et al., 2009).
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1.11.2. Notion de chémotypes

Différents facteurs tels que l'ensoleillement, l'altitude, la nature et la composition du sol,
peuvent influer sur la biosynthése végétale. Ainsi, les composés aromatiques ne sont pas immuables
pour une méme plante. Afin de différencier dans une méme espéce cette variation chimique, on
utilise le terme de chémotype ou race chimique.

Cette notion de chémotype est devenue essentielle et fondamentale en aromathérapie car les
indications thérapeutiques qui découlent de ces divers éléments chimiques peuvent étre tres
différentes (Pibiri, 2006).

Parmi les HE distillée du thym vulgaire, 4 ressortent du lot:
- L'HE a thymol (Figure 1.3) est reputée pour ses propriétés antibactérienne et antifongique. Elle est
trés souvent citée pour le traitement des mycoses et des parasites cutanés. Dermocaustique, cette

huile doit étre impérativement diluée avant d'étre appliquée sur la peau.

- L'HE a thuyanol, naturellement riche en thuyanol (20 a 45 % selon les provenances), est réputée
étre bactéricide, virucide puissante, immunostimulante, stimulante hépatocytaire, neurotonique,
hormon-like et aide a réguler le taux de sucre dans le sang. Elle est particuliérement indiquée pour le
traitement des problémes de foie, d'intoxication alimentaire ainsi que des problémes de la sphere
bucco-dentaire et de la sphére ORL. Contrairement a 1'huile a thymol, cette essence est non agressive

et peut étre utilisée pure voie externe. Elle est la plus chere aussi.

-L'HE a linalool (65-85%) a des propriétés proches de celle a thymol. Elle est en effet un
antiseptique général puissant. Son intérét réside dans le fait qu'elle posséde des propriétés
supplémentaires : elle est reconnue étre vermifuge, neurotonique et utérotonique. Son parfum est plus

doux et plus fleuri que les deux autres HE.

- L'HE a géraniol (11-26% de géraniol et 14-40% d’acétate de géranyle) a des propriétés proches du
géranium (Pelargonium asperum) ou de citronnelle (Cymbopogon martinii). Outre ses propriétés
antimicrobienne et antivirale, cette essence est fluidifiante et expectorante. C'est aussi un

utérotonique, neurotonique et cardiotonique (Stewart, 2005 ; Baudoux et Zhiri, 2009).



Chapitre 1 : Monographie de la Plante Etudiée = Thymus vulgaris 12

E : :
‘ : j F
|.|.|l||iJ| JI" |! i |i|||! ‘l‘l l' |||||.I||1|.IL
Thymus vulgaris Thymus vulgaris Thymus vulgaris
(chémotype 1) Linalool (chémotype 2) Géraniol (chémotype 3) Thuyanol

Figure 1.3. Exemple de chromatogrammes montrant trois chémotypes différents de 1’essence du
thym commun. (Pibiri, 2006)

1.11.3. Bienfaits thérapeutiques de I’huile essentielle

L’HE du thym vulgaire a des propriétés antispasmodiques, vasodilatatrices (en application
externe), anti-infectieuses, antimicrobiennes, antivirales, fongicides, parasiticides, antiseptiques,
fortifiantes, antalgiques, et régulatrices de 1’appétit (Rota et al., 2008 ; Nikoli¢ ef al., 2014). Elle est
aussi expectorante, astringente, antitussive, vermifuge, tonique (et neurotonique psychique),

immuno-stimulante et ré-équilibrante (Vigo et al., 2004).

Plus généralement, I’huile est bénéfique lors de coup de froid et d’infections respiratoires (bronchite,
otite, rhinite, grippe, sinusite, thume), mais aussi lors de faiblesse des poumons ou de I’estomac,
d’asthme, de tuberculose, d’infection urinaire, de candidose, de fatigue nerveuse, d’obésité, de
déprime et de dépression, de vers intestinaux et d’anémie. Véritable battante contre les champignons
et les infections, I'HE de thym a thymol lutte de manicre efficace contre les maladies infectieuses
comme l'herpes ou les aphtes. Ses propriétés antifongiques stoppent la propagation des champignons
et aide a la cicatrisation (Stahl-Biskup et Saez, 2003 ; Basch e al., 2004 ; Goetz et Ghedira, 2012 ;
Braun et Cohen, 2015).

1.11.4. Contre-indications de I’huile essentielle

L’utilisation de 1’essence aromatique du thym commun est déconseillée pendant toute la
période de la grossesse et durant 1’allaitement. Elle est aussi proscrite chez les personnes
épileptiques. En outre, elle peut provoquer des irritations cutanées ou des allergies ; il est donc
nécessaire de vérifier la tolérance a cette huile en 1’appliquant en faible dose (Goetz et Ghedira,
2012).
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Notre ¢étude s’est €talée sur une période de 6 mois (Mars-Aout 2015). Les différentes
expérimentations ont été effectuées au niveau des structures suivantes :

» Laboratoire Mycologie de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA) pour 1’étude de I’activité antifongique
de I’huile essentielle (HE) du thym commun in vitro.

» Service de Pharmaco-toxicologie du Laboratoire National de Controle des Produits
Pharmaceutiques (LNCPP) d’Alger, dans le but d’asseoir le pouvoir anti-inflammatoire de
I’huile in vivo.

» Laboratoire d’Anatomo-Pathologie du Service Vétérinaire de I'IPA (Annexe d’El Hamma,
Alger) ou I’¢tude histopathologique a été effectuée sur les oreilles des souris.

» Centre de Recherche en Analyses Physico-chimiques (CRAPC) d’Alger afin de déterminer la

composition chimique de I’HE et son profil chromatographique.

2.1. Huile essentielle

L’huile essentielle du thym commun (7Thymus vulgaris) a été fournie par la société
« Ziphee.Bio » spécialisée dans la production des HE et des engrais biologiques, sise a Lakhdaria
(Bouira). L’HE a été extraite a partir de la parie aérienne fraiche de la plante (feuilles et tiges) durant
la période de floraison (juin 2013). Le matériel végétal provient des montagnes de Bouira. Le
procédé d’extraction utilisé est I’entrainement a la vapeur d’eau conduit a échelle industrielle. Aussi,
I’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été¢ additionnée ou mélangée a aucun solvant
organique durant la phase de production. Elle a été conservée dans des flacons stériles teintés a 4°C
et a ’abri de I’air et de la lumiere, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels

phénomeénes d’oxydation ou de contamination.

2.2. Matériel animal

Les différentes analyses pharmacologiques ont été effectuées sur des souris de souche NMRI
(Naval Medical Research Institute) provenant de ’animalerie du LNCPP d’Alger. Au total, une
centaine de souris, de sexe male et avec un poids moyen de 20 g, ont été utilisées. Ces animaux ont
¢té stabulés dans des cages en plastique a une température ambiante et un éclairage de 12 heures par
jour, avec un régime alimentaire de granulés d’origine ONAB et de 1’eau de manicre ad-libitum.

L’expérience a porté sur des souris saines et adultes.

2.3. Milieux de cultures et agents chimiques

Lors du screening antimicrobien, nous avons utilis¢ des milieux de culture solides, en
I’occurrence la gélose Sabouraud-Chloramphénicol (SAB) pour les levures et moisissures. Tous ces
milieux de culture proviennent de I’'IPA d’Alger.

Et afin de mener une étude comparative du pouvoir antifongique de la fraction aromatique du
thym commun avec des produits de références, nous avons utilis¢ une solution antiseptique

d’Hexomédine a 0.1% (Biopharm, Alger) comme controle positif.
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L’huile de croton, le diméthyl sulfoxyde (DMSO), I’éther éthylique, 1’éthanol, 1’acétone et la
pyridine ont été utilisés pour I’induction de I’inflammation topique au niveau des oreilles des souris.

Ces produits proviennent de la société Sigma-Aldrich (Allemagne).

2.4. Souches microbiennes

L’activité antifongique de I’essence aromatique du thym commun a été évaluée sur 7
champignons filamenteux (moisissures) et 9 levures (Tableau 2.1). Ces souches ont été identifiées au
niveau du service Mycologie de D’Institut Pasteur d’Alger. L’identification des champignons est
principalement réalisée par examens macro et microscopique. Les souches fongiques ont été choisies,
dans cette étude, sur la base de leur implication fréquente dans les infections humaines (infections
cutanées, auriculaires, unguéales, vaginales et nasales). Elles ont été conservées et maintenues en vie,

par des repiquages continus, sur des milieux de culture adéquats.

Tableau 2.1 : Souches fongiques utilisées dans le screening antimicrobien.

Souches levurifomes Souches mycéliennes
Candida albicans Aspergillus niger
Candida tropicalis (Ct 1) Aspergillus flavus (Af 1)
Candida tropicalis (Ct 2) Aspergillus flavus (Af 2)
Candida tropicalis (Ct 3) Aspergillus fumigatus
Candida parapsilosis (Cpl) Rhizopus sp.

Candida parapsilosis (Cp 2) Fusarium sp.
Trichosporon sp. Penicillium sp.

Saccharomyces cerevisiae

Rhodotorula sp.

2.5. Etude analytique de I’huile essentielle

2.5.1. Propriétés organoleptiques :
En concertation avec d’autres personnes, les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect,

couleur et odeur) de I’essence du thym vulgaire ont été notées.
2.5.2. Analyses chromatographiques de I’huile essentielle

e Conditions opératoires :

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un Chromatographe en Phase
Gazeuse, a régulation électronique de pression, de type Hewlett Packard (série HP 6890, Palo Alto,
Californie, USA), équipé d'une colonne capillaire HP-5 (30 m x 0.25 mm) avec une épaisseur de film
de 0.25 um, d'un détecteur FID régl¢ a 280 °C et alimenté par I’Hélium et un injecteur split-
splitless réglé a 250 °C. Le mode d'injection est split. Le gaz utilisé est 1'azote avec un débit de
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1.7 mL.min"". La température de la colonne est programmée de 45 a 240 °C a raison d'une montée de
2 °C.min™". L'appareil est piloté par un systéme informatique de type « HP Chem Station », gérant le

fonctionnement de 1'appareil et permettant de suivre 1'évolution des analyses chromatographiques.

L'identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs Indices de Rétention (IR).
Cette derniére est réalisée sur un Chromatographe en Phase Gazeuse de type Hewlett-Packard (série
HP 6890) couplé avec un Spectrometre de Masse (série HP 5973). La fragmentation est effectuée par
impact électronique sous un champ de 70eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS
(30 m x 0.25 mm), I'épaisseur du film est de 0.25 pum. La température de la colonne est programmeée
de 45 4 240 °C a raison de 2 °C.min™". Le gaz vecteur est I'hélium dont le débit est fixé 4 1.2 mL.min"

' Le mode d'injection est split (rapport de fuite : 1/70).

L'appareil est reli¢ a un systéeme informatique gérant une bibliothéque de spectre de masse
(Wiley7, NIST 2002). L'identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs spectres
de masse (CG-SM) respectifs avec les spectres de la bibliothéque et de la bibliographie (Adams,
2007) et sur la base de calcul des IR. L’IR d’un composé A est indépendant du débit, de la longueur
de la colonne et de la quantité injectée. Il dépend de la phase stationnaire et de la température. Les

IR sont calculés selon la formule suivante :

IR = 100n + TRe—TRn 100
~ T TR+ 1) = TR0~

n : Nombre d’atomes de carbone de 1’alcane élué avant le composé ;
TR ¢ : Temps de rétention du composé ;
TR n: Temps de rétention de I’alcane a n atomes de carbone élué avant le composé ;

TR (n+1) : Temps de rétention de I’alcane a n+1 atomes de carbone élué aprés le composé.

2.6. Evaluation de P’activité antifongique in vitro

L’évaluation des propriétés antifongiques consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des
germes soumis & I’HE du thym commun. Dans un premier temps, Deux méthodes qualitatives et
complémentaires (aromatogramme et microatmosphere) ont €été examinées dans ce screening
antimicrobien afin de sélectionner les souches les plus sensibles a 1’action inhibitrice de I’HE. Une
seule méthode quantitative (méthode de dilution en milieu gélos¢€) a été¢ abordée sur les souches
sensibles sélectionnées afin de déterminer les CMI.

2.6.1. Technique de ’aromatogramme (diffusion en milieu solide)

Cette méthode, utilisée par certains auteurs (Tyagi et Malik, 2011), est la technique que nous
avons utilisée pour évaluer, dans un premier temps, I’activité antifongique de I’HE. Cette méthode
repose sur le pouvoir migratoire des HE sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite Pétri. Elle nous
permet de mettre en €vidence 1’effet antifongique de I’HE et en déduire ainsi la résistance ou la
sensibilité¢ de ces champignons vis-a-vis de I’extrait aromatique. Dans cette méthode (Figure 2.1),

nous avons utilis¢ des disques de 9 mm de diametre (Antibiotica-Testblattchen, Schleicher & Schuell,
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D-3354, Dassel, Allemagne) que nous avons imprégnés d’une certaine quantité d’HE. Le disque sera
déposé au centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé préalablement ensemencé par une
souche fongique. L'étude du pouvoir antimycélien par cette technique est identique a celui de
I'antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement des antibiotiques (ATB) par des

extraits aromatiques.

Dans notre étude, nous avons testé 1’activité antifongique de I’HE en imprégnant les disques,
séparément, par 3 doses croissantes a savoir 20, 40 et 60 mg d’HE par disque. Ceci a été fait dans le
but d’apprécier I’action « Dose-Dépendante » de I’HE sur I’inhibition de la croissance des isolats
fongiques. Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate (3 a
5 jours pour les levures et les moisissures). L’essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et
y détermine un gradient de concentration. Les champignons croissent sur toute la surface de la gélose
sauf 1a ou elles rencontrent une concentration d'essence aromatique suffisante qui inhibe leur
croissance. A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque et dont le Diamétre de la Zone d’Inhibition (DZI) est mesuré et exprimé

en mm. Une 2°™ répétition a été faite pour chaque souche afin de calculer la moyenne des DZI.

Aussi et pour chaque souche fongique, des témoins positifs ont été réalisés en appliquant,
dans les mémes conditions citées précédemment, des disques imprégnés d’une solution
d’héxomédine (antiseptique local) qui vont servir comme référence afin de comparer leur pouvoir
inhibiteur avec notre échantillon d’HE.

2.6.2. Technique de microatmosphére (diffusion en phase vapeur)

Nous avons utilisé cette méthode dans le but d’apprécier les propriétés inhibitrices de la phase
volatile de ’'HE. Les auteurs qui se sont penchés sur I’activité¢ de la phase gazeuse (Figure 2.2) sont
encore peu nombreux (Tyagi et Malik, 2011). La différence entre cette méthode et I’aromatogramme
réside dans la position du disque imprégné. Ce dernier est déposé au centre du couvercle de la boite
Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu
gélosé. De la méme manicre que I’aromatogramme, nous avons appliqué 3 doses croissantes en HE.
En premier lieu, 20 mg d’HE est déposée sur un disque de papier filtre de 20 mm de diamétre. Dans
le 2°™ essai, un disque de 40 mm a été imprégné par 40 mg d’HE alors que pour le dernier, un disque
de 60 mm a été chargé par 60 mg d’HE. Le diamétre du disque différe selon la quantité d’HE a

imprégner afin d’obtenir un bon étalement et, par conséquent, une meilleure évaporation de I’HE.
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Figure 2.1. Illustration de la méthode de Figure 2.2. Illustration de la méthode de
I’aromatogramme (Zaika, 1988) Microatmosphére (Zaika, 1988)

La préparation de I’inoculum, I’ensemencement, I’incubation et la lecture des résultats ont été
menés de la méme manicre que la premiére méthode. La boite est fermée avec le couvercle en bas et
mise a I’étuve a température adéquate. Il se produit une évaporation des substances qui, en contact
avec les germes ensemencés, va inhiber leur croissance. A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la
croissance fongique se traduit par une zone translucide sur la gélose, de contour plus ou moins nette

et a tendance circulaire.

A noter que pour chaque souche testée, une boite témoin est ensemencée dans les conditions

de I’expérience, sans disque. Elle nous renseigne sur I’homogénéité du tapis mycélien.
2.6.3. Détermination des CMI par macrodilution en milieu gélosé

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000) pour évaluer la sensibilit¢ des germes micro-
aérophiles aux agents antimicrobiens. Elle consiste a ensemencer, par un inoculum standardis¢, une
gamme de concentration décroissante en HE dispersée de fagon homogéne et stable dans le milieu de
culture. Apres incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la

plus faible concentration en HE capable d’inhiber la croissance bactérienne.

Cette technique, trés fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles,
pose un probleme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une tres faible
solubilité dans les milieux de culture gélosés. Ce probléme a été résolu, en partie, par ’utilisation
d’un agent dispersant et solubilisant inerte, en I’occurrence le Diméthylsulfoxyde (DMSO).

La dilution en gélose implique 1’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé
a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de I’ensemencement
d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite.
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Une série de dilution d’HE est préparée avec un intervalle de concentrations qui varie entre 10
pL/mL a 0.001pL/mL. La réalisation des dilutions se fait en ajoutant une quantité de 0.5 mL d’HE a
50 mL de milieu de culture (SAB) en surfusion (45°C), supplémenté en DMSO (0.12 %, v/v). La
préparation obtenue correspond a la dilution mere (1%). Une dilution en série, de 2 en 2, est effectuée
dans du milieu gélosé en surfusion, de maniére a obtenir une gamme de concentration en HE qui
varie entre 1% a 0.0001%.

L’ensemencement de chaque milieu sera fait par touche a 1’aide d’un écouvillon stérile. Les
boites Pétri seront incubées a 25°C pendant 48-72hh. Cette technique est économique puisqu’elle
nous a permis de tester plusieurs souches microbiennes dans la méme boite. Un témoin de la
croissance fongique, pour lequel une certaine quantit¢ de I’inoculum standardis¢ déposé dans du
milieu SAB-DMSO (0.12 %, v/v), a été réalisé.

La lecture des résultats se fait visuellement, en observant I’apparition d’une éventuelle
croissance microbienne, en comparaison avec une boite témoin (exempte d’HE). La CMI se définie
comme ¢étant la plus petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n'est visible a
I'ceil nue. Le résultat sera exprimé en % (v/v) ou en pL/mL.

A noter que les CMI ont été déterminées uniquement pour les souches ayant manifesté une

grande sensibilité a 1’action inhibitrice de ’'HE par les méthodes préliminaires.
2.7. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire topique in vivo
2.7.1. Principe

L’activité anti-inflammatoire topique de I’HE a été évaluée in vivo sur des souris saines.
L’cedéme a été induit, au niveau de 1’oreille droite de chaque souris, par application d’une solution
irritante d’acétone contenant 1% d’huile de croton comme agent phlogogene. L’oreille gauche servait

de témoin. La méthodologie suivie est celle décrite par Sosa et al. (2005) et Al-Reza et al. (2010).
2.7.2. Déroulement de I’essai

Pour cela, 5 lots ont été constitués contenant chacun 6 souris. Ils ont été répartis comme suit :

- Lot 1 recevra une quantité de 2.5 uL/kg d’HE par application cutanée sur 1’oreille droite (OD), ce
qui correspond a 10uL d’HE par oreille.

- Lot 2 recevra une quantit¢ de 0.25 ul/kg d’HE par application cutanée sur 1’OD, ce qui
correspond a 10 uL. d’HE par oreille.

- Lot 3 recevra une quantit¢ de 0.05 ul/kg d’HE par application cutanée sur 1’OD, ce qui
correspond a 10 uLL d’HE par oreille.

- Lot 4 (Témoin -) recevra 500 uL/kg d’eau physiologique par application cutanée sur I’OD.

- Lot 5 (Témoin +) recevra une quantité d’un gel anti-inflammatoire (Voltaréne Emulgel® 1%,

Diclofénac de sodium, Novartis, France) par application cutanée sur I’OD.
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Ces différents traitements ont ¢ét¢ appliqués une demi-heure avant [’induction de
I’inflammation par une solution de 1% d’huile de croton. Apres 24 heures, les souris ont été
sacrifiées et des picces circulaires, de 6 mm de diametre, ont €té coupées et retirées des oreilles
traitées (droites) et non traitées (gauches). Ces picces ont été pesées et conservées immédiatement

dans du formol a 10% pour 1’étude histopathologique.

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de réduction de l'cedéme chez

les souris traitées par rapport au controle négatif, selon la formule suivante :

(AT -) — AE

% de réduction de 'oedéme = [ A1) ] X 100

AT — : Différence entre les moyennes du poids de 1’oreille (gauche - droite) pour le lot Témoin — (eau physiologique
0.9% NaCl).

AE : Différence entre les moyennes du poids de 1’oreille (gauche - droite) pour le lot essai (HE ou Témoin +).

2.7.3. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne du poids de 1’oreille gauche (POG) + écart-type. La
signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens unique
(ANOVA) suivi par le test post-hoc de Tukey pour comparaison par pairs. P<0.05 a été considérée
comme différence significative. L’étude statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel Statistica
(version 8.0, Stat Soft Inc., 2007).

2.7.4. Etude anatomopathologique

Afin de confirmer I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aromatique du thym commun au
niveau cellulaire, des coupes anatomopathologiques ont été réalisées sur les piéces circulaires des
oreilles droites et gauches coupées précédemment. La coloration effectuée était celle de

Hématoxyline-Eosine selon la procédure de Martoja et al., (1967) (voir Annexe 3).

Les coupes sont réalisées avec un microtome (Leica) permettant d’obtenir des sections de 3 a
5 um d’épaisseur. L’observation a ¢été accomplie par microscopie photonique (Leica) aux
grossissements x5, x10 et x40. Des photos ont été prises pour quantifier I’intensité de 1’inflammation

(cedéme) et I’infiltration cellulaire (recrutement des polynucléaires neutrophiles).
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Etapes de la technique de coloration « Hématoxyline-Eosine »

1. Fixation :

La fixation a pour but la conservation des structures et le durcissement des picces. Elle doit se faire
immédiatement apres le prélévement, par immersion du matériel dans le formol.

2. Déshydratation et Eclaircissement :

La déshydratation a pour but de faire sortir I’cau contenue dans les tissus pour les préparer a
I’inclusion. On utilise généralement un automate muni (Leica TP 1020) de plusieurs bacs contenant
par ordre :

Réactifs Temps (h) Température (°C)
Formol 2 <40
Ethanol 50% 2 45
Ethanol 50% 1 45
Ethanol 60% 1 45
Ethanol 70% 1 45
Ethanol 90% 1 45
Ethanol 98% 1 45
Xyléne 50% 1 45
Xyléne 60% 1 45
Paraffine 50% 2 60
Paraffine 60% 2 60

L’inclusion dans la paraffine nécessite au préalable la déshydratation des piéces histologiques (bains
successifs d’éthanol de degrés croissants, jusqu’a 1’absolu).

L’élimination compléte des traces d’éthanol et I’imprégnation par le xyléne.

L’¢limination de xyleéne et le remplacement par la paraffine. Les piéces sont placées successivement
dans deux bains chacun, d’une durée de deux heures a une température de 60°C.

3. L’inclusion :

L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes histologiques fines et réguliéres.

Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Le paraplast (Leica Microsystems) est une
paraffine synthétique qui imprégne bien les piéces.

Régler la température du bain de paraffine en fonction de ce point de fusion (45-70°C).

L’inclusion se fera dans des moules permettant les confections de blocs qui se montent sur le
microtome.

4. Réalisation des coupes au microtome :

Les coupes du bloc de paraffine sont réalisées avec un microtome (Leica RM 212SRTS) permettant
d’obtenir des sections de 3 a 5 pm d’épaisseur.
Les rubans obtenus sont étalées sur les lames et mises a sécher 1h a 60°C.

5. Coloration :
Les différentes étapes de la coloration Hématoxyline-Eosine sont:

o Déparaffinage (Xyléne).
e Hydratation(Ethanol).

e Coloration.

e Déshydratation (Ethanol).
e Eclaircissement (Xyléne).
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L’automate de coloration utilisé comprend les bacs suivants :

Durée (minute)

Xyléne 3
Alcool (éthanol 98%) 2
Eau distillé 2
Hématoxyline de Harris 6
Eau courante 3
HCI1 1% 2 secondes
Alcool pur (éthanol 98%) 3
Eau lithiné 2
Eau courante 2
Eosine 12
Eau courante 3
Alcool (éthanol 98%) 2
Xyléne 3

- Les coupes étant colorées, il faut les protéger contre la dégradation chimique des colorants qui
s’oxydent facilement a ’air libre. Cette protection est assurée par une lamelle de verre qu’on colle sur
la coupe a I’aide d’une substance appropriée (Eukitt) au colorant utilisé.

- L’observation et I’interprétation ont été réalisées a 1’aide d’un microscope optique (MO) a différents
grossissement (GX5, GXx10, et Gx40).

- La prise des photos est réalisée par un appareil photo numérique.
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3.1. Etude analytique de l'huile essentielle

3.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Les parametres organoleptiques de notre échantillon d’HE du Thymus vulgaris sont en accord
avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR (2000) (Tableau 3.1).

Tableau 3.1. Propriétés organoleptiques de I’essence aromatique du thym commun (7. vulgaris).

Caractéristiques Notre étude (2015) AFNOR (2000)
organoleptiques
Aspect Liquide mobile Liquide mobile
) Couleur traditionnellement allant du brun au
Couleur Brun clair
brun-rouge
od Caractéristique, camphrée, Odeur caractéristique aromatique, phénolique
eur
forte et 1égérement épicée avec un fond légérement épicé

3.1.2. Détermination du profil chromatographique

Les résultats de la composition chimique de I'HE de Thymus vulgaris, déterminée par CG-
SM, sont rapportés dans le Tableau 3.2 et la Figure 3.2. Les différents composés ont été listés selon
leur Indices de Rétention (IR). Notre étude a été axée sur les composés volatiles majoritaires de ’'HE

tandis que les molécules, ayant des fragments de masse inférieure a 0.1%, n’ont pas été rapportées.

L’examen de ce tableau montre que le m’essence du thym commun étudié est composée
majoritairement du carvacrol avec un taux de 83.8% (Figure 3.1). D’autre part, la teneur des autres
composés varie entre (0.01 — 0.28%) sauf pour le para-cymene (8.15%), linalool (1.44%) et le
gamma-terpinéne (4.96%). De plus, la composition chimique, par famille, de I’'HE du thym nous a
révélé que cette HE est caractérisée par de trés fortes teneurs en monoterpenes oxygeénés (85%), suivi
par les monoterpénes hydrocarbonés (13.5%). Cette présente de tres faibles teneurs en sesquiterpenes

hydrocarbonés (0.13%) et une absence de sesquiterpénes oxygénés.
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Tableau 3.2. Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris distillée, a échelle

industrielle, par entrainement a la vapeur d’eau sous pression.

N° Composés EVE IR
Monoterpénes hydrocarbonés 13,5
1 oa-Terpinene 0,28 1019
2 p-Cymeéne 8,15 1028
3 trans-Ociméne 0,11 1052
4 yp-Terpinene 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
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0,13
9 Aromadendréne 0,06 1439
10 a-Humeléne 0,03 1454
11 p-Cadinéne 0,01 1513
12 J-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 ; IR : Indice de Rétention sur colonne apolaire (HP-5MS).

H £ Hx THy,
(IH _,_.,;,‘}_
’ N
Irlr ]4'.:_4"-“ "
P _-4‘.::"
l-'q.:'”" HT;_T;.I
e !
HC CH: aaz ™o Lty
Carvacrol p-Cymeéne y-Terpinéne
OH
| OH
Linalool Thymol a-Terpinéne

Figure 3.1. Structure chimique de quelques composés détectés dans I’essence aromatique

de Thymus vulgaris
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Des résultats similaires aux notres ont été rapportés par plusieurs auteurs (Fachini-Queiroz et
al., 2012 ; Abedini et al., 2014 ; Oliva et al., 2015). Une étude récente, publié par une équipe
Iranienne (Abedini et al., 2014) dans la revue « Journal of Essential Oil Bearing Plants », a révélé
que le carvacrol était le composé majoritaire de 1’essence distillée de la partie aérienne fraiche de
T.vulgaris avec un taux de 57.3%, suivi par le linalool (11.8%) et le thymol (10.7%). Un autre travail,
publi¢ par une équipe Egyptienne (El-Nekeety et al., 2011) dans la revue « Toxicon », a révélé aussi
la prédominance du carvacrol dans I’essence de 7. vulgaris avec un taux de 45%. Dans le méme
sillage, 1’essence distillée de 7. vulgaris cultivé en Argentine a été aussi caractérisée par la
prédominance de carvacrol avec un taux avoisinant les 30% et une faible quantité de thymol (1.5%)

(Oliva et al., 2015), ce qui est en totale adéquation avec nos résultats.

En revanche, d’autres équipes ont rapportés des résultats complétement différents aux notres
ou la principale caractéristique de ’'HE de Thymus vulgaris était sa teneur élevée en thymol (Perina
et al., 2014 ; Zeljkovié et al., 2015 ; Nabavi et al., 2015). D'apres Pavela et al. (2009), les analyses
ont montré que les substances majoritaires pour 7. vulgaris étaient le thymol (60.3%) et le p-cyméne
(10.1%). Les hydrocarbures sesquitepéniques ne représentent qu’un faible pourcentage (1.7%). Pino
et al. (1997) ont rapporté avoir extrait un échantillon caractérisé par un fort taux de thymol (34.6 %),
y-terpinéne (17.6 %) et p-cyméne (17.6 %). En revanche, ils différent de ceux publiés par Naguib
(2002), dont I’essence se caractérise plutdt par une forte teneur en thymol (36.6 %), a- thujone (23.2
%) et 1,8-cinéole (13.4 %). Porte et Godoy (2008) ont signal¢ ¢galement que le thymol (44.77%), p-
cymene (18.6%) et y-terpinene (16.5%) sont des substances majoritaires de Thymus vulgaris cultivé
au Rio de Janeiro (Brésil). Par ailleurs, une équipe Polonaise (Szczepanik et al., 2012) a établi la
prédominance du thymol dans I’essence de thym commun avec un taux de 57%, alors que le

carvacrol a été retrouvé minoritaire (2%), ce qui semble étre en totale discordance avec nos résultats.

7
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Figure 3.2. Chromatogramme de 1’essence du 7. vulgaris distillée par entrainement (Originale, 2015).
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La variabilité chimique des HE des espéces du genre Thymus dépend de plusieurs facteurs,

qui généralement sont d’ordre climatique et environnemental (Tableau 3.3), mais ils peuvent étre

aussi d’ordre génétique, saisonnier (stade végétatif) ou industriel (méthodologie d’extraction).

Tableau 3.3. Principaux composés décelés dans I’huile essentielle du Thymus vulgaris

provenant de différents écosysteémes.

Auteurs (année) Pays Principaux composés (majoritaire et caractéristique)
Pina-Vaz Portugal = carvacrol (70.3%), p-cymeéne (11.7%), y-Terpinéne (3.2%), linalool
et al. (2004) (2.2%), thymol (0.6%)
Sacchetti Italie = p-cymene (15.3%), géraniol (8%), thujone (7.3%), y-terpinéne (5.6%)
et al. (2005)
Klarié¢ Croatie = p-cyméne (36.5%), thymol (33%), 1,8-cinéole (11.3%), a-terpinéol
et al. (2007) (4.8%), carvacrol (4%), bornéol (2%), linalool (2%)
Yahyazadeh Iran = thymol (46%), p-cyméne (17.6%), y-terpinéne (14.8%)
et al. (2008)
Sokovié Serbie = thymol (48.9%), p-cyméne (19%), y-Terpinéne (4.1%), carvacrol
et al. (2009) (3.5%)
Imelouane Maroc = camphre (39.39%), camphéne (17.57%), a-pinéne (9.55%), 1,8-
et al. (2009) cinéole (5.57), bornéol (5.03%), B-pinene (4.32%)
Kloucek République = thymol (42.5%), p-cymeéne (29.5%)
etal. (2011) de Tchéque = linalool (58%), thymol (15.2%)
Miladi Tunisie = thymol (41.33%), p-cymene (18.08%), and y-terpinene (13.12%)
etal. (2013)
Abedini Iran = carvacrol (57.3 %), linalool (11.8 %), thymol (10.67 %).
et al. (2014)
Sidali Algérie = carvacrol (55.2%), y-terpinene (12.6%), p-cyméne (9.3%), linalool
etal. (2014) (3.9%), a-terpinene (2.8%)
Mancini Italie = thymol (46.2%67.5%), carvacrol (5.7%-7.3%), oxyde de
et al. (2015) caryophylléne (1.7%—7.3%)
Kazemi (2015) Iran = 1,8-cinéole (6.23 %), camphre (15.14 %), a-pinéne (8%), camphéne
(10.5%), carvacrol (18.5%), thymol (20.35%)
Grespan Brésil = carvacrol (45.5%), a-terpineol (22.9%), endo-borneol (14.3%)
et al. (2015)
Rus Roumanie = p-cyméne (32.9%), carvacrol (20%), y-terpinéne (14.3%), thymol
et al. (2015) (3.3%)
Kohiyama Brésil = bornéol (40.6), camphene (12.3), carvacrol (6.4), a-pinéne (6.1)
et al. (2015)
De Carvalho Brésil = thymol (43.2%), p-cyméne (28.5%), y-terpinéne (6.36%), linalool
et al. (2015) (5.57%), carvacrol (3.14%).
Guerra-Boone Mexique = p-cymeéne (37%), y-terpinéne (20%), thymol (17%), carvacrol (4.9%)
et al. (2015)
Varga Roumanie = thymol (32.2%), p-cymene (21.7%), y-terpinéne (13%), carvacrol
et al. (2015) (5.1%), linalool (3.4%)
Deletre France = thymol (30.5%), p-cyméne (23.7%), carvacrol (13.6%), a-terpinéne

et al. (2015)

(8.4%), linalool (4%)
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De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés riches
en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilit¢ des conditions géographiques,
climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et détection).
L’hybridation facile de I’espéce meéne a une grande variabilité intra-spécifique, qui affecte
I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique (Al-Tawaha et al.,
2014 ; Nabavi et al., 2015)

3.2. Résultats de l'activité antifongique de ’huile essentielle in vitro

L’activité antimycosique de 1’essence aromatique du Thymus vulgaris, effectuée par 2
méthodes différentes et complémentaires (aromatogramme et microatmosphére), a été testée sur des
souches levuriformes et mycéliennes isolées cliniquement. Au total, neuf souches de levure et sept
champignons filamenteux ont été utilisés lors ce test. Les résultats de ce screening antifongique sont
consignés dans le Tableau 3.4. A noter que le diametre du disque (9 mm) a été€ inclus dans le calcul
du Diametre de la Zone d’Inhibition (DZI, mm). Pour ce test, des quantités croissantes en HE ont été

utilisées pour apprécier 1’action « Dose-Dépendante » de 1’essence du thym commun.

Tableau 3.4. Activité antifongique in vitro de 1’essence aromatique de Thymus vulgaris.
Méthodes utilisées

Aromatogramme (DZI, mm) Microatmosphére (DZI, mm)

Quantité Huile essentielle (mg/disque) HEX

20 40 60 20 40 60 40
Souches levurifomes
Candida albicans 59.66 69.66 85 60.66 85 85 15
Candida tropicalis (Ct 1) 60.66 79.66 85 55 74.33 85 25
Candida tropicalis (Ct 2) 60 78 85 71 85 85 -
Candida tropicalis (Ct 3) 80 85 85 85 85 85 -
Candida parapsilosis (Cpl) 54 74.33 85 59.66 80 85 30
Candida parapsilosis (Cp 2) 85 85 85 85 85 85 20
Trichosporon sp. 60.33 72.66 85 60.33 7533 85 30
Saccharomyces cerevisiae 53 75 85 69 80 85 10
Rhodotorula sp. 85 85 85 85 85 85 30
Souches mycéliennes
Aspergillus niger 69.66 80 85 70.33 85 85 -
Aspergillus flavus (Af 1) 75 80 85 64.33  75.33 85 10
Aspergillus flavus (Af 2) 70 80 85 60 80 85 13
Aspergillus fumigatus 51 65.33 85 56.66  74.33 85 13
Rhizopus sp. 51 63 85 35 79 85 -
Fusarium sp. 40 51 55 52 60 79 10
Penicillium sp. 85 85 85 50 64 85 20

(-) Aucune zone d’inhibition ; DZI : Diamétre de la Zone d’Inhibition (moyenne des répétitions) (diameétre du disque 9
mm a été inclus) ; HE : Huile Essentielle ; HEX : solution antiseptique d’Hexomedine (0.1%) (Biopharm, Alger).
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3.2.1. Résultats de I’aromatogramme

L’HE du thym commun a présenté, in vitro, une bonne activité inhibitrice sur la croissance de
toutes les souches fongiques (levures et moisissures) testées. En phase liquide, 1’essence du thym a
exhibé (Figure 3.3) une activité antifongique importante notamment sur les levures ou les DZI
obtenus oscillent entre 53 et 85 mm pour les disques imprégnés de 20 mg d’HE et entre 69 et 85 mm
avec les disques imprégnés de 40 mg d’HE. Une inhibition totale de la croissance de ces
champignons unicellulaires a été€ notée pour la quantit¢ d’HE de 60 mg/disque. Candida tropicalis et
C. parapsilosis (Cp 2) demeurent les especes les plus sensibles avec une inhibition totale (85 mm) a

la plus faible dose en HE.

Concernant les champignons filamenteux pluricellulaires, les mémes constations ont été
signalées ou les DZI enregistrés s’échelonnent entre 40 et 85 mm pour la plus faible dose. De plus,
une inhibition totale a été constatée pour la dose la plus ¢levée. Par ailleurs, ’espéce du genre
Penicillium est la plus sensible a 1’action inhibitrice de la phase liquide avec une inhibition totale
(85mm) a la plus faible quantité¢ en HE. En outre, I’essence du thym commun a exhibé une action

antifongique « dose-dépendante » sur la totalité des souches fongiques, uni ou pluricellulaires.

Par ailleurs, une étude comparative a été faite avec le contrdle positif, en 1’occurrence une
solution antiseptique d’Hexomedine. Eu égards des résultats obtenus, il en ressort que notre
¢chantillon d’HE de thym est dou¢ d’un fort pouvoir antimycosique, largement supérieur a celui du
témoin positif ou les DZI obtenus ne dépassent pas, dans les meilleurs des cas, la valeur de 30 mm

(Candida parapsilosis et Rhodotorula sp.).

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité antifongique des métabolites
terpéniques des especes du genre Thymus. Nos résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs
travaux antérieurs (Giordani et al., 2004 ; Pinto et al., 2006 ; Pekmezovic ef al., 2015 ; Kohiyama
et al., 2015). Des résultats similaires aux notres ont été aussi rapportés par I’équipe francaise de
Giordani et al. (2008). Ces derniers ont étudié 1’activité antifongique de 2 espeéces du genre Thymus.
IIs ont rapporté un fort pouvoir antifongique de I’HE distillée du Thymus vulgaris bien que sa teneur
en phénols (thymol et carvacrol) (36.7%) soit inférieure a celle de Thymus numidicus (65.87%). 1ls

ont conclu que d’autres constituants pourraient intervenir dans le pouvoir antifongique de I’HE.

Les résultats obtenus par une équipe Belge (Manou et al., 1998) ont suggéré les potentielles
application de I’essence aromatique de 7. vulgaris comme conservateur antifongique dans des
préparations galéniques dermo-cosmétiques a visée thérapeutique. En effet, il a été observé que les
cremes dermiques, contenant 1’essence du thym comme conservateur, ont présenté¢ une bonne
stabilité¢ microbiologique dans le temps et une bonne protection contre les contaminations fongiques
liées a Candida albicans (Manou et al., 1998).
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Dans notre étude, la composition chimique de I’HE utilisée est dominée par la présence des
molécules oxygénées (85.5%). Le principal constituant, le carvacrol, représente a lui seul plus des 3/4
de la quantité totale. Il appartient a la classe des phénols. Une revue de littérature (Hyldgaard et al.,
2012) fait apparaitre que les essences aromatiques riches en composés oxygénées sont dotées d’un
fort pouvoir antimicrobien. Les phénols sont d’ailleurs reconnus pour exercer un effet plutot
fongicide (Chavan et Tupe, 2014 ; Chaillot ez al., 2015 ; Cacciatore et al., 2015).

Candida tropicalis (Ct 3) Saccharomyces cerevisiae

Figure 3.3. Aromatogramme de 1’essence aromatique du thym commun

sur certaines souches fongiques. (Originale, 2015)
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La plupart des composés chimiques des HE sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais
ce sont les composés volatils majeurs qui présentent les propriétés antifongiques les plus importantes,
et en particulier les phénol (carvacrol, thymol et eugénol) ainsi que les alcools (linalool) (Kuorwel et
al., 2014 ; Nabavi et al., 2015). Bagamboula ef al. (2004) ont montré que la nature antimicrobienne
des HE est en rapport avec leur fort contenu phénolique, en particulier en thymol et carvacrol. Ils ont
prouvé que plus les teneurs en phénols sont €levées, plus les huiles aromatiques sont efficaces. Ceci a
été¢ confirmé par 1’étude menée par Pinto et al. (2006) qui ont signalé que les especes du genre
Thymus, contenant une quantité importante en phénols, présentent un large spectre d’activité sur les

champignons filamenteux.

Le mécanisme d’action des extraits aromatiques sur les souches fongiques n’a pas été
totalement ¢lucidé. Cependant, certaines études soulignent que ’action antifongique de ces huiles
terpéniques est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une
rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et par conséquent la mort
cellulaire. La lyse des cellules de levure a ét€ montrée par la libération de substances absorbant a 260
nm (Burt, 2004 ; Chami et al., 2005).

Le mode d’action antimycosique de certaines molécules terpéniques a ét¢ décrit dans la
littérature. Le carvacrol et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilité membranaire
(Lambert et al., 2001). En détruisant la membrane externe des germes pathogenes, ils
augmenteraient la perméabilité de la membrane plasmique aux métabolites cellulaires (Helander et
al., 1998). Ainsi, le carvacrol, en augmentant la perméabilité de la membrane plasmique, n’entraine
pas une fuite d’ATP mais une fuite de protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et,
donc, de la synthése d’ATP. Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH a
travers la membrane plasmique. Le carvacrol formerait des canaux dans la membrane permettant la
fuite des ions (Ultee ef al., 2002). En plus de limiter la croissance, le carvacrol est capable d’inhiber
la production de toxines microbiennes. Deux hypothéses ont été présentées : soit I’exportation active
des toxines hors de la cellule n’est plus possible a cause du manque d’ATP ou de la diminution de la
force protomotrice, soit le faible taux d’ATP restant dans la cellule est utilis€¢ par le germe pour
survivre (Ultee et Smid, 2001).

Le carvacrol possede aussi un large spectre d’activité, étendu aux germes d’altération
alimentaire ou des champignons pathogénes, des levures et des microorganismes pathogénes
humains, animaux et végétaux, des biofilms y compris lors de résistance aux antibiotiques. Cette
activité a été attribuée a ses effets considérables sur les propriétés structurales et fonctionnelles de la
membrane cytoplasmique (Iannitelli ef al., 2011 ; Nostro et Papalia, 2011). En outre, I’activité
antifongique des HE pourrait également étre liée a l'interférence des composants de 1'essence dans
des réactions enzymatiques de la synthése de la paroi cellulaire, ce qui affecte la croissance fongique
(Carmo et al., 2008). Chalchat ef al. (1997) ont signalé¢ que les huiles aromatiques endommagent
une série de systémes enzymatiques des moisissures, affectant, de ce fait, la synthése et la production

énergétique des composantes structurales.



Chapitre 3 : Résultats et Discussion 30

Plusieurs auteurs, notamment De Billerbeck et al. (2001), Mares et al. (2004), Rasooli et
Abyaneh (2004) et Sharma et Tripath (2007), ont constat¢ que les HE peuvent causer des
changements morphologiques comprenant 1’insuffisance de sporulation, la perte de pigmentation, le

développement anormal des conidiophores et la déformation des hyphes.

D’une maniére générale, certains auteurs s’accordent, a I’heure actuelle, pour affirmer que les
propriétés antiseptiques de 1’essence végétale sont dues a la présence d’une grande proportion de
molécules (carvacrol) reconnues pour avoir une activité antiseptique propres comme les phénols. Or
vouloir relier directement les vertus thérapeutiques d’une HE a la seule présence des composés
majoritaires est illusoire. Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent de fagon
synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile tienne a son « Totum », c’est a dire dans
I’intégralité de ses composants. Il se dégage, de ces études, que le phénomeéne « synergie-inhibition »
prend ici toute sa valeur démonstrative (Salle, 1991 ; Hyldgaard et al., 2012).

In vivo, l’incidence croissante des infections fongiques, plus particulierement celles
provoquées par les levures du genre Candida, pousse a rechercher de nouveaux agents antifongiques
qui ne soient pas fongistatiques, toxiques et générateurs de résistance comme ceux déja utilisé€s
(Abyaneh et Rai, 2013). La recherche d’une alternative thérapeutique s’avére donc nécessaire. D’ou
I’intérét d’essayer de transposer les résultats de I’action anti-candidosique de 1’essence du thym
commun, obtenus in vitro, sur des modeles in vivo. Ces dernieres années, la communauté scientifique
a montré un intérét considérable dans 1’é¢tude de nouveaux antimicrobiens végétaux. Dans ce
contexte, les substances terpéniques du thym commun semblent €tre, comme le confirme nos
résultats ainsi que la pratique quotidienne en aromathérapie, les molécules phares de la lutte

antimicrobienne et leur cible privilégi¢e des champignons aussi variées.

3.2.2. Résultats de la microatmosphere

Un screening antifongique de I’essence aromatique du thym commun a été réalisé en
microatmosphere pour apprécier I’efficacité inhibitrice de 1’essence en phase vapeur. Les résultats de
ce screening sont colligés dans le Tableau 3.3. En concordance avec les résultats obtenus en
aromatogramme, la phase vapeur de 1’essence a exhibé une action inhibitrice sur la croissance de tous
les champignons unicellulaires (levures) ou les DZI obtenus varient entre 55 et 85 mm a la plus faible
quantité en HE. De plus, une action fongicide a été notée sur la croissance de Candida parapsilosis
(Cp 2) et Rhodotorula sp. a la plus faible dose. En outre, cette action Iétale a été confirmée sur toutes
les souches levuriformes a la dose la plus élevée. Concernant les moisissures, des résultats
intéressants ont été obtenus notamment pour les especes du genre Aspergillus avec des DZI oscillant
entre 56 et 70 mm pour la plus faible dose. Une action antifongique « dose-dépendante » (Figure 3.4)
a ¢té aussi notée pour tous les isolats mycéliens. La phase vapeur de I’huile s’est révélée fongicide
sur toutes les souches mycéliennes exceptées le Fusarium sp. Les résultats obtenus in vitro sont tres

encourageants pour une éventuelle application in vivo ou encore comme principe actif.
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Candida tropicalis (Ct 1) Aspergillus fumigatus

Figure 3.4. Pouvoir antifongique de la phase vapeur de 1’essence aromatique du thym commun

(Thymus vulgaris) sur certaines souches fongiques. (Originale, 2015)
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Le pouvoir antimicrobien de la phase gazeuse des huiles aromatiques et des molécules
terpéniques n’est pas surprenant du moment que plusieurs travaux ont ét¢ publiés dans ce sens mais
la littérature scientifique reste peu prolixe (Tyagi et Malik, 2011 ; Laird et Phillips, 2012). A
I’heure actuelle, nous pouvons affirmer, sans conteste, qu’il existe des centaines de publications et
autres travaux publiés mettant en exergue le potentiel antifongique des extraits végétaux en phase
liquide (Tableau 3.6). Cependant, ce nombre ne dépasse pas, au mieux, une vingtaine d’articles de
recherche ou revues de synthése qui mettent en évidence I’effet fongistatique de ces produits
volatils en microatmosphere.

Pour ce qui de I’action antifongique de la phase vapeur des HE en générale, et celle de thym
en particulier, trées peu d’études ont été réalisées a ce jour (Klarié¢ et al, 2007). Une revue de
littérature fait apparaitre que la majorité des travaux menés sur 1’action inhibitrice de la phase vapeur
de I’essence de thym concerne les bactéries ou encore les champignons phytopathogenes. Notre
travail reste, a ce jour, le premier a mettre en exergue le pouvoir anti-candidosique de la phase vapeur

de I’essence de 7. vulgaris sur des levures impliquées dans les infections humaines.

Un travail similaire au notre a ét¢é mené par un équipe Tcheque (Klarié et al., 2007). Les
résultats de cette ¢tude ont révélé I’efficacité de la phase vapeur du thym, a la concentration de 82
ng/l, dans I’inhibition de la croissance mycélienne de plusieurs souches aspergillaires (Aspergillus
niger, A. flavus, A. sulphureus et A. versicolor), pénicillaires (Penicillium chrysogenum, P.

brevicompactum et P. griseofulvum), mucorales (Mucor spp.), Trichoderma spp. et Rhizopus spp..

Une ¢étude Japonaise (Inouye et al., 2001), publiée dans la revue « Mycose », a mis en
exergue 1’aptitude des huiles aromatiques du thym et de citronnelle dans la réduction, d’une facon
significative, de la croissance mycélienne d’un dermatophyte pathogene (7richophyton rubrum). Les
auteurs de cette méme étude ont démontré que le mode d’action de la vapeur réside dans la
déformation morphologique et la rupture de la membrane cellulaire. Par conséquent, ces altérations

réduisent 1’aptitude d’adhérence des cellules et donc la réduction de leur virulence.

Une investigation profonde et récente a ét¢ menée par une équipe Tcheque (Kloucek et al.,
2011) concernant 1’efficacité de la phase vapeur de 69 HE sur la croissance de certaines souches
bactérienne et fongique impliquées dans 1’altération des denrées alimentaires. Eu égard des résultats
obtenus, I’'HE de 7. vulgaris a été référencée parmi les huiles qui ont un puissant effet antifongique
vis-a-vis des champignons filamenteux tels que Alternaria alternata, Aspergillus niger et Penicillium
digitatum. De plus, I’essence du thym commun a été caractérisée par la prédominances des composés
phénoliques. Les résultats de ce travail treés intéressant ont été publiés dans la revue « Food Research
International ». Toujours dans le méme sillage, 1’étude menée par Neri et al. (2006), sur le pouvoir
inhibiteur des composés terpénique isolés, a révélé que le carvacrol était le composé le plus efficace
dans I’inhibition de la croissance mycélienne d’un champignon phytopathogene, le Penicillium
expansum. Cette constatation a été méme confirmée par un essai de « biocontrole » sur les fruits
(poires). Ce composé (carvacrol) a été retrouvé aussi majoritaire (83%) dans notre échantillon d’HE,
ce qui laisse suggérer sa grande contribution dans I’inhibition des souches fongiques.
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Dans le domaine de la protection post-récolte des denrées alimentaires, I’étude menée par
Yahyazadeh et al. (2008) a confirmé le potentiel inhibiteur de la phase vapeur du thym vis-a-vis
d’un champignon phytopathogene (Penicillium digitatum). De plus, cette essence est douée d’un
pouvoir fongicide, confirmé par les altérations structurales observées au niveau des cellules

fongiques par microscope a balayage ¢lectronique.

En conclusion, les résultats que nous avons obtenus sont trés prometteurs pour une éventuelle
utilisation de la fraction aromatique du thym comme principe actif, dans des préparations galéniques
a visée thérapeutique pour lutter contre les infections fongiques. En général, une substance peut étre
considérée comme un bon agent antimicrobien in vivo lorsqu’elle elle agit a de faibles concentrations
in vitro car il y a un risque de confrontation aux problémes de toxicité in vivo. Les résultats que nous
avons obtenus in vitro sont trés encourageants pour une éventuelle application in vivo. En thérapie,
I’essence du thym commun pourra trouver une place comme désinfectant atmosphérique en milieu
hospitalier afin de lutter contre les contaminations fongiques aéroportées, ainsi que pour le contrdle

de I’hygiene de Iair, entrainant un effet bénéfique au niveau de la qualité de 1’air.

3.2.3. Etude comparative : Aromatogramme versus Microatmosphere

A la lecture comparative des résultats obtenus entre les deux méthodes (aromatogramme et
microatmosphere), il apparait clairement qu’aucune différence notable de 1’efficacité antifongique
entre les deux méthodes ne peut étre dégagée. Les deux phases, liquide et vapeur, sont douées d’un
fort pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne, notamment au dosage le plus élevé ou toutes les
souches ont été inhibées totalement (85 mm), excepté le Fusarium sp.. Par ailleurs et avec les
souches levuriformes, d’action inhibitrice de la phase vapeur parait légérement supérieure
comparativement a I’aromatogramme, en particulier pour le dosage le plus faible. Dans tous les cas,
le pouvoir antimycosique de ’essence du thym parait trés puissant et supérieur a celui du controle

positif (Hexomedine, 0.1%).

Concernant le screening antimycosique par la méthode de microatmosphere, il a été constaté,
qu’avec certains germes, la phase volatile de ’'HE est plus active que la phase liquide (Figure 3.5).
Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en contact direct, les HE diffusent mal en milieu gélos¢ a cause de
leur non miscibilité et, par conséquent, un contact réduit entre le germe et I’HE. Par contre et en
microatmosphere, I’HE est trés volatile et, de ce fait, il y aura une bonne diffusion sur une gélose

ensemencée préalablement (Laird et Phillips, 2012).

A la lecture de la littérature scientifique, il en ressort que la microatmosphere et trés peu
documentée. En effet, rares sont les articles qui traitent de cette méthode. Les études réalisées par
Tyagi et Malik (2011) ont mis en exergue que la phase vapeur de 1’essence d’Eucalyptus globulus
¢tait plus inhibitrice sur la croissance des germes que la phase liquide.
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Figure 3.5. Etude comparative : Aromatogramme vs Microatmosphere

En résumé et eu égard des résultats obtenus, aucun consens ne peut étre dégagé quant a la
méthode la plus idéale a mettre en exergue le pouvoir antimycosique des mélanges terpéniques des

PAM. Cette activité pourrait étre due a I’effet combinatoire de ses phases vapeur et liquide.

3.2.4. Détermination des Concentration Minimales Inhibitrices (CMI)

La détermination des CMI a été accomplie uniquement pour les germes fongiques ayant
montré une grande sensibilité vis-a-vis de 1’action inhibitrice de I’HE. Du fait de la non miscibilité
des HE dans la gélose, I’incorporation d’un dispersant (DMSO) a été nécessaire pour une bonne
diffusion a travers le milieu gélosé. Par ailleurs, la gamme de dilutions en HE utilisée, lors de cette
¢tude, varient entre 10 a 0.001 uL/mL. Les résultats de cette analyse sont colligés dans le Tableau
3.5. En revanche, les moisissures, bien qu’elles soient sensibles, n’ont pas été¢ étudiées ; elles
nécessitent une approche méthodologique totalement différente du fait de leur croissance lente et de

la nature de la colonie (tapis mycélien fortement fixé au milieu gélosé).

Tableau 3.5. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI, pL/mL) des champignons unicellulaires

déterminées par dilution en milieu gélosé.

Souches levuriformes CMI (nL/mL)
Candida albicans 0.3
Candida parasilosis 0.3
Candida parapsilosis 0.3
Candida tropicalis 0.3
Candida tropicalis 0.3
Candida tropicalis 0.3
Trichosporon sp. 0.3

Rhodotorula sp. 0.15




Chapitre 3 : Résultats et Discussion 35

Toutes les levures testées sont treés sensibles a 1’action inhibitrice de I’'HE du thym, avec des
valeurs de CMI de I’ordre de 0.3 uL/mL, excepté Rhodotorula sp. qui a présenté une CMI de 0.15
pL/mL. Des résultats similaires aux ndtres ont été rapportés par d’autres travaux antérieurs (Pina-
Vaz et al. (2004). Cependant, il est difficile, voire problématique, de faire des comparaisons entre
les valeurs des CMI de différentes études (Tableau 3.6). Beaucoup des HE ont la réputation d’étre
des anti-infectieux efficaces, néanmoins les résultats actuellement publiés sont controversés. Les
deux raisons principales sont d’une part la trés grande variabilité de la composition chimique des
essences du genre Thymus et, d’autre part, le manque de fiabilité des méthodes microbiologiques
appliquées aux produits insolubles (Hyldgaard, 2012).

Tableau 3.6. Etude comparative entre les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des levures

soumis au pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle de Thymus vulgaris.

s () Sacchetti Pina-Vaz Pozzatti Pinto Khan
etal. (2003) etal (2004) etal (2008) etal (2013) etal (2014)
Unité de CMI mg/mL puL/mL mg/mL puL/mL mg/mL
Candida albicans ATCC 0.06 0.16-0.32 800-3200 0.64 90-360
C. albicans - 0.16 800-1600 0.32-0.64 -
C. tropicalis ATCC - 0.16-0.32 0.32-0.64 -
C. tropicalis - 0.16-0.32 800-1600 0.32 90
C. glabrata - 0.32 800-1600 0.32-0.64 90-180
C. krusei - 0.16 1600-3200 0.64 180
C. guillermondii - 0.16 - 0.32 -
C. parapsilosis ATCC - 0.16-0.32 - 0.64 -
C. dubliniensis - - 400-1600 - -
Rhodotorula glutinis 0.06 - - - -
Saccharomyces cerevisiae 0.06 - - - -
Yarrowia lypolitica 0.03 - - - -

(-) non déterminé ; ATCC : American Type Culture Collection ; CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

Une équipe Francaise (Giordani ez al., 2004) reste, sans conteste, celle qui a le plus travaillé
pour valoriser le pouvoir antifongique des extraits aromatiques du thym commun en aromathérapie
anti-infectieuse. A défaut d’antifongiques nouveaux et plus puissants, des travaux ont permis de
favoriser I’action antifongique de molécules comme 1’ Amphotéricine B de telle fagon que la quantité
nécessaire soit inférieure et permette alors d’espérer une diminution des effets secondaires
indésirables. Ainsi, Giordani et al. (2004) ont montré que [’utilisation des HE de 7. vulgaris, en
concomitance avec les antifongiques de synthése (Amphotéricine B), pourrait induire une diminution
(80% de la CMI initiale) de la quantité de cet antifongique nécessaire a une inhibition de la
croissance fongique. Expérimentalement, les HE du thym et de ses hybrides ont fait preuve de leur
efficacité antifongique, parfois méme supérieure a celle des antifongiques commerciaux (Hussain et
al., 2011 ; Pinto et al., 2013 ; Fadli et al., 2012 ; Asdadi et al., 2014 ; Kamdem et al., 2015).
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L’activité antifongique des HE est le sujet de plusieurs études scientifiques in vitro depuis
plusieurs années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont nombreuses et
donnent parfois des résultats différents selon les conditions expérimentales adoptées par chaque
manipulateur (Tableau 3.6). En regle générale et quelque soit la méthodologie utilisée
(aromatogramme, microatmosphére ou dilution en millieu gélosé), il appartait clairement que le
poentiel antimycosique de 1’extrait aromatique du thym commun est toujours remarquable. Ceci a été

corrobor¢ par plusieurs études antérieures (Pozzatti et al., 2008 ; Khan et al., 2014).

3.3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire topique in vivo

Eu égard du fait que la majorité des HE sont appliquées localement (voie cutanée), nous nous
sommes assignés comme objectif 1’¢tude de 1’activité anti-inflammatoire topique via la réduction de
I’cedéme induit, dans les oreilles des souris, par 1’huile de croton. Les résultats de la réduction de
I’inflammation, a travers la mesure de la différence de poids entre les des oreilles droite-gauche

(DPO) des animaux des différents lots (Témoins et essais), sont consignés dans le Tableau 3.7.

Tableau 3.7. Réduction de I’inflammation topique induite dans les oreilles droites des souris.
Traitement Dose (uL/kg) DPO (m*=ET) % Réduction cedéme

T- 6.41+2.458 -

HE 2.5 1.98+0294 73.00
HE 0.25 233+0.204 68.02
HE 0.01 249 +1.15% 65.69
T+ 1.82+0.36% 73.52

T- : Témoin négatif (eau physiologique, 0.9% NaCl) ; T+ : Témoin positif : Voltaréne® (Diclofénac, Emulgel® 1%);
DPO: Différence de Poids (g) entre les Oreilles droite-gauche ; HE : Huile Essentielle ; m + ET : Moyenne + Ecart-Type.
Les lettres alphabétiques identiques dans la méme colonne signifient qu’il n’y a pas de différence significative (P>0.05)
au risque de 5% avec le test ANOVA suivi par un test post-hoc de comparaison par paire de Tukey.

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire rapportés dans le Tableau 3.7 montrent les
variations du pourcentage de réduction de I’cedéme des différents essais (T+ et HE), en comparaison

avec le contrdle négatif (lot traité avec de 1’eau physiologique).

L’application d’un agent irritant (huile de croton), au niveau des oreilles droites, a provoqué
des dommages aux cellules accompagnés d’un cedéme et ce dans tous les lots. Le lot traité avec I’eau
physiologique (Témoin -) est celui qui a présenté un poids en gonflement et un taux d’cedéme le plus
important (6.41 g). En revanche, le lot traité avec un gel anti-inflammatoire (Voltaréne®) est celui qui
a présenté un taux d’cedéme le plus faible (1.82 g). Aussi et avec celui traité localement avec I’'HE a
2.5 ul/kg, ce sont les deux lots qui ont répondu le mieux au traitement avec un taux de réduction de

I’cedéme le plus élevé (73.52% et 73.00%, respectivement).
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A ce jour et d’aprés la littérature scientifique, il n’existe aucun rapport ou publication
scientifique rapportant 1’action anti-inflammatoire topique de 1’essence du Thymus vulgaris. De ce
fait, notre travail demeure le premier a mettre en exergue cette activité thérapeutique in vivo.
Parall¢lement, d’autres HE distillée de différentes plantes a parfum ont été testées pour la méme
propriété curative. Nous citerons 1’é¢tude d’Al-Reza er al. (2010) sur les propriétés anti-
inflammatoires des HE des graines de Jujubier (Zizuphus jujuba). Les auteurs de cette étude ont
rapporté que le traitement avec cette huile, par voie cutanée et a la concentration de 1 et 10%, a
permis une réduction significative du gonflement des oreilles des souris de 0.3 et 0.35 mm,
respectivement. Ils ont démontré aussi que cette activité est supérieure a celle d’un anti-
inflammatoire de référence (Hydrocortisone). De plus, il a été trouvé que la réduction d’cedéme était
de 51 et 53% pour les deux dilutions d’HE utilisées. Il apparait que, d’apres la littérature scientifique,

la voie cutanée reste la plus adéquate pour un effet significatif (Su ef al., 2010).

Le thym a toujours été utilis€é pour soigner les blessures et certaines affections cutanées
mineures grace a ses propriétés antiseptiques. Il présente aussi bien une activité antifongique (Manou
et al., 1998 ; Mahmoud et al., 1994) (en stoppant la croissance des champignons), qu’une activité
antimicrobienne (Hu et al., 2009) (par un mécanisme encore mal connu). De plus, en favorisant
I’inhibition de la syntheése des prostanglandines (Wagner et al., 1986) (des médiateurs lipidiques
impliqués dans I’inflammation), le thym agit comme un anti-inflammatoire (Anamura et al.,

1988) (diminution de la douleur, du gonflement, etc.).

On recherche depuis de nombreuses années, dans 1’industrie pharmaceutique, des substances
permettant de traiter 1I’inflammation. A cet égard, nombreuses sont celles qui ont déja été décrites,
connue dans la littérature sous les appellations d’ Anti-Inflammatoires Stéroidiens ou Non-Stéroidiens
(AIS ou AINS). Outre que les anti-inflammatoires connus présentent souvent des effets secondaires
non négligeables, i1l demeure intéressant de disposer de nouveaux produits a activité anti-
inflammatoire, notamment pour des affections cutanées mineures. L’essence du thym commun
pourra faire partie intégrante de I’arsenal thérapeutique dans la lutte contre les pathologies

inflammatoires.

3.4. Etude anatomopathologique

Pour confirmer, a échelle cellulaire, 1’activité anti-inflammatoire topique déja explorée par le
test de I’cedéme aux oreilles induit par I’huile de croton, nous avons réalis¢ des coupes
histopathologiques au niveau des oreilles droites de toutes les souris par la technique de coloration
Hématoxyline-Eosine, en comparaison avec le controle négatif (sans traitement). Les observations,

accomplies par microscopie photonique, sont rapportées dans la Figure 3.6.
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Chez le lot Témoin + traité par un gel anti-inflammatoire (Voltaréne™), nous avons noté une
faible présence d’cedéme et une inflammation neutrophilique d’intensité minime au niveau du derme
superficiel (Figure 3.6 D). En revanche, chez le lot Témoin- traité par l'eau physiologique, un taux
d’inflammation suppurée d’intensité sévere (polynucléaires neutrophiles (PNN) dégénérés) a été
constaté¢ au niveau du derme, de I’épiderme, du tissu musculaire et cartilagineux (Figure 3.6 E) des
oreilles droites. Ceci démontre I’efficacit¢é du médicament anti-inflammatoire (Diclofenac) dans la

réduction de I’cedéme et la diminution des PNN, en comparaison avec le contrdle négatif.

Concernant les lots traités avec 1’huile aromatique du thym, une inflammation suppurée
(PNN), d’intensité minime et concernant le derme ainsi que le tissu musculaire et cartilagineux
(Figure 3.6 C), a été signalé chez le lot traité par une dose de 2.5 pl/kg d’HE. Ces résultats semblent
étre en contradiction avec 1’observation macroscopique (test de 1’cedéme induit par 1’huile de croton)
ou le taux de réduction de I’cedeme a été tres €levé (73.00%) et statistiquement comparable (p>0.05)

a celui du controle positif.

En revanche et chez le lot trait¢ avec une dose de 0.25 plL/kg d’HE, I’étude histo-
pathologique a révélé la présence d’une inflammation mixte a prédominance neutrophilique
d’intensit¢ minime localisée au niveau du derme et du muscle sous-jacent (Figure 3.6 B). Les
meilleurs résultats ont été¢ obtenus avec le lot traité par la plus faible dose en HE (0.05 pL/kg) ou
I’observation microscopique a dévoilé la présence d’une inflammation lympho histiocytaire

d’intensité¢ minime (Figure 3.6 A) concernant uniquement le derme supérieur.

D’une facon générale, les coupes histo-pathologique, réalisées au niveau des oreilles droites
des souris, ont dévoilé une diminution de 1’ccdéme et un faible recrutement des PNN dans les lots
traités avec 1’essence du thym et ce uniquement pour les doses de 0.25 et 0.05 pL/kg d’HE. Aussi,
I’intensité de I’inflammation diminue avec la réduction de la dose appliquée en HE. Ceci semble étre
contradictoire avec I’observation macroscopique ou nous avons noté que la réduction d’cedéme est en
corré¢lation avec I’augmentation des doses. La seule explication la plus plausible, a notre avis, reste
celle de I’effet irritant des huiles du thym au niveau cutané. En effet, beaucoup de travaux ont signalé
une certaine toxicité et irritation lors d’une application topique de I’huile pure ou a forte dilution
(Stahl-Biskup et Saez, 2003 ; Fachini-Queiroz et al., 2012).

A ce jour, aucune étude histo-pathologique n’a été faite sur les propriétés anti-inflammatoires
cutanées de 1’essence de 7. vulgaris. De méme la littérature scientifique reste peu prolixe dans ce
domaine. Une étude récente (Al-Reza et al., 2010), publi¢e dans la revue « Food and Chemical
Toxicology », a confirmé les bienfaits anti-inflammatoires de le huile essentielle de Jojoba an niveau
cellulaire a travers I’observation des coupes histopathologies réalisées sur model animal. Les auteurs
de ce travail ont mesuré aussi la surface des tissus dermiques et hyper-dermiques de 1’oreille. Ils ont
constaté que 1’épaisseur de la surface a diminué en comparaison avec le controle négatif, ce qui est en
adéquation avec les résultats trouvés par une étude précédente (Thakur et Pitre, 2009). De plus, ils
ont signalé que le compos¢ majoritaire de I’huile, a savoir 1’eugénol, est doué d’un pouvoir anti-

inflammatoire mais reste inférieure a celui de I’'HE.



Chapitre 3 : Résultats et Discussion 39

A) Dose HE = 0.05 pL/kg (Gx5)

Inflammation lympho histiocytaire d’intensité minime (derme supérieur).

B2) Dose HE = 0.25 pL/kg (Gx40)

Inflammation mixte a prédominance neutrophilique d’intensité minime (derme + muscle).
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C3) Dose HE = 2.5 pL/kg (Gx10)

Inflammation suppurée (PNN) minime (derme + muscle + cartilage).
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D) Témoin + (Gel Voltaréne (Diclofenac)) (Gx10)
Inflammation neutrophilique d’intensité minime (derme superficiel).

E2) Témoin - (Eau Physiologique) (Gx10)
Inflammation suppurée (PNN dégénérés) d’intensité sévere (épiderme, derme, muscle, cartilage).

1) Kératine ; 2) Epithélium ; 3) Cartilage ; 4) Muscle ; 5) Polynucléaires Neutrophiles (PNN) ; 6) Derme.

Figure 3.6. Coupes histopathologiques au niveau des oreilles droites de souris de différents lots.
(Originale, 2015)
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Les propriétés anti-inflammatoires des huiles terpéniques pourraient résulter aussi d’une
action directe ou indirecte sur le syst¢tme immunologique. L’action directe pourrait étre due, par
exemple, a D’activité conjuguée du carvacrol et du linalool — des phénols et monoterpénols en
général — contribuant a I’augmentation des y- et B-globulines, ainsi que des Immunoglobulines IgA
et donc a une immuno-stimulation. Mais ces mémes composés réduiraient aussi 1’inflammation et
une augmentation exagérée des y-globulines par leur action antibactérienne (action indirecte)
(Maruyama et al., 2008). Ces propriétés immuno-modulantes sont spécifiques aux huiles
essentielles (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

En résumé, notre étude anatomo-pathologique a confirmé le pouvoir anti-inflammatoire
topique de la fraction aromatique du thym au niveau cellulaire. La réduction de I’inflammation a été
appréciée en particulier lorsque la quantité appliquée localement était faible (0.05 pL/kg). A faible
dose, 1’'usage topique de I’essence du thym commun pourra trouver une place dans [’arsenal
thérapeutique comme un ingrédient dans des préparations galéniques a visée anti-inflammatoire.
Reste a confronter ces données avec une étude cyto-toxicologique approfondie. Seul I’avenir nous

confirmera I’impact réel de ces nouvelles acquisitions.
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Conclusion

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur I’usage des médicaments
de synthése. La prescription, a grande échelle et parfois inappropriée, de ces agents a entrainé€ un certain
nombre d’effets indésirables ou encore la sélection des souches résistantes, d’ou I’importance d’orienter
les recherches vers de nouvelles voies et surtout 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 sont
toujours utilisées comme substances aromatisantes en parfumeries, en industrie cosmétique et comme
agents antimicrobiens en médecine alternative. En aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en

valeur les propriétés biologiques en s’appuyant sur la composition de I’huile essentielle.

Eu égard de I’'importance des huiles aromatiques du thym commun en phytothérapie, il nous a
semblé nécessaire de consacrer cette ¢tude pour asseoir ses activités antifongique et anti-inflammatoire,

en vue de son éventuelle intégration dans I’arsenal thérapeutique.

Le premier objectif de notre étude était de déterminer la composition chimique de 1’huile par
analyse chromatographique. Cet examen a permis d’identifier et de quantifier 13 constituants ou le

carvacrol a été décelé comme le composé majoritaire avec une prédominance dépassant les 3/4.

L’autre objectif assigné a ce travail était 1’évaluation de I’activité¢ antifongique de 1’essence in
vitro sur une large gamme de souches mycéliennes isolées cliniquement. En aromatogramme et au
dosage le plus faible, I’huile a exhibé un pouvoir fongistatique intéressant sur la totalit¢ des isolats
fongiques alors qu’une action fongicide a été notée au dosage le plus élevé. Le méme constat a été
rapporté en utilisant la technique de microatmosphere ou la phase vapeur est aussi douée d’un pouvoir
inhibiteur, parfois plus élevé que la phase liquide, notamment sur les souches aspergillaires. Cette
activité inhibitrice est « dose-dépendante » et parait plus supérieure a celle de 1I’Hexomedine
(antiseptique). Ces résultats obtenus sont trés encourageants pour une éventuelle utilisation dans un
projet visant a assainir les ambiances en milieu hospitalier. En outre, Les propriétés antimycosiques de

I’huile ont été aussi confirmées par une méthode qualitative de dilution en milieu gélosé.

L’autre volet abord¢, lors de cette étude, était la détermination du pouvoir anti-inflammatoire
topique de D’essence in vivo. Les résultats ont établi I’efficacité de I’huile dans la réduction de
I’inflammation topique et la résorption de 1’cedéme, a toutes les doses utilisées, en comparaison avec le
médicament de référence. Cette activité a été corroborée par une ¢étude anatomo-pathologique qui a
confirmé les bienfaits thérapeutiques de I’essence (a faible dose) dans la réduction de I’inflammation
locale.

Comme perspectives, il serait intéressant d’apprécier 1’action antimicrobienne de la fraction

aromatique du thym, en comparaison avec les composés majoritaires, afin de tirer des conclusions sur
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les possibles effets synergiques entre différents composés, majoritaire et minoritaire. Une approche
récente consiste & combiner 1’utilisation des métabolites terpéniques avec des antifongiques de synthése.
C’est 1a une nouvelle stratégie pour surmonter les problémes de résistance et des effets secondaires

inhérents aux médicaments synthétiques.

En outre, il nous parait utile de tester 1’action antimicrobienne des huiles sur un large spectre de
germes, en particulier des bactéries multi-résistantes (entérobactéries productrices de B-lactamases a
spectre étendu, staphylocoques résistants a la méthicilline ou a la vancomycine), des bactéries

responsables d’altération de la qualité des denrées alimentaires et des germes phytopathogenes.

Le mode d’action des huiles au niveau cellulaire des germes microbiens a été rarement abordé,
de méme que la cinétique d’inhibition au cours de la croissance microbienne. Pour améliorer la
compréhension des altérations cellulaires observées, un travail plus approfondi, impliquant les
molécules actives des HE devra étre entrepris. L’observation des effets produits sur I'ultra structure

microbienne devra étre réalisée en microscopie électronique a transmission.

La cytotoxicité des molécules terpéniques devra €tre également explorée sur cultures cellulaires,
avant d’étre évaluée in vivo. Aprés ces nombreux tests toxicologiques, les molécules a activité

thérapeutiques pourront servir de base au développement de nouveaux médicaments.

En définitive, I’objectif premier de notre travail a été atteint puisque nous avons contribué¢ a
valoriser la fraction aromatique du thym commun en aromathérapie anti-infectieuse ou comme
ingrédient actif dans la réduction de I’inflammation locale. L'essence de cette plante a parfum peut
constituer les prémisses d'une nouvelle ¢re d'industrialisation pour un intérét thérapeutique futur. En
plus de cet apport thérapeutique, le gain économique ne serait pas négligeable puis qu’il s’agit de
valoriser le patrimoine végétal de notre pays et promouvoir la culture et 1’exploitation industrielle des

plantes a parfum.
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ANNEXE (1)

Appareillage, Verrerie et Milieux de culture

Appareillage Verrerie Milieu de culture et réactifs
- Agitateur - Anse de platine - Acétone
- Bain marie - Bec bunsen - DMSO
- Etuves bactériologiques (25°C) - Flacons stériles - Huile de croton
- Incubateur - Disques vierges (9 mm) - Xyléne
- Portoir de tubes a essai - Boites Pétri stériles - Tween 80
- Réfrigérateur - Pipettes Pasteurs - Paraffine
- Balance de précision - Ecouvillons stériles - Eau physiologique (0.9%)
- Microtome - Tubes a essai stériles - Gélose Sabouraud + Chloramphénicol

- Microscope optique - Solution Héxomédine (0.01%)

- Lame et lamelles
- -Ethanols a différentes concentrations
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ANNEXE (2)

Etude Statistique

Activité anti-inflammatoire topique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris in vivo

Analyse de Variance (ANOVA) a sens unique suivie par un test de comparaison par paire de Tukey (5%)
(Statistica, version 8.0, Stat Soft Inc. USA)

= Résultats sont exprimés en P value

(en rouge : différence Trés Hautement Significative, P < 0.001 ; en noir : différence non significative)

Tukey HSD test; variable DPO (stat thym 24h.sta) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =1,5252, df = 25,000

TRT {1} - 6,4183 {2} - 1,8283 {3} - 1,9883 {4} - 2,3350 {5} - 2,4917
1 T 0,000142 0,000147 0,000179 0,000214
2 R 0,000142 0,999445 0,952173 0,882456
3| HE25 0,000147 0,999445 0,988017 0,953262
4| HEO0,25 0,000179 0,952173 0,988017 0,999489
5| HEO0,05 0,000214 0,882456 0,953262 0,999489

= Résultats exprimés en groupes homogénes
Les lots homogenes (aucune différence significative) ont été regroupés et lui ont été attribués des

lettres alphabétiques identiques.

Tukey HSD test; variable DPO (stat thym 24h.sta) Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between MS =
1,5252, df = 25,000

TRT DPO - Mean 1 2
2 R 1,828333 a
3 HE 2,5 1,988333 a
4 HE 0,25 2,335000 a
5 HE 0,05 2,491667 a
1 T 6,418333 B
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Sfusarium Aspergillus fumigates
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Peénicillium

Candida albicans (c.a.) Candida tropicalis ( c.t 1)

Candida tropicalis (c.t 2) Candida tropicalis (c.t.3)
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Candida parapsilosis (c.p.1) Candida parapsilosis (c.p.2)

Candida parapsilosis ( c.p3) Trichosporoom
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Saccharomyces cerevisiae (s.c) Rhodotorula

Figure : Pouvoir antimicrobien de 1’essence en aromatogramme (20, 40 et 60

puL/disque) (Originale, 2015).

Aspergillus flavus 1
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Aspergillus flavus 2 Rhizopus

Aspergillus fumigates

Pénicilium

Candida albicans (c.a.) Candida tropicalis ( c.t 1)
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Candida parapsilosis (c.p.1) Candida parapsilosis (c.p.2)

Candida parapsilosis ( c.p3) Trichosporoom
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Saccharomyces cerevisiae (s.c) Rhodotorula

Figure : Pouvoir antimicrobien de 1’essence en microatmosphere (20, 40 et 60

uL/disque) (Originale, 2015).
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Aspergillus flavus 2 Rhizopus

Pénicilium

Candida albicans (c.a.) Candida tropicalis ( c.t 1)
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Candida parapsilosis (c.p.1) Candida parapsilosis (c.p.2)

Candida parapsilosis ( c.p3) Trichosporoom
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Saccharomyces cerevisiae (s.c) Rhodotorula

Figure : Pouvoir antimicrobien d’héxomidine en aromatogramme et

microatmosphére (Originale, 2015).

les C.ML.1. d’H.E. du Thymus vulgaris L. contre les différentes souches
testées







Méthodes

20pl 40pl 60ul 20ul  40pl 60l

Condida tropicalis 1 60 80 85 55 75 85
60 79 85 56 75 85
62 80 85 54 73 85

Candida tropicalis 3 80 85 85 85 85 85

Candida prapsilosis 2 85 85 85 85 85 85

Sacharomeses ¢ 53 75 85 69 80 85

Aspergilus niger 70 80 85 70 85 85
70 80 85 70 85 85

Aspergilus flavus 2 70 80 85 60 80 85

Fusarium 40 51 55 52 60 79

Penicillium 85 85 85 50 64 85




Aromatogramme (DZI, Microatmosphére (DZI,

mm) mim)

Condida tropicalis 1 25 +

Candida tropicalis 3 + +

Candida prapsilosis 2 20 +

Sacharomeses ¢ 10 +

Aspergilus flavus 1 10 8

Rhizopus + +

Aspersilus fumigatus 13 +
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action antifongique des "dose-dépendente' de
huile essentielle en aromatogramme (Levures)

90
80 —J—g —all—1-I—1—1-I-
70 = ——1-0—1 - ——0 -l -
60 =N —oll—o0 00 —0 00—l —0 M} -
so FA-IE—M0-10 o -0 -0k
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action antifongique ""dose-dépendente' en
micriatmosphere (DZI,mm) (Levures)

90

80

70

o0

élg B Méthodes Microatmosphére
20 (DZI, mm) 20pl

10

0 B Méthodes Microatmosphére

5 N A < (DzI, mm) 40ul

I M A A gt

N & Qc} R N m Méthodes Microatmosphére
P & &SR LS DZI 60ul
6\ > > 2 X9 *Q Q\g ( /mm) p‘

(JOQ 6\6 b\b b\b \b'b b\b’b "~ C©
N NSRS
& & @ 0«\6 &

action antifongique "dose-dépendente' en micro-
atmosphére (DZI,mm) (Moisissures)

B Méthodes Microatmosphére
(DZI, mm) 20ul

B Méthodes Microatmosphére
(DZI, mm) 40ul

m Méthodes Microatmosphére
(DZI, mm) 60ul

action antifongique de héxomidine
Aromatogramme (DZI, mm) les moisissures

B Aromatogramme (DZI, mm)
20

13 13
10 10

Aspergilus  Aspergilus  Aspergilus  Rhizopussp Fusariumsp  Aspersilus Penicillium sp

niger

flavus 1 flavus 2 fumigatus
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%d'oedeme

% de
réduction

ecartype

128.238428

2.45604

35.2000007

72.5511289

0.36207

36.1296191

71.8262148

0.28491

P.O0.D |P.O.G M.P.O.D M.P.0.G M.POD-M.POG

souris 1 99| 5.59 4.31

souris2 | 13.26| 5.36 7.9

souris3| 11.09| 4.94 6.15

souris4 | 12.47| 4.38 8.09

lot 1 T- |souris5 | 13.42 4.2 9.22
contrdle |souris 6 8.4| 5.56 2.84 | 11.4233333 5.005 6.4183333

sourisl| 6.54| 4.94 1.6

souris 2 75| 5.14 2.36

souris3| 6.96| 5.64 1.32

lot 2 T+ |souris4| 6.87| 5.02 1.85

voltaréne | souris5 | 6.81| 4.74 2.07
1% souris6 | 7.54| 5.77 1.77 | 7.03666667 |5.20833333 1.83333337

sourisl| 7.51 5.4 2.11

souris 2 7.8| 5.75 2.05

souris3 | 7.25| 5.06 2.19

souris4| 7.43| 5.75 1.68

lot3 H.E |souris5| 6.67| 5.09 1.58
0.5% |souris6| 8.29| 5.97 2.28 | 7.49166667 | 5.50333333 1.98833337

sourisl| 7.37| 5.14 2.23

souris2| 8.06| 5.37 2.69

souris3| 7.71| 5.62 2.09

souris4| 7.59| 5.24 2.35

lot 4 H.E. |souris5| 8.03| 5.61 2.42

0.05% |souris6| 8.02| 5.79 2.23| 7.79666667 | 5.46166667 2.335

sourisl| 9.24| 6.03 3.21

souris2 | 9.02| 5.05 3.97

souris3| 8.89| 4.96 3.93

souris4 | 7.13| 5.44 1.69

lot5 H.E. |souris5 | 7.12| 6.42 0.7
0.005% |souris6| 7.13| 4.68 2.45 | 8.08833333 5.43 2.65833333

42.7525175

66.6616954

0.20762

48.9564149

61.823912

1.30062
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pourcentage d'oedéme et de réduction

140
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60 [ | -
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(@) (@) (@) (@) o o o o (@) (@) (@) (@) o o o
(2] (2] (2] (2] (%] (%] (%] (%] (2] (2] (2] (2] (%] (%] (%]
lot1T- lot2 T+ lot3 H.E 0.5%| lot4 H.E. lot 5 H.E.
contréle |voltaréne 1% 0.05% 0.005%
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16
14
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| | | FEENEEN
6 3 I L1 1 I I I 1 I |
2 I l | mP.O.D
2 mP.0O.G
0
“ M ;|4 m in |4 m [ . 1 |d @0 #P.0.D-P.O.G
BT T T B B B B IR S 7 B N A7 B B |
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(@) (@) o o o o o (@) (@) (@) (@) o o o o
(%] (%] (%] (%] (%] (%] (%] (2] (2] (2] (2] (%] (%] (%] (%}
lot1T- lot2 T+ lot3H.E0.5% | lot4 H.E. lot 5 H.E.
contréle voltarene 1% 0.05% 0.005%




Les différentes étapes de I’activité anti inflammatoire
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Les déférentes étapes de I’étude anatomopathologique




Les coupes histologiques
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