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Introduction

Les huiles essentielles sont plus que jamais dans 1’ére du temps, avec la recherche de plus en
plus présente de produits naturels. Souvent utilisées pour leurs propriétés olfactives, celles-ci
ont d’innombrables autres utilisations.

Les huiles essentielles ont des activités tres intéressantes pour le conseil face au manque
d’alternatives face a certaines pathologies. Beaucoup de demandes au comptoir concernant des
pathologies bactériennes, des infections, sont sans réponse face au manque de produits adaptés.
Les antibiotiques sont sur ordonnance donc souvent nous avons des médicaments soit peu
efficaces ou des médicaments a visée symptomatiques. Certaines huiles essentielles posseédant
des activités antibactériennes dont le thym pourraient étre une alternative intéressante lors de
pathologies infectieuses.

Bien sdr celles-ci ne sont pas sans risques. Disponibles en vente libre a 1’officine il convient de
les utiliser avec précautions, et sous les conseils de professionnels.

Dans cette thése j’ai choisi de parler du thym, utilisé depuis des siécles pour ses propriétés
immunostimulantes et antibactériennes. Nous décrirons 1’huile essentielle et ses composants, et
nous justifierons son activité antibactérienne et sa présence indispensable en conseil a I’ officine.
La premiére partie de la thése consiste en des rappels concernant les bactéries, et les
antibiotiques, molécules utilisées aujourd'hui contre les infections.

Dans un second temps sera développé la partie huile essentielle en général et plus
particulierement ensuite l'huile de thym, ses composants, ses propriétés et utilisations...
Ensuite, nous parlerons du mode d’action antibactérien des huiles essentielles, la sensibilité des
bactéries et leur résistance aux huiles essentielles, et comment peuvent étre évalués les effets
antibactériens des huiles. Et comment par I’exemple de quelques études on peut démontrer son
effet sur différents pathogénes, en comparaison avec d’autres huiles essentielles, en association
ou non, en différentes quantités ou différentes especes.

Et pour finir quelques exemples d’applications en officine des 2 principales huiles que 1’on
trouve, I’huile essentielle de thym a thymol et thym a linalol, seul ou en association.

Il sera ainsi possible d’affirmer la 1égitimité du thym en application a I’officine, pour diverses
utilisations et pathologies.

Enfin, dans une vision future, nous verrons pourquoi les huiles essentielles pourraient étre un
adjuvant pour aider a la résistance aux antibiotiques qui menace de plus en plus ou ala
diminution des effets indésirables ou a I’utilisation dans la conservation de denrées
alimentaires. De nombreuses applications dans différents domaines sont envisageables.




1. Bactéries et Antibiotiques

1.1 Bactéries
1.1.1 Définition

Les bactéries sont des micro-organismes vivants. Ce sont des organismes unicellulaires
procaryotes qui ne possedent pas de noyau, mais un ADN chromosomique circulaire situé dans
le cytoplasme constitu¢ d’un seul chromosome, support de I’'information génétique. De
nombreuses bactéries contiennent une autre structure d’ADN extra-chromosomique, appelée
plasmides qui ne sont pas indispensables a la bactérie. Elles mesurent entre 0,5 et 10-15 um (1).

Elles sont entourées d’une paroi de structure rigide, qui assure 1’intégrité de la bactérie. Cette
paroi est composée de polymeéres, qui different selon les bactéries, mais il y a une substance de
base toujours présente : le peptidoglycane. Elle joue un role déterminant dans la coloration de
Gram, et dans la spécificité antigénique des bactéries.

Le cytoplasme ne contient pas de mitochondries, il est riche en ARN, cible d’action de
nombreux antibiotiques.

Les enzymes transporteurs d’électrons sont localisés dans la membrane cytoplasmique.

La capsule est présente chez certaines bactéries. Elle joue un r6le important dans le pouvoir
pathogene de certaines espéces bactériennes par son réle protecteur contre la phagocytose.
La nature des constituants de la capsule détermine la spécificité antigénique d’une souche
bactérienne, désignée par son sérotype.

Les cils ou flagelles sont des appendices filamenteux, composés de protéines, antigéniques. Ils
sont attachés dans le cytoplasme bactérien par une structure complexe et constituent les organes
de locomotion pour les bactéries qui en possedent. Ils provoquent la formation d’anticorps.
Les pili ou fimbriae, surtout présents chez les bactéries a Gram négatif, sont plus courts et fins
que les flagelles. Ils permettent la fixation de certaines bactéries sur les muqueuses, ce qui
conditionne leur pouvoir pathogéne ou peuvent jouer un rdle dans I’attachement des bactéries
entre elles au cours de la conjugaison, et servent de récepteur de bactériophages spécifiques.
Certains genres sont capables de former des endospores, qui dans des conditions favorables
peuvent redonner une bactérie.

Le glycocalyx présent a la surface des bactéries favorise I’adhésion de la bactérie aux cellules,
aux supports inertes.

La membrane cytoplasmique ou interne est la limitante externe du cytoplasme. Elle est
constituée d’une double couche d’unités de phospholipides et de protéines qui lui sont
associees. Certaines de ces protéines jouent un role dans la synthése du peptidoglycane et sont
appelées protéines de liaison aux pénicillines (PLP). La membrane permet une perméabilité
sélective et le transport de substances solubles a I’intérieur de la bactérie, fonction respiratoire,
support d’enzymes et de transporteurs de molécules (2,3).

Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’ une matrice
polymérique et attachés a une surface. Le biofilm protége les bactéries et leur permet de survivre
dans des conditions environnementales hostiles. Les bactéries du biofilm peuvent résister a la
réponse immunitaire de 1’hote et sont beaucoup plus résistantes aux antibiotiques et aux
désinfectants (4).
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Figure 1: Structure d'une bactérie (4)

Les bactéries ont été decouvertes a la fin du 17eme siecle par Anthoni Van Leeuwenhoek,
naturaliste hollandais, qui inventa la microscopie (5).

Elles sont trés nombreuses et peuvent étre considérées comme des agents pathogénes
responsables de maladies plus ou moins graves, ou comme des bactéries inoffensives et
bénéfiques a I’organisme. En effet, le corps humain est colonisé par de nombreuses bactéries
qui constituent la « flore commensale ». Par exemple, au niveau du systeme digestif le
microbiote intestinal, largement impliqué dans les processus de digestion et de défense de
I’organisme, est composé d’environ mille milliards de bactéries (5).

Il existe différents types de classifications des bactéries :

- selon leur réaction au contact de la coloration de Gram : leur capacité de coloration varie
selon la composition de leur paroi. Ainsi, les bactéries colorées en violet seront dites a
Gram positif et celles en rose a Gram négatif ou non colorables par le Gram

- selon leur morphologie : Cocci, bacilles, forme spiralée

- en fonction de leur comportement vis a vis de I’oxygéne : Aérobies, anaérobies,
microaérophiles

- selon leurs exigences ou non (6)

En ce qui concerne les noms, le premier mot (en italique et commencant par une majuscule
correspond au genre, le deuxiéme (en minuscule et aussi en italique) correspond a 1’espece (7).
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Figure 2: Structure de la paroi bactérienne (7)

Bactéries a Gram positif : le peptidoglycane est la partie la plus externe de la bactérie. 1l est
plus épais que chez les bactéries a Gram négatif, constitué de nombreuses couches. Il représente
jusqu’a 90 % des constituants de la paroi et entoure la membrane cytoplasmique de la bactérie.

Bactéries & Gram négatif : la paroi bactérienne contient un élément supplémentaire, la
membrane externe, laquelle entoure le peptidoglycane qui ne représente que 5 a 20 % de la
paroi, qui est plus fin que chez les bactéries a Gram positif.

Les porines permettent le passage des petites molécules hydrophiles (antibiotiques par
exemple).

La membrane externe est un élément important dans la physiologie des bactéries a Gram négatif
constituant une structure de résistance aux facteurs de défense de 1’hote. Son feuillet interne est
essentiellement phospholipidique et son feuillet externe est majoritairement formé de
lipopolysaccharides.

Le peptidoglycane se situe entre les 2 membranes, plasmique et externe (8).

Bactéries aérobies

Gram Positif Gram Négatif

Cocci - Staphylococcus - Neisseria
« Staphylococcus aureus (méti-R et méti-S)
« Staphylocoque a coagulase négative

- Streptococcus

« Streptocoque béta-hémolytique

s Streptococcus pyogenes (groupe A),

= S. agalactiae (groupe B),

= S. dysgalactiae (groupe C),

« S. pneumoniae

* Autres streptocoques

= S. mutans, S. oralis, S. salivarius, S.

sanguis...
- Enterococcus
Bacilles - Bacillus - Entérobactéries
- Corynebacterium « Citrobacter
- Erysipelothrix * Enterobacter




- Listeria
- Nocardia
- Tropheryma whippelii

« Escherichia coli
* Klebsiella

* Morganella

* Proteus

* Providencia

« Salmonella

* Serratia

* Shigella

* Yersinia

- Coccobacilles

- Bartonella

* Branhamella

* Brucella

* Campylobacter
* Coxiella

» Francisella

* Haemophilus

» Helicobacter

* Kingella

* Legionella

» Moraxella

* Rickettsia

- Autres bacilles a Gram négatif
* Acinetobacter

» Aeromonas

* Bordetella

» Burkholderia

* Pasteurella

» Pseudomonas

* Stenotrophomonas
* Vibrio

Bactéries anaérobies

Gram Positif Gram Négatif
Cocci Peptostreptococcus Veillonella
Bacilles - Actinomyces - Bacteroides

- Clostridium : C. botulinum, C.difficile, C.

perfringens, C. tetani

- Eubacterium
- Fusobacterium

- Peptococcus - Porphyromonas
- Propionibacterium acnes - Prevotella
Autres bactéries
Spirochétes | Mycobactéries Autres
- Borrelia - M. avium - Intracellulaires :
- Leptospira | - M. leprae  Chlamydia
- - M. tuberculosis * Rickettsia
Treponema | - M. africanum
- M. kansasii - Sans paroi :

- Mycobacteries

» Mycoplasma, Ureaplasma

Tableau 1: Tableau des principales bactéries (7,8)




1.1.3 Principales bactéries

Escherichia coli appartient a la famille des entérobactéries. Celles-ci sont communes dans
I’intestin de I’Homme et des animaux sans provoquer de maladie ; en fait, elles sont méme
utiles et font partie de la flore intestinale normale. Mais E. coli présente des souches pathogenes
responsables d'infections extra-intestinales telles que les infections des voies urinaires et les
maladies associées a l'intoxication alimentaire, des infections intraabdominales, méningites.

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus sont liés a une intoxication alimentaire due a
I'ingestion d'aliments contenant des entérotoxines.

S. aureus fait partie de la flore microbienne de la peau d’environ un tiers de la population, sans
provoquer de maladie. Selon sa souche et 1’état du systéme immunitaire de la personne qu’il
infecte, il est responsable d'un large éventail de maladies allant des infections cutanées
superficielles aux infections systémiques. A 1’hdpital, il est la cause la plus fréquente
d’infections des plaies chirurgicales.

Le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) est un staphylocoque doré sur
lequel certains antibiotiques ont perdu leur efficacité. Le SARM est résistant en particulier aux
antibiotiques du type béta-lactamines, cependant certaines souches de SARM sont devenues
résistantes a pratiquement tous les antibiotiques.

B. cereus intervient également dans les cas de pneumonie, bactériémie et méningite chez les
patients immunodéprimés. En outre, en raison de sa capacité a former des spores et une structure
résistante aux températures élevées, il présente un risque important pour la sécurité alimentaire,
car il survit aux techniques de transformation des aliments.

Salmonella Typhimurium est un autre agent responsable de I'infection intestinale associée a
I'ingestion d'aliments contaminés, la fievre typhoide est la forme la plus agressive de la maladie.
Elle se traduit par une fiévre continue accompagnée de maux de téte, d’anorexie, d’abattement
et de douleurs abdominales avec diarrhée ou constipation.

Klebsiella pneumoniae est aussi une entérobactérie qui colonise normalement le tube digestif
de ’'Homme et des animaux. C’est pourtant I’une de bactéries qui provoque le plus grand
nombre d’infections nosocomiales, et d’infections des voies urinaires ou respiratoires, en
particulier de pneumonie grave. Chez les nouveau-nés, Klebsiella pneumoniae peut provoquer
des septicémies, associées a des taux élevés de mortalité. Cette bactérie a aussi la particularité
d’acquérir facilement de multiples formes de résistance aux antibiotiques.

Streptococcus pneumoniae se trouve habituellement dans le nez et le pharynx de trés
nombreuses personnes, sans provoquer d’infection. Il peut provoquer cependant de dangereuses
infections chez les personnes vulnérables par transmission. Il provoque des infections du sang
ou des méninges et surtout des pneumonies. Mais il est également responsable de nombreuses
infections, telles que bronchites et otites.

Yersinia enterocolitica est responsables de yersinioses, qui se manifestent par des entérites
aigués s'accompagnant de fiévre, diarrhées et douleurs abdominales. Des complications comme
une eruption cutanee, des douleurs articulaires, la propagation de bactéries dans la circulation
sanguine peut survenir dans un nombre peu éleveé de cas.

(9,10)
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1.2 Antibiotiques

1.2.1 Définition

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c'est a dire produite par
des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries) ou de synthese chimique et
qui est capable d'inhiber la multiplication ou de détruire d'autres micro-organismes (11).

Un antibiotique, d’aprés le Dictionnaire de Biologie de Jacques Berthet, est « une substance
ayant la capacité de tuer les bactéries (effet bactéricide) ou d’inhiber leur multiplication (effet
bactériostatique). »

1.2.2 Historique

En 1889, Paul Vuillemin introduit le terme « antibiose » pour décrire le principe actif d’un
organisme vivant qui détruit la vie des autres pour protéger sa propre vie.

Ernest Duchesne est le premier en 1897 a mettre en avant l'activité antimicrobienne des
moisissures dans sa these intitulée « Contribution a I'étude de la concurrence vitale chez les
micro-organismes, antagonisme entre les moisissures et les microbes ». Il apparait comme le
précurseur de l'antibiothérapie mais ses recherches ne seront pas poursuivies (12).
L'histoire des médicaments d'origine microbienne a réellement commencé avec I'observation
fortuite de Fleming en 1929 selon laquelle la croissance bactérienne était empéchée par la
croissance de Penicillium notatum.

Apres un démarrage tardif, cela a conduit a I'isolement, a I'élucidation structurelle, a I'évaluation
clinique et a la commercialisation des pénicillines en tant que premiers agents antibactériens a
large spectre au début des années 40.

Pour leurs efforts dans la découverte et le développement de la pénicilline, Fleming, Florey et
Chain ont recu le prix Nobel en 1945.

Le succes de la pénicilline a mené a des efforts pour découvrir d'autres composés de sources
naturelles pour le traitement des infections bactériennes, résultant en presque toutes les
nouvelles classes d'antibiotiques d'origine naturelle jusqu'en 1962 (13).

Antibiotiques d’origine naturelle
La découverte d'antibiotiques a large spectre a commencé avec la découverte de la pénicilline,
le premier des B-lactames qui a conduit a «I’dge d'or » (1940-1962) de la découverte
d'antibiotiques. De nombreuses classes de nouveaux antibiotiques naturels ont été découvertes,
ainsi que le produit derivé de synthese, l'acide nalidixique. Ceux-ci comprenaient les
phénylpropanoides (chloramphénicol), les polycétides (tétracycline), les aminoglycosides
(streptomycine, gentamycine), les macrolides (érythromycine), les glycopeptides
(vancomycine) et les streptogramines (quinpristine et darfopristine) et les béta-lactamines de
deuxiéme génération).
Une troisieme classe de B-lactames, les carbapénemes a été découverte au debut des années
1970 (13).

Antibiotiques d'origine synthétique
Les sulfamides synthétiques, découverts dans les années 1930, étaient la premiere classe
d'antibiotiques utilisés en pratique clinique avant la découverte des pénicillines et continuent
d'étre utilisés aujourd'hui.
La deuxiéme classe d'antibiotiques synthétiques, qui connait un grand succes, est celle des
quinolones découvertes en 1962 par criblage empirique du sous-produit de la synthése de la
chloroquine. Cela a conduit a la découverte et au développement de I'acide nalidixique comme




premier antibiotique quinolone qui a finalement évolué vers d’autres quinolones. Les
oxazolidinones représentent la troisieme classe d'antibiotiques dérivés synthétiquement
découverte en 1979 qui a conduit au développement clinique et a I'approbation du linézolide en
1999.

Malgré les avancées technologiques majeures, l'approche pour identifier de nouveaux
antibiotiques aujourd’hui est tres similaire a celle utilisée par Fleming, bien que I'extraction du
génome bactérien ouvre de nouvelles voies pour l'identification de cibles bactériennes
essentielles pouvant étre utilisées pour la découverte d’agents antibactériens.
Le processus implique la croissance de souches bactériennes sur des plaques d'agar avec
bouillon. Apres incubation, la zone de clairance bactérienne a été mesurée. Un bouillon ou un
extrait qui présentait une zone de destruction a ensuite été soumis a un fractionnement
chromatographique guidé par essai biologique, conduisant a I'isolement du ou des produits
naturels actifs, suivi d'une élucidation structurelle du composé actif (13).

Alors que la découverte de nouveaux antibiotiques était le principal objectif de la recherche,
peu d'approches innovantes ont été développées, avec pour résultat un succes minimal. Au lieu
de cela, des efforts ont été dirigés vers I'amélioration progressive des molécules existantes,
I'amélioration de la puissance, de la stabilité, de la pharmacocinétique ou des réactions
indésirables par des modifications chimiques.

Cela a conduit au développement de cing générations de pénicillines, quatre générations de
céphalosporines, deux générations de carbapénemes, d'aminosides, de tétracyclines, de
macrolides, des glycopeptides, des quinolones.

Une autre stratégie pour la découverte de médicaments consistait a cibler le mécanisme de
résistance pour inverser la diminution de la puissance antibiotique. Cela a conduit au
développement d'inhibiteurs de la B-lactamase (ex : l'acide clavulanique, le sulbactam, le
tazobactam) qui ont été co-administrés avec un antibiotique -lactame.

De méme, les stratégies pour bloguer I'efflux ont été réussies, conduisant a la tigécycline, dans
laquelle des modifications chimiques ont été apportées a la tétracycline de base pour réduire
I'efflux et la résistance (13).

De nouveaux produits naturels d'une diversité structurelle et d’une complexité marquée avec
des activités biologiques se trouvent dans presque toutes les sources biologiques, y compris les
plantes terrestres, les lichens, les macro-organismes marins. Bien que les sources végétales
n'aient pas fourni d'antibiotiques cliniquement pertinents, les produits naturels dérivés des
plantes ont montré des activités antibactériennes (13).

Avec de nouvelles cibles et des progres dans les technologies basées sur les produits naturels,
le moment est venu de recentrer les efforts sur les produits naturels, pour revitaliser la
découverte d'antibiotiques. L'utilisation de données génomiques bactériennes et d'approches
innovantes de produits naturels permettra de traiter a la fois la résistance bactérienne et les
limites commerciales des approches actuelles.

1.2.3 Classification et mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont définis par :
« leur activité antibactérienne (spectre d'activité),
* leur toxicité sélective (mode d'action),
« leur activité en milieu organique (pharmacocinétique),
* leur bonne absorption et diffusion dans I'organisme (11)




Le mécanisme d’action de tous les antibiotiques actuellement utilisés en clinique a été
déterminé apres leur découverte.

Inhibition de la | Inhibition de la | Inhibition de la Inhibition du Inhibition de Destruction
synthése des synthese de la synthese des métabolisme la synthese des
protéines paroi acides (synthése acide d'ARN membranes
nucléiques folique) bactériennes
Aminosides B-Lactamines Quinolones Triméthoprime | Rifamycines | Polypeptides
cycliques
Tetracyclines Glycopeptides Sulfamides
Macrolides Fosfomycine | Nitro-imidazolés
Streptogramines | Daptomycine
Lincosamides Isoniazide
Phénicolés Ethambutol
Oxazolidinones
Acide fusidique
Mupirocine

Tableau 2: Antibiotiques et leurs cibles moléculaires (11,14)

Bétalactamines : partagent un élément commun, le cycle béta-lactame. Selon la nature de
I’hétérocycle accolé au cyle bétalactame, on peut les classer en 4 groupes : les pénicillines et
les céphalosporines, les carbapénémes, les monobactames.

Les inhibiteurs de bétalactamases n’ont pas d’activité antibactérienne, mais préviennent la
dégradation de la bétalactamine qui leur est associé (7).

1.2.4 Méthode d’évaluation de I’activité des antibiotiques in vitro

Antibiogramme

Selon les recommandations internationales, la méthode par dilutions successives en milieu
solide par diffusion en milieu gélosé est la méthode de référence pour déterminer la sensibilité
bactérienne aux antibiotiques. Cette méthode est nommée antibiogramme.

Cela consiste a utiliser des disques imprégnés d’une concentration donnée d’antibiotiques. Ces
disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de bactéries. L antibiotique diffuse de maniere concentrique dans la gélose pendant I’incubation
a 37°C pendant 18h puis lecture de la zone d’inhibition qui représente I’action antimicrobienne

(14).

CMletCMB

La concentration inhibitrice minimale (CMI) a été définie comme la plus petite concentration
d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne apres 18 a 24 heures de
culture a 37°C en présence de dilutions en série des composés d'essai. Cette valeur caractérise
’effet bactériostatique d’un antibiotique.

Les molécules qui se contentent d’inhiber la multiplication des bactéries : action
bactériostatique, donc nécessiteront I’apport du systéme immunitaire pour €radiquer le micro-
organisme.

Les antibiotiques bactériostatiques sont les macrolides, tétracyclines, lincosamides.




La CMB est la concentration bactéricide minimale, plus petite concentration d’antibiotique ne
laissant subsister 0,01% ou moins de survivants de I’inoculum initial aprés 18 heures de culture
a 37°C. Cette valeur caractérise 1’effet bactéricide d’un antibiotique.

Ces concentrations ont été déterminées par repiquage sur des plagques d'agar correspondantes
apres incubation de souches bactériennes.

Les molécules qui tuent le micro-organisme considéré : action bactéricide, ne nécessitent pas
I’action du systéme immunitaire et Seront donc privilégies dans toutes les situations
d’immunosuppression.

Les antibiotiques bactéricides sont les bétalactamines, linézolide, glycopeptides, polymixines,
aminosides, fluoroquinolones, daptomycine.

L’activité bactéricide sera d’autant plus marquée que les concentrations minimales bactéricides
(CMB) seront peut différente des CMI.

Certaines souches pourront étre tolérantes vis a vis d'antibiotiques normalement bactéricides, si
les CMB de ces antibiotiques s'éloignent des CMI (>32 fois) (14).

1.2.5 Résistance

A T'heure actuelle, de nombreux antibiotiques sont disponibles pour traiter divers agents
pathogénes bactériens. Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité
mondiale depuis longtemps. Cependant, le mauvais usage de ces agents antimicrobiens et leur
utilisation accrue ont eu pour conséquence la capacité des bactéries a développer une résistance
aux médicaments. Selon I'Organisation mondiale de la santé, la menace des bactéries résistantes
aux médicaments devient plus aigué et la perspective d'une ére post-antibiotique, dans laquelle
méme les infections courantes et les blessures mineures peuvent étre mortelles, devient plus
réelle.

Lors de son dernier rapport, I’OMS note par exemple que, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus ont presenté une résistance aux antibiotiques, qui dépassait
50% dans la plupart des pays qui ont fourni des données sur la résistance aux antimicrobiens
sur la surveillance (OMS, 2014) (15).

Les bactéries pathogenes, grace a leur flexibilité et plasticité génétique, sont capables de mettre
en place un programme de résistance spécifique contre un antibiotique particulier. En effet,
certaines souches arrivent a rétablir une multirésistance vis-a-vis de plusieurs antibiotiques a la
fois donnant lieu a ce qu’on appelle les bactéries multirésistantes aux antibiotiques (16).

Plusieurs situations sont a distinguer :

- une infection par un micro-organisme d’emblée résistant issu de 1I’environnement

- une infection par une population microbienne sensible, mais dont I’inoculum élevée,
associé¢ a la probabilité de mutations spontanées, a permis I’apparition de mutants
résistants au traitement

- une infection par une population microbienne sensible, mais dont certains éléments ont
acquis des mutations de résistance par transfert génétique a partir de micro-organismes
déja présents dans 1I’organisme

Dans ces 2 derniers cas, la concentration de I’anti-infectieux administré peut favoriser la
sélection de mutants résistant par rapport au reste de la population microbienne, amplifiant ainsi
le phénomeéne. Ces mutants sont caractérisés par une CMI plus élevée que celles des micro-




organismes sensibles. Leur éradication nécessite donc un niveau de concentration plus élevé
(14).

Résistance innée et résistance acquise

« Résistance naturelle ou innée
C’est une résistance intrinséque, commune a une population, due essentiellement a la
présence de génes spécifiques situés dans le chromosome bactérien (17). Elle se caractérise
par des modifications structurales et métaboliques. Les génes de résistance sont exprimés soit
d’une maniére constitutive ou bien induite en répondant a un signal enzymatique établi par la
mise en ceuvre d’un processus d’échappement vis-a-vis de ’antibiotique.
La résistance intrinseque est contrélée par des genes naturels situés dans le chromosome
bactérien, tels que I'"AmpC B-lactamase de bactéries a Gram négatif et de nombreux systémes
d'efflux (18).

o Résistance acquise
Elle est due a des modifications dans le profil d’expression génique via des mutations
ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des
informations génétiques, ce qui leur confeére un trés grand pouvoir d’adaptation aux milieux
environnementaux qu’elles habitent (19).
La résistance acquise implique des mutations dans les genes ciblés par I'antibiotique et le
transfert des déterminants de la résistance mobile via des plasmides, des bactériophages, des
transposons et d'autres matériels génétiques mobiles (20).
De nombreuses cibles des fonctions cellulaires sont impliquées dans ces mécanismes (21).

Les mécanismes de résistance

Les sites de résistance sont variables entre les especes bactériennes, dans certains cas, au sein
de la méme souche bactérienne, on peut trouver plusieurs mécanismes de résistance différents.

o [Inhibition d’antibiotiques

Certaines bactéries synthétisent des enzymes qui inhibent 1’action des antibiotiques en
dégradant ou en modifiant ce dernier. La modification des antibiotiques peut se faire de
différentes fagons selon les réactions chimiques catalysées (I’acétylation, la glycosylation, la
nucléotidylation, la substitution, la ribosylation et/ou la phosphorylation). La modification
induite, par ces enzymes, peut inactiver certains antibiotiques ou bien diminuer leurs affinités
vis-a-vis de leurs cibles (22).

EX : I’inactivation des -lactames par la f-lactamase

e Modification des cibles des antibiotiques
Dans certaines situations, la bactérie modifie I’affinit¢ de ses protéines de liaison a des
antibiotiques spécifiques.
En plus de la modification enzymatique, certaines souches pathogénes mobilisent le
positionnement de leurs organites pour échapper a I’action des antibiotiques (23).

o Empéchement de |’entrée de [’antibiotique




Certaines souches bactériennes empéchent les antibiotiques de rentrer dans la cellule
bactérienne, et cela grace a un mécanisme de transport particulier dit pompe a efflux qui leur
permet d’exporter les antibiotiques hors des cellules (24).

e surproduction de cible (par exemple, DHFR);

« contournement de la voie métabolique pour éliminer I'essentialité du target (par
exemple, peptide déformylase dans Streptococcus pneumoniae ou Haemophilus
influenzae) (25)

Bases génétiques de la résistance

Quelle que soit la nature de la résistance, innée ou acquise, elle s’établit via des alléles
spécifiques dans le pool génétique d’une souche bactérienne. L. origine de la diversité génétique
est due essentiellement a deux phénomenes globaux : les mutations chromosomiques ou parfois
des hypermutations et le transfert horizontal de genes entre les especes de nature différente (26).

o Mutations chromosomiques
Elles peuvent se produire spontanément lors de la réplication de I’ ADN, cette marque génétique
donne lieu a des protéines biochimiquement modifiées.

e Hypermutation
L’hypermutation est un phénomene génétique qui désigne un état transitoire durant lequel une
souche bactérienne subit un taux de mutation trés élevé, permettant ainsi I’acquisition de la
résistance aux antibiotiques.

o Transfert des génes

Les especes microbiennes partagent des éléments génétiques entre elles, cet échange est appelé
transfert horizontal du matériel génétique. Ce transfert est généralement réalisé grace a trois
phénomenes essentiels : — la transduction : le transfert des génes via les bactériophages ; — la
transformation : 1’incorporation par une bactérie des fragments d’ADN libérés par d’autres
bactéries ; — la conjugaison : le transfert des fragments via des plasmides conjugatifs (27). Via
ces mécanismes les éléments transposables portent avec eux des copies des geénes.
D’autres ¢léments responsables du transfert des genes entre les bactéries sont appelés les
intégrons. Ce sont des fragments d’ADN que les bactéries s’intégrent dans certaines régions
d’ADN chromosomique via un mécanisme de recombinaison d’une maniére site-spéecifique.
Ces éléments transferent des genes impliqués dans la résistance bactérienne aux antibiotiques.
Les intégrons ne sont pas des éléments mobiles, mais leurs associations avec d’autres facteurs
de transfert et d’insertion les rendent mobiles (28).

Le transfert des geénes peut se produire entre des bactéries génétiquement éloignées,
essentiellement entre les bactéries & Gram+ et celles a Gram-.

Le cas des bactéries & Gram négatif

Les bactéries a Gram négatif acquierent souvent leur résistance par I'acquisition d'un géne de
résistance a partir d'un pool génétique partage a l'aide de plasmides, ce qui entraine le ciblage
de la dissémination des plasmides (29).

Une caractéristique notable des bactéries a Gram négatif est la présence d'une membrane
externe entourant la cellule bactérienne. Cette barriére complexe représente un contréle efficace
de la permeéation (30), capable de nuire a I'absorption des macromolécules et des substances
hydrophobes (par exemple les antibiotiques hydrophobes). Ainsi, la membrane externe confere




une protection solide contre les molécules qui peuvent normalement endommager la membrane
interne, le peptidoglycane ou les cibles cytoplasmiques et contrble également I'absorption de
divers composés, y compris les nutriments et les antibiotiques hydrophiles via les canaux
protéiques situés a I'extérieur de la membrane (31).

La perméabilitt membranaire des bactéries a Gram négatif est directement associée a
I'assemblage fonctionnel des protéines membranaires et a la structure du lipopolysaccharide
(LPS). L'expression de canaux poreux étroits ralentit la pénétration des solutés hydrophiles,
tandis que la structure LPS contrble le taux de diffusion transmembranaire des solutés
lipophiles. 1l est important de noter que bon nombre des modifications signalées dans la
perméabilité de la membrane externe contribuent a la diminution drastique de la sensibilité aux
antibiotiques. Par conséquent, la résistance aux antibiotiques innée est susceptible de refléter
I'action synergique de la membrane externe agissant comme une barriére de perméabilité et des
pompes d'efflux de médicaments diverses et largement distribuées (32).

Certains agents chimiques classés comme perméabilisants membranaires peuvent altérer
I'intégrité de la membrane bactérienne en libérant du LPS et d'autres composants, par effet
porogéne ou par activité intercalaire qui dépolarise la membrane. Dans ces cas, il y a une
modification de la fonction de barriére de perméabilité. Des exemples de ces perméabilisants
comprennent I'EDTA, qui chélate les cations divalents qui stabilisent les interactions
moléculaires et la libération induite de LPS, les peptides cycliques tels que la polymyxine B,
qui perturbent la structure de la membrane cellulaire bactérienne en interagissant avec ses
composants, causant des dommages aux membranes, ainsi que des peptides antimicrobiens
cationiques qui forment des canaux a travers la membrane ou créent des discontinuités
membranaires. Les perméabilisants en tant que tels n'ont pas besoin d'étre bactéricides ou
bactériostatiques pour les bactéries a Gram négatif, mais agissent principalement en permettant
a d'autres composés de pénétrer et d'atteindre leurs cibles finales (33).

Antibiotiques critiqgues

En réponse a une saisine de la Direction Générale de la Santé (DGS), I'Agence nationale de
sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) avait élaboré en 2013 une liste
d'antibiotiques critiques compte tenu de considérants scientifiques et d’objectifs de santé
publique, identifiant trois catégories : Antibiotiques particulieérement générateurs de résistances
bactériennes, Antibiotiques de dernier recours, Antibiotiques dont la prescription et/ou la
dispensation doivent étre contr6lées par des mesures spécifiques.

Parallélement a 1’élaboration de cette liste, il avait été admis la nécessité de la réviser
régulierement compte tenu notamment d'évolutions d'ordre épidémiologique et des données
relatives aux ventes/consommations d'antibiotiques. Il a donc été procédé a 1’actualisation de
cette liste en 2015, constituant ainsi la premiére actualisation depuis son élaboration. Dans
celle-ci la derniére catégorie a été supprimée, car elle regroupait les 2 catégories et la situation
aujourd’hui ameéne a reconsidérer cette troisiéme catégorie. Cette troisieme catégorie est
supprimée de la liste 2015 des antibiotiques critiques de I’ ANSM, ce qui va laisser aux Instances
concernées, selon leurs prérogatives, le temps de mettre en place les modalités d’encadrement
adaptées voire de prioriser les antibiotiques a encadrer en tenant compte notamment des aspects
de faisabilité, de moyens et de délais (34).




2. Huiles essentielles et Thym

2.1 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits dérivés de plantes aromatiques, de composition
relativement complexe. Elles contiennent environ 20 a 60 composants a différentes
concentrations.

Habituellement, la caractérisation chimique des huiles essentielles révele la présence de 2 ou 3
composants principaux a une concentration assez élevée (20-70%) par rapport aux autres
composants présents en traces (35).

Il existe environ 3000 espéces de plantes contenant des huiles essentielles, dont 10% sont
commercialement importantes et utilisées dans les parfums, les cosmétiques, les médicaments,
comme conservateurs alimentaires et médicamenteux et agents aromatisants (36).

2.1.1 Définition

Une huile essentielle est un extrait de plante fabriquée selon un procédé défini par la
pharmacopée européenne et ’AFNOR (Norme ISO 9235) : « Une huile essentielle est un
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenue a partir d’une matiere
premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soir par
distillation seche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé mécanigue n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition » (37).

Les huiles essentielles ont des propriétés médicinales selon la pharmacopée francaise (édition
2012) : «les huiles essentielles médicinales sont des huiles essentielles au sens de la
Pharmacopée européenne (2018), possédant des propriétés médicamenteuses. Des huiles
essentielles ayant des propriétés médicamenteuses peuvent avoir d autres usages, notamment
alimentaires, cosmétiques, biocides... » (source ANSM)

Les huiles essentielles sont des substances volatiles, du fait de leur masse moléculaire
relativement faible ce qui est a la base de leurs propriétés olfactives. Elles sont contenues dans
certaines espéces végétales botaniquement définies (5), liquides, limpides et rarement colorés,
hydrophobes, liposolubles et miscibles uniquement dans I’alcool et les huiles végétales ou
minérales. Elles sont inflammables, et ne contiennent aucun corps gras.

Les composes des huiles essentielles peuvent étre synthétisés par tous les organes végétaux,
c'est-a-dire les bourgeons, les fleurs, les feuilles, les tiges, les rameaux, les graines, les fruits,
les racines, le bois ou I'écorce, et sont stockés dans les cellules sécrétoires, les cavités, les
canaux, les cellules épidermiques ou les trichomes glandulaires (38,39).

Les HE sont biométabilisées par les plantes dites aromatiques comme métabolites secondaires.
La composition chimique d’une HE est formée essentiellement des terpénes et de leurs dérivés
oxygénés (40).

L’aromathérapie est ’utilisation a but de traitement médical d’extraits de plantes aromatiques.

Critéres de qualité des HE

La mention HEBBD qui signifie Huile Essentielle Botanique et Biochimiquement Définie est
un des premiers labels de qualité créé pour les huiles essentielles.




Proposée par I'institut de normalisation scientifique d’aromatologie, cette mention certifie
plusieurs critéres qualitatifs définissant une HE :
- D’espéce botanique exacte, en latin, comportant le genre, I’espéce, la sous-espece
éventuelle, parfois la variété, le chémotype.
- lorgane producteur des essences, point important quand les plantes aromatiques
comportent plusieurs organes producteurs d’HE de composition différente
- le pays d’origine de la plante
- la récolte : le mode de culture de la plante : sauvage, culture bio... choix des plantes,
mode de cueillette, provenance, stade vegétatif, période de la journée (ex: thym de
préférence 1’aprés-midi)
- I’analyse de I’huile essentielle obtenue par les méthodes de référence
- le mode de fabrication : distillation ou pression a froid et que I’HE est brute, vierge,
intacte et non modifiée (38,41).

Certaines études rapportent des différences qualitatives et quantitatives dans les constituants
volatils entre les différents stades de croissance et de floraison des plantes (42,43).

Le niveau le plus élevé de production d'HE se produit généralement pendant la période de
floraison de la plante (44).

Exemple de la récolte du thym

Dans une étude, les variations saisonniéres de la composition de 1’huile essentielle de thym ont
été analysées. Une huile essentielle de T. vulgaris ou les principaux composants étaient le 1,8-
cinéole, suivi par I'acétate de terpényle, le bornéol, le linalol; et pour le T. hyemalis, le thymol,
qui définit le type chimique et la qualité de I'huile essentielle, et ses précurseurs y-terpinene et
p-cymene.

En ce qui concerne le rendement en huile essentielle et les composants qui définissent la qualité
de I'huile, chez Thymus hyemalis, la pleine floraison jusqu'au début de la maturation du fruit est
la période la plus adéquate pour sa récolte, car le rendement et les composants phénoliques ont
atteint leurs concentrations les plus élevées a cette étape phénologique. Dans le méme temps,
entre la pleine floraison et I’étape de transition pleine floraison / début de la maturation des
fruits pourrait étre la période au-dela de laquelle la séquence des précurseurs et leur composant
final y-terpinéene — p-cymeéne — thymol commence.

Pour le rendement et la composition de I'huile essentielle de T. vulgaris en Espagne, c’est au
stade phénologique de la végétation que I'huile a présentée son rendement et sa concentration
les plus élevés en 1,8-cinéol, ainsi que des composants de faible poids moléculaire. Cependant,
d'autres composants également associés a I'ardme frais de cette huile essentielle, I'acétate de
terpényle et le linalol, comme les plus abondants, ont augmenté leur concentration de la pleine
floraison a la maturation des fruits.

Ainsi les concentrations des différents composés ont varié pendant tout le cycle végétatif. Pour
cette espéce et en respectant le profil aromatique, la période de récolte ne peut étre définie que
par les nécessités de I'industrie selon son application (42).

Les produits d'extraction peuvent varier qualitativement et quantitativement dans leur
composition.

De plus, les propriétés stéréochimiques des huiles essentielles peuvent varier et dépendre de la
méthode d'extraction (45).

Seul le respect de I’ensemble des criteres de qualité garantira 1I’authenticité des HE, leur relative
innocuité et leur pleine efficacité thérapeutique.




Les controles de qualité du produit final se font sur :
- les caractéristiques organoleptiques (odeur, couleur, saveur)
- les mesures physiques (densité, indice de réfraction, pouvoir rotatoire)
- les analyses chimiques (chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse) (36,38)

La notion de chémotype

La composition chimique d'une huile essentielle peut varier considérablement selon plusieurs
facteurs : I’ensoleillement, le climat, la composition du sol, 1’altitude, la partie de la plante, la
saison de récolte et I'origine géographique, I'époque de la culture et de la récolte, I'organe
végetal, I'age et le stade du cycle végétatif la méthode d'extraction, entre autres (42,46,47).
Ces variations de composition sont appelées chémotypes, elles ont été découvertes dans les
années 1970 par le professeur Passer de Montpellier.

La plante la plus représentative est le thym commun (Thymus vulgaris) avec 6 chémotypes.
Par exemple, un thym vulgaire posséde une fragrance plus douce en hiver, car le géraniol est
remplacé en bonne partie par son ester, 1’acétate de géranyle (4 fois moins anti-infectieux).

La plupart des huiles essentielles commercialisées sont chémotypées par chromatographie en
phase gazeuse et analyse par spectrométrie de masse. Des monographies analytiques ont été
publiées (pharmacopée européenne, 1ISO, OMS, Conseil de I'Europe) pour garantir la bonne
qualité des huiles essentielles.

Les molécules majoritaires différent selon les espéces d’une plante, I’HE d’une méme espece
peut présenter une composition de molécules chimiques variable selon les individus. Ce
phénoméne s’explique par la biodiversité, car certaines molécules d’une espéce donnée seront
plus ou moins sensibles a la climatologie et aux grands frimas. Par ailleurs il peut exister des
réponses adaptatives suite a la libération des molécules d’une espece dans le sol.

Ces ensembles treés complexes que sont les HE sont soumis a des facteurs de variabilité de 2
types ; intrinséques et extrinséques. La nature fait apparaitre des essences uniques, il est
impossible d’avoir une reproductivité parfaite de la composition des HE naturelles (38).

2.1.2 Historique

Le terme « huile essentielle » proviendrait du nom inventé au XVle siecle par le réformateur
suisse de medecine, Paracelsus von Hohenheim; il a nommé le composant efficace d'un
médicament Quinta essentia (48).

Le chimiste frangais Gattefossé est considéré comme le pére fondateur de I’aromathérapie, il
consigna ses observations cliniques dans un livre qu’il publia en 1937 Aromathérapie, les huiles
essentielles, hormones végétales et créa le terme d’aromathérapie. Il fut le premier a montrer
les relations structure/activités des composants aromatiques et a codifier les grandes propriétés
des ardmes naturels (49).

Le docteur Valnet poursuivit les travaux de Gattefossé, et publia des ouvrages de référence. En
déficit d’antiseptiques en chirurgie militaire, il avait expérimenté I’efficacité des HE chez
I’homme, suivant ainsi 1’observation de Sévelinge, un pharmacien lyonnais, qui en 1929,
étudiant ces essences en médecine vétérinaire en avait demontré le pouvoir antibactérien.

Le premier congrés d’aromathérapie médicale a eu lieu a Paris en 1960, sous la présidence du
docteur Valnet. Il se concentre en particulier sur I’é¢tude des propriétés anti-infectieuses des
huiles essentielles. En 1973 il crée le terme d’aromatogramme (50).

Par la suite, Pierre Franchomme, avec la notion de chémotype contribua a améliorer
I'identification des principes actifs dans les extraits utilisés (51).
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L’utilisation de la chromatographie a permis de faire avancer les analyses des molécules
constituantes des HE, et de caractériser par la suite leur mode d’action.

2.1.3 Role des huiles essentielles

Le role essentiel des HE au sein d’une plante n’est pas encore bien éclairci. Les études qui ont
été réalisées dans ce sens suggerent que ces essences constituent un moyen de défense contre
les prédateurs en modulant les comportements de ceux-ci vis-a-vis des plantes. Elles peuvent
aussi jouer un role important comme des modérateurs des réactions d’oxydation
intramoléculaires protégeant la plante contre les agents atmosphériques (52).

Les plantes aromatiques utilisent les HE également pour inhiber la germination et le
développement d’autres especes végétales dans leur voisinage (effet allélopathique) (53).
D’autres effets des HE sont liés a 1’attraction des insectes polinisateurs, a la dispersion des
graines et a la répulsion des herbivores (54). De point de vue physiologique, les plantes
aromatiques synthétisent les HE dans des structures végétales tres spécifiques. Ces structures
sont de nature différente en fonction de la plante aromatique. En général, on trouve les
trichomes glandulaires, les cavités sécrétrices et les canaux sécréteurs.

Ces trois structures peuvent étre présentes chez certaines especes dans tous les organes végétaux
(fleurs, feuilles et écorces) (40).

2.1.4 Familles

Les huiles essentielles sont des mélanges variables et complexes de terpénoides principalement,
en particulier des monoterpénes (C10) et des sesquiterpenes (C15) et des phénylpropanoides.
A partir de ces molécules, le végétal élabore par des réactions successives des composés tels
que des phénols, des acides, des oxydes, des alcools, des aldéhydes, des cétones, des esters, des
ethers ou des lactones et des composés mineurs tel que les azotes, soufrés et coumarines.

Les terpénes font partie des produits chimiques responsables des utilisations médicinales,
culinaires et parfumées des plantes aromatiques et médicinales. La plupart des terpenes dérivent
de la condensation d'unités d'isoprene ramifié a cing carbones et sont classées en fonction du
nombre de ces unités présentes dans le squelette carboné. Les terpénoides, dont 25 000 sont
connus comme meétabolites secondaires, dérivent du précurseur isoprénique a cing atomes du
carbone, I’isopenténylpyrophosphate (55).

Les composés phénoliques (phénylpropanoides) sont biométabolisés a partir de deux
précurseurs essentiels (acides aminés aromatiques). Ces composés phénoliques sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle
(56).

Familles biochimigues (36)

Les composants aromatiques de toute huile essentielle sont des molécules connues et
biochimiquement définies. Ce sont ces éléments chimiques aromatiques qui leur conférent
leurs propriétés spécifiques.




Famille Phénols Monoterpénols Aldéhydes Cétones Oxydes
biochimique aromatiques
Propriétés Anti-infectieux Anti-infectieux Anti-infectieux Antiparasitaires, Antiviraux,
puissants a large puissants a large puissants a large antiviraux, antibactériens
spectre d’action spectre d’action spectre d’action fluidifiant, modeste
Stimulant général | Immunomodulants | Immunostimulant cicatrisant, Expectorantes,
Neurotoniques Tonique général antispasmodique mucolytiques
Immunomodulants
Spécificité Thymol, carvacrol, Borneol, Cinnamaldéhyde, Menthone, 1,8 cinéole,
biochimique eugénol, gaiacol citronellol, linalol, cuminaldéhyde carvone, linaloloxyde
menthol, terpineol, camphor,
thujanol, nerol, thuyone, jasmone,
géraniol (-ol) borneone (-one)
Exemples d’huiles Thym a thymol, Thym alinalol,a | Litsée, cannelle de | Curcuma, menthe Eucalyptus
essentielles origan, sarriette des thujanol ou ceylan, poivrée globuleux,
montagnes, girofle géraniol, thym a romarin 1,8
feuilles de cinéole, myrte,
sarriette, tea tree, niaouli, ravintsara,
palmarosa, néroli, saro, laurier noble
menthe poivrée,
bois de rose
Esters Monoterpénes Ethers Lactones Phtalides Aldéhydes
terpéniques
Calmant, Stimulant général, | Antispasmodique, Anti-infectieux, Antibactériens et Anti-

antispasmodique,

antiseptique,

antiviraux

fluidifiant,

antifongiques

inflammatoire,

anti-inflammatoire, antiviraux, variables et antibactérien,
antifongique antalgiques, occasionnels antiviraux,
expectorants antifongiques non
systématiques a
spectre étroit,
antiseptique
Benzyl acetate, Camphene, Estragole, anéthole Alantolactone, Sédanolide, Néral, géranial,

methyl salicylate, myrcene, limonene, costunolide, ligustilide (-lide) citronellal,

linalyly acetate, terpinene, a et 3 santalolactone myrténal, citral (-

eugenyl acetate pinene, al)
phellandrene (-ene)

Sauge sclarée, petit Pin sylvestre, Fenouil, estragon, Inule, céléri Livéche Lemongrass,

grain bigaradier, pamplemousse, anis étoilé, laurier, eucalyptus

gaulthérie, orange, encens, basilic tropical citronné
Cypres, citron jaune

Sesquiterpénols Esters Sesquiterpénes Coumarines Composés Composés

terpéniques azotés soufrés
Décongestionnant Antispasmodique, Anti- Antispasmodique, Rares et a I’état | Rares et a I’état de
veineux, tonique, anti-inflammatoire, inflammatoire, équilibrant du de traces traces

hypotenseur calmante, décongestionnant systéme nerveux, Pas d’activité Pas d’activité
veineux, sédatif,
antiseptiques, anticoagulantes

antalgiques
Farnesol, bisabolol, Salicylate de B-caryophyllene, Herniarine, Damascénone, Mintsulfide
pachoulol, ledol, méthyle, acétate de bisabolene, scopolétine alcaloides
cedrol néryle, benzoate de cedrene, terpéniques

benzyle curcumene,

germacrene

Carotte Gaulthérie, Ylang-ylang, Angélique, Rose de damas, Ail, menthe
hélichryse myrrhe amére, bergamote, patchouli poivrée
gingembre camomille

romaine, mélisse,
pamplemousse




2.1.5 Obtention

Il existe 3 types de structures sécrétrices dans les plantes : (3)
- les poils glandulaires épidermiques, ils produisent les essences dites superficielles
- les poches sphériques schizogenes présentes dans les cannelures, émettant les
secrétions d’HE odorantes
- les canaux glandulaires lysigénes, formant des grappes de poches sécrétrices sous la
surface du tissu végétal (57)

Biosynthése des molécules aromatigues (36)

Les cellules sécrétrices des feuilles sont les organes responsables de la production d’essence,
mais également de la photosynthése. A I’intéricur de la chlorophylle se construisent les trioses
(sucres a 3 atomes de carbone) puis les hexoses (fructose, sucre a 6 atomes de carbone).

Cette premiere €laboration exige des matériaux et de I’énergie fournie par le rayonnement
solaire qui permet I’évolution des ADP (adénosine diphosphate) et ATP (adénosine
triphosphate). L’énergie solaire absorbée par la chlorophylle, est stockée dans les liaisons
phosphores enrichies de ce fait en énergie. L’énergie en surplus sert a la dislocation des
molécules d’eau.

Au cours de cette réaction, ’oxygéne est libéré puis éliminé. Seul subsiste le dioxyde de
carbone (CO2). L’intégration de H+ (proton) dans la molécule de dioxyde de carbone
consomme une énergie importante livrée par les ATP. L’association de plusieurs molécules de
CHO avec I’aide d’enzymes et de la méme énergie donne naissance aux trioses puis aux
hexoses. L hexose « fructose » sort du grain de chlorophylle et arrive dans le cytosol puis dans
une mitochondrie ou il créera de nouvelles synthéses moléculaires.

La voie des terpénoides et la voie des phénylpropanoides sont les 2 voies principales de
production des essences de plantes aromatiques.
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Figure 3: Biosynthése des molécules aromatigques (36)

Le fructose produit du PEP (phosphoénolpyruvate) qui engendre de 1’ Acétyl CoA. Ce dernier
produit une molécule a 5 atomes de carbone, I’IPP (Diphosphate d’isopentényle). Cet IPP est le

matériau de base pour la synthese terpénique.
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Figure 4: Biosynthése générale des terpénoides (36)

Les terpénes ou terpénoides sont synthétisés dans le cytoplasme de la cellule par la voie de
l'acide mévalonique a partir de ’acétyl CoA (58).

Les terpénes sont des hydrocarbures, composés d'unités d'isoprene et sont généralement
représentes par la formule chimique (C5H8)n. Les divers squelettes terpéniques sont classés
par le nombre de chainons isopréniques qui les composent : monoterpénes (C10H16), les
sesquiterpénes (C15H24), les diterpénes (C20H32) et les triterpénes (C30H40).
Les terpénoides sont des terpénes comportant une ou plusieurs fonctions plus ou moins oxydées
(alcools, aldéhydes, cétones, acides...)

La synthése de la molécule d’IPP consiste en la condensation de 2 molécules d’acétyl CoA pour
former 1’acétoacétyl CoA.

Le méthylbutadiene est a la base du concept de la régle isoprénique, et c’est a partir du
diphosphate d’isopentényle (IPP) que se fait la biosyntheése des composés terpéniques.
L’isomérisation de I’IPP va donner le diméthylally pyrophosphate (DMAP). La condensation
entre une unité d’IPP et une unit¢ de DMAP donne le géranyl pyrophosphate (GPP). Ce dernier
composé pourra subir des cyclisations, des réactions fonctionnelles pour amener a la
biosynthése des terpénes cycliques et acycliques.

Les huiles essentielles de thymus sont principalement composées d'hydrocarbures
monoterpéniques, qui sont les précurseurs biogénétiques des phénols comme le y-terpinene et
le p-cymeéne. Carvacrol, thymol et p-cymene, sont généralement les composés les plus trouves
chez les especes de Thymus et avec I’activité la plus notable.

( 1
L 2 )



Synthése phénylpropénes

Les phénylpropenes sont nommés ainsi car ils contiennent un groupe phénol aromatique a six
carbones et une queue propene a trois carbones a partir d'acide cinnamique, qui est produit au
cours de la premiere étape de la biosynthese des phénylpropanoides. Ces composes représentent
une partie relativement petite des HE. L'eugénol, I'isoeugénol, la vanilline, le safrole et le
cinnamaldéhyde sont les phenylpropenes les plus étudiés (58).

2.1.6 Principe d’extraction des molécules aromatiques

L’expression mécanique a froid

Cette technique sans chauffage est réservée a I’extraction des zestes des agrumes, méthode la
plus simple mais la plus limitée, elle consiste & briser mécaniquement les poches a essence
des zestes d’agrumes pour en recueillir I’essence.

On parle plutot d’essence et non huile essentielle car aucune modification liée a des solvants
ou a la vapeur d’eau n’a lieu. L’HE est libérée par un courant d’eau, puis décantée (38).

La distillation par entrainement a la vapeur d’eau

Le procédé consiste soit a faire traverser une cuve remplie de plantes aromatiques par la vapeur
d’eau, soit la matiére végétale est immergée dans un bain d’eau, puis I’ensemble est porté a
ébullition sous pression atmosphérique. Une distillation a basse ou haute pression utilisant de
I'eau bouillante ou de la vapeur chaude.

La montée de la chaleur permet 1’éclatement des molécules odorantes contenues dans les
cellules végétales. Un mélange se forme entre la vapeur d’eau et les substances aromatiques.
La vapeur d’eau enrichie d’huile essentielle traverse un serpentin ou elle se condense, a la sortie
un essencier recueille I’eau et I’huile essentielle, la différence de densité entre les 2 permet leur
séparation (I’huile essentielle est plus légere).

Les molécules aromatiques subissent diverses modifications (oxydations, hydrolyses,
restructurations).

L’extraction des HE non superficielles demande plus de vapeur et plus de temps, car la vapeur
d’eau condensée doit d’abord imprégner le ceeur du végétal avant de permettre aux molécules
de diffuser dans le courant de vapeur (36,38).

11 existe d’autres procédés d’extraction tel que : enfleurage, extraction par solvants organiques,
extraction par ultra-sons, extraction par fluide subcritique ou supercritique, extraction assistée
par micro-ondes, mais qui ne répondent pas au cahier des charges, et ne répondent pas a la
définition d’HE (36,38).

L’extraction des huiles ne doit pas entrainer de changement significatif dans leurs compositions
moléculaires. Cependant, la méthode d'extraction peut influencer le type et la quantité de
molécules extraites.

Pour obtenir une HE de premiére qualité, les critéres suivants doivent étre respectés lors de
I’extraction :
- alambic en acier inoxydable




- la distillation doit se faire a basse pression (ex : la couleur de I’HE de thym vulgaire en pleine
floraison varie du rouge clair au rouge brun en élevant la pression)

- la durée de la distillation doit étre prolongée pour permettre de recueillir le « totum » des
molécules aromatiques, c’est a dire I’ensemble des fractions dites de « téte », de « cceur » ou de
« queue ». Par exemple les 3/4 de I’'HE de thym vulgaire sont extraits durant les 30 premieres
minutes, mais il faut de 60 a 80 min supplémentaires pour extraire le solde restant. En distillant
a haute pression et en cessant la distillation apres 30min cela donne des HE de moins bonne
qualité, avec les composes les plus volatiles.

- I’eau sera de source, peu ou non calcaire

- apreés distillation, les HE doivent étre filtrés, puis stockées dans des cuves hermétiques, et
conservées ensuite dans des flacons en verre opaque pour assurer leur conservation a I’abri de
la lumiére et de I’oxygene (36).

2.2 Thym
2.2.1 Historique

Le mot Thymus a deux dérivations possibles : du mot grec thyo qui signifie parfumer, nettoyer
ou fumiger, ou du mot thymon pour courage. Le thym était un symbole de grace et élégance
pour les Grecs.

Il'y a beaucoup de traditions liées au caractere tonique de ces plantes. Les Egyptiens I'utilisaient
pour I'embaumement. Les soldats romains I’utilisaient pour prendre un bain dans I'eau avec du
thym pour leur redonner vigueur. On pensait que les brins offraient une protection contre la
peste, et étaient également brdlés a I'intérieur pour purifier l'air.

L'huile de thym était utilisée comme un antiseptique pendant la Premiere Guerre mondiale.
Encore aujourd'hui, le thym est utilisé dans les liquides d'embaumement, protege le papier de
la moisissure et est utilisé pour préserver les spécimens d'anatomie et de botanique (59).

2.2.2 Généralités

Le genre Thymus, composé de plus de 300 espéces appartient a la famille des Lamiacées.
Thymus vulgaris L. est une plante herbacée vivace indigéne en Europe centrale et méridionale,
en Afrique et en Asie.

Le thym se développe comme un arbuste avec une tige trapue et surélevée, sur laquelle brillent
par paires de petites feuilles longitudinales et des fleurs rose-violet, violet-clair ou blanches a
deux lobes. Les cannelures oblongues et brunes sont des obstructions. Cette plante a une hauteur
de 1040 cm.

L'huile essentielle se trouve dans les poils glandulaires des feuilles et des fleurs. L’huile
essentielle de thym est obtenue par distillation a la vapeur de parties aériennes fraiches de T.
vulgaris L.

Les plantes de ce type sont utilisées en médecine populaire depuis des milliers d'années,
notamment dans les pays de la région méditerranéenne (60).




Figure 5: Thymus vulgaris L.

L’espéce la plus connue est le thym a Thymol (Thymus vulgaris), couramment utilisé pour ses
vertus culinaires et médicinales (61).

Les principaux composants de I’huile essentielle de Thymus comprennent les dérivés
monoterpéniques de type phénol : le thymol, carvacrol. Malgré la diversité chimique
considérable de ce genre, le thymol et le carvacrol sont présents dans toutes les especes, mais
en quantites variables (62).

Ce genre a souvent été étudié pour son activité antimicrobienne. L'activité antimicrobienne
semble étre fortement liée aux terpénes phénoliques (63).

En particulier, T. vulgaris et T. zygis (thym espagnol, thym blanc) ont une grande importance
économique en raison de leurs quantités élevées de thymol. Par conséquent, ces espéces sont
mentionnées dans de nombreuses monographies internationales (Basch, Ulbricht, Hammerness,
Bevins et Sollars, 2004; Agence européenne des médicaments, 2016; Organisation mondiale de
la santé, 1999) et des rapports d'évaluation (Agence européenne des médicaments, 2013).

2.2.3 Les différents chémotypes et espéces

Le polymorphisme intraspécifique élevé de T. vulgaris L. dans la production de terpénes est
remarquable, puisque 6 chémotypes (63) de cette espéce ont été identifiés entre 1971 et 1986,
par Passet, Granget et Vernet. Certains sont plus rares, comme le thym a thujanol.

Les 2 chémotypes les plus connues et utilisées en pharmacie sont le thym a thymol et le thym
a linalol. Les 4 autres chémotypes de Thym vulgaris L. sont le thym a thujanol, le thym a
géraniol, le thym a carvacrol et le thym a paracymeéne (64).

Thym a linalol Thym a Thym a Thym a Thym a Thym a
thymol thujanol géraniol carvacrol |paracyméne
Famille Monoterpénol Phénol Monoterpénol | Monoterpénol/es Phénols / Monoterpénes
biochimique ters Monoterpénes




maniére limitée
dans le temps

Cl : Insuffisance
hépatique

Voie cutanée :

Diluer a 20 %

dans une huile
vegétale

Voie cutanée :
Diluer a 10 %

Spécificité Linalol, acétate Thymol, Thujanol, Géraniol, acétate Carvacrol, y-terpinéne,
biochimique de linalyle, paracymene terpinen-4-ol de géranyle thymol, paracymene
thuyanol y-terpinéne
Propriétés Antibactériena | Antibacteriena | Antibacterien, | Antibacterien a | Antibactérien a Anti-
large spectre large spectre antifongique, large spectre large spectre infectieux
d’action, d’action, antivirale d’action, d’action, Antalgique
antifongique, antifongique, Stimulant du antifongique, antifongique, Anti-
antivirale, antivirale, foie, tonique antivirale antivirale inflammatoire
antiparasitaire antiparasitaire circulatoire, | Tonique utérin, | Tonique générale
Tonique général Stimulant Anti- cardiotonique, | Immunostimulant
Immunostimulant|  immunitaire, inflammatoire, | neurotonique,
digestive, neurotonique
Expectorant
Utilisations Affections ORL, | Infections ORL, | Infections ORL, Mycoses, Infections Douleurs
candidoses, intestinales, affections infections respiratoires, | articulaires et
inflammations | gynécologiques | bucco-dentaires,| gynécologiques, intestinales, musculaires
intestinales, et urinaires, infections ORL, urinaires, urinaires,
infections cutanées, virales, affections gynécologiques,
urinaires, fatigue buccales, MYCOSES, cutanées buccales
nerveuse, rhumatismes rhumatismes
dermatoses
Voies Voie orale, Voie orale Voie orale, Voie orale, Voie orale, Voie cutanée
d’administration|] cutanée, en cutanée cutanée, cutanée
diffusion diffusion
Précautions VO a faibles VO 7j max VO 7jmax | Voie cutanée :
doses et de Diluer a 20 %

dans une huile
végétale

Tableau 3: 6 chémotypes du thym (41,65)

D’autres especes de thym existent, ces huiles essentielles de thymus, sont majoritairement anti-
infectieuses, mais pourvues chacune de particularités :

HE de Marjolaine sylvestre, Thymus mastichina : seule huile essentielle de thym contenant du
1, 8 cinéole, molécule mucolytique et expectorante. Elle est indiquée dans les infections ORL et

bronchiques.

HE de Thym satureoide, Thymus satureoides : antalgique, anti-infectieuse,
immunomodulatrice, tonique et stimulante. Intéressante dans le suivi ou la prévention de terrain
des pathologies auto-immunes, pour toutes les douleurs de type rhumatismale et arthrosique, dans
les états d’asthénies et les bouleversements hormonaux et métaboliques.
HE de Serpolet, Thymus serpyllum : riche en phénols, proche de I’huile essentielle de Thym a
thymol, réservee a des états infectieux aigus. A utiliser uniquement sur avis d’un aromathérapeute
HE de Thym rouge d’Espagne, Thymus zygis : anti-infectieuse extrémement puissante,

'




immunostimulante, utilisée parfois en cas d’infections a répétition, mais avec précaution car elle
est dermocaustique et hépatotoxique. A utiliser uniquement sur avis d’un aromathérapeute (66).

2.2.4 Composition chimique de I’huile de thym

Le thymol est la molécule principale, Neuman a ét¢ le premier a I’isolé en 1719. Le composé
est caractérisé par de fortes propriétés bactéricides, fongiques et antiparasitaires, avec une
toxicité relativement faible pour I'homme et les animaux.

Le pourcentage des autres composeés est généralement compris dans les plages suivantes :
y-terpinene (5-10%), linalol (4-6,5%), carvacrol (1-4%), p-myrcéne (1-3%), terpin- 4-ol (0,2
4,0%).

En outre, il existe également des hydrocarbures monoterpéniques, tels que a-tujanol, a-pinene,
a-terpinéne, camphre myrcene, ainsi que des dérivés oxygénés des monoterpénes : 1,8-cinéol,
linalol, terpin-4-ol et y-terpinol, camphre et bornéol. Des hydrocarbures sesquiterpéniques ont
¢galement ¢té identifiés, parmi lesquels I'a-humuléne, 1'a-kopéne, le kubeben, I'a-gurjunen, le
germacren D, 1'a et le y-muurolen et le y et le 8-cadinene (67).

Dans la plupart des études rapportées, il existe une relation linéaire entre la concentration de
thymol et de carvacrol, c'est-a-dire que lorsque le thymol est élevé dans une HE, la quantité de
carvacrol est faible et inversement (43). Les composants y-terpinéne et de p-cyméne sont des
précurseurs phénoliques.

Des études phytochimiques de I’HE du genre Thymus ont signalé la présence d'un certain
nombre de composeés bioactifs, dont le carvacrol, le thymol, le p-cyméne et le y-terpinene, qui
auraient de nombreuses activités biologiques (55,68).
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Figure 6: Structure chimique des principales substances présentes dans les huiles essentielles des plantes Thymus

Il a été établi que la production de composés phénoliques est favorisée dans les zones
climatiques plus chaudes et plus seches, tandis que les autres composés non phénoliques
s'accumulent généralement en plus grandes quantités dans les zones plus froides et plus humides
(69).

Selon la Pharmacopée européenne 5.0 (Ph. Eur. 5.0) (37), la teneur minimale en HE de T.
vulgaris est de 12 mL / kg. La pharmacopée fait référence au chémotype du thymol.




Les huiles essentielles de type « thymol » avec du thymol comme composé prédominant sont
conformes a la définition de la Pharmacopée européenne (37).

En ce sens, les préparations a base de plantes de thym sont indiquées pour le traitement des
catarrhes des voies respiratoires supérieures, la bronchite aigué, la toux seche, les voies
respiratoires supérieures aigués, les maux de gorge, comme mucolytique et expectorant dans la
toux associée au rhume, etc., selon I’Agence européenne des médicaments (2013).

Thymol

Le thymol est un monoterpéne naturel dérivé phénolique de cymene et un isomeére de carvacrol.
Le thymol (10-64%) est I'un des principaux constituants des huiles essentielles de thym.

Il est couramment utilisé dans les préparations dentaires pour réduire les bactéries productrices
de mauvaises odeurs (70). Il a également été rapporté que le thymol réduit la résistance
bactérienne a certains antibiotiques tels que pénicilline (71). En outre, le thymol posséde
différentes propriétés biologiques et pharmacologiques, des propriétés telles que antimutageéne,
antitumoral, antioxydant, anti-inflammatoire (72).

T. vulgaris est utilisé pour traiter la dyspepsie et d'autres troubles gastro-intestinaux, en raison
de son effet carminatif et de son activité spasmolytique, qui semble étre di au thymol et aux
flavones (73).

Des études sur l'action antibactérienne du thymol ont montré qu'il peut provoquer une
perturbation de la membrane cytoplasmique, perturbant la force motrice du proton, le flux
d'électrons et la coagulation du contenu cellulaire. Le thymol a également altéré la voie
métabolique du citrate et affecté les enzymes impliquées dans la synthese de I'ATP (74).
Lors de I’étude sur la Salmonella, il a été mis en évidence 1’effet sur les protéines impliquées
dans la division cellulaire et des altérations dans les compositions des acides gras sur E. coli
(75).

Sur Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus: augmentation de la perméabilité
cellulaire aux colorants nucléaires, dissipation du gradient pH, fuite des ions inorganiques (76).

Carvacrol

Le carvacrol est un phénol monoterpénoide, principalement présent dans certaines espéeces de
plantes telles que thym, origan, bergamote sauvage.

A T'heure actuelle, le carvacrol est utilisé en faibles concentrations comme ingrédient
aromatisant alimentaire et conservateur, en raison de son odeur agréable et de son activité
antimicrobienne, pour la prévention de la croissance et contamination (77), ainsi que d'un
ingrédient de parfum dans des formulations cosmétiques.

Les résultats d'études montrent que carvacrol posséde une variété de propriétés biologiques et
pharmacologiques, 'y  compris antioxydant, antimicrobiennes,  anticancéreuses,
hépatoprotecteur, spasmolytique et vasorelaxante (78) ainsi que des effets anti-inflammatoires
attribués a 1’inhibition de 1’cedéme inflammatoire et migration des leucocytes (79).

Il est particulierement efficace contre les agents pathogénes d'origine alimentaire, notamment
Escherichia coli, Salmonella et Bacillus cereus.

Le carvacrol a une activité antioxydante élevée et a été utilisé avec succes, principalement
associe au thymol, comme phytoadditif alimentaire pour améliorer le statut antioxydant.

Le site principal de I'action antimicrobienne du carvacrol se situe au niveau de la membrane,
ou ce phenol monoterpénoide hydrophobe interagit avec les chaines d'acides gras de la bicouche




lipidique provoquant la désintégration de la membrane. A l'intérieur du cytoplasme bactérien,
le site secondaire, I'efficacité de ce composé conduit a la désintégration de la force proton-
motrice et épuisement du pool ATP (80,81).

Un autre effet des huiles essentielles sur les membranes cellulaires est I'inhibition de la sécrétion
de toxines (82). Ainsi, la sécréetion de toxines peut étre empéchée par des modifications de la
membrane bactérienne en raison de l'influence des composés d'huiles essentielles sur le
processus de transport transmembranaire dans la membrane plasmique, ce qui limite la
libération de toxines dans I'environnement extérieur (83).

Le carvacrol peut également inhiber la synthese de la flagelline, une protéine microbienne
nécessaire a la motilité bactérienne (81,84).

Et entrainer une déviation du cycle de Krebs vers la fermentation et fuite de potassium sur
Escherichia coli (85).

p-Cymene

Le p-cymeéne est le précurseur biologique du carvacrol et thymol. C'est un hydrocarbure
aromatique naturel a substitution alkyle.

Le p-cyméne apparait généralement comme ayant un faible effet antibactérien, cependant il agit
en synergie avec le thymol et carvacrol, ayant une plus grande affinité pour les membranes
cellulaires bactériennes il peut donc perturber I'intégrité de la membrane (81).

Le p-cymene, est supposé comme une impureté de substitution dans la membrane provoquant
des dilatations membranaires en diminuant les températures d'enthalpie et de fusion des
membranes sans perturber la perméabilité. Cette expansion des membranes par le p-cyméne
peut potentialiser l'activité d'autres molécules pour perturber les membranes et pénétrer dans la
cellule pour interagir avec les cibles intracellulaires du médicament conduisant a la mort
cellulaire. Le p-cyméne s'est également révélé étre un dénominateur commun dans les
interactions synergiques lorsqu'il était combiné avec le linalol, le y-terpinéne et le bornéol (86).

y-terpinene

Les terpinenes sont des hydrocarbures isoméres qui présentent des différences dans la
localisation de leurs doubles liaisons carbone-carbone dans leurs squelettes chimiques (87).
y-terpinene est un produit naturel bien connu, utilisé dans les parfums et les arémes, et est
largement répandu dans différents plantes médicinales et aromatiques (88).

En fait, le y-terpinéne est I’un des composants chimiques majeurs de I’HE de thym, possédant
des activités biologiques puissantes, notamment des propriétés antioxydantes et
antibactériennes (89).

Le y-terpinéne et l'a-terpinéne sont des monoterpenes cycliques connus pour perturber les
bicouches lipidiques de la membrane, ce qui entraine des fuites lipidiques (90), ce qui pourrait
favoriser le passage d'autres molécules dans la cellule, ce qui accroit leur efficacité
antimicrobienne.

Il a été confirmé que les terpinénes agissent comme des véhicules qui améliorent I'afflux
d'autres composés pour atteindre leurs cibles médicamenteuses intracellulaires. Les terpinénes
lorsqu'ils sont combinés avec des terpenoides augmentent le nombre et la taille des pores
conduisant a des interactions synergiques entre les deux classes de molécules (86).

2.2.5 Propriétes et utilisations

L'une des propriétés les mieux établies des huiles essentielles et des extraits obtenus a partir de
plantes du genre Thymus est représentée par son activité antibactérienne. En fait, le premier
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article montrant des preuves de cette propriété antimicrobienne a été publié dans les annees 60
(91). Depuis lors, et surtout au cours des 20 dernieres années, un grand nombre d'huiles
essentielles de Thymus, d'extraits et de leurs composes isolés ont été étudiés pour l'activité
antimicrobienne. Ces produits présentent un intérét particulier, car aucune résistance ou
adaptation bactérienne n'a été décrite, et des effets secondaires faibles ou insignifiants ont été
constatés a la fois pour les huiles essentielles et les extraits entiers (92).

Les huiles essentielles et les extraits de plantes de Thymus présentent différents propriétés telles
que antioxydant, antibactérien, antivirale, antifongique, antiparasitaires, anti-inflammatoires et
expectorantes, activité tonique, carminatives, digestives, antispasmodiques... (93-95)

Les thés de plusieurs espéces de thym sont un reméde traditionnel pour les troubles gastro-
intestinaux et les huiles étaient autrefois pris pour expulser les parasites intestinaux.

Le thym a également des propriétés antispasmodiques, qui en font un reméde efficace pour les
maux de gorge, la toux irritable et bronchite. Les bains de bouche au thym sont également
utilisés contre les infections. En externe, il est appliqué pour nettoyer la peau contre acné.
En plus des applications végétales, les huiles de thym sont également utilisées dans les
industries des arbmes et des aliments, principalement dans la fabrication de parfums et de
cosmétiques, ou pour aromatiser aliments, boissons et confiseries, dentifrices, bains de bouche
et médicaments contre la toux (96).

Les produits commerciaux a base de thym comprennent herbe fraiche ou séchée, différents
extraits de plantes (huiles essentielles et oléorésines) et les plantes paysageres.

Tout au long de I'histoire, les parties aériennes et les constituants volatils des especes de Thymus
ont été couramment utilisés comme tisanes, condiments et épices, ainsi qu'a diverses fins
médicinales (94,97).

En raison de ses propriétés antiseptiques et antimicrobiennes, I'huile essentielle de Thymus a
également été utilisee a des fins de conservation (98).

Dans ce contexte, cette HE gagne un large intérét dans I'industrie alimentaire pour son potentiel
antiseptique, ainsi que pour étre reconnu comme sdr (GRAS) (94).

Les huiles essentielles peuvent étre exploités comme additifs antimicrobiens dans les aliments,
en raison de leur pouvoir bactéricide ou une activité bactériostatique contre les agents
pathogeénes d’origine alimentaire (par exemple, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus).
Les huiles essentielles sont généralement utilisées pour conserver la viande et les produits a
base de viande car leur ardme n’altére pas les propriétés organoleptiques du ces types d'aliments
(84,99).

L'huile de thym figure parmi les dix premiers HE mondiaux en ce qui concerne son utilisation
comme conservateur alimentaire. Les propriétés aromatiques et médicinales de I'espéce Thymus
en ont fait I'une des herbes les plus populaires. (95).

2.2.6 Voies d’administration

Les voies d’administration autorisées dépendront de 1I’espece ou du chémotype utilisé.
Voie orale
Les HE agissent a différents étages de la muqueuse digestive, sur la flore résidente puis a la

suite de leur passage a travers les villosités de I'intestin gréle elles se retrouvent dans la
circulation générale et diffusent alors dans tout 1I’organisme permettant une action profonde et




étendue.

Facile d’utilisation et généralement bien acceptée par le patient, I’usage de certaines d’entre
elles n’est possible que par cette voie.

Par voie orale classique, les huiles essentielles auront une action systémique. En prise
sublinguale elle permettra d’atteindre la circulation générale en évitant 1’effet de premier
passage hépatique et une action plus rapide, la biodisponibilité sera plus importante.
Les huiles essentielles peuvent étre administrées par voie orale sous différentes formes, mais il
faudra utiliser des supports tels que des comprimés neutres de lactose, de la mie de pain, un
carré de sucre ou du miel. On peut également les trouver sous forme de solutions, sirops,
gélules, capsules...

La voie orale est adaptée aux adultes et enfants de plus de 6 ans, elle est déconseillée de 30
mois a 6 ans et proscrite avant 1’age de 30 mois

Posologies :

Les posologies dépendront du type de thym utilisés

= Quantité d’HE par prise maximum

- Adultes a partir de 15 ans : 2 gouttes 3 a 4 fois par jour
- Dés 7 ans : 1 goutte 3 a 4 fois par jour (41)

Les HE sous cette forme d’administration seront a éviter chez toute personne présentant des
troubles gastriques.

Voie cutanée

L’usage externe est le mode d’administration idéal des huiles essentielles. Il permet d’appliquer
une grande quantité¢ d’huile essentielle, avec une grande rapidité¢ d’action thérapeutique, une
bonne tolérance, peu de toxicité et une durée d’action prolongée.

La voie percutanée est une excellente voie pour une activité topique, locale, semi-profonde et
méme générale. La pénétration des huiles essentielles par cette voie est trés rapide (environ 10
minutes), du fait du faible poids moléculaire des molécules aromatiques et de leur affinité pour
le stratum corneum.

En plus de l’action thérapeutique qu’il peut procurer, il posséde une potentielle influence
psychosensorielle grace a la transmission d’une information via les molécules aromatiques
volatiles qui seront inhalées pendant le massage. L’application d’une huile essentielle sur la
peau doit se faire en étant diluée dans une huile végétale.

Posologies
En dehors de 1’age de I’individu, les posologies et le nombre d’applications varient en fonction
de la nature et de la sévérité des symptomes, de I’étendue de la zone a traiter ainsi qu’en fonction
de ’HE. Elles peuvent atteindre au maximum : (23)

- Adultes a partir de 15 ans : 1 a 10 gouttes, 3 a 4 fois par jour

-Dés 7 ans : 1 a5 gouttes, 3 a 4 fois par jour

- Dés 30 mois : 1 a 2 gouttes, 3 a 4 fois par jour
Elles seront toujours diluées dans 1 a 2 pressions d’huile végétale par goutte d’HE.
Le choix de I'huile végétale utilisée pour diluer I’huile essentielle est conditionné par les
propres propriétés de celle-ci et par son coefficient de pénétration dans les couches cutanées en
fonction de I’action recherchée




Voie respiratoire

L’utilisation des huiles essentielles par inhalation peut avoir une action sur la sphére respiratoire
ou sur le systéme nerveux.

Elle met a profit les propriétés volatiles des HE et a I’avantage de posséder une action rapide
pour traiter les pathologies affectant les voies aériennes supérieures et inférieures.

Posologies

Plusieurs méthodes d’inhalation existent :
- humide : dans un inhalateur ou un bol avec de I’eau chaude non bouillant et le patient
respire la vapeur émise.
- séche : sur un mouchoir et inspirer profondément
- diffusion atmosphérique : pour un effet antiseptique, une atmosphere tonique ou
relaxante, une action psycho-émotionnelle
Dés 30 mois : 1 a 2 gouttes par diffusion, 3 a 4 fois par jour
Dés 7 ans : 1 a 5 gouttes par diffusion, 3 a 4 fois par jour
Dés 15 ans : 1 a 10 gouttes par diffusion, 3 a 4 fois par jour
Il ne faut pas diffuser I'huile essentielle pure, elle doit étre diluée entre 5 et 10% dans
d'autres huiles essentielles.
- Pulvérisation atmosphérique ou sur des surfaces : sous forme de sprays a visée
assainissant (36).

Remarque : I’application sur les poignets, zone trés vascularisée, permet de conjuguer la voie
respiratoire a la voie générale puisque les HE pénétreront rapidement dans la circulation
sanguine

Voie rectale

Cette voie d’administration est utilisée tant pour assurer une action locale que pour une action
systémique. Elle est intéressante pour traiter les affections broncho-pulmonaires et ORL. Cela
permet d’éviter ’effet de premier passage hépatique, cette voie permet aussi I’administration
d’huiles essentielles ayant une mauvaise tolérance gastrique ainsi qu’en pédiatrie. Ainsi les
suppositoires sont recommandés chez le nourrisson et les enfants surtout lors des affections
pulmonaires aigués.

Elle est contre-indiquée en cas de pathologie hémorroidaire, de rectocolite hémorragique, de
maladie de Crohn.

Posologies

* Doses d’HE maximum par suppositoire recommandées : (48)
- Adultes : 150 a 300 mg ;

- Enfants : 75 a 125 mg,

- Nourrissons : 50mg

(100)

2.2.7 Sécurité

La plupart des HE sont sdrs et sans effets secondaires indésirables lorsqu'elles sont utilisées
correctement (101).

Le facteur de sécurité le plus important pour les HE est leur dosage. Il est nécessaire de les
utiliser selon les voies d’administration préconisées, selon le dosage en fonction de I’age, étre
attentif aux différentes contre-indications essentielles.




De nombreuses HE ont une toxicité relativement faible pour les mammiferes et se dégradent
rapidement, ce qui les rend sdrs (102).

Les huiles essentielles ont montré une activité antitumorale in vitro et in vivo et une faible
toxicité (103). Cependant, il a également été démontré que des concentrations elevées de
certaines HE ont contribué a des changements nocifs dans le corps, des effets mutagénes et
génotoxiques lorsqu’ils ont ét¢ administré a de fortes doses a des rats (104).

Les données de la littérature sur la disponibilité et la pharmacocinétique du carvacrol et du
thymol, et sur les effets aigus et a court terme in vivo, suggerent qu'ils ne peuvent pas poser de
risque pour santé humaine et animale (105).

De maniere génerale elles sont déconseillées pour les femmes enceintes et allaitantes, les
personnes épileptiques, les personnes hypersensibles ou présentant un cancer hormono-
dépendant. Sauf avis médical, ne pas les utiliser chez les enfants de moins de 3 ans.

2.2.8 Toxicité et risques a I’emploi

Dermocausticité

Ces réactions se produisent apres 1’application d’une huile essentielle contenant des molécules
irritantes, lorsque la dilution est insuffisante ou 1’application trop étendue.

L’intensité dépend du produit utilis¢, de sa concentration et de la sensibilité du sujet.

Elle est caractérisée par I’apparition d’un tiraillement et une rougeur locale, elle peut évoluer
en brllures ou macules érythémato-squameuses. Dans certains cas les lésions peuvent étre plus
graves, de type nécrosante ou vésicante.

Sont concernées les huiles essentielles riches en phénols, aldéhydes aromatiques.

Il faudra toujours les diluer avec une huile végétale (20% d'huile essentielle maximum pour les
phénols et 10 % pour les aldehydes) et les appliquer sur des surfaces corporelles bien localisées.

Huiles essentielles a phénols : Thym & thymol, thym & carvacrol, Giroflier, Sarriette des
montagnes, Origan compact, Origan d’Espagne, Cannelle de Ceylan

Huiles essentielles a aldéhydes : Litsée citronnée, Verveine des Indes, Lemongrass,
Citronnelle de Ceylan, Citronnelle de Java, Cannelle de Ceylan

Allergie

Le plus souvent ce sont des réactions bénignes, des rares cas de réactions asthmatiformes ont
été recensees. Le risque varie évidemment avec le terrain du patient.

Toutes les huiles essentielles sont susceptibles de créer des inflammations de la peau ou des
réactions allergiques. Elles peuvent entrainer des réactions de dermites allergiques qui sont
I’expression cutanée d’une hypersensibilité retardée. Ces réactions sont genéralement
observées apres une phase de sensibilisation du sujet par la molécule allergisante. Les lésions
observées sont de type eczéma aigu érythémateux, surélevé, a surface granitée puis vésiculeuse
et suintante. La peau devient ensuite squameuse et reprend son aspect normal rapidement.

En cas de doute, un test de tolérance cutanée permet de vérifier la sensibilité du sujet a 1’huile
essentielle, celui-ci consiste a déposer 3 gouttes du mélange d’huile essentielles dans le pli
interne du coude et d’attendre environ 15 minutes voire 24 heures afin de vérifier une éventuelle
réaction

Les principales molécules concernées sont : cinnamaldéhyde, citrals, citronnellol, eugénol,
farnésol, géraniol, limonéne, linalol, que I’on retrouve dans les huiles de : Basilic exotique, Bois
de rose, Bois de HO, Cannelles (de Ceylan, Chine, Vietnam, Madagascar), Citronnelles,
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Coriandre, Eucalyptus citronng, Gaulthéries, Géranium rosat, Giroflier, Laurier noble, Lavande
vraie, Lemongrass, Litsée citronnée, Palmarosa, Thym a géraniol, Thym a linalol, Ylang-ylang.

Hépatotoxicité

Les principales molécules concernées sont les phénols, menthol, que ’on retrouve dans les
huiles de Cannelle de Ceylan, clous de Girofle, Menthe poivrée, Origan compact, Sarriette des
montagnes, Thym a thymol.

Lorsqu’ils sont utilisés par voie orale a dose ¢élevé sur une durée prolongée ils peuvent étre a
I’origine de lésions hépatiques.

Il faudra éviter de les utiliser chez les patients avec une sensibilité hépatique, et il conviendra
de les associer a des huiles essentielles hépatoprotectrices : carotte, citron jaune et romarin a
verbenone, et de limiter les traitements a fortes doses a des périodes n’excédant pas 4-5 jours.
Lors de traitements au long cours, privilégier des HE moins toxiques comme celles a
monoterpénols, ou utiliser celles a phénols a des doses modérées sur un schéma posologique de
préférence entrecoupé de fenétres thérapeutiques de 7 jours toutes les 3 semaines de traitements
(36,97).




3. Action antibactérienne

3.1 Evaluer ’activité antimicrobienne des HE

Diverses méthodes de laboratoire peuvent étre utilisées pour évaluer ou cribler l'activité
antimicrobienne in vitro d'un extrait ou d'un composé pur. Les méthodes les plus connues sont
les méthodes de diffusion sur disque et de dilution en bouillon ou sur gélose. Ces méthodes sont
basées sur la méme méthode que 1’antibiogramme, utilisé pour évaluer D’activité des
antibiotiques.

Pour approfondir 1’étude de I’effet antimicrobien d’un agent, il est recommandé de recourir a
des méthodes de test temporel et de cytofluorométrie en flux, qui fournissent des informations
sur la nature de I’effet inhibiteur (bactéricide ou bactériostatique), en fonction du temps ou de
la concentration et des dommages infligés au micro-organisme testé.

3.1.1 Diffusion en milieu solide

La diffusion en milieu solide va permettre de déterminer la zone d’inhibition. Deux méthodes
sont utilisées : diffusion de disque et diffusion de puits d’agar.

Méthode de diffusion de disque

Le test de diffusion sur disque de gélose est la méthode officielle utilisée dans de nombreux
laboratoires de microbiologie clinique pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens de
routine.

Un essai de diffusion sur disque est utilisé pour déterminer I'inhibition de la croissance des
bactéries par les huiles essentielles.

Dans cette procédure, les plaques de gélose sont inoculées avec des colonies du micro-
organisme d'essai. Ensuite, des disques de papier filtre (d'environ 6 mm de diamétre), imprégnés
d’HE a la concentration souhaitée, sont placés sur la surface de la gélose. Les boites de Pétri
sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. L’HE diffuse dans la gélose et inhibe la
germination et la croissance du micro-organisme d'essai, puis les diamétres des zones de
croissance d'inhibition sont mesures.

Cette zone claire autour des disques est proportionnelle a I’activité antibactérienne de I’huile
essentielle.

Il fournit des résultats qualitatifs en classant les bactéries comme sensibles, intermédiaires ou
résistantes. Ces résultats peuvent guider dans la sélection appropriée des traitements pour des
patients individuels dans des situations particulieres. Ce fait est dd a la bonne corrélation entre
les données in vitro et I'évolution in vivo (106).

Cependant, puisque I'inhibition de la croissance bactérienne ne signifie pas la mort bactérienne,
cette methode ne peut pas distinguer les effets bactericides et bactériostatiques.

Méthode de diffusion de puits d'agar

De maniere similaire a la procédure utilisée dans la méthode de diffusion sur disque, la surface
de la plaque de gélose est inoculée en étalant un volume de I'inoculum microbien sur toute la
surface de la gélose. Ensuite, un trou d'un diamétre d’environ 6 mm est perforé de maniere
aseptique et un volume (20-100 pL) d'agent antimicrobien ou de solution d'extrait a la
concentration souhaitée est introduit dans le puit. Ensuite, les plaques de gélose sont incubées




dans des conditions appropriées en fonction du micro-organisme testé. L'agent antimicrobien
diffuse dans le milieu gélose et inhibe la croissance de la souche microbienne testée.

La méthode de diffusion sur disque est limitée par la nature hydrophobe des huiles essentielles,
ce qui empéche leur diffusion uniforme a travers le milieu gélose. Par conséquent, la plupart
des chercheurs préferent les méthodes sur milieu liquide.

Indice aromatique

L’indice aromatique est le rapport entre le diametre du halo d’inhibition obtenu par un
aromatogramme pour une huile essentielle et celui d’une huile essentielle idéale fictive dont
I’action germicide serait maximale dans 100% des cas.

0 : Résistant

Sensible : halo d’inhibition de 1 a 2mm +

Assez sensible : halo d’inhibition de 2 a 3 mm ++
Tres sensible : halo d’inhibition >3 mm +++

Pour cela, il faut d’abord calculer I’indice de croix (IC) de I’HE testée qui correspond a
I’addition du nombre de croix obtenu dans chaque cas. Ainsi celui de I’HE idéale est égal au
produit du nombre de cas par le chiffre 3.

Pour obtenir I’indice aromatique d’une huile essentielle donnée, il suffira d’effectuer le rapport
Indice de croix de I’HE / Indice de croix HE idéale.

Le résultat est compris entre 0 et 1. Plus une huile essentielle a un indice élevé, plus son pouvoir
antibactérien est puissant. Pour une HE, on peut également déterminer 1’indice aromatique (1A)
moyen qui correspond a la moyenne des IA sur plusieurs germes, cela permet d’avoir une idée
de I’activité anti infectieuse générale d’une HE.

La réalisation d’aromatogrammes sur une centaine d’huiles essentielles pour déterminer leur
pouvoir antibactérien a permis a Belaiche de classer les HE en trois groupes : majeures,
mediums et de terrain. Cependant cette classification n’est plus trés utilisée et permet surtout
au thérapeute de débuter un traitement d’aromathérapie en attendant les résultats de
I’aromatogramme, en ayant plus de chance de choisir I’huile essentielle adaptée.

Les huiles essentielles majeures : agissent aussi bien sur les bacilles gram + que ceux a gram
-. Elles ont une action bactéricide, constante et forte. Leur indice aromatique se situe entre 0,45
et 1. Elles sont utiles en début de traitement et sont remplacées par la suite par les huiles
essentielles dites de terrain dont I’action est durable et définitive.

Les huiles essentielles médium : sont moyennement antiseptiques et ont une contribution
efficace en cas de thérapie de relais entre une huile essentielle majeure et une huile essentielle
de terrain. Leur indice aromatique se situe entre 0,45 et 0,10.

Les huiles essentielles de terrain : leur indice aromatique est inférieur a 0,1. Seul
I’aromatogramme peut révéler leur pouvoir bactéricide et bactériostatique. Elles sont
différentes d’un individu a ’autre. Une huile essentielle majeure peut également agir comme
une huile essentielle de terrain. Certaines huiles agissent spécifiquement sur certains germes
(107).

IA moyen compris entre 0,45et | 1A moyen entre 0,1 et 0,45 : IA <0,1 : HE germicides de
1 : HE germicides majeures HE germicides médiums terrain
Origan d’Espagne 0,873 | Eucalyptus 0,312 | Sauge 0,036
globuleux
Thym a thymol 0,711 | Lavande officinale 0,296 | Romarin 0,075




Cannelle de Ceylan 0,687 | Petit grain bigaradier | 0,171 | Basilic 0,012
Girofle 0,517 | Niaouli 0,100 | Gingembre 0,014
Sariette des jardins 0,457 | Estragon 0,140 | Citron 0,085

Tableau 4 : Exemple d'indice aromatique de certaines huiles essentielles

3.1.2 Milieu liquide : méthodes de dilution

Les méthodes de dilution en milieu liquide vont permettre la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB).

Méthode de dilution du bouillon

La procédure consiste a préparer des dilutions des suspensions bactériennes dans un milieu de
croissance liquide qui sont distribuées dans une plaque de microtitration a 96 puits
(microdilution). Les huiles essentielles sont ajoutées pour produire une plage de concentration.
Apres un bon mélange, la plaque de microtitration a 96 puits est incubée dans des conditions
appropriées en fonction du micro-organisme testé, généralement a 37°C pendant 24h.
Des colorants sont utilisés pour déterminer la croissance dans les puits et déterminé la CMI, par
changement de couleur.

La CMI est définie comme la plus faible concentration d'agent antimicrobien (HE) qui inhibe
la croissance visible de l'organisme testé dans des conditions d'incubation appropriées,
généralement exprimée en pg / ml ou mg /1 (108).

Les valeurs de CMI pour les huiles essentielles inférieures a 0,50 mg / ml représentent « une
activité élevée contre micro-organismes ».

La détermination de la concentration bactéricide minimale (CMB) permet d’estimer I'activité
bactéricide. La CMB est définie comme la plus faible concentration d'agent antimicrobien
nécessaire pour tuer 99,9% des micro-organismes incubés. Elle est confirmée apres
réinoculation du milieu de culture provenant des microplaques ne contenant aucune croissance,
sur la gélose puis incubation pendant 24 h.

La taille de I'inoculum, le type de milieu de croissance, le temps d'incubation et la méthode de
préparation de l'inoculum peuvent influencer les valeurs de CMI. Par conséquent, il existe de
nombreuses lignes directrices pour les tests fournies par le CLSI et le Comité européen sur les
tests de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST), permettant une procédure uniforme pour les
tests.

Méthode de dilution sur gélose

La méthode de dilution d'agar implique I'incorporation de différentes concentrations souhaitées
de l'agent antimicrobien dans un milieu d'agar, en utilisant des dilutions en série, suivies de
I'inoculation d'un inoculum microbien défini sur la surface de la plaque d'agar.
Si plusieurs isolats sont testés contre un seul composé, ou si le composé testé masque la
détection de la croissance microbienne dans le milieu liquide avec sa coloration, la méthode de
dilution sur gélose est souvent préférée a la dilution en bouillon pour la détermination de la
CMI. La dilution sur gélose est souvent recommandée comme méthode normalisée pour les
organismes exigeants tels que les anaérobies et les especes Helicobacter (108).




Les méthodes de dilution sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs de CMI.
Elles peuvent étre utilisees pour mesurer quantitativement I'activité antimicrobienne in vitro
contre les bacteéries.

3.1.3 Milieu gazeux

Elle est peu utilisée mais utile pour I’é¢tude des HE utilisées en diffusion atmosphérique.

Elle permet d’analyser I’activité antibactérienne des composants volatiles des HE, comme pour
celle en milieu solide. Aprés ensemencement d’une gélose disposée dans une boite de Pétri, un
disque imprégné d’HE sera placé cette fois au centre du couvercle de la boite sans contact avec
la gélose. Celle-ci hermétiquement fermée, couvercle en bas sera placée 24 heures dans une
étuve a 37°C. Apres cet intervalle de temps, si le germe est sensible, on pourra observer une
zone translucide circulaire dans la gélose correspondant a [I’inhibition des colonies
microbiennes situées sur I’aire d’évaporation de I’HE.

3.1.4 Autres tests

1. Test de temporisation (courbe de temporisation)

Le test temporel est la méthode la plus appropriée pour déterminer I'effet bactéricide, pour
obtenir des informations sur l'interaction dynamique entre I'agent antimicrobien et la souche
microbienne. Le test time-Kill révele un effet antimicrobien dépendant du temps ou de la
concentration.

Pour les bactéries, ce test est réalisé en milieu de culture en bouillon a I'aide de trois tubes
contenant une suspension bactérienne. Les premier et deuxieéme tube contiennent la molécule
ou l'extrait testé généralement a des concentrations finales de 0,25 x MIC et 1 x MIC, et le
troisiéme est considéré comme le contrdle de la croissance. L'incubation se fait dans des
conditions appropriées pour des intervalles de temps variés. Ensuite, le pourcentage de cellules
mortes est calculé par rapport au contrdle de croissance en déterminant le nombre de cellules
vivantes (CFU / mL) de chaque tube en utilisant la méthode de comptage sur plagque d'agar. En
outre, cette méthode peut étre utilisée pour déterminer la synergie ou l'antagonisme entre les
médicaments (deux ou plus) dans des combinaisons (109).

2. Test de bioluminescence ATP

Ce test est basé sur la capacité de mesurer I'adénosine triphosphate (ATP) produite par des
bactéries. L'ATP étant la forme chimique de I'énergie de toutes les cellules vivantes, elle est
présente a peu pres en quantité constante dans une cellule. Par conséquent, sa quantification est
utilisée pour estimer la population microbienne dans un échantillon. La D-luciférine en
présence de I'ATP subit une conversion par la luciférase en oxyluciférine qui génere de la
lumiere. La quantité de lumiére émise est mesurée par un luminomeétre et exprimée en unité de
lumiére relative (RLU) qui peut étre convertie en RLU / mole d'ATP. Ainsi, il existe une relation
linéaire entre la viabilité cellulaire et la luminescence mesurée (110).

Le test de bioluminescence a une large gamme d'applications, telles que le test de cytotoxicité,
I'évaluation de I'impact des biofilms. De plus, il a été utilisé par plusieurs auteurs pour des tests
antibactériens.

3. Méthode de cytofluorométrie en flux




La détection rapide des cellules endommagées par cette approche dépend de l'utilisation de
colorants appropriés pour la coloration [96]. Par conséquent, I'iodure de propidium (PI), un
agent fluorescent et intercalant, est largement utilisé comme colorant pour I'ADN. Plusieurs
études ont été rapportées sur l'efficacité du cytometre en flux comme outil de test antibactérien
des huiles essentielles contre Listeria monocytogenes, utilisant la coloration combinée avec Pl
pour I'évaluation des dommages membranaires et le diacétate de carboxyfluorescéine (CFDA)
pour la détection de l'activité de I'estérase. Par conséquent, en plus des cellules lysées, trois
sous-populations (cellules mortes, viables et blessées) peuvent étre clairement discriminées par
cette méthode. La méthode de cytofluorométrie en flux permet la détection de la résistance aux
antimicrobiens et estime I'impact de la molécule testée sur la viabilité et les dommages
cellulaires du micro-organisme testé (110).

4. Test de synergie

La technique in vitro la plus courante pour tester la synergie entre les substances
antimicrobiennes est la technique du damier, ainsi appelée parce que les concentrations d'une
substance sont disposées horizontalement et I'autre verticalement dans une plaque a micropuits.
Des dilutions de la phase de croissance logarithmique de la culture bactérienne sont réparties
dans des plateaux de microtitrage contenant des combinaisons de concentrations variables,
I'inoculum est ensuite ajouté dans tous les puits. La plaque a 96 est scellée et incubée a 37 ° C
pendant 24 h.

Les dilutions testées sont basées sur la CMI des substances, allant généralement de quelques
étapes en dessous de la CMI attendue, a des concentrations deux fois la CMI. Les résultats du
test en damier sont interprétés en tracant un isobologramme ou en calculant 1’indice de
concentration fractionnelle inhibitrice (FIC) pour les deux antimicrobiens.

A des fins quantitatives, le concept de concentrations fractionnaires inhibitrices (FIC) est
fréqguemment utilisé. Afin d'évaluer les activités de combinaisons de 2 huiles essentielles, ou de
I’interaction huile essentielle-antibiotiques.

Les lignes directrices du CLSI ont été utilisées pour garantir le respect de techniques de dosage
et de transfert microbiologiques précises.

La synergie est détectée par une diminution de la CMI de I'association d'au moins deux dilutions
par rapport a celle de I'antibactérien le plus actif testé seul. Ensuite, aprés incubation, I'indice
de concentration inhibitrice fractionnaire (FICI) peut étre calculé en utilisant la formule
suivante :

> FICI=FIC (A) - FIC (B)

ChI (A) en cornbinaison
CMI (A) seul

_ CMI (B} en combinaison

ou FIC (A) = et FIC (B) = CMI (B) seul

La synergie a été définie par FICI < 0,5 et I'antagonisme par FICI> 4. Le FICl entre 0,5 et 1 a
été interprété comme addition et entre 1 et 4 comme indifférence (111).

Les interactions entre ces composants peuvent entrainer des effets antagonistes, additifs ou
synergiques. Un effet additif est observé lorsque I'effet combineé est égal a la somme des effets
individuels. L'antagonisme est observé lorsque I'effet d'un ou des deux composés est moindre
lorsqu'ils sont appliqués ensemble que lorsqu'ils sont appliqués individuellement. La synergie
est observée lorsque l'effet des substances combinées est supérieur a la somme des effets
individuels alors que I'absence d'interaction est définie comme l'indifférence (110).




5. Analyse de la composition chimique de ’HE

L'HE est analysée a I'aide d'un chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrometre de
masse équipé d'une colonne polaire.

L'identification des composes volatils repose tout d'abord sur la mesure des hauteurs de chaque
pic indiquant leur concentration relative.

Les compositions en pourcentage des échantillons ont été calculées en fonction de l'aire des
pics chromatographiques.

Apres cela, lI'analyse par spectrometre de masse identifie la nature et la structure de chaque
compose en comparant les temps de rétention, les indices de rétention linéaires et les spectres
de masse enregistrés avec les données de la bibliothéeque informatique NIST, la bibliotheque
des spectres de masse (Wiley) et la «Bibliothéque Baser des constituants d'huiles essentielles»
construite en interne par des composés authentiques et des composants d'huiles connues (110).

3.2 Huiles essentielles antibactériennes

Il est bien connu que la composition chimique des HE peut expliquer leur activité
antibactérienne.

La réactivité des huiles essentielles dépend de la nature de leurs groupes fonctionnels et de leur
orientation (112).

Un grand nombre de molécules aromatiques sont antibactériennes mais celles possédant le plus
grand intérét par leur degré d’efficacité et leur spectre d’action large sont par ordre : Les
Phénols > Les Aldéhydes aromatiques > Les Alcools monoterpéniques
(56)

Le lien entre le type de constituant le plus abondant et I'activité antimicrobienne est quelque
peu variable.

Une huile essentielle peut posséder plusieurs molécules aromatiques appartenant a différentes
familles chimiques, on les retrouvera en quantités variables.

Les phénols :

e Propriétés :
- Anti-infectieux puissant a large spectre d’action : antibactériens, antiviraux,
antifongiques, antiparasitaires
- Toniques et stimulants généraux
- Antioxydants
- Immunostimulants
- Anti-inflammatoires
- Hyperthermisants

e Composants : Carvacrol : origan compact, thym a feuilles de sarriette
Thymol : thym a thymol
Eugenol : ex : cannelle de ceylan, girofle

e Précautions d’emploi : elles sont dermocaustiques, la voie cutanée est par consequent
généralement contre indiquée. Cependant elles pourront étre utilisées si leur usage
cutané est localisé et elles devront étre diluées a 20 % maximum.




Elles sont hepatotoxiques par voie orale, il conviendra de les utiliser sur des courtes
périodes et de les associer a une huile hépatoprotectrice (citron, carotte, romarin 1,8
cinéole...), ou de laisser une fenétre thérapeutique si traitement plus long, évidemment
elles seront contre-indiquées chez les patients insuffisants hépatiques.

Les aldéhydes aromatiques

e Propriétés :
- Anti-infectieux puissant a large spectre d’action : antibactériens, antiviraux,
antifongiques, antiparasitaires
- Immunostimulant
- Tonique genéral

e Composants : Cinnamaldéhyde : cannelle de ceylan
Cuminaldehyde : cumin officinal

e Précautions d’emploi : voie orale : le traitement doit étre court et & doses faibles,
dermocaustiques, leur usage cutané sera localisé et elles devront étre diluées a 10-
maximum
Allergisant, le cinnamaldéhyde est I’une des molécules les plus sensibilisante.
Contre indiquée chez la femme enceinte et allaitante et les enfants de — 7 ans.

Les monoterpénols

Anti-infectieuses remarquables, les HE a monoterpénols constituent une alternative aux HE a
phénols plus difficiles & manipuler, voire un relais lorsqu’un traitement au long cours est
nécessaire. A long terme, les monoterpénols sembleraient plus efficaces que les phénols.

e Propriétés :
- Anti-infectieux puissant a large spectre d’action : antibactériens, antiviraux,
antifongiques, antiparasitaires
- Immunomodulants
- Neurotoniques

e Composants : Linalol : thym a linalol, bois de rose
Géraniol : palmarosa
Terpinen-4-ol : arbre a thé
Bornéol : thym a feuilles de sarriette
Thujanol : thym a thujanol
Menthol : menthe poivree

e Précautions d’emploi : généralement bien tolérées, seul un risque allergique peut étre
constaté.
Attention avec le menthol, contre indiqué chez I’enfant de — 7 ans et la femme
enceinte

(113-115)




3.3 Mode d’action des huiles essentielles

L'activité antimicrobienne des huiles et extraits végétaux volatils est reconnue depuis de
nombreuses années (113).

En raison du grand nombre de constituants, les huiles essentielles semblent n'avoir aucune cible
cellulaire spécifique (114).

Les HE présentent une diversité de molécules pouvant agir chacune sur une cible différente.
Les composants bioactifs des HE ont des actions antibactériennes spécifiques, ils peuvent
inhiber ou ralentir la croissance des microorganismes. lls agissent en particulier au niveau de la
membrane et du cytoplasme, et dans certains cas, modifient completement la morphologie des
cellules (40).

Différents mécanismes d'activité antibactérienne des huiles essentielles ont €té proposes.
Les huiles essentielles déstabilisent principalement I'architecture cellulaire, entrainant la
dégradation de l'intégrité de la membrane et une perméabilité accrue, ce qui perturbe de
nombreuses activités cellulaires, notamment la production d'énergie, le transport membranaire
et d'autres fonctions de régulation métabolique, et entrainant une fuite de composants cellulaires
et une perte d'ions (116,117).

Elles vont perturber divers processus vitaux tels que les processus de conversion d'énergie, le
traitement des nutriments, la synthese des macromolécules structurelles et la sécrétion de
régulateurs de croissance (118).

De plus, des études récentes ont démontré que certains composés végetaux peuvent inhiber
efficacement les pompes a efflux impliquées dans les mécanismes de résistance aux
antibiotiques (116).

Tous ces événements peuvent étre responsables de la coagulation des composants cellulaires
internes du cytoplasme et de la rupture des liaisons entre les couches lipidiques et protéiques
(84).

1. Action sur la membrane cellulaire bactérienne

Beaucoup de mécanismes d’action sont attribués a I’interaction de composants des HE avec les
constituants de la membrane cellulaire (119). En effet, le caractére lipophile des molécules
constituant les HE les rend capables de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la
membrane cellulaire et de s’accumuler, entrainant des changements de conformation et
éventuellement un manque de régulation de la membrane cellulaire, ce qui perturbe ainsi le
transport membranaire des substances nutritives. Le transport membranaire peut aussi
dysréguler via la dépolarisation des membranes mitochondriales en diminuant le potentiel
membranaire, affecter le cycle ionique du Ca ++ (120) et d'autres canaux ioniques et réduire le
gradient de pH, affectant la pompe a protons et le pool d'ATP. Cependant, certaines souches
bactériennes ont pu développer des mécanismes lui permettant de contrebalancer cet effet grace
a I’utilisation de la pompe ionique (121)

Il a été démontré que la sensibilité des bactéries aux huiles essentielles dépend du pH du
traitement. Un pH plus bas ajoute non seulement du stress aux cellules bactériennes, mais
augmente également le transfert d'huiles essentielles aux membranes bactériennes, augmentant
son effet observé (117).

Les HE modifient la fluidité des membranes, qui deviennent anormalement perméables
entrainant des fuites de matériaux intracellulaires : radicaux, cytochrome C, ions calcium,




protéines... La perméabilisation des membranes mitochondriales externes et internes entraine
la mort cellulaire par apoptose et nécrose (122). Il semble que les réactions en chaine de la paroi
cellulaire ou de la membrane cellulaire externe envahissent la cellule entiére, a travers les
membranes de différents organites comme les mitochondries et les peroxysomes.

L'autre action des huiles essentielles sur la membrane cellulaire est I'inhibition de la sécrétion
de toxines. Une étude a signalé que I’exposition de B. cereus au carvacrol avait entrainé
I'inhibition de la production de toxines diarrhéiques et l'utilisation de l'origan supprime
complétement la production d'entérotoxines de S. aureus (82). La sécrétion de toxines peut étre
évitée par des modifications de la membrane bactérienne en raison de la fixation de I’huile
essentielle qui pourrait controler les processus de transport a travers la membrane plasmique et
limiter la libération de toxines dans I'environnement extérieur (83).

En tant que substances lipophiles typiques, les huiles essentielles sont capables de traverser la
paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique, ayant un effet différent sur les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives. Les extrémités lipophiles de I'acide lipotéichoique dans la paroi
cellulaire Gram-positive facilitent la pénétration des composés hydrophobes tels que les huiles
essentielles dans ces bactéries. Cependant, les bactéries a Gram neégatif présentent une
résistance plus élevée a I'action des huiles essentielles, associée a la présence de la membrane
externe. Cette résistance plus élevée pourrait étre attribuée aux protéines de la membrane
externe ou au lipopolysaccharide (LPS), ce qui pourrait limiter le taux de diffusion de ces
composés hydrophobes (123).

2. Action sur la morphologie cellulaire

L'activité des HE et/ou de leurs composants difféere en fonction de la forme des bactéries
étudiées, et les bacilles seraient plus sensibles aux HE que les cocci.

S. typhimurium et E. coli ont une forme de bacilles avec une surface lisse, tandis que M. luteus
et S. aureus ont une forme coccoide normale. Apres 24 h de traitement avec I'HE de menthe,
des dommages cellulaires ont été observeés sur les bactéries bacilles (124), alors que les dégats
étaient moins évidents chez les bactéries coccoides. Ces résultats ont conduit a I'nypothése que
I'exopolysaccharide des cellules s'est détaché et libéré ou que le peptidoglycane et la membrane
cytoplasmique ont été perturbés.

En raison de leur caractere lipophile, les monoterpénes cycliques sont préférentiellement
répartis dans la phase aqueuse des structures membranaires (125). 1l en résulte une expansion
de la membrane, une fluidité accrue de la membrane et I'inhibition d'une enzyme intégrée a la
membrane. La microscopie électronique des cellules d'E. Coli apres exposition a I'huile d'arbre
a the a révélé une perte de matériel cellulaire dense aux €électrons et a montré une coagulation
du contenu cytoplasmique, cependant, ces effets étaient des événements secondaires survenus
apres la mort cellulaire.

Dans une autre étude a été testé I'effet du cinnamaldéhyde sur la morphologie de B. cereus et
sans traitement, les bactéries se présentaient comme des batonnets bien séparés. Cependant, les
cellules bactériennes traitées au cinnamaldéhyde sont apparues comme des structures
filamenteuses allongees dans lesquelles les cellules ne semblaient pas étre séparees les unes des
autres (126).

S. typhimurium : les cellules traitées au carvacrol et thymol ont présenté un gonflement,
suggérant que ces composés ont pénétré I'enveloppe cellulaire et modifié sa structure.

Les observations faites par microscopie électronique ont montré que le traitement d'E. Coli avec
de I’HE d’origan, riche en thymol et carvacrol, entrainait I'effondrement des cellules apres la




perte de leur contenu, les cellules d'E. Coli avaient des trous ou des taches blanches sur la paroi
cellulaire.

Les changements morphologiques de certaines souches apres contact avec le carvacrol étaient
comparables a ceux décrits apres traitement avec d'autres agents antimicrobiens, tels que les
peptides antimicrobiens. La présence de cloisons de division dans les cellules traitées peut étre
due a l'effet du carvacrol sur les protéines impliquées dans la division cellulaire. Cela a été
confirmé par des approches protéomiques dans des cellules de Salmonella traitées au thymol.

3. Action sur les acides gras membranaires

Le métabolisme lipidique chez les bactéries constitue une voie importante pour le
développement de nouveaux antimicrobiens (127).

En raison de leur nature hydrophobe, les HE affectent la biosynthése des lipides, y compris les
acides gras insaturés, et modifient ainsi la structure de la membrane cellulaire. En effet, la
présence des HE dans la cellule bactérienne, méme a des concentrations inférieures a la CMI,
diminue le taux des acides gras insaturés qui sont généralement responsables de la fluidité
membranaire. Cela cause 1égérement des perturbations au niveau de I’enveloppe externe de la
cellule, traduisant ainsi des modifications structurales de la membrane. Le profil lipidique des
cellules au repos montre une réorganisation apres traitement avec des HE.

Par exemple, le thymol, le carvacrol et I’eugénol peuvent augmenter la quantité¢ d’acide gras
saturé en C16 et en C18 et diminuer la quantité d’acides gras insaturés en C18, les HE peuvent
également affecter des enzymes responsables de la biosynthése de ces derniers.
Les HE en agissant sur la membrane externe et en augmentant sa perméabilité, il en résulte la
dispersion des enzymes désaturases qui leur permet d'agir sur les acides gras membranaires.
Inversement, les HE n'activent pas d'autres systemes enzymatiques, tels que l'isomérase cis-
trans qui régule la conversion des acides gras cis en leurs isomeéres trans. Cette enzyme est
généralement active lors de l'adaptation des cellules aux stress environnementaux. Dans
I'ensemble, l'activité des composants des HE est tres probablement liée a des effets simultanés
sur un pool d'enzymes d'acides gras qui conduisent a une augmentation des isomeres cis, a une
réduction de la longueur de la chaine et a une diminution générale de I'abondance des acides
gras insaturés. Une augmentation de la quantité d’acides gras saturés dans la bicouche lipidique
de la membrane entraine une perte de fluidité de la membrane et une augmentation conséquente
de la rigidité de la membrane. Dans certains cas, les cellules défectueuses peuvent continuer a
croitre et a synthétiser des phospholipides, mais elles finissent par perdre des métabolites et
ensuite a se lyser (75).
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Figure 7: Mécanisme d'action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne

Il existe plusieurs cibles des huiles essentielles pour inhiber les bactéries. Elles peuvent induire
la coagulation, agir sur la paroi, induire la fuite des ions a travers la membrane, agir sur des
protéines et les acides gras membranaires, et agir sur les médiateurs du quorum sensing. Ces
mécanismes peuvent étre appliqués en méme temps, générant ainsi une action amplificatrice

4. Action sur les protéines

Les différents composants des HE peuvent agir sur les protéines présentes dans les bactéries et
peuvent affecter la division cellulaire.

La division cellulaire bactérienne est régulée par FtsZ, FtsZ s'assemble en un anneau en Z au
niveau du site de la division cellulaire, les HE peuvent diminuer la réaction d'assemblage in
vitro et le regroupement de FtsZ.

S. enterica cultivé en présence d'une concentration sublétale de thymol a montré un profil
protéomique différent de celui du témoin. L'analyse a montré que de nombreuses protéines
peuvent étre régulées a la hausse ou a la baisse par la présence de thymol.

Par exemple, la thiorédoxine-1 n'a pas été exprimée en présence de thymol, celle-ci joue un réle
dans la division cellulaire d'E. Coli en raison de sa localisation subcellulaire. Différentes
protéines chaperons peuvent étre simultanément régulées a la hausse ou nouvellement
synthétisées, le thymol augmente I'expression de celles-ci. Ce processus commence dans la
phase de latence, mais les chaperons continuent de travailler dans les phases suivantes de la
croissance bactérienne pour aider Salmonella a s'adapter aux conditions environnementales
défavorables. Le traitement au thymol provoque la régulation a la hausse de certaines protéines
et peut déclencher un stress d'enveloppe bactérienne en raison de I'accumulation de protéines
membranaires mal repliées. Une autre protéine influencée par la présence d'HE est la protéine
impliquée dans le systéeme de la phosphotransférase qui est diminuée de plus de la moitié de sa
concentration habituelle. Le thymol régule a la hausse la protéine du canal membranaire TolC
qui est impliquée dans la formation d'un systeme d'efflux qui représente un meécanisme
important de résistance Salmonella.

5. Action contre PATP




La production d’ATP chez les procaryotes se produit a la fois dans la paroi cellulaire au niveau
de la membrane, par la chaine respiratoire, et dans le cytosol par la glycolyse. La modification
dans la membrane cellulaire affecte légerement le processus du couplage énergetique
conduisant a une perturbation entre 1’équilibre du pool d’ATP intra- et extracellulaire (128).
Cette altération de I'organisation cellulaire peut provoquer un effet de cascade, ce qui peut
affecter d'autres organites cellulaires.

Le traitement de certains agents pathogenes, tels que E. coli et L. monocytogenes, par I'eugénol,
le cinnamaldéhyde et le carvacrol a inhibé la génération d'ATP a partir du dextrose et perturbé
la membrane cellulaire. Il a été émis I'hypothése que l'inhibition de I'ATPase pourrait
représenter un facteur secondaire plutdt qu'une cause principale de mort cellulaire. Cependant,
ils ont également suggére que I'inhibition de I'ATPase pourrait jouer un réle important dans la
réduction du taux de croissance a des concentrations sublétales. L'inhibition non spécifique des
enzymes liées a la membrane ou incorporées peut étre causée par de petites molécules
hydrophobes a la suite de changements dans la conformation des protéines. Ce mécanisme peut
provoquer l'inhibition de I'activité de I'ATPase, ainsi que l'inhibition d'autres enzymes et une
croissance bactérienne altérée (129).

6. Action contre le quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est I’ensemble des molécules qu’utilisent les bactéries pour
coordonner et assurer la communication entre elles. Cette communication régule un certain
nombre de fonctions cellulaires telles que 1’expression des facteurs de virulence, la
bioluminescence, 1’accouplement, la sporulation et la formation de biofilms (130).
L’expression de ces molécules n’aura lieu que lorsqu’une population bactérienne atteint un seuil
de densité cellulaire significative, entrainant ainsi I’activation ou la répression des génes et, par
conséquent, la population bactérienne capable d’exprimer ces autoinducteurs est appelée
quorum (131).

Les bactéries a Gram- synthétisent ces auto-inducteurs a partir d’un précurseur cytoplasmique
appelé N-acylhomosérine lactone (AHL), alors que les bactéries a Gram + utilisent une
signalisation fondée sur les oligopeptides intracellulaires. Aujourd’hui, il est bien clair que le
QS est fortement associé au développement de la résistance aux antibiotiques via 1’induction
de la formation des biofilms d’ou la nécessité de cribler des molécules qui pourraient avoir un
effet anti-QS.

Certaines huiles essentielles peuvent inhiber le réseau de détection du quorum de
communication cellule-cellule médiée par diverses molécules de signal bactériennes (132).

3.4 Relation structurelles entre les composants et ’activité antibactérienne

L'activité des huiles devrait étre liée a la composition respective des huiles végétales volatiles,
a la configuration structurelle des composants constitutifs des huiles volatiles et de leurs
groupes fonctionnels et aux éventuelles interactions synergiques entre les composants.

L'activité antimicrobienne des terpénoides est liée a leurs groupes fonctionnels. Plus
précisement, dans les terpénoides phénoliques, les groupes hydroxyles ainsi que la présence
d'électrons délocalisés remplissent une fonction importante contre les micro-organismes (133).
L'importance du groupe hydroxyle dans la structure phénolique a été confirmée en termes
d'activité lorsque le carvacrol a été comparé a son éther méthylique.

En fait, si le groupe hydroxyle carvacrol est remplacé par un groupe éther méthylique, un
changement affectant son hydrophobicité, cela affecte également son activité antimicrobienne
car il modifie la facon dont cette molécule interagit avec la membrane des cellules




microbiennes. La raison en est que le groupe hydroxyle fonctionne comme un porteur de cations
monovalent a travers les membranes, transportant H + dans le cytoplasme cellulaire et
transportant K + dans 1’autre sens (134).

De plus, la position relative du groupe hydroxyle exerce une influence sur l'efficacité des
composants, comme en témoigne la différence d'activité entre le carvacrol et le thymol contre
les bactéries Gram-négatives et Gram-positives. L'importance du cycle phénolique a éteé
démontrée par le manque d'activité de 'hydrocarbure cyclique monoterpéne p-cymene. La forte
activité des composants phénoliques peut étre expliquée davantage en termes de substitution
alkyle dans le noyau phénol, qui est connu pour augmenter l'activité antimicrobienne des
phénols (135), celle-ci modifie le rapport de distribution entre les phases aqueuse et non
aqueuse en réduisant la tension superficielle ou en modifiant la sélectivité des espéces. Les
composes phénoliques a substitution alkyle forment des radicaux phénoxyle qui interagissent
avec les substituants alkyle isomeéres (136). Cela ne se produit pas avec les molécules isomeres
éthérifiées / estérifiées, ce qui pourrait expliquer leur relatif manque d'activité.

La présence d'un fragment acétate dans la structure semble augmenter l'activité du composé
d'origine. Dans le cas du géraniol, I'acétate de géranyle a montré une augmentation de l'activité
contre les micro-organismes testés. Une tendance similaire a été identifiée dans le cas du
bornéol et de lI'acétate de bornyle (135).

Les alcools sont connus pour posséder une activité bactéricide plutét que bactériostatique contre
les cellules végétatives. Les terpénoides d'alcool ont montré une activité contre les micro-
organismes testés, agissant potentiellement comme des agents dénaturants des protéines, des
solvants ou des agents déshydratants (135).

Les aldéhydes, notamment le formaldéhyde et le glutaraldéhyde, sont connus pour posséder une
puissante activité antimicrobienne. Il a été proposé qu'un groupe aldéhyde conjugué a une
double liaison carbone-carbone soit un arrangement hautement électronégatif, ce qui pourrait
expliquer leur activité (137), suggérant qu'une augmentation de I'électronégativité augmente
I'activité antibactérienne (138). Ces composes électronégatifs peuvent interférer dans les
processus biologiques impliquant le transfert d'électrons et réagir avec les composants vitaux
de l'azote, par ex. protéines et acides nucléiques et inhibent donc la croissance des micro-
organismes.

Concernant les cétones, la présence d'une fonction oxygéne dans la charpente augmente les
propriétés antimicrobiennes des terpénoides (139). L’action bactériostatique des terpénoides a
été augmentée lorsqu'ils étaient carbonylés.

Une augmentation de l'activité dépendant du type de substituant alkyle incorporé dans une
structure cycliqgue non phénolique semble se produire. L’inclusion d’une double liaison a
entrainé une augmentation de I'activité antibactérienne du limonene, par rapport a un substituant
alkyle comme dans le p-cymene. De plus, les organismes sensibles étaient principalement a
Gram négatif, ce qui suggére que l'alkylation influence la sensibilité a la réaction de Gram des
bactéries (135).

La stéréochimie a eu une influence sur la bioactivité, il a éte observe que les isomeres o sont
inactifs par rapport aux isoméres B, (par ex. a-pinene); les isoméres cis sont inactifs
contrairement aux isomeres trans, (par ex. géraniol et nérol); les composés a noyaux méthyl -
isopropyl cyclohexane sont les plus actifs; ou l'insaturation du cycle cyclohexane augmente
encore l'activité antibactérienne, par ex. terpinoléne, terpinéol et terpinéolene (140).




3.5 Sensibilité des bactéries

En regle générale, les huiles essentielles sont plus efficaces vis-a-vis des bactéries gram-
positives que gram-négatives (58).

Ainsi, la structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif permet aux molécules
hydrophobes de pénétrer facilement dans les cellules et d'agir a la fois sur la paroi cellulaire et
a l'intérieur du cytoplasme (141) contrairement aux bactéries a Gram - ou la présence de
lipopolysaccharides englobant la couche bactérienne de peptidoglycane limite la diffusion des
composés hydrophobes dans le cytoplasme (142).

La structure et la composition de la cellule bactérienne different considérablement entre les
bactéries. Sur I'enveloppe externe, les cellules peuvent avoir des capsules de polysaccharides
ou des couches de protéines qui protégent les bactéries dans des conditions défavorables et
affectent leur adhérence (143).

Cependant, toutes les études sur les huiles essentielles n‘ont pas conclu que les gram-positifs
sont plus sensibles.

Zaika (144) a proposé que les bactéries a Gram positif soient plus résistantes que les bactéries
a Gram négatif aux propriétés antibactériennes des huiles volatiles végétales, ce qui contraste
avec I'hypothese proposée par Deans selon laquelle la sensibilité des bactéries aux huiles
vegétales volatiles et la réaction de Gram apparaissent avoir peu d'influence sur I'inhibition de
la croissance (145).

3.6 Résistance bactérienne aux huiles essentielles

La question est de savoir si la tolérance bactérienne aux composants des huiles essentielles
serait induite lorsque ces composés sont utilisés cliniguement a grande échelle.

Jusqu'a présent, en raison de leur mode d'action affectant plusieurs cibles a la fois, généralement
aucune résistance ou adaptation particuliére aux huiles essentielles n'a été décrite (146), car de
nombreuses cibles devraient s'adapter pour entraver les effets des huiles essentielles, de méme
la nature multi-composants des huiles essentielles avec une activité antibactérienne peut
entraver I'induction d'une résistance.

De plus, si les effets de perméabilisation des membranes sont I'un des modes d'action de I'huile
essentielle, il est peu probable que la résistance se développe spontanément, I'évolution des
structures et/ou de la composition des membranes arréte instantanément la viabilité des
bactéries (146).

Des chercheurs ont également suggéré un faible potentiel de développement de résistance sur
les agents membranaires en raison des systétmes de modification du LPS (147).
Des problémes de résistance potentielle subsistent si les huiles essentielles pénetrent dans les
applications cliniques, en particulier contre les micro-organismes multirésistants.

Une résistance au carvacrol de Bacillus cereus a €té observée apres croissance en présence d'une
concentration sublétale de carvacrol (148).

Une souche de S. aureus exposée a des concentrations sublétales de I'huile de romarin ou le
1,8-cinéole pendant 18 h dans un bouillon de viande a présenté une diminution de la sensibilité
a ces antimicrobiens (149).

Dans une étude d'induction de résistance in vitro, une sous-population résistante de SARM a été
détectée lorsque le S. aureus a été exposé a plusieurs reprises a I'huile d'arbre a thé pendant
plusieurs générations (150) . Inversement, dans deux autres études utilisant des parametres
différents pour étudier les changements de sensibilité des bactéries phénotypiques a résistance
multiple aux antibiotiques, peu de preuves ont été fournies pour suggérer I'apparition d'une
résistance a I'huile d'arbre a thé (146,147).




Dans une étude, les mutants résistants a I'huile d'arbre a thé étaient indétectables a 2 x CMI pour
tous les isolats de S. aureus (151).

L’exposition de Salmonella typhimurium a des passages répétés de concentrations sublétales
d'huile d'O. vulgare ou de carvacrol n'a entrainé aucun effet global significatif sur I'acquisition
d’une tolérance directe (152).

Dans I'ensemble, les études fournissent des preuves limitées suggérant la survenue spontanée
d'une résistance aux huiles essentielles, cependant plus d'études en utilisant différents HE et
dans des conditions différentes sont nécessaire pour confirmer de maniere convaincante ces
observations.

3.7 Synergie antibiotique - huile essentielle

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est aujourd’hui bien démontrée au-dela de
leur utilisation depuis des siecles, I’exemple du thym le montre notamment, ce qui montre toute
sa légitimité en tant que molécule ayant des propriétés antibactériennes. Il convient cependant
de souligner que bien que l'activité antimicrobienne soit bien établie, I'effet réel est plus faible
par rapport aux composés synthétiques (y compris les antibiotiques).

Au-dela de ces applications directes, les huiles essentielles obtenues a partir de plantes du genre
Thymus pourraient étre utilisées comme stratégie multi-cible thérapeutique pour le traitement
des maladies infectieuses, en particulier les infections bactériennes résistantes aux
antibiotiques, soit seules soit en synergie avec ces derniers.

Vu son utilisation déja connues sur les infections ORL, la combinaison des HE et des
antibiotiques peut étre bénéfique dans le traitement alternatif des maladies des voies
respiratoires par exemple.

Pour surmonter I'émergence de souches multirésistantes, de nombreux chercheurs se sont
concentrés sur l'identification des substances naturelles qui améliorent la sensibilité aux
médicaments antibactériens.
En 2011, les universitaires et I'industrie ont collaboré a une liste prioritaire des approches pour
résoudre la crise de la résistance aux antimicrobiens. Parmi les stratégies potentielles proposées,
le développement d'alternatives aux antibiotiques et la découverte/développement d'adjuvants
(153).
Les huiles essentielles peuvent ainsi représenter des adjuvants prometteurs pour les
antibiotiques (154).
Les mécanismes pouvant conduire a une synergie pharmacologique sont :
- effet multi-cible dans lequel les composés ciblent différents sites dans la cellule
bactérienne
- effets pharmacocinétiques ou physico-chimiques (par ex. amélioration de la solubilité
ou de la biodisponibilité) ou protection de la substance active
- ciblant un mécanisme de résistance spécifique des bactéries (111).

Pour améliorer l'efficacité des antibiotiques, il est nécessaire de trouver des méthodes pour
améliorer la diffusion des antibiotiques a travers les membranes bactériennes et / ou pour
entraver les pompes a efflux qui sont un mécanisme général de résistance chez les bactéries a
Gram négatif.

Avec l'augmentation des bactéries résistantes aux antibiotiques et l'absence de nouveaux
antibiotiques étant mis sur le marché, les stratégies alternatives doivent étre trouvées pour faire
face aux infections résultant de bactéries résistantes aux médicaments.




Les germes sont tellement nombreux a avoir développé une résistance que I’OMS annonce la
mort de I’antibiothérapie en 2030 car, insuffisamment efficace, elle en perdrait le statut de
médicament.

Une solution peut étre de combiner des antibiotiques existants avec des HE pour potentialiser
I'activité des antibiotiques (146).

De nombreux tests rapportés montrent une additivité ou une synergie. La combinaison d'huiles
essentielles avec des medicaments conventionnels conduit & une dose efficace réduite
d'antibiotiques lors du traitement des infections, ce qui signifie une diminution des effets
indésirables des antibiotiques et une meilleure tolérance (155).

Il n’y a aucune interaction entre aromathérapie et antibiotique. Les huiles essentielles
déstructurant et fragilisant les biofilms développés par les bactéries, créeront des bréches par
lesquelles les antibiotiques s’engouffreront pour exercer leur activité microbicide, en plus de
’activité antibactérienne de I’HE.

Il faut cependant plus de travail pour comprendre les associations HE-antibiotique avant de
pouvoir étre développés dans de nouvelles formulations antibactériennes.




4 Action du thym sur les bactéries : études

4.1 Action des molécules seules de I’huile essentielle de thym

Activité antibactérienne des terpenes et terpénoides présents dans les huiles essentielles (156)

L'objectif était d'étudier I'activité antibactérienne de 32 terpenes couramment trouves dans les
HE et d'évaluer la structure bactérienne pour vérifier les dommages possibles a la membrane
cellulaire et aider a comprendre I'activité antibactérienne des huiles essentielles.

L'activité antimicrobienne a d'abord été évaluée en criblant initialement les composés a une
concentration de 0,25 mg / mL pour exclure les composés sans activité de I'étude. Sur les 32
composeés evalués, seuls 16 ont présentés une activité antimicrobienne (tableau 5).

L'eugénol a montré une action bactéricide rapide contre le sérovar Typhimurium de Salmonella
enterica (2 h). Le terpinéol a montré une excellente activité bactéricide contre les souches de S.
aureus. Le carveol, le citronellolol et le géraniol ont présenté un effet bactéricide rapide contre
E. coli.

L'activité antimicrobienne plus éleveée était liée a la présence de groupes hydroxyle (composeés
phénoliques et alcooliques), tandis que les hydrocarbures entrainaient une activité moindre.




Composés B. S. E. S. aureus
cereus | typhimurium | coli
Monoterpenes
Camphene - - — _
m-Cymene + + + +
p-Cymene - - — —
R-(+)-Limonene + + + +
B -Myrcene - - — _
Ocimene - — — _
a-Phellandrene - - - —
(+)-a-Pinene - - - -
(+)-p-Pinene - - - -
Sabinene - — - _
Y-Terpinene - - — —
Terpinolene - - — _
Monoterpénols
(-)-o-Bisabolol — — — _
(-)-Borneol + + ¥ n
(+)-Borneol + + I "
(x)-Camphor + + + +
L-Carveol + + ¥ n
(+)-Carvone - — , —
L-Carvone + + + +
Citral + + + +
(x)-Citronellal + + + +
p-Citronellol + + + n
Eucalyptol - — _ —
trans-Geraniol + + + +
(¥)-Linalool + + + +
Terpineol + + + n
Phénols
Carvacrol + + + "
Eugenol + + ¥ ;
Thymol + + + +

'




Sesquitérpenes

p-Caryophyllene - - - -

a-Humulene - - — —

(+)-Valencene - - - -

Tableau 5: Criblage antibactérien des composés

Les résultats de la détermination de la CMI sont présentés dans le tableau 6. Le contréle
négatif envisageait I'absence de médicament, ce qui montrait la viabilité des souches et pour
le contrdle positif, on utilisait du sulfanilamide.

Composés B. cereus S. typhimurium E. coli S. aureus
(-)-Borneol 0.12 0.12 0.25 0.03
(+)-Borneol 0.25 800 0.25 0.25
(x)-Camphor 0.25 0.25 0.25 0.015
Carvacrol 0.03 0.015 0.03 0.015
L-Carveol 0.12 0.03 0.06 0.015
L-Carvone 0.25 0.12 0.06 0.03
m-Cymene 0.25 0.25 0.25 0.25
Citral 0.06 0.07 0.06 0.06
Citronellal 0.12 0.12 0.25 0.25
p-Citronellol 0.12 0.12 0.25 0.03
Eugenol 0.07 0.07 0.03 0.003
trans-Geraniol 0.07 0.03 0.06 0.03
R-(+)-Limonene 0.25 0.06 0.25 0.25
Linalool 0.25 0.25 0.25 0.25
Terpineol 0.12 0.12 0.06 0.03
Thymol 0.007 0.003 0.007 0.007
Sulfanilamide R 0.06 0.03 0.06

Tableau 6: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) (mg / ml) des composés

Les résultats de la présente étude montrent que sur les seize composés a activité antibactérienne,
le thymol, le carvacrol et I'eugénol présentaient une forte action antimicrobienne contre les
quatre souches évaluées encore plus que le sulfanilamide. En revanche, les composés m-
cymene, () -linalool, camphre, (+) - bornéol et R - (+) - limonene ont démontré la moindre
action contre ces souches évaluées.




Seuls six des seize composes qui ont montré une activité antimicrobienne ont montré une
activité bactéricide (tableau 7). Aucun des composés évalués n'avait d'activité bactéricide
(absence de croissance) contre B. cereus. Pour S. aureus, seuls le thymol et le terpinéol ont
montré une activité bactéricide a la concentration de 0,12 mg / mL. L'eugénol présentait la
valeur de CMB la plus faible contre S. typhimurium (0,06 mg / ml). Le thymol était le composé
qui présentait les valeurs de CMI les plus faibles par rapport aux souches évaluées ; cependant,
le thymol n'avait pas d'activité bactéricide a des concentrations de CMI, 2 x CMI et 4 x CMI,
mais l'activité bactéricide du thymol a été vérifiée a 0,12 mg / ml, comme le montre le tableau.

Composés B. cereus S. typhimurium E. coli S. aureus
L-Carveol - - 0.25 -
p-Citronellol - - 0.25 -
Eugenol - 0.06 - -
trans-Geraniol - - 0.25 -
Terpineol - 0.25 - 0.12
Thymol - 0.12 0.12 0.12

Tableau 7: Concentrations bactéricides minimales (CMB) (mg / ml) des composés

L'analyse de la courbe temps-Kill a été utilisee pour caractériser I'action bactéricide, seuls les
composés qui ont montré une activité bactéricide minimale ont été évalués. La figure 8 montre
les résultats de cing composés tuant les souches bactériennes S. typhimurium, S. aureus et E.
coli en fonction du temps. Les résultats ont montré que la cinétique des composes tuant les trois
souches bactériennes dépendait de la concentration, des concentrations plus élevées entrainant
une mort bactérienne plus rapide, révélant un effet dose-dépendant.
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Figure 8 : Etudes de courbes temporelles

Le terpinéol et I'eugénol ont présenté une action bactéricide contre S. typhimurium, ou I'eugénol
a cause la mort de la bactérie a toutes les concentrations évaluées en seulement 2 h. En revanche,
la CMI du terpinéol a réduit le nombre d'UFC de seulement 2 log10 en 24 h, et le terpinéol
n'était pas considérée comme bactéricide a cette concentration ; cependant, & 2 x MIC et 4 x
MIC, le nombre d'UFC a été réduit de 6 log10 en seulement 2 h. S. aureus n'a été que faiblement
influencé par le terpinéol a sa CMI car le nombre de cellules était proche du nombre de contréle.
En revanche, a 2 x MIC et 4 xMIC, le temps de mise & mort a été significativement réduit (12
h et 8 h, respectivement). Le I-carveol, le B-citronellol et le trans-géraniol n'étaient pas efficaces
pour tuer E. coli a la CMI. D'un autre c0té, ces trois composés ont rapidement tué des bactéries
a4 x MIC ; le carveol et le géraniol ont diminué le nombre d'UFC de 6 log10 en 2 h, et le

citronellol les a diminué de 4 log10.
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Les changements morphologiques résultant du traitement avec le I-carveol, le B-citronellol et le
trans-géraniol ont été observés chez E. coli et S. typhimurium par microscopie électronique a
balayage. Les cellules témoins d'E. Coli (figure 9) avaient des formes bacillaires et des surfaces
lisses, tandis que les bactéries traitées étaient de taille irréguliére avec la présence de debris,
probablement en perturbant la division cellulaire ou le dysfonctionnement de la membrane
cellulaire.

Les bactéries traitées au citronellol et au géraniol étaient plus petites, avaient des surfaces
sensiblement rugueuses et adhéraient les unes aux autres.

Figure 9: Microscopie électronique a balayage d'E. Coli non traités (A) et d'E. Coli traités avec 4 x CMI de carveol (B), 4 x
CMI de citronellol (C) et 4 x CMI de géraniol (D)

Le traitement de S. typhimurium (figure 10) avec de l'eugénol et du terpinéol indique que le
mécanisme de la mort est d{ a la perte de I'intégrité ou de la fonction de la membrane cellulaire,
ou la membrane cellulaire a été completement détruite, avec la présence de débris cellulaires.




Figure 10 :Microscopie électronique a balayage de S. Typhimurium non traités (A) et S. Typhimurium traités avec 4x CMI
d'eugénol (B) et S. Typhimurium traités avec 4x CMI de terpinéol (C)

Les résultats de la présente étude concluent que les terpénes oxygénés (terpénoides) tels que les
composeés terpéniques présentent une meilleure activité antimicrobienne que les hydrocarbures
tels que R - (-) - limonéne, terpinene, camphene et (+) - a-pinéne. Ces résultats sont en accord
avec des études antérieures (145,157).

Les groupes hydroxyles, tels que ceux trouvés dans le thymol, I'eugénol, le terpinéol et le
carvacrol, sont tres réactifs et forment des liaisons hydrogene avec les sites actifs des enzymes
cibles, les inactivant, et par conséquent, un dysfonctionnement ou une rupture de la membrane
cellulaire (158,159).

Friedman et al. ont mentionné que les huiles essentielles et leurs composés peuvent étre divises
en deux groupes: les composés a action lente et les composeés a action rapide. Selon les résultats
présentés sur la figure 8, il a été observé que le terpinéol, I'eugénol, le géraniol, le carveol et le
citronellolol étaient considérés comme des composés a action rapide, car ils inactivaient des
organismes tels que E. coli et S. typhimurium en peu de temps (2 h). Il a été signalé que certains
antimicrobiens considérés comme des composés a action rapide sont le carvacrol, le
cinnamaldéhyde et le géraniol, car ils inactivent des organismes comme E. coli et S.
typhimurium en cing minutes, tandis que les composés qui agissent lentement necessitent 30 a
60 minutes pour montrer une activité antimicrobienne efficace (160).

Parmi les 32 composeés évalués, la majorité n'a présenté qu'une activité bactériostatique. Les
terpénes oxygénés ont montré une forte activité antibactérienne contre toutes les bacteries
testées, en particulier les bactéries a Gram négatif.

Dans le présent travail, les composés qui ont montre la meilleure activité a la fois en CMl et en
cinétique temporelle ont de faibles poids moléculaires et des groupes fonctionnels polaires. Ces
caractéristiques peuvent augmenter la capacité antimicrobienne en facilitant la pénétration a
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travers la membrane cellulaire externe. Cette hypothese a été vérifiée par I'action de I'eugénol,
un composé phénolique de faible poids moléculaire qui présentait une cinétique de destruction
rapide, qui a conduit a la mort de S. typhimurium a toutes les concentrations en seulement deux
heures.

Effet synergigue de composants du thym sur l'inhibition de la résistance aux médicaments et la
formation de biofilm des bactéries orales (161)

Dans cette étude, l'activité antibactérienne sur 12 souches a été testée avec 5 composés des
huiles essentielles (eugenol, carvacrol, thymol, p-cyméne, y-terpinene) seuls ou en combinaison
avec de la tétracycline. De plus, leur effet sur le biofilm, cultivé sur des surfaces en polystyréne
et en émail dentaire, a été examiné.

Les résultats ont révélé une bonne activité antibactérienne de ces HE avec des valeurs de CMI
variant de 0,032 a 0,512 mg/ mL pour I'eugénol, 0,032-0,256 mg/mL pour le carvacrol et
thymol. Cependant, le terpinene semblait moins actif contre les souches testées avec des valeurs
de CMI allant de 0,128 a 1,024 mg/mL.

Les souches S. aureus ATCC 25923 ont €té considérées comme sensibles a I'eugénol avec des
valeurs de CMI de 0,256 et 0,512 mg/mL respectivement. En outre, quatre souches cliniques
(S. aureus B147, S. aureus B456, E. feacium P1 et E. feacalis P7) ont montré une sensibilité au
carvacrol, avec des valeurs de CMI de 0,256 mg/mL. En revanche, les souches les plus sensibles
au thymol étaient S. mutans B200 et S. mutans B509, qui avaient une CMI d'environ 0,032
mg/mL. Cependant, nous avons noté que la majorité des souches testées présentaient des
valeurs de CMI élevées contre le cyméne et terpinéne.

La tétracycline a été évaluée en association avec 1/2 CMI de chaque composé, concernant
I’effet synergique de la tétracycline et du thymol et carvacrol il y a une réduction de 2 a 8 fois
des CMI selon les souches, de méme pour I’eugénol.

Une potentialisation double de l'activité tétracycline a été observée avec le thymol contre six
souches et une potentialisation quadruple de tétracycline avec I'ajout de thymol a été enregistrée
contre quatre souches isolées de la cavité buccale.

Les effets antibactériens de la tétracycline avec ou sans supplémentation en HE étaient
significativement différents.

La concentration minimale d'éradication du biofilm BEC50 (pg/mL) a été définie comme la
plus faible concentration de médicaments présentant 50% d'éradication du biofilm.

Eradication du biofilm (BECso0 %)

TET | EUG | CAR | THY | CYM | TER | TET | TET TET TET TET
+1/2 +1/2 +1/2 +1/2 +1/2
MIC | MIC | MIC | MIC | MIC
EUG | CAR | THY | CYM | TER
Souche de référence
S. aureus ATCC 25923 | 11 320 140 221 268 308 6 7 5 4 5
Souches orales
S. aureus B234 85 300 191 183 321 347 23 63 51 37 79




S. aureus B398 83 240 74 191 210 251 44 62 45 63 54
S. aureus B147 25 630 298 279 278 611 11 13 20 16 19
S. aureus B193 12 250 79 85 197 228 6 6 9 7 8
S. aureus B295 145 | 280 56 45 189 348 81 102 99 79 76
S. aureus B285 11 300 247 260 764 325 4 8 7 8 4
S. aureus B456 89 310 301 388 275 311 63 64 65 69 62
S. mutans B200 36 188 86 143 169 379 9 14 24 25 26
S. mutans B509 71 341 63 139 384 394 21 45 53 41 43
S. constelatus B629 79 250 98 201 168 394 34 51 47 39 58
E. feacium P1 180 | 259 322 156 387 498 84 113 95 108 99
E. feacalis P7 89 734 309 186 636 418 51 73 25 68 46

Tableau 8: Activité antibactérienne de I'eugénol, du carvacrol, du thymol, du p-cymeéne et du y-terpinéne contre les

pathogénes oraux

Figure 11 : Effet du thymol sur la surface cellulaire de Staphylococcus aureus ATCC 25923 par

microscopie électronique a balayage

(Al) contréle ; (B1) tétracycline ; (C1) 1/2 CMI thymol ; (D1) tétracycline avec 1/2 CMI thymol.

La combinaison de tétracycline et thymol a 1/2 MIC a réduit la quantité de cellules attachées a
la surface de I'émail et la membrane bactérienne a été perturbée et une perte compléte de
I'intégrité de la membrane a été notée (Fig. 11D1).




La résistance aux tétracyclines et aux macrolides chez S. aureus peut se produire via des
systemes de pompes a efflux impliqués dans I'exportation de molécules en dehors des cellules
(162). 11 a été démontré que plusieurs extraits de plantes et leurs phytoconstituants possedent
une activité d’inhibition des pompes a efflux contre les souches de S. aureus résistantes a la
méthicilline (SARM) et réduisent la résistance de la tétracycline en blogquant les protéines des
pompes a efflux (163).

Les résultats démontrent une propriété antibiofilm des HE explorés contre les bactéries orales
testées. Comme présenté dans le tableau 8, les valeurs de BEC50 étaient supérieures a la
concentration requise pour inhiber la croissance bactérienne en suspension (valeurs de CMI).
Un effet synergique a été démontré entre tétracycline et HE contre le biofilm de S. aureus. La
BEC50 de la tétracycline variait de 0,011 & 0,180 mg/mL, l'activite anti-biofilm de la
tétracycline sur le polystyrene et la surface dentaire était augmentée lorsque le milieu était
supplémenté avec divers HE et que le BEC50 variait de 0,004 a 0,113 mg/mL.

Par conséquent, eugénol, carvacrol, thymol, p-cyméne et y-terpinéne seuls ou en combinaison
avec la tétracycline, pourraient diffuser a travers la matrice polysaccharidique du biofilm et le
déstabiliser en raison de leurs propriétés antimicrobiennes intrinseques.

Dans une autre étude, I'efficacité de thymol et carvacrol pour éradiquer les biofilms préformés
de S. aureus et S. epidermidis a également été démontrée (80).

Activité antibactérienne du thym et des terpénoides (145)

Les huiles essentielles de poivre noir (Piper nigrum), de clou de girofle (Syzygium aromaticum),
géranium (Pelargonium graveolens), muscade (Myristica fragrans), origan (Origanum
vulgare) et le thym (Thymus wvulgaris), ainsi que 21 terpénoides et I'eugénol
(phénylpropanoide), que I'on trouve couramment dans les HE, ont été testés pour leur activité.

Souche bactérienne Myristica | Origanum | Pelargonium Piper Syzygium Thymus

fragrans vulgare graveolens nigrum aromaticum | vulgaris
Acinetobacter calcoacetica 12.7 52.2 13.0 12.3 10.3 30.7
Bacillus subtilis 7.0 20.5 114 9.5 21.1 23.4
Clostridium sporogenes NE >90.0 7.8 8.7 134 >90.0
Enterococcus faecalis 18.5 17.9 19.8 8.8 15.5 41.8
Enterobacter aerogenes NE 14.6 NE NE 7.8 15.2
Escherichia coli 10.4 29.5 NE 7.3 13.6 324
Klebsiella pneumoniae 16.9 19.0 13.8 NE 9.1 31.8
Moraxella sp. 6.4 31.4 NE 54 15.8 29.0
Proteus vulgaris 10.0 44.6 NE 7.1 9.1 >90.0
Pseudomonas aeruginosa NE >90.0 194 7.7 14.0 33.5
Salmonella pullorum 8.4 46.0 6.9 7.1 14.0 >90.0
Staphylococcus aureus 24.6 17.6 13.6 14.5 14.9 >90.0
Yersinia enterocolitica 7.3 33.9 NE 11.7 13.7 255




Tableau 9: Zones d'inhibition de croissance (mm) montrant une activité antibactérienne pour un nombre d’HE sélectionnées

Souche bactérienne Borneol 6-3- carvacrol | carvacrol | cis/trans citral | eugenol geraniol
carene methyl
ester

Acinetobacter 7.0 10.0 45.3 NE 7.9 15.4 6.1
calcoacetica

Bacillus subtilis 104 9.5 39.5 NE 5.9 21.8 6.4
Clostridium sporogenes NE 16.6 20.3 8.9 12.6 9.7 12.9
Enterococcus faecalis NE 11.3 21.2 NE 21.6 10.0 12.9
Enterobacter aerogenes NE 12.0 185 NE 6.2 9.9 6.4
Escherichia coli 6.7 135 29.2 59 11.0 13.3 9.7
Klebsiella pneumoniae NE 117 23.6 7.1 8.8 10.9 NE
Moraxella sp. NE 12.3 21.6 NE 6.5 10.1 6.1
Proteus vulgaris NE 111 26.5 6.2 6.9 8.3 5.6
Pseudomonas NE 10.6 26.0 NE 6.6 155 5.7
aeruginosa

Salmonella pullorum NE 13.8 27.1 5.0 12.0 12.9 6.3
Staphylococcus aureus 6.9 11.3 20.2 NE 4.9 115 5.2
Yersinia enterocolitica NE 154 224 NE 9.0 11.6 8.0

Souche bactérienne acétate de | cis - hex - R(+)- linalool | menthone nérol a-pinene
géranyle | 3-en-1- | limonéne
ol

Acinetobacter 10.3 8.1 NE 9.3 9.7 11.4 NE
calcoacetica

Bacillus subtilis 10.8 6.4 NE 14.0 7.1 12.4 NE
Clostridium sporogenes 20.4 7.8 10.3 20.3 10.7 NE 5.7
Enterococcus faecalis 75 8.9 NE 16.7 NE NE 9.2
Enterobacter aerogenes 7.6 6.5 7.1 9.7 6.3 7.2 NE
Escherichia coli 11.0 12.0 11.2 13.8 6.6 7.6 8.9
Klebsiella pneumoniae 7.8 10.7 7.0 12.6 5.9 NE 8.1
Moraxella sp. 9.0 6.7 79 10.3 6.9 NE 6.2
Proteus vulgaris 9.8 8.2 7.4 12.2 6.2 NE 7.5
Pseudomonas aeruginosa 6.5 8.4 NE NE NE 13.6 NE
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Salmonella pullorum 8.7 12.0 11.2 7.5 6.2 NE 7.9
Staphylococcus aureus 6.6 8.2 NE 9.0 10.2 9.4 8.3
Yersinia enterocolitica 8.2 115 7.1 9.5 8.0 7.1 6.6
Souche bactérienne B-pinene (+)- a- terpinen- a- (-)- thymol
sabinene | terpinene 4-ol terpineole | thujone

Acinetobacter 11.2 7.8 NE 145 18.7 8.7 29.8
calcoacetica

Bacillus subtilis NE 7.4 NE 131 28.8 12.6 39,2
Clostridium sporogenes 7.5 NE 8.8 9.7 NE 18.1 NE
Enterococcus faecalis 7.8 NE NE 10.7 13.4 13.3 26.3
Enterobacter aerogenes NE 7.3 NE 17.3 21.6 10.7 30.5
Escherichia coli 7.8 NE 6.1 14.4 16.3 12.2 34.3
Klebsiella pneumoniae 7.9 7.4 7.9 10.7 19.1 111 40.0
Moraxella sp. 4.8 NE 55 114 18.2 10.0 39.1
Proteus vulgaris 6.6 NE 5.6 9.7 20.2 12.6 335
Pseudomonas aeruginosa 6.5 NE 6.3 17.0 8.9 9.3 134
Salmonella pullorum 6.0 NE 16.5 14.9 19.2 115 315
Staphylococcus aureus 7.4 NE NE 13.7 18.2 94 31.6
Yersinia enterocolitica 5.8 NE NE 8.6 20.4 9.0 27.7

Tableau 10 : Zones d'inhibition de croissance (mm) montrant une activité antibactérienne pour un certain nombre de
composants d'huile volatile végétale sélectionnés

Toutes les souches bactériennes ont démontré un certain degré de sensibilité aux huiles volatiles
végétales testées, bien que la croissance d'un certain nombre de bactéries n‘ait pas été inhibée
par certaines d’entre elles.

Les huiles volatiles de P. graveolens et de T. vulgaris semblaient exercer une plus grande
activité inhibitrice contre les organismes Gram positifs.

Le tableau 9 résume l'activité antibactérienne des huiles volatiles. De ce fait, I'huile ayant le
spectre d'activité le plus large s'est révelée étre T. vulgaris, suivie par O. vulgare, S.
aromaticum, M. fragrans, P. nigrum, P. graveolens, dans cet ordre.

Le tableau 10 résume l'activité antibactérienne des composants individuels de I'huile. De I3, le
composant ayant le spectre d'activité le plus large s'est avéré étre le thymol suivi du carvacrol,
de l'a, - terpinéol, du terpinene - 4 - ol, de 1'eugénol, du (+) -linalool, (-) - de la thuyone, du &
- 3 - caréne, cis - hex - 3 - an - 1 - ol, acétate de géranyle, (cis + trans) citral, nérol, géraniol,
menthone, P - pinéne, R (+) - limonene, a - pinéne, a - terpineéne, bornéol, (+ ) -Sabinéne, v -
terpinene, citrell terpinoléne onellal, 1,8 - cinéole, acétate de bornyle, carvacrol méthyl éther,
myrcene, B - caryophylléne, a - bisabolol, a - phellandrene, a - humulene, f - ocimene,
aromadendrene, p - cymene, dans cet ordre.

Les composants ayant le spectre d’activité le plus large dans cette étude sont les composants
que I’on retrouve dans les différentes especes de thym.




Synergie entre les composés de I’huile de thym (164)

Dans cette étude, 1’huile de Thymus vulgaris ainsi que ses principaux composants (thymol, p-
cymeéne, y-terpinéne, linalool, carvacrol, bornéol et a-terpinéne) ont été testés pour leur

contribution spécifique a I'activité antimicrobienne de I'huile.

L’huile essentielle de thym vulgaire utilisée dans la présente étude représente le chémotype du
thymol ou les deux principaux composants comprennent le thymol (60,18%) et le p-cymene

(15,44%) (tableau 11).

Composants % dans ’huile
thymol 60,18
p-cymene 15,44
y-terpinéne 6,39
linalool 4,22
carvacrol 2,88
borneol 1,76
a-terpinéne 1,01

Tableau 11: Composition chimique de I'huile essentielle de Thymus vulgaris
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Figure 12: Analyse GC-MS de I'huile essentielle de Thymus vulgaris
Pathogénes CMI (mg/ mL)
HE Thymol | Carvacrol | Linalool | p- Borneol | o- Y- Ciprofloxacine
T.vulgaris Cymene Terpinene | Terpinene
Escherichia 0.500 1 1 4 >8 >8 8 >8 0.0005
coli
Morexella 0.500 1 1 2 >8 8 8 >8 0.001
cattarhalis
Staphylococcus | 0.500 1 0.500 2 >8 8 4 8 0.0005
aureus
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L 0 )




Enterococcus 0.125 0.500 0.500 1 >8 4 8 >8 0.001
faecalis
Bacillus cereus | 0.125 0.500 0.250 2 >8 8 4 8 0.0002

Tableau 12 : CMI (mg/ml) de I’HE de Thymus vulgaris et de ses principaux constituants lorsqu'elle est testée contre un panel
d'agents pathogenes

L'évaluation des valeurs de CMI par essai de microdilution en bouillon a montré que I’HE et
les molécules sélectionnées étaient actives in vitro contre les pathogénes a Gram positif et
Gram négatif (tableau 12). L’HE possédait une efficacité antimicrobienne élevée contre tous
les agents pathogenes testés avec des valeurs de CMI allant de 0,062 a 0,500 mg/mL.

Sur la base de ces valeurs de CMI, les composes a tester ont été classés en trois groupes :
fortement actifs (CMI < 2 mg / mL), modérément actifs (CMI 2-4 mg / mL) et composés
faiblement actifs (CMI > 4 mg / mL)).

Comme prévu, les phénols monoterpéniques, le thymol et le carvacrol, se sont révélés étre les
constituants les plus actifs, tandis que le linalol s'est généralement révélé avoir une activité
modérée et le p-cyméne, le bornéol, I'a-terpinene et le y-terpinéne ont montré une faible activité
antimicrobienne.

Le profil chromatographique de I’huile a confirmé la présence de deux groupes importants, a
savoir les hydrocarbures monoterpéniques et les monoterpenes oxygénés (alcools, phénols,
cetones, aldéhydes, éthers-oxydes...). Le premier n’a pas de véritable activité antibactérienne,
le second est connu pour posséder des activités antimicrobiennes éleveées.

Par conséquent, les terpénoides comme le thymol et le carvacrol sont les principaux
contributeurs a l'activité antimicrobienne de I’HE de thym. Cependant, il est évident que 1’huile
essentielle présente une activité antimicrobienne plus élevée que les principaux constituants
individuels suggérant I'implication d'autres composants dans l'activité antimicrobienne de cette
huile essentielle.

L'activité antimicrobienne de tous les principaux composés seuls et en combinaisons a été
déterminée pour étudier les interactions synergiques potentielles entre les divers constituants
contribuant a 'efficacité globale de I'HE.

Pour déterminer les interactions combinatoires possibles des molécules sélectionnées, les
indices de concentration inhibitrice fractionnelle (FICI) ont été calculés en utilisant la méthode
du damier. Sur les 147 combinaisons étudiées, seules deux interactions antagonistes ont été
observées, a savoir la combinaison du thymol et du bornéol contre M. cattarhalis, et la
combinaison du y-terpinéne et du carvacrol contre S. aureus. Le FICI des molécules testées
contre tous les agents pathogénes testés variait de 0,133 a 5 000. Les interactions synergiques
ont été principalement observées avec les micro-organismes Gram positifs (28%), en particulier
S. aureus et B. cereus, démontrant pour chacun huit interactions synergiques. Les souches Gram
négatives ont suivi, montrant respectivement 14% d'interactions synergiques. Pour toutes les
combinaisons testées, 21% se sont révélées synergiques, 42% additives, 36% indifférentes et
1% antagonistes. L'interaction synergique la plus prononcée a été observée entre le p-cyméne
faiblement actif (un monoterpéne) et le carvacrol fortement actif (un phénol) contre M.
cattarhalis (FICI = 0,133). Une interaction synergique prononcée a egalement été observee
entre le p-cymeéne et le linalol (FICI = 0,141) et la combinaison p-cymene et carvacrol (FICI =
0,157) contre C. tropicalis et E. coli, respectivement.

La plupart de ces interactions synergiques importantes se produisent entre les composés qui ont
montré une activité antimicrobienne forte et faible lorsqu'ils sont testés individuellement, parmi




toutes les interactions synergiques, 48% se situe entre les composés ayant une activité
antimicrobienne faible et forte lorsqu'ils sont testés seuls.

Lorsque des composes presentant des CMI faibles ont été combinés dans un rapport 1 : 1, 26%
des combinaisons testées ont montré une synergie. Un bon exemple est la combinaison du
thymol (antimicrobien plus fort) avec le p-cyméne plus faible ou des interactions synergiques
ont été notées contre quatre agents pathogenes. De méme, I'association carvacrol et p-cyméne
a montré une synergie contre cing des sept agents pathogénes étudiés. On suppose souvent que
seuls les composes fortement actifs contribuent a l'activité globale de I'huile entiere. Ces
résultats démontrent que des composés hautement actifs avec des composes ayant une activité
plus faible ont un effet additif et méme synergique.

Pour vingt-huit des combinaisons synergiques observées dans la combinaison 1 : 1, d'autres
études approfondies ont été menées a travers la construction d'isobologrammes.

D'apres la méthode des isobologrammes, quel que soit le rapport, la plupart des combinaisons
présentent des interactions synergiques. Lorsqu'aucune synergie n'a été observée, l'additivité
était apparente et, fait intéressant, aucun antagonisme ni aucune non-activité n'a été observé
pour aucun des ratios. Cela indique clairement comment tous ces composés interagissent, ce
qui pourrait expliquer I'efficacité dans d'autres huiles ayant des molécules similaires. Les
combinaisons de p-cymene et de carvacrol contre E. coli et M. cattarhalis ont montré des
interactions synergiques pour les neuf rapports étudiés. Quand la méme combinaison a éte testée
contre B. cereus et E. faecalis sept rapports sur neuf ont montré une synergie, tandis que deux
des rapports présentaient des effets additifs. Les terpinenes tels que le p-cymeéne, 1'a-terpinéne
et le y-terpinéne, lorsqu'ils ont été testes seuls, se sont révéleés faiblement actifs contre les agents
pathogénes bactériens. Cependant, lorsque le p-cymene est associé au carvacrol ou au thymol,
64% des combinaisons étaient synergiques.

Les composés ont différents modes d’action et lorsqu’ils sont utilisés en combinaison, des
interactions complexes contribuent a ’activité d’une huile essentielle par leur effet synergique.
Cette étude présente quelques exemples d’interactions des principaux constituants dans 1’huile
de thym, il est impossible d’explorer toutes les combinaisons cependant cela permet d’avoir un
apercu sur 1’effet synergique donnant I’activité globale de 1’huile.

4.2 Action de I’huile de thym

Activité sur différents pathogéenes

Activité antimicrobienne de I’HE de Thymus vulgaris contre les principaux pathogénes oraux
(165)

Dans la présente étude, nous signalons une activité inhibitrice in vitro de I'huile de Thymus
vulgaris sur certains isolats cliniques d'agents pathogenes oraux, y compris Streptococcus
pyogenes (Streptocoques B-hémolytiques Groupe A), Streptococcus mutans des dents cariées.

Aux concentrations de 0,0032 a 0,256 mg / mL, tous (100%) les isolats microbiens se sont
révelés sensibles et ont produit des zones d'inhibition variant de 11,7 a 42 mm de diametre.
S. pyogenes était l'isolat le plus sensible puisque les isolats cliniques ont produit les zones
d'inhibition les plus larges contre toutes les concentrations d'huile de Thymus vulgaris (0,004-
0,256 mg / mL). Aucun des isolats cliniques de cette étude n'a montré de zones d'inhibition
contre 0,002 mg / mL ou une concentration inférieure d'huile de Thymus vulgaris.




La concentration minimale inhibitrice de I'huile de Thymus vulgaris sur les souches standard de
S. mutans est de 0,0032 mg / mL et 0,0016 mg/ml pour S. pyogenes.

HE de Thymus Streptococcus Streptococcus mutans (n = 30)
vulgaris (mg/mL) pyogenes (n = 30)

0,256 42 (100%) 38.1 (100%)
0,128 29.4 (100%) 29.2 (100%)
0,064 21.1 (100%) 18.9 (100%)
0,032 12.7 (100%) 11.7 (100%)
0,016 9.6 (100%) 9.1 (76.6%)
0,008 8.8 (80%) 8 (50%)
0,004 8.1 (26.6%) 0 (0%)
0,002 R R

Vancomycine 215 21.2

Amikacine R R

Tableau 13: Zones d’inhibition (mm) de I'huile de Thymus vulgaris sur certains pathogénes oraux

Les valeurs entre parenthéses sont des pourcentages de sensibilité.

Antimicrobiens Streptococcus pyogenes (n | Streptococcus mutans (n = 30)
=30)
HE de Thymus vulgaris 0,0036 0,0019
Vancomycine 0.00095 0.00066
Amikacine R R

Tableau 14: CMI (mg/ml) de I'huile de Thymus vulgaris et de 2 antibiotiques

Les données présentées dans cette étude ont révélé une forte activité inhibitrice de I'huile de
Thymus vulgaris sur les 2 pathogénes oraux.

Dans une autre étude utilisant les mémes techniques, ils ont trouvé des S. pyogenes trés
sensibles a I'huile de Thymus vulgaris avec une zone d'inhibition de croissance de 38 mm et
une concentration inhibitrice minimale aussi faible que 0,00087 mg / mL (166).

Dans une autre étude il a été rapporté que l'incubation de S. mutans, le principal agent
étiologique des caries dentaires, avec 20% d'huile de Thymus vulgaris a entrainé une
inhibition de la croissance de 96% de cette bactérie apres 48 heures. De plus, une réduction
significative de I'adhésion de S. mutans aux cellules épithéliales buccales apres un lavage de
bouche avec 20% d'huile de Thymus vulgaris a été observée (167).

Compte tenu de la forte activité inhibitrice de I'huile de Thymus vulgaris contre S. pyogenes et
S. mutans telle que présentée dans cette étude et d'autres, il semble raisonnable d'utiliser cette
huile essentielle dans I'aromathérapie, en particulier chez les patients présentant des infections
des voies respiratoires causées par des S. pyogenes tels que I'amygdalite, la pharyngite, la




sinusite et la bronchite ou dans les bains de bouche, les dentifrices ou I'aromathérapie pour la
prévention et traitement des infections buccales apparentées.

Activité contre les bactéries responsables des infections des voies urinaires (168)

Le but de la présente étude était d'étudier I'activité antimicrobienne des HE obtenues a partir
d'anis éetoilé (Illicium verum), de basilic (Ocimum basilicum), d'origan (Origanum vulgare), de
sauge sclarée (Salvia sclarea) et le thym (Thymus vulgaris) contre les souches multirésistantes
d'E. coli et Enterococcus spp.

Les cing huiles étaient riches en monoterpénes, les principaux terpénes identifiés dans les HE
de O. vulgare et T. vulgaris étaient le carvacrol (65,9%) et le thymol (52,6%), respectivement,
suivis du p-cymene (9,3 et 15,3%).

Les principaux composés de S. sclarea et O. basilicum étaient I'acétate de linalyle (54,7%) et
le linalool (46,0%), respectivement. I. verum était principalement composé d'anethol
phenylpropanoide (89,8%).

Antibiotiques Escherichia coli Enterococcus spp.
Sensible | Intermédiaire | Résistant | Sensible | Intermédiaire | Résistant

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Aztreonam 1(14.3) 1(14.3) 5(71.4) 0 0 8 (100)
Amikacine 4 (57.1) 1(14.3) 2 (28.6) 1(12.5) 1(12.5) 6 (75)
Amox / Ac. clavulanique 0 3(42.9) 4 (57.1) 8 (100) 0 0
Ampicilline 0 0 7 (100) 0 4 (50) 4 (50)
Céphalotine 0 0 7 (100) 2 (25) 2 (25) 4 (50)
Céfotaxime 2 (28.6) 2 (28.6) 3(42.8) 0 2(25) 6 (75)
Ceftazidime 1(14.3) 0 6 (85.7) 0 0 8 (100)
Ciprofloxacine 0 1(14.3) 6 (85.7) 1(12.5) 0 7 (87.5)
Doxycycline 2 (28.6) 0 5(71.4) 3(37.5) 1(12.5) 4 (50)
Erythromycine 0 0 7 (100) 1(12.5) 3(37.5) 4 (50)
Gentamicine 4 (57.1) 0 3(42.9) 2 (25) 2 (25) 4 (50)
Néomycine 0 4 (57.1) 3(42.9) 0 2 (25) 6 (75)
Pipéracilline 0 0 7 (100) 0 5 (62.5) 3(37.5)
Rifampicine 0 3(42.9) 4 (57.1) 3(37.5) 2 (25) 3(37.5)
Streptomycine 0 4 (57.1) 3(42.9) 0 1(12.5) 7 (87.5)
Sulfamétoxazole-triméthoprime | 2 (28.6) 0 5(71.4) 6 (75) 0 2 (25)
Tétracycline 2 (28.6) 0 5(71.4) | 1(125) 0 7 (87.5)
Tobramycine 0 2 (28.6) 5(71.4) 2 (25) 0 6 (75)




Tableau 15: Nombre d’isolats et pourcentages d'Escherichia coli et d'Enterococcus spp. sensibles, intermédiaires ou
résistants aux antibiotiques

Souche bactérienne Hlicium Ocimum Origanum Salvia Thymus
verum basilicum vulgare sclarea vulgaris
Ether Ether Phénol Ester Phénol
E. coli 1069 0.611 0.571 0.293 0.279 0.585
E. coli 1002 0.611 2.287 1.183 2.232 0.585
E. coli 994 0.152 0.285 0.293 0.279 0.146
E. coli 986 2.445 NE 0.587 2.232 0.585
E. coli 977 2.445 2.287 0.587 2.232 0.292
E. coli 876 0.152 1.143 0.293 0.139 0.146
E. coli 835 0.611 1.143 0.587 0.558 0.146
Enterococcus 1091 NE 18.3 1.183 NE 2.342
Enterococcus 1079 NE 4575 1.183 NE 2.342
Enterococcus 1034 NE 9.15 1.183 NE 1.171
Enterococcus 835 NE 9.15 1.183 NE 2.342
Enterococcus 793 NE 2.287 1.183 NE 2.342
Enterococcus 654 NE 2.287 1.183 NE 2.342
Enterococcus 618 NE 4575 1.183 NE 2.342
Enterococcus 568 NE 9.15 1.183 NE 1.171

Tableau 16: CMI (mg/ml) des HE contre les souches d'E.Coli et Enterococcus

Leégende : NE : pas efficace

Les souches d’E. coli et Enterococcus spp. se sont révélés résistants et intermédiaires a plusieurs
antibiotiques. En détail, un isolat d'E. Coli n'était sensible a aucun antibiotique testé et certaines
souches n'étaient sensibles qu'a un ou deux des vingt et un antibiotiques testés (tableau 15).
L'évaluation de [l'activité antibactérienne des HE sélectionnés a montré des résultats
prometteurs, en particulier avec O. vulgare et T. vulgaris. Ces HE se sont en effet révélés
efficaces contre tous les isolats testés présentant des valeurs de CMI allant de 0,293 mg / ml a
1,183 mg / ml pour O. vulgare, et de 0,146 mg / ml & 2,334 mg / ml pour T. vulgaris.
I. verum et S. sclarea se sont révélés moyennement efficaces contre les souches d'E. Coli, alors
qu'aucune activité n'a été observée lorsqu'ils ont été testés contre Enterococcus spp.

Méme si certaines des huiles testées ne montraient pas une trés forte activité antimicrobienne,
la comparaison avec les médicaments standards pouvait étre significative dans certains cas
particuliers. Par exemple, les résultats globaux obtenus avec la souche d'E. Coli n.876 sont
intéressants, car cet isolat n'était pas sensible a tous les antibiotiques testés, mais sensible a
toutes les HE, avec de faibles valeurs de CMI.

Ces resultats suggerent qu'il n'y a pas de corrélation entre la sensibilité aux médicaments
antibactériens conventionnels et aux HE. Ces produits naturels pourraient étre une alternative
lors du traitement de certains cas cliniques.

Action des HE sur des pathogénes des voies respiratoires en phase vapeur et phase liquide
(169)

Le but de la présente étude était I'évaluation antibactérienne du clou de girofle, de I'écorce de
cannelle, de I'eucalyptus, du thym, du pin sylvestre, de la menthe poivrée et de la citronnelle
contre les agents pathogénes des voies respiratoires tels que Streptococcus pneumoniae, S.
mutans, S. pyogenes a Gram + et Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae et Moraxella
catarrhalis a Gram -. L'effet antibactérien de ces HE a été comparé dans deux systemes de test




differents, avec un test en phase vapeur (VPT) in vitro et un test de macrodilution en bouillon
(BDT).

Les huiles essentielles, en raison de leur volatilité, peuvent facilement atteindre les parties
supeérieures et inférieures des voies respiratoires par inhalation.

Action antibactérienne en milieu liquide

Parmi les HE, le thym était le plus efficace contre S. mutans (CMI : 0,04 mg / ml) et M.
catarrhalis (CMI : 0,09 mg / mL).

L'écorce de cannelle, le clou de girofle et le thym présentaient I'inhibition la plus puissante
contre les agents pathogenes a Gram négatif et 8 Gram positif. La souche la moins sensible a la
cannelle et au thym était S. pyogenes (CMI : 0,41-0,43 mg / ml), tandis que le clou de girofle a
produit la valeur de CMI la plus faible contre ce pathogene (CMI : 0,1 mg/ ml).

Dans le cas de Haemophilus spp., I'écorce de cannelle était I'huile la plus efficace (CMI : 0,06
mg / ml), suivie du thym, de la menthe poivrée et du clou de girofle.

En général, il a été observé que I'eucalyptus ne montrait d'activité qu'a des concentrations plus
élevées. L'huile de pin sylvestre était principalement active dans le cas des souches & Gram
négatif.

L’huile de thym a présenté la meilleure CMI pour S. mutans, et M. catarrhalis, 2eéme pour S.
pneumoniae, H. influenzae et parainfluenzae, elle était un peu moins efficace sur S. pyogenes.

HE S. S. S. H. H. M.
Pyogenes | pneumoniae | mutans | influenzae | parainfluenzae | catarrhalis
CMI
Cannelle Aldéhyde 0.41 0.06 0.20 0.06 0.06 0.10
aromatigue
Thym Phénol 0.43 0.11 0.04 0.11 0.11 0.09
Clou de girofle Phénol 0.10 0.25 0.41 0.25 0.25 0.25
Menthe poivrée | Monoterpénol 0.35 0.35 0.70 0.21 0.21 0.35
Eucalyptus Oxyde 2.82 1.41 0.70 1.41 0.70 2.81
Pin sylvestre Monoterpéne 1.35 0.68 1.35 1.35 0.34 0.34
Tableau 17 : CMI en phase liquide
Antibiotiques S. pyogenes | S. pneumoniae S.mutans | H.influenzae | H. parainfluenzae | M. catarrhalis
CMI
Amoxicilline / - - 0.8 - - 0.2
Ac. clavulanique
Imipeneme 0.25 0.8 3.1 - - 0.2
Amikacine — - - 3.1 16 -

Tableau 18: Activité antibactérienne des antibiotiques, CMI (mg/ml)

Activité antibactérienne en phase vapeur (VP)

En raison de I'absence de contact direct entre I'agent pathogéne et I'HE, cette méthode permet
de détecter exclusivement la puissance antimicrobienne des composants volatils. En
conséquence, les valeurs CMI ont été déterminées en tenant compte de la quantité d'HE et de
I'espace aérien libre (L) dans la boite de Pétri.

Parmi les HE, la cannelle était la plus efficace contre tous les agents pathogenes étudies avec
des valeurs de CMI comprises entre 15,62 et 90 uL / L. Au-dessus de 90 pL / L, I'huile de thym
a efficacement inhibé la croissance bactérienne des agents pathogénes a Gram positif. En outre,




les volatils de thym ont également montré une puissante inhibition contre Haemophilus spp. et
M. catarrhalis. Dans le cas des huiles de menthe poivrée des activités modérées ont été
détectées contre les souches a Gram négatif (CMI : 31,25-75 uL / L).

L'huile de clou de girofle n'était active qu'au-dessus de 90 uL / L. L'HE du pin sylvestre n'a
montré aucune inhibition, sauf dans le cas de H. influenzae. Par conséquent, nous supposons
que le pin sylvestre a un effet bactériostatique, et sa CMI est probablement supérieure a
1500pL/L.

La vapeur d'huile d'eucalyptus a inhibé efficacement la croissance de Haemophilus spp. et M.
catarrhalis a des concentrations plus élevées (CMI: 125-225 uL / L). Dans le cas de M.
catarrhalis, I’huiles d'écorce de cannelle était active, suivies par la menthe poivrée, le thym et
le clou de girofle. Parmi les agents pathogenes testés, S. mutans était le moins sensible aux HE
volatils, & plus faible concentration, seule I'écorce de cannelle a effectué une puissante
inhibition (CMI : 90 uL / L) contre ce pathogéne.

Contre les bactéries Gram-négatives, I'huile de clou de girofle et d'eucalyptus n'a effectué une
inhibition qu'a des concentrations relativement élevées (CMI : 90-200 pL / L).

HE S. S. S. H. H. M.
pyogenes pneumoniae mutans influenzae parainfluenzae catarrhalis
CMI (uL/L)

Cannelle 75 75 90 15.62 15.62 25
Thym 125 90 250 25 31.25 50
Clou de girofle 225 150 500 90 150 125
Menthe poivrée 250 90 375 50 75 31.25
Eucalyptus > 1500 1200 > 1500 125 200 225
Pin sylvestre > 1500 > 1500 > 1500 500 > 1500 > 1500

Tableau 19: CMI en phase vapeur

Selon le résultat des tests microbiologiques, les huiles d'écorce de cannelle, de clou de girofle,
de thym, de menthe poivrée ont montré I'activité la plus puissante dans les systémes a vapeur
et liquide.

Dans les 2 milieux, les agents pathogenes a Gram négatif étaient plus sensibles au traitement a
I'HE que les bactéries a Gram positif.

L'HE du thym, du clou de girofle et de I'écorce de cannelle peuvent fournir une activité
antibactérienne prometteuse contre les agents pathogénes des voies respiratoires, soit en milieu
liquide, soit en phase vapeur. Cependant, leur effet est inférieur a celui des antibiotiques de
référence.

Dans I'ensemble, nous devons souligner que nos HE étaient des inhibiteurs plus puissants sous
forme liquide, ce qui est probablement di au contact direct avec I'agent pathogeéne.

En conclusion, nous devons mettre en évidence I'écorce de cannelle comme I'HE la plus active
dans les deux systémes in vitro. En outre, I'huile et la vapeur de thym, de citronnelle et de
menthe poivrée ont également un fort effet antibactérien. A des concentrations plus faibles,
I'nuile de clou de girofle était un inhibiteur plus puissant en phase liquide ; sous forme de
vapeur, il a montré une activité contre H. influenzae uniquement. L'huile d'eucalyptus et ses
vapeurs n'étaient actives qu'a des concentrations plus élevées.

Il convient de prendre en considération que les HE ont des caracteres différents sous forme
liquide ou en vapeur, ce qui entraine une activité biologique diversifiée.
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Activité antibactérienne des HE sur des pathogénes des plaies (170)

Les cocci aérobies a Gram positif et les bacilles a Gram négatif sont souvent isolés des
infections des plaies, avec parfois des anaérobies. Parmi ceux isolés avec un degré significatif
de résistance aux antimicrobiens, on trouve les isolats suivants, testés dans cette étude :
Staphylococcus aureus, Enterococccus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae et Acinetobacter baumannii.

Les huiles essentielles testées sont : cannelle, clou de girofle, thym, basilic, sauge sclarée,
lavande, géranium et romarin.

L'huile essentielle de thym, de clou de girofle et de cannelle a démontré la plus grande activité
antibactérienne contre les bactéries Gram positif et Gram négatif testées, avec des valeurs de
concentration minimale inhibitrice allant de 0,75 ul / ml a 1,5 pl / ml et des zones d'inhibition
de 20 a 30 mm. Les huiles essentielles de lavande et de géranium ont démontré une activité
inhibitrice 1égérement meilleure contre la croissance bactérienne, avec des zones d'inhibition
allant de 10 a 20 mm et ont été inhibées par des concentrations de 2,75 a 5,5 ul / ml
Les huiles essentielles de sauge sclarée, de basilic et de romarin ont démontré des valeurs CMI
élevées. Les huiles de sauge sclarée et de basilic ont donné des plages de CMI similaires : la
premiére étant de 3,5 a 8,5 ul / ml et la derniére de 5,5 4 9,0 pl / ml. L'huile essentielle de
romarin a donné la pire activité inhibitrice, avec une plage de CMI de 13,0-19,0 pul / ml et des
zones d'inhibition de 0 a 12 mm (tableau 20).

Souche Concentration minimale inhibitrice (ul / ml), d'huiles essentielles, Zones d'inhibition (mm)
bactérienne

Cannelle Clou de Thym Basilic Sauge Lavande Geranium Romarin
girofle sclarée
Aldéhyde Phénol Ether Ester Monoterpénol Oxyde
CMI | 1Z | CMI | 1Z | CMI | IZ | CMI | 1Z | CMI | 1Z | CMI | 1Z | CMI | I1Z | CMI | IZ
Staphylococc 125 | 24 0.5 20 | 075 | 24 6.5 12 | 375 | 10 3.0 18 3.0 14 | 155 6
us aureus
Enterococccu 1.0 26 0.5 28 | 0.75 | 30 55 8 35 6 275 | 12 | 275 | 10 | 13.0 0
s faecalis
Escherichia 15 22 1.0 22 1.0 23 8.5 14 7.0 12 35 18 | 375 | 12 | 18.0 | 12
coli
Klebsiella 15 24 1.0 22 1.0 22 8.5 12 7.0 14 4.0 20 | 375 | 12 | 185 | 10
pneumoniae
Enterobacter 15 22 1.0 24 1.0 26 9.0 15 7.5 14 4.0 22 4.5 14 185 12
cloacae
Acinetobacter 15 20 15 23 | 125 | 22 9.0 10 8.5 10. 4.5 5.2 55 10 | 19.0 8
baumannii 7 5

Tableau 20: Activité antibactérienne des huiles essentielles testées exprimée par la concentration minimale inhibitrice (CMI
en ul /ml) et les zones d'inhibition de diamétre (IZ en mm)

Comme prévu, I'activité antibactérienne la plus forte a été mise en évidence par les huiles
essentielles de thym, clou de girofle et cannelle. L'huile de lavande et de géranium ont
démontré une capacité légérement plus faible a inhiber la croissance.




Activité sur Propionibacterium acnes (171)

Propionibacterium acnes est un micro-organisme anaérobie a Gram positif, qui a été reconnu
comme un facteur clé dans le développement de I'acné.

Par conséquent, des approches phytothérapeutiques avec une activité antibactérienne élevee et
sans effets secondaires ont été largement étudiées comme alternative.

Dans la présente étude, les activités antibactériennes d'un panel de 10 huiles essentielles vis-a-
vis de P. acnes, a savoir la menthe (Mentha spicata), le gingembre (Zingiber officinale), le
citron (Citrus limon), le pamplemousse (Citrus paradisi), le jasmin (Jasminum grandiflora),
lavande (Lavandula officinalis), camomille (Matricaria chamomilla), thym (Thymus vulgaris),
rose (Rosa damascena) et cannelle (Cinnamomum zeylanicum) ont été testées.

Les donneées obtenues par la méthode de diffusion du disque ont indiqué que I'huile essentielle
de thym présentait les activités inhibitrices les plus fortes. Le diametre de la zone d'inhibition
mesuré était de 40,0 mm. L'huile essentielle de cannelle possédait également une activité
antibactérienne considérable et le diamétre d'inhibition déterminé était de 33,5 mm. L'huile
essentielle de jasmin a présenté l'activité inhibitrice la plus faible. Les résultats des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont révélé que les huiles essentielles de thym, de
cannelle et de rose présentaient les meilleures activités antibactériennes envers P. acnes. Les
valeurs de MIC étaient de 0,016% (v / v), 0,016% (v / v) et 0,031% (v / v), respectivement.
L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de jasmin était inférieure a celle des autres huiles
essentielles.
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Figure 13: Zones d'inhibition de 10 huiles essentielles sur P. acnes
Cannelle | Rose | Thym | Camomille | Gingembre | Lavande | Jasmin | Pamplemousse | Citron | Menthe
CMI 0.016 | 0.031 | 0.016 0.125 0.250 0.125 0.500 0.250 0.250 0.250
CMB 0.016 | 0.031 | 0.016 0.125 0.250 0.125 0.500 0.250 0.250 0.250

Tableau 21: CMI (%) de 10 huiles essentielles envers P. acnes.

Les courbes temporelles des 10 huiles essentielles sont illustrées a la figure 14. Les huiles
essentielles de rose, de cannelle, de thym et de lavande ont présenté les activités bactéricides
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les plus fortes a une concentration de 0,25% ; les bactéries ont été complétement tuées en 5
min. Les activités bactéricides des autres huiles essentielles ont diminué dans 1’ordre :
camomille>pamplemousse/citron>gingembre>menthe>jasmin. Les bactéries ont été
completement tuées apres 20 min par I'huile essentielle de camomille, 30 min par les huiles
essentielles de pamplemousse et de citron, et 45 min par I'huile essentielle de gingembre.
Cependant, I'huile essentielle de menthe n'a pas tué les bactéries méme aprés 120 min. L'huile
essentielle de jasmin présentait I'activité bactéricide la plus faible et le nombre de P. acnes
conservait toujours 105 CFU / mL apres 120 min.
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Figure 14 : Courbes temporelles de ['action de 10 huiles essentielles sur P. acnes en 2h

(A): huiles essentielles de menthe, de gingembre, de rose, de cannelle et de pamplemousse; (B): huiles
essentielles de jasmin, lavande, camomille, thym et citron.

Comme prévu ce sont les huiles appartenant aux familles des phénols, aldéhydes aromatiques
et monoterpénols qui ont la meilleure activité antibactérienne.

Parmi les 10 huiles essentielles étudiées dans la présente etude, les huiles essentielles de thym
et de cannelle ont présenté les activités antibactériennes les plus fortes envers P. acnes. Les
principaux composants de I'huile essentielle de thym sont le thymol, le principal composant de
la cannelle est I'eugénol, qui possede des effets antibactériens et anti-oxydants notables.

En plus de leur utilisation pour I'alimentation et les cosmétiques, le potentiel des huiles
essentielles pour le traitement de I'acné mérite d'étre approfondi a I'avenir.

Effet antibactérien des huiles essentielles de T.vulgaris et E.globulus contre Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM) (155)

Dans cette étude, I'effet antibactérien des HE de T. vulgaris et E. globulus a été étudié contre
des isolats cliniques de SARM, Staphylococcus aureus est considéré comme le principal
pathogene responsable des infections nosocomiales.

T. vulgaris et E. globulus ont été testés pour leur activité antibactérienne contre 14 isolats
cliniques de SARM et 4 bactéries.

L'huile de thym avait les plus grandes zones d'inhibition pour toutes les bactéries testées, suivie
de I’HE d'eucalyptus. Les résultats ont été confirmés par les valeurs de CMI, dans lesquelles
I'huile de thym a révelé des CMI plus faibles que I'huile essentielle d'eucalyptus. Toutes les
bactéries étaient sensibles aux HE, mais a des degrés variables.




Les activités antibactériennes de ces HE pourraient étre associées a la présence de Thymol
(48,1%) dans T. vulgaris et d'Eucalyptol (47,2%) dans E. globulus en tant que composants les
plus caracteristiques des HE.

Souche Thymus vulgaris Eucalyptus globulus Antibiotiques
bactérienne
Phénol Oxyde
Zone d’inhibition CMmI Zone d’inhibition CMI Zone d’inhibition (mm)
(mm) (mg/ml) (mm) (mg/ml)
Bacillus cereus 16 0,037 11 0,0856 38 imipénéme, 25
ciprofloxacine, 25 tétracycline
Escherchia coli 15 0,00925 7 0,0513 23 cotrimoxazole, 22
gentamicine, 28 norfloxacine
Klebsiella 12 0,0555 8 0,068 19 gentamicine, 28
pneumoniae ciprofloxacine, 19
triméthoprime-sulfaméthoxazole
SARM 12 0,0185 8 0,0856 15 vancomycine, 0 gentamicine,
0 cotrimoxazole
Staphylococcus 19 0,0185 17 0,0513 40 imipénéme, 16 vancomycine
aureus

Tableau 22: Activité antimicrobienne des HE de Thymus vulgaris et d'Eucalyptus globulus, exprimées en CMI (mg/ml) et ZI

(mm)

Comparaison avec d’autres huiles essentielles

Comparaison de 1’activité antibactérienne de 6 huiles essentielles et leur zone d’inhibition
172)

Le but de cette étude était de déterminer les propriétés antimicrobiennes de six HE (O. vulgare,
T. vulgaris, S. sclarea, L. angustifolia, E. caryophyllata et Thuya plicata) contre les agents
pathogénes bactériens cliniques et d'origine alimentaire ainsi que plusieurs souches
bactériennes environnementales.

Les HE d'Origanum vulgare (OR) et de Thymus vulgaris (TY) étaient extrémement efficaces
sur toutes les bactéries testées, avec des zones d'inhibition allant de 26 a 54 mm.
Fait intéressant, OR et TY ont produit des halos d'inhibition beaucoup plus grands que ceux du
chloramphénicol, ce qui suggére qu'ils sont plus actifs que cet antibiotique. Eugenia
caryophyllata (clou de girofle; CL) et Thuja plicata (arborvitae; AR) ont montré un degré plus
faible d'inhibition de la croissance bactérienne que OR et TY, tandis que la plus grande
inhibition observée a été causée par AR contre Yersinia enterocolitica.

Les souches bactériennes environnementales étaient beaucoup plus sensibles au
chloramphénicol que les souches cliniques, aucune différence significative de sensibilité n'a été
trouvée entre les bactéries Gram négatif et Gram positif. Les HE de LA et de Salvia sclarea
(SA) étaient tous deux moins actifs contre toutes les bactéries, avec des zones d'inhibition allant
de 8a 14 mm.
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Figure 15: moyenne de la zone inhibitrice pour chague HE analysée

(1) Staphyloccocus aureus, (2) Listeria monocytogenes, (3) Enterococcus fecalis, (4) Escherichia coli, (5)
Salmonella typhimurium, (6) Yersinia enterolitica, (7) Bacillus cereus, (8) Arthrobacter protophormiae, (9)
Pseudomonas fragi.

Le chloramphénicol (30 pg / disque) a été utilisé comme contrdle positif.

Un dépistage préliminaire a révélé que les HE d’origan, thym, clou de girofle et thuya géant
étaient les plus efficaces contre toutes les bactéries testées ; par conséquent, des analyses
supplémentaires de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ont été effectuées avec ces
quatre HE.

Ces tests antibactériens ont révélé que OR a une trés forte activité (CMI 0,025%) suivi du thym
(CMI 0,025-0,125%) tandis que les HE de clou de girofle et thuya géant avaient une activité
antibactérienne moindre (CMI 0,05-0,125%). Les quatre HE ont inhibé cependant la croissance
de toutes les bactéries.

L’origan, le thym et le clou de girofle sont des HE connues pour une haute teneur en phénols,
LA et Sa pour une teneur en phénol inférieure, et le AR ne contient pas de phénols.
La faible activité antibactérienne des HE LA et SA peut étre due a la teneur relativement faible
en phénol de ces HE : leurs principaux composants sont respectivement les alcools et les esters.

Comparaison de 1’activité antibactérienne de 14 huiles essentielles et leur zone d’inhibition
172)

Par rapport aux autres especes végétales, I'huile essentielle d'origan d'lzmir a conduit a
I'inhibition maximale de L. innocua, Staphylocoques a coagulase négative et S. aureus, tandis
que celle du thym a entrainé l'inhibition maximale de B. subtilis. A I'exception du clou de
girofle, l'effet inhibiteur maximal de chaque huile essentielle a changé en fonction du type de
bactérie. Les huiles essentielles d'anis, de laurier, de cannelle, d'écorce d'orange et de sauge ont
exercé I'effet le plus inhibiteur sur S. aureus ; ceux du fenouil, de I'origan d'lzmir, de la menthe,
du myrtus et de I'origan turc sur le Staphylocogues a coagulase négative ; ceux de houblon et
d'origan d'Istanbul sur L. innocua; et uniqguement de I'huile essentielle de thym sur B. subtilis.

HE L. innocua Staphylocoques a S.aureus | B. subtilis

coagulase négative

Anis Ether 9.0 15.7 23.3 9.2
Laurier Ether 6.0 7.5 10.8 6.0
Cannelle Aldéhyde aromatique 21.3 21.2 52.2 27.9




Clou de girofle Phénol 14.8 13.1 11.0 12.0
Fenouil Ether 8.3 10.2 8.3 6.6
Houblon Ester 29.7 6.0 244 7.9
Oregan d’Istanbul Phénol 55.6 27.7 50.0 67.5
Oregan d’Izmir Phénol 69.0 76.9 71.7 53.0
Menthe Monoterpénol 8.0 21.5 11.7 9.2
Myrte Oxyde 7.3 16.4 15.8 6.0
Orange Monoterpéne 8.2 7.3 8.5 6.0
Sauge Ester 10.6 10.3 14.1 13.3
Thym Phénol 63.7 49.9 43.7 90.0
Oregan Turque Phénol 54.0 70.3 44.5 42.3

Tableau 23: Zone d’inhibition de 14 huiles essentielles contre quatre bactéries Gram-positives

Les trois huiles essentielles ont montré des niveaux élevés d'activité antibactérienne contre huit
souches de bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Parmi les principaux composants des
trois huiles, le carvacrol et le thymol présentaient les niveaux les plus élevés d'activité
antibactérienne, tandis que leurs précurseurs biosynthétiques y-terpinéne et p-cymene étaient
inactifs.

L'inhibition moyenne des bactéries a Gram négatif (tableau 24) variait de 6 mm pour Y.
enterocolitica par le fenouil, la menthe, le zeste d'orange et la sauge, pour S. typhimurium par
le fenouil, pour P. mirabilis par le houblon, pour E. coli a la menthe et myrtus et pour K. oxytoca
au houblon et écorce d'orange a 90 mm pour Y. enterocolitica, P. mirabilis et E. coli par 1zmir
origan.

Y. enterocolitica a été le plus inhibé par les feuilles de laurier, le houblon et I'origan d’Izmir ;
S. Enteritidis le plus souvent par le clou de girofle et le fenouil ; S. typhimurium principalement
par la menthe, le myrte, la peau d'orange et la sauge ; P. mirabilis principalement par 1’oregan
d’Istanbul et ’oregan d’Izmir; E. coli principalement par les oregans turque et d'lzmir, la
cannelle et le thym; et K. oxytoca principalement par le thym uniquement.

HE Y. enterocolitica | S. Enteritidis | S.typhimurium | P. mirabilis E. coli K. oxytoca
Anis 8.7 10.6 9.3 7.7 10.3 9.9
Feuilles de laurier 11.7 9.5 8.9 7.2 8.0 7.7
Cannelle 17.9 13.0 20.5 12.3 275 225
Clou de girofle 9.7 15.6 8.8 14.8 10.7 121
Fenouil 6.0 20.3 6.0 7.6 115 7.8
Houblon 37.1 11.6 10.9 6.0 8.7 6.0
Oregan d’Istanbul 58.3 79.7 35.9 82.5 77.1 39.3
Oregan d’Izmir 90.0 69.3 69.6 90.0 90.0 39.5




Menthe 6.0 8.2 8.8 7.2 6.0 7.2
Myrte 10.7 11.0 11.8 9.0 6.0 8.3
Orange 6.0 8.9 9.0 7.6 6.3 6.0
Sauge 6.0 8.6 15.3 8.5 6.8 6.3
Thym 64.9 66.0 49.5 57.7 79.0 42.7
Oregan Turque 50.0 55.2 28.1 54.0 59.8 26.1

Tableau 24: Zone d’inhibition de 14 huiles essentielles contre six bactéries a Gram négatif

Quelles que soient les bactéries Gram négatives et positives, les huiles essentielles des oregans
turc, d'Istanbul et d'lzmir, de la cannelle et du thym avaient des effets inhibiteurs constamment
plus elevés. Lorsque tous les modeles d'inhibition des bactéries Gram négatives et positives ont
été considérés, I'inhibition moyenne maximale (61 £ 16 mm) et minimale (- 3,9 £ 4,5 mm) par
rapport au niveau de référence de I'anis s'est produite avec les huiles essentielles d'origan et
d'écorce d'orange, respectivement. La variabilité la plus élevée d'inhibition par rapport a I'huile
essentielle d'anis a été observée pour les bactéries Gram-positives par le thym (SD =26 mm).

Les huiles essentielles d'origan et de thym semblaient étre les plus efficaces pour inhiber toutes
les bactéries, qui peuvent étre attribués a des constituants tels que le thymol dans I'origan
d’izmir et le thym, et le carvacrol dans I’oregan d’istanbul. L’oregan turque malgré sa forte
teneur en carvacrol 76,4 %, apparait comme moins efficace que les autres, surtout en
comparaison avec I’oregan d’istanbul avec qui il a une composition semblable, cela pourrait
s’expliquer par le fait que I’oregan d’istanbul a du p-cymene contrairement au turque, celui-ci
est connu pour agir en synergie avec les composés majeurs méme s’il a une activité
antibactérienne plus faible tout seul.

Différences de quantités et d’espéces de thym

Zones d’inhibition de différentes quantités d’HE de thym (173)

Dans cette étude, les principaux composants de 1’huile de Thymus vulgaris testée étaient le
thymol (47,59%), le y-terpinéne (30,90%) et le p-cymeéne (8,41%), ce qui suggere que I'HE
analysé appartient au chémotype du thymol.

K. pneumoniae a la zone d'inhibition la plus élevée dans I'ensemble quel que soit la quantité
d’HE, mais pour une quantité de 20pL E. coli et S. typhimurium ont des valeurs plus élevees.
Enterococcus faecalis est la souche la moins sensible au départ mais sa sensibilité augmente
avec la quantité d’huile essentielle, tandis que Pseudomonas aeruginosa maintient sa
sensibilité quel que soit la quantité d’huile essentielle.
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Figure 16: Zones d'inhibition du thym sur 6 bactéries et 1 champignon
Microorganisme testé Quantité d’huile essentielle [pL]
5 10 15 20

Staphylococcus aureus 23.93 29.2 29.9 31.4
Salmonella typhimurium 14.49 19.71 30.68 34.94
Pseudomonas aeruginosa 11.82 13.34 14 14.13
E. coli 14.63 19.82 30.67 34.99
Klebsiella pneumoniae 30.21 31.02 32.79 33.93
Enterococcus faecalis 8.99 15.06 15.99 24.06

Tableau 25: Zones d'inhibition pour différentes quantités d'huile de thym

Effets inhibiteurs de 7 HE de thym sur la croissance de quatre bactéries pathogénes (77)

Dans cette étude sept genres de Thymus ont été testes, tous avaient des niveaux différents de
sensibilité aux mémes bactéries testées.

(CMI (vol/ival))
Espece de plante | Nom commun | Principaux composants (%0) E. S. S. L.
coli | typhimurium | aureus | monocytogenes
Thymus Thym espagnol 1,8-cineole (47), linalool >0.8 | >0.8 0.8 >0.8
mastichina (24), limonene (7)




Thymus Thym a Borneol (26), camphene (9), | 0.2 0.2 0.05 0.4
satureoides Borneol/carvacro | carvacrol (7)

I
Thymus Thym serpolet Carvacrol (23), p-cymene 0.1 0.1 0.05 0.2
serpyllum (20), y-terpinene (18)
Thymus vulgaris | Thym a carvacrol | Carvacrol (33), p-cymene 0.05 | 0.05 0.025 0.1
carvacroliferum (24), thymol (12)
Thymus vulgaris | Thym a linalol Linalool (60), linalyl acetate | >0.8 | 0.2 0.1 >0.8
linaloliferum (10)
Thymus vulgaris | Thym a thuyanol | Trans-thujanol-4 (44), 0.8 0.4 0.4 >0.8
thuyanoliferum mycene 8-ol (13)
Thymus vulgaris | Thym a thymol Thymol (38), p-cymene (19), | 0.05 | 0.1 0.025 0.2
thymoliferum y-terpinene (17)

Tableau 26: CMI de 7 espéces de thym

T. vulgaris carvacroliferum est composeé essentiellement de carvacrol (33%) et T. vulgaris
thymoliferum est composé essentiellement de thymol (38%) (tableau 26). T. vulgaris
carvacroliferum était deux fois plus actif contre S. typhimurium et L. monocytogenes que T.
vulgaris thymoliferum, alors qu'ils avaient le méme niveau de sensibilité contre E. coli et S.
aureus, T. serpyllum avec 23 % de cavacrol avait la méme efficacité contre L. monocytogenes
et S. typhimurium. Cependant, E. coli et S. aureus étaient deux fois plus sensibles a T.
vulgaris thymoliferum par rapport a T. serpyllum. De plus, S. aureus était le plus sensible et L.
monocytogenes était le plus résistant a T. satureoides qui est essentiellement composé de
bornéol (26%).

T. mastichina avec 47% de 1,8-cinéole avait une activité antimicrobienne significativement
inférieure a T. vulgaris linaloliferum avec 60% de linalol et T. vulgaris thujanoliferum avec
44% de trans-thujanol-4. L. monocytogenes était résistant a la présence des deux huiles.

S. typhimurium et S. aureus étaient plus sensibles a la présence d'huile riche en linalol que I'huile
essentielle riche en trans-thujanol-4. Au contraire, E. coli était plus sensible aux huiles
contenant du trans-thujanol-4 par rapport aux huiles contenant du linalol.

Les huiles les plus actives restent les huiles de thymus riches en thymol et carvacrol.

Plusieurs HE sont composées d'hydrocarbures monoterpéniques, qui sont les précurseurs
biogénétiques des phénols comme le y-terpinéne et le p-cymene. Carvacrol, thymol et p-
cymene, sont généralement les composés les plus antimicrobiens trouvés chez les especes de
Thymus.

HE de Thym seule ou en association ?

Comparaison de I’HE de thym seule ou en association (174)

Les HE peuvent étre utilisées dans des formulations d'emballage alimentaire actives a des fins
de conservation.

A cet égard, les propriétés antibactériennes de deux espéces de Lamiaceae (Ocimum basilicum
et Thymus vulgaris) et de deux Apiaceae (Petroselinum crispum et Levisticum officinale) ont
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été étudiées contre certaines bactéries a Gram positif (B. cereus et S. aureus) et a Gram negatif
(P. aeruginosa, E. coli et S. typhimurium) dans la présente recherche. Quatre HE (extraits de
persil, liveche, basilic et feuilles séchées de thym) ont été évalués individuellement pour leurs
activités antibactériennes puis en combinaison en utilisant cing modéles in vitro différents.

Comme les résultats de ce test I’indiquent, I'activité antibactérienne des combinaisons d'HE est
plus faible que celle de I’HE de thym (tableau 27).

HE seules et mélanges B. cereus S. aureus P. aeruginosa E. coli S. typhimurium
HE de persil 9.46 10.07 NE 9.60 9.77
HE de liveche 9.53 10.38 9.44 9.85 10.29
HE de basilic 13.58 9.91 11.12 14.85 11.58
HE de thym 24.81 12.16 14.15 36.41 27.44
HE Persil / liveche 9.49 9.43 9.20 9.95 9.74
HE Persil / basilic 10.05 9.54 9.39 12.19 10.46
HE Persil / thym 13.89 11.07 10.32 23.03 24.90
HE Livéche / basilic 10.26 10.49 941 11.95 10.21
HE Livéche / thym 13.13 10.54 9.84 20.25 14.61
HE Basilic / thym 16.54 11.64 11.38 25.76 27.27

Tableau 27: Zone d'inhibition (mm) incluant le diamétre du disque en papier, mm par test de diffusion sur gélose

NE = pas d'inhibition

L'échelle de mesure était la suivante (diametre du disque inclus): fort effet inhibiteur — zone
d'inhibition > 28 mm, effet inhibiteur modéré — 16 < zone d'inhibition <28 mm, léger effet
inhibiteur — 12 < zone d'inhibition <16 mm, et pas d'effet inhibiteur — zone d'inhibition <12
mm.

L'HE de thym présente la meilleure activité inhibitrice contre toutes les bactéries (plage de
12,16 a 36,41 mm), suivie par les HE de basilic, de livéche et de persil. Sa zone d'inhibition est
plus grande (pour E. coli et S. typhimurium) ou similaire (pour B. cereus) a la taille de la zone
de gentamicine (l'antibiotique utilisé comme témoin positif). Parmi les micro-organismes testés,
il produit la plus grande zone d'inhibition contre E. coli (fort effet inhibiteur), suivi de S.
typhimurium (effet inhibiteur modéré), B. cereus (effet inhibiteur modéré), P. aeruginosa (effet
inhibiteur léger) et S. aureus (Iéger effet inhibiteur).

Les zones d'inhibition de I'HE du basilic contre les bactéries testées varient entre 9,91 et 14,85
mm. Il montre la meilleure activité antibactérienne contre E. coli (Iéger effet inhibiteur), suivi
de B. cereus (léger effet inhibiteur), S. typhimurium (pas d'effet inhibiteur), P. aeruginosa (pas
d'effet inhibiteur) et S. aureus (aucun effet inhibiteur). Les HE de la liveche et du persil
n'exercent aucun effet inhibiteur contre les cing souches bactériennes.

Entre les deux méthodes d'essai, une corrélation inverse a été généralement observée, ce qui est
évident, les HE avec une grande zone d'inhibition présentent une faible concentration inhibitrice
minimale.




Souche bactérienne HE de persil | HE de liveche | HE de Basilic | HE de Thym | Gentamicine
Bacillus cereus 22.68 47.62 10.80 0.56 0.05
Staphylococcus aureus 10.80 2.45 2.45 0.06 0.05
Pseudomonas aeruginosa 47.62 22.68 22.68 0.56 0.50
Escherichia coli 10.80 10.80 10.80 0.27 0.24
Salmonella typhimurium 47.62 47.62 22.68 0.56 0.50

Tableau 28: CMI des huiles essentielles (ulL HE / mL) et de la gentamicine (ug Gent / mL) par test de microdilution en
bouillon

Les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes a I’HE du thym. Les résultats obtenus sur le
tableau 28 montrent que le thym est le plus efficace contre S. aureus, suivi par E. coli puis par
B. cereus, P. aeruginosa et S. typhimurium.

L'HE du basilic révele la CMI la plus faible contre S. aureus, suivie également de B. cereus et
E. coli, puis de P. aeruginosa et S. typhimurium.

Les HE de persil et de liveche ont les CMI les plus élevés.

Les deux résultats des tests confirment que l'activité antibactérienne de I'HE du thym est forte,
celle de I'HE du basilic est modeérée et celle de I'HE du persil et de la liveche est faible.

Dans des études antérieures et généralement, la sensibilité des bactéries a été testée avec des
HE provenant de fruits de liveche, de parties aériennes de basilic et des parties aériennes fleuries
de thym, ici il s'agit de la premiére étude concernant les HE extraits de feuilles séchées de persil,
de liveche, de basilic et de thym.

B. cereus

Les mélanges d'HE persil / thym, liveche / thym et basilic / thym produisent des zones
d'inhibition accrues avec I'HE de thym. La zone d'inhibition du mélange HE persil / livéche ne
différe pas significativement de ses HE individuels. Le mélange HE persil / basilic présente une
zone d'inhibition significativement plus petite que I'HE basilic.

S. aureus

Les melanges de persil / thym, liveche / thym et basilic / thym présentent des activités
antibactériennes significativement plus faibles que I’HE de thym, qui dénotent des effets
antagonistes.

P. aeruginosa

P. aeruginosa est le plus sensible a toutes les HE et a leurs combinaisons. Trois combinaisons
montrent des effets antagonistes contre P. aeruginosa (persil / thym, livéche / thym et basilic /
thym), et les trois autres combinaisons ont des effets indifférents (persil / livéeche, persil / basilic
et liveche / basilic). Le thym contribue de maniere significative a I'activité antibactérienne des
mélanges persil / thym et liveche / thym mais n'influence pas significativement I'activité
antibactérienne du melange basilic / thym.

E. coli

Quatre combinaisons présentent des effets antagonistes contre E. coli (HE de persil / thym,
liveche / basilic, liveche / thym et basilic / thym), et les deux autres combinaisons montrent des
effets indifférents (HE de persil / livéche et persil / basilic).




S. typhimurium

Les combinaisons de liveche / thym et de basilic / thym présentent des effets antagonistes contre
S. typhimurium. L'activité antibactérienne des mélanges d'HE persil / livéche, persil / basilic et
liveche / basilic ne s'écarte pas significativement de celles des HE individuels. Le thym
contribue de maniere significative a l'activité antibactérienne du mélange persil / thym.

Le mélange persil / thym révéle des effets modérés (contre E. coli et S. typhimurium), légers
(contre B. cereus) ou aucun effet inhibiteur (contre S. aureus et P. aeruginosa). Au lieu de cela,
le mélange HE basilic / thym montre des effets inhibiteurs modérés contre E. coli, S.
typhimurium et B. cereus mais aucun effet inhibiteur contre S. aureus et P. aeruginosa. Le
mélange liveche / thym provoque des effets modérés (contre E. coli), Iégers (contre B. cereus
et S. typhimurium), ou aucun effet inhibiteur (contre S. aureus et P. aeruginosa).

En résumé, toutes les combinaisons par paires présentent des activités antibactériennes
inférieures a celles du thym contre les cing bactéries. Etant donné que I’HE de thym a le
rendement en pourcentage et le potentiel antibactérien les plus élevés de toutes les formulations
testees, il est donc recommandé de I'utiliser seul comme agent antimicrobien.

Traitement combiné des HE : Optimisation de l'activité antibactérienne par la méthodologie
de conception des melanges (175)

Dans cet article, des formulations & partir des trois HE ont été étudiées afin d'augmenter la
sensibilité de S. typhimurium. Pour cela, une conception expérimentale (Mixture designs) a été
testée dans la méthode de diffusion de disque pour mettre en évidence la synergie entre les HE
et la méthode en damier pour confirmer cette synergie. L'utilisation de la conception des
mélanges a permis de trouver la zone de combinaison conduisant & l'augmentation de la
sensibilité a S. typhimurium.

Ici, la tache d'optimisation antibactérienne était de trouver les constituants de formulation
donnant la meilleure combinaison possible d'HE conduisant a une activité antibactérienne plus
élevée.

Une conception augmentée Simplex-centroide a été choisie pour étre utilisée dans cette
optimisation (Fig. 17). Ce plan consiste en dix expériences réparties comme suit : les trois HE
dilués dans les sommets du triangle (expériences 1, 2 et 3), les mélanges binaires 0,5 / 0,5
(expériences 4, 5 et 6), le mélange proportionnel égal des trois constituants (expériences 7) et
points de contrble (expériences 8, 9 et 10).
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Figure 17: Positions des points expérimentaux pour la conception augmentée
Simplex-centroide

L’HE de T. vulgaris a donné les valeurs les plus élevées de diamétre de la zone d'inhibition
dans toutes les concentrations étudiées. L’HE de M. communis était au deuxiéme rang avec
une importante activité antibactérienne. L’HE de R. officinalis a montré les valeurs de
diametre de zone d'inhibition les plus faibles (tableau 29). En comparant les activités d'HE
avec les antibiotiques témoins Amoxicilline et Cefotaxime, nous pouvons conclure que les
objets étudiées ont une forte activité antibactérienne contre S. typhimurium.

Dilution d’HE T. vulgaris R. officinalis M. communis Amoxicilline Cefotaxime
Phénol Monoterpene Monoterpénol

HE pure 255 155 21 23 15

1/10 16 125 15.5

1/20 13 115 125

1/50 8.8 7 8

1/100 7.5 - 7

1/200 6.5 - -

Tableau 29 : Zones d’inhibition par méthode de diffusion discale pour les différentes concentrations d’HE de T. vulgaris L.,
M. communis L. et R. officinalis L. contre S. typhimurium

Selon les résultats de la CMI, I'HE du thym s'est avéré étre I'HE la plus actif contre S.
typhimurium avec une valeur de CMI de 0,25% (v / v) suivi par I'HE du myrte avec une valeur
de CMI de 0,5% (v / v) et a derniére position, nous trouvons le romarin avec une valeur CMI
de 2% (v / v). Par conséquent, I'huile essentielle de T. vulgaris a présenté un effet antibactérien
plus élevé avec des valeurs de CMI 2 fois et 8 fois moins que les huiles de M. communis et R.
officinalis, respectivement.




Les 2 méthodes sont corrélées montrant une forte activité antibactérienne pour I’HE de T.
vulgaris suivie d'une activité antibactérienne importante pour M. communis et d'une activité
antibactérienne moderée pour R. officinalis.

L'activité de M. communis était principalement due a la présence de monoterpénols ayant une
activité antibactérienne importante tels que le bornéol, le 1,8-cinéole et a I'a-pinéne appartenant
respectivement aux oxydes et monoterpénes, sont modérément actifs. Ces derniers étaient des
composés majeurs du romarin, ce qui explique sa faible activité antibactérienne par rapport a
ceux observés pour T. vulgaris et M. communis

Le schéma des mélanges comprenant différentes combinaisons des trois HE étudiés et la
réponse observéee de chaque expérience sur S. typhimurium sont énumérés dans le tableau 30.
Les combinaisons binaires entre les HE ont montré un diamétre d'inhibition plus élevé que ceux
trouvés pour les HE séparément. De plus, la combinaison entre T. vulgaris et M. communis a
permis d'obtenir le diametre de zone d'inhibition souhaité (15,2 mm).

Expériences Thym Romarin Myrte ZI (mm)
1 1 0 0 135
2 0 1 0 115
3 0 0 1 12.3
4 0.5 0.5 0 13.9
5 0.5 0 0.5 15.2
6 0 0.5 0.5 131
7 0.33 0.33 0.33 14.3
8 0.33 0.33 0.33 141
9 0.33 0.33 0.33 14.2
10 0.67 0.17 0.17 14.8
11 0.17 0.67 0.17 12.7
12 0.17 0.17 0.67 145

Tableau 30: Différentes combinaisons générées par la conception du mélange choisi et la réponse enregistrée pour chague
expérience

L'optimisation de la formulation a été réalisée afin d'obtenir une réponse de déformation «
sensible » (diamétre de la zone d'inhibition = 15mm), a partir des trois concentrations d'HE
étudiées.

Le diameétre d'inhibition maximum qui peut étre atteint est égal a 15,4 mm. Cette valeur peut
étre obtenue en réalisant un mélange composé respectivement de 55% de T. vulgaris et 45% de
M. communis. Ces résultats suggerent I'existence d'un éventuel effet synergique entre ces deux
HE.

Cela pourrait étre di au fait que la combinaison de monoterpénol (bornéol en tant que composé
majeur de M. communis) et phénoliques (thymol en tant que composé majeur de T. vulgaris)
produisent un effet synergique remarquable sur plusieurs micro-organismes.




Pour confirmer I'nypothése d'une synergie entre T. vulgaris et M. communis contre S.
typhimurium, la technique du damier a été utilisee. En référence au calcul FICI, les
combinaisons testées ont montré une synergie pour S. typhimurium pour la combinaison T.
vulgaris-M. communis (FICI = 0,498). Ces résultats confirment I'hypothese de la synergie dans
la combinaison binaire entre T. vulgaris et M. communis. Cette synergie a permis d'obtenir la
réponse souhaitée.

Sur la base des résultats présentés dans ce travail, la combinaison entre le thym et le myrte peut
étre considérée comme une alternative potentielle pour le controle de la sécurité sanitaire des
aliments contre S. typhimurium. L'application d'un traitement antimicrobien naturel combiné
contenant des phénols et des monoterpénols représentera une étape dans la conservation des
aliments en garantissant une moindre perte des caractéristiques nutritives et organoleptiques de
certains types de produits alimentaires.

4.3 Conclusion des études

Afin d’avoir le contenu nécessaire pour établir des conclusions, un ensemble d’études a été pris
en compte, permettant d’analyser 1’activité de I’huile de thym et de ses différents composants
séparément, les activités sur différents pathogenes, sur différentes spheres (orale, génitale...),
en comparaison avec d’autres HE. Il a également été¢ étudié 1’activité selon différentes
concentrations, selon différentes especes de thym entre elles. Et enfin comparer I’effet de ’huile
de thym seule ou en association.

Nous avons pu voir que I’HE de thym peut agir sur différents types de bactéries.
En comparant avec d’autres HE elle apparait comme une de celles ayant le meilleur spectre
d’action et le plus large.

Nous avons pu également constater des différences d’actions selon la concentration de I’huile
de thym utilisée ou selon 1’espéce utilisée.

Les principales bactéries qui ressortent des études sont énumérées ci-dessous avec les CMI
correspondantes. Les différentes études démontrent une valeur de CMI basse et homogeéne, qui
permet de Iégitimer I’action de I’huile essentielle de thym sur ces bactéries.

Bactéries CMImg/mL
Gram +
Streptococcus mutans 0,019-0,04
Listeria monocytogenes 0,0097-0,125
Enterococcus faecalis 0,025-0,75
Bacillus cereus 0,007-0,25
Staphylococcus aureus 0,018-0,75
Staphylococcus aureus SARM 0,018
Gram -
Escherichia coli 0,009-0,25
Salmonella typhymurium 0,015-0,25
Klebsiella pneumoniae 0,055
Yersinia enterocolitica 0,05

L’action des HE s’effectue sur un large panel de bactéries, ces dernieres peuvent étre présentes
dans différents types d’infections, ORL, broncho-pulmonaires, cutanées, uro-génitales et méme




neuro-meningeées. Les huiles pourraient donc agir sur tous ces types d’infections en application
clinique. Bien sOr celles-ci nécessitent d’autres recherches pour ce type d’applications.

Nous avons constaté que I'activité antibactérienne de I'HE dépend de sa concentration et de la
souche bactérienne testée.

Une concentration plus importante semble entrainer une mort bactérienne plus rapide révélant
un effet dose-dépendant.

Dans les études citées 1’huile de thym semble avoir un effet semblable sur les bactéries & Gram
+ et —, il n’y a pas de différence significative. Elle agit différemment sur toutes les bactéries
quel que soient ses caractéristiques.

Quant aux combinaisons, les résultats semblent mitigés, certaines études préferent I’utilisation
du thym tout seul, d’autres en synergie, sachant que dans les 2 cas I’huile de thym garde toute
son efficacité et les autres huiles ont peu d’effet antagoniste, d’ou I’application possible des 2
fagons.

Méme entre les différentes especes de thym entre elles il existe une différence da a leur
composition en composants majeurs qui differe.

L’activité antibactérienne dépend d’un ensemble de parameétres.

Il n’y pas de corrélation entre la sensibilité aux médicaments antibiotiques et aux huiles
essentielles, une bactérie pourra étre résistante a 1’un et sensible a 1’autre.

Dans son utilisation pharmaceutique les 2 huiles essentielles les plus connues et conseillées sont
le thym a thymol et le thym a linalol. Le thym a thymol est connu pour son pouvoir anti-
infectieux puissant notamment dans les infections ORL : sinusites, rhinopharyngites, otites,
angines, laryngite, congestion des voies supérieures, bronchites...Mais également en cas de
maladies des gencives, rhumatismes, arthrite... Il peut également étre pris en complément d’un
traitement antibiotique. Le thym a linalol sera indiqué pour son application cutanée possible
contrairement au thym a thymol, pour les furoncles, aphtes, gingivites, acné, désinfection des
plaies, mycoses, angines, maux de gorge...

Nous avons traité ’aspect antibactérien de 1’huile mais celle-ci est antimicrobienne en géneérale
donc est indiquée aussi comme antifongique pour les mycoses, antiviral dans les angines,
rhinopharyngites. ..

Ces résultats soutiennent I'application médicale de ces huiles pour la prévention et / ou le
traitement de certaines infections et maladies.

Comme démontré dans les différentes études, lorsque plusieurs HE sont comparées entre elles,
les HE riches en phénols apparaissent comme les HE les plus efficaces dans 1’activité
antibactérienne et avec le spectre d’activité le plus large, notamment les différentes especes de
Thymus. Ces études viennent confirmer les différentes applications du thym et donner de
nouvelles possibilités pour élargir son utilisation dans des domaines tel que la conservation des
aliments.

Les huiles essentielles contenant de I'aldéhyde aromatique ou du phénol comme constituant
majeur étaient les plus actives, suivies de celles contenant des composants alcooliques. En
revanche, les huiles essentielles contenant de la cétone ou de I'éther, et notamment des
hydrocarbures, comme constituant majeur, étaient relativement faibles.

Généralement, les activités antimicrobiennes des HE sont difficiles a corréler avec un composeé
spécifique en raison de leur complexité et de leur variabilité ; néanmoins, certains chercheurs
ont signalé qu'il existe une relation entre la composition chimique des composants les plus
abondants de I'HE et I'activité antimicrobienne.




L’activité antimicrobienne du thym est correlée a la présence de composes phénoliques tels que
thymol, carvacrol et d'hydrocarbures terpéniques (y-terpinéne) (62(145).

Le p-cymeéne, troisieme élément majeur en pourcentage, ne présente pas d'efficacité
antibactérienne lorsqu'il est utilisé seul, des effets synergiques lui étant toutefois attribués
respectivement par rapport au thymol et au y-terpinene (171,79) ce qui pourrait représenter une
autre cause de l'activité antimicrobienne enregistrée. D'autre part, un certain nombre d'études
ont montré que les huiles essentielles présentent une activité antimicrobienne plus forte que
celle de leurs principaux constituants ou de leurs mélanges, respectivement, ce qui suggére des
effets synergiques des composants mineurs, mais aussi I'importance de tous les composants en
relation avec l'activité biologique des HE.

Il apparait que la différence des activités antibactériennes peut étre liée a la concentration et a
la nature du contenu, a la composition respective, aux groupes fonctionnels, a la configuration
structurelle des composants et a leur éventuelle interaction synergique. Ces différences
constatées entre les huiles essentielles sont dues a des facteurs d’origines et de croissance des
plantes (176). Ces facteurs peuvent entrainer des différences de concentration des principaux
actifs responsables de l'inhibition de ce micro-organisme, modifiant par conséquent son action
antimicrobienne.

Lorsque nous examinons les articles publiés sur I'effet antimicrobien de ces produits naturels,
la comparaison entre les resultats est souvent difficile, en raison de I'utilisation de différentes
approches de techniques de préparation d'inoculum, de la taille de I'inoculum, du milieu de
croissance, des conditions d'incubation et de la détermination des points finaux. C’est pour cela
qu’il faut garder un esprit critique, méme si les différentes études vont dans le méme sens.

On peut cependant tirer la conclusion que les huiles essentielles obtenues a partir de plantes du
genre Thymus, pourraient avoir un rdle bénéfique contre différents types d'infections
bactériennes. Ainsi, I'application d'huiles essentielles dans le traitement des infections
humaines, suggérée par la médecine traditionnelle, peut étre une alternative intéressante aux
médicaments synthétiques qui présentent de nombreux effets secondaires.

Etant donné que les plantes Thymus peuvent servir de source alternative d'agents
antimicrobiens potentiels, en particulier les extraits ayant une activité antimicrobienne a des
concentrations inférieures a 0,1 mg / ml, davantage d'analyses in vivo et d'études cliniques sont
nécessaires pour étayer ces résultats in vitro.

Malgré les résultats prometteurs fournis par les études pharmacologiques in vitro jusqu'a
présent, des études cliniques sur le role antibactérien des plantes du genre Thymus et de leurs
composants actifs contre les infections bactériennes chez I'homme sont nécessaires pour
calculer la dose efficace d'HE chez les patients et déterminer leurs effets secondaires et leur
toxicité possibles. Il reste des problemes a résoudre tels que la stabilité, la sélectivité et la
biodisponibilité de ces produits naturels dans le corps humain et toute éventuelle interaction ou
effet indesirable.

De plus, le rapport optimal et les schémas posologiques doivent étre explorés pour une efficacité
plus élevée et une toxicite réduite. Ces parametres critiques doivent étre établis afin de fournir
des preuves suffisantes pour des applications cliniques.

Des études de toxicité sont necessaires car, en cas de surdosage, les huiles essentielles peuvent
étre toxiques et peuvent avoir des effets néfastes sur les cellules humaines. En fait, un certain
nombre de rapports ont montré une cytotoxicité dans les cellules eucaryotes (177) (178).

La consommation de fleurs et de feuilles de Thymus vulgaris est sre ; cependant, la prudence
est de mise lors de I'utilisation d'huile de thym. Les effets secondaires de I'huile de thym par
voie orale peuvent inclure des maux de téte, des étourdissements, une pression artérielle basse,
une irritation gastro-intestinale, des nausees, des vomissements et de la diarrhée (79).




Sur la base des études, des travaux futurs devraient étre axés sur des études de sécurité,
d’identification des constituants antibactériens les plus actifs des huiles, leurs mécanismes
d’action exactes et leurs interactions, et des essais cliniques in vivo pour évaluer 1’efficacité et
déterminer la posologie sir et efficace, ainsi que les différentes indications possibles outre
celles déja connues étant donné leur efficacité et leur possible application dans la conservation
des aliments et en synergie avec les antibiotiques pour contrer la résistance, entre autres.

En raison de leur grande volatilité, le temps d'action effectif est limité et des fonctionnalités
telles que I'encapsulation peuvent étre modifiées. D'un autre c6té, leur faible niveau de toxicité
ainsi que leur origine naturelle en font une alternative intéressante tant dans l'industrie
alimentaire que cosmétique. Plusieurs applications pratiques pourraient étre mises en ceuvre
dans ces industries. En résumé, il convient de souligner que l'utilisation de I'HE dans la
stabilisation microbienne est possible, mais tous les cas doivent étre examinés individuellement.

Les HE et autres extraits de plantes ont été considérés comme des alternatives au traitement des
maladies et des agents infectieux et a la conservation des aliments. En outre, il est possible
d'améliorer la conservation des aliments et de trouver un équilibre entre I'acceptabilité
sensorielle et l'efficacité antimicrobienne en ajoutant de petites quantités de conservateurs
naturels tels que les HE (179).

Les HE pourraient étre utilisées pour la prévention des rechutes. Une évaluation in vitro de la
sensibilité des agents pathogénes isolés aux différentes HE devrait étre effectuée pour
sélectionner I’huile adaptée pour le traitement de I’infection concernée chez un patient donné.
Comme indiqué dans différentes études, T. vulgaris a montré une forte activité antimicrobienne
contre E. coli, Enterococcus spp., des bactéries impliquées par exemple dans les infections
urinaires, sur Propionibacterium acnes pour 1’acné, sur des pathogénes des voies
respiratoires. ..

L’avantage des HE est le faible niveau apparent d'induction de la résistance des bactéries vers
les HE qui pourrait étre da au fait que les HE n'attaquent pas une cible unique mais peut avoir
plusieurs modes d’action antibactériens et la présence de plusieurs composants avec une activité
antibactérienne.

Enfin, si la membrane est la cible déstabilisatrice des HE, il peut étre simplement difficile de
développer un mécanisme de résistance tel qu’un changement dans la structure et / ou la
composition des membranes qui ne seraient probablement pas bénéfiques pour la viabilité des
bactéries. Cependant, I'exemple de la tolérance liée a la pompe a efflux envers les HE montrent
gu'une défense efficace contre les HE est possible. Bien que les premiéres observations
indiquent que I'induction de la résistance aux HE est faible, plus d'études en utilisant différentes
HE et dans des conditions différentes sont nécessaire pour confirmer de maniére convaincante
ces observations.

Le spectre des cibles bactériennes affectées par les HE refléte le potentiel de ces composés mais
il est probable que ces effets soient en fait le résultat de I’action initiale qui est la déstabilisation
de la membrane bactérienne.

La complexité entrave également une compréhension approfondie du mécanisme exact de
I'action antibactérienne du HE, car toutes les interactions entre des composants sépares
devraient étre pris en compte (111).

De nombreux rapports décrivent les effets sur un nombre tres limité de souches bactériennes.
Afin de vraiment appliquer ces composés a des fins thérapeutiques ou conservateur alimentaire,




en particulier lorsqu'il est utilisé en combinaison avec d'autres composés bases sur une action
synergique, ils doivent étre testés contre un plus grand nombre de souches pour déterminer
l'utilité de ces composés.




5. Thym en application a I’officine

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a donc ét¢ démontrée a travers différentes
études, dont celles évoquees dans la partie précédente.

Les huiles de thymus sont fréquemment et généralement utilisées en interne pour le traitement
de soutien des infections des voies respiratoires ainsi que par voie topique pour le traitement
des infections cutanées.

Les 2 huiles essentielles les plus généralement retrouvées et utilisées en pharmacie sont le thym
a thymol et thym a linalol. Ce sont celles-ci qu’on décrira ensuite pour des applications. La
différence entre les 2 sera la dilution pour 1’application par voie cutanée, et la durée limitée
pour I’huile de thym a thymol. L’huile de thym a linalol présente une excellente tolérance.
Elles auront approximativement les mémes applications, cependant I’huile a thymol sera plutot
indiquée pour les pathologies ORL, en prise orale, et I’huile a linalol sera plutot indiqué par
voie cutanée pour son coté anti-infectieux et en méme temps anesthésique.

5.1. Thym a Thymol (Thymus vulgaris thymoliferum)

L’huile essentielle de thym a thymol est un anti-infectieux majeur, antivirale et antibactérien en
particulier contre les infections respiratoires (bronchites, angines, sinusite, rhume...), urinaires
et gynécologiques (cystites...), intestinales (parasitose, gastro-entérite...). Elle est tonique et
immunostimulante.

L'huile essentielle de Thym a thymol est trés puissante, on réserve son utilisation pour des
pathologies chroniques, lorsque d’autres HE n'ont pas été efficaces.

Utilisateurs Enfants—6 ans | Femmes enceintes Nourrissons — 3
et allaitantes mois
Voies Inhalation
d’administration
Bronchite

Adulte et I'adolescent.
Par voie orale, prendre 1 goutte de Thym a Thymol, 3 fois par jour pendant 5 jours maximum.

Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a
appliquer sur la plante des pieds, le bas du dos ou le long de la colonne vertébrale, 2 a 3 fois
par jour pendant 5 jours.

Utilisation en synergie :

Par voie orale. Prendre le mélange suivant 4 fois par jour en cas de bronchite a répétition.
1 goutte d'huile essentielle de Cyprés de Provence

1 goutte d'huile essentielle de Thym a Thymol

Asthénie, Fatigue

Adulte et I'adolescent.




Par voie cutanee, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a
appliquer sur la plante des pieds, le bas du dos ou le long de la colonne vertébrale, 2 a 3 fois
par jour pendant 5 jours.

Utilisation en synergie

Par voie orale. Prendre le mélange suivant 3 fois par jour en cas de fatigue chronique.
1 goutte d'huile essentielle de Romarin a Cinéole

1 goutte d'huile essentielle de Thym a Thymol

Immunité

Adulte et I'adolescent.

Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a
appliquer sur la plante des pieds, le bas du dos ou le long de la colonne vertébrale, 2 a 3 fois
par jour pendant 5 jours.

Utilisation en synergie

Des 7 ans. Appliguez en massage 3 gouttes du mélange sur le thorax et 3 gouttes sur le dos.
Renouveler I'application 3 fois par jour jusqu’a 3 semaines.

10 gouttes d'huile essentielle de Thym a Thymol

30 gouttes d'huile essentielle de Tea Tree

30 gouttes d'huile essentielle de Citron

100 gouttes d'huile essentielle de Ravintsara

Rhinite, Sinusite

Adulte et I'adolescent.
Par voie orale, prendre 1 goutte de Thym a Thymol 3 fois par jour pendant 5 jours maximum.

Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a
appliquer sur la plante des pieds, le bas du dos ou le long de la colonne vertébrale, 2 a 3 fois
par jour pendant 5 jours.

Grippe
Adulte et I'adolescent.
Par voie orale, prendre 1 goutte de Thym a Thymol, 3 fois par jour pendant 5 jours
maximum.
Par voie cutanee, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a

appliquer sur la plante des pieds, le bas du dos ou le long de la colonne vertébrale, 2 a 3 fois
par jour pendant 5 jours.

Vers intestinaux




Adulte et I'adolescent.
Par voie orale, prendre 1 goutte de Thym a Thymol, 3 fois par jour pendant 5 jours
maximum.

Utilisation en synergie

Par voie orale, prendre 5 gouttes 4 fois par jour pendant 10 jours du mélange suivant :
4 mL d'huile végétale de Noyaux d'Abricot

2 mL d'huile essentielle d'Eucalyptus Mentholé

2 mL d'huile essentielle de Thym a Thymol

1 mL d'huile essentielle de Clou de Girofle

1 mL d'huile essentielle de Bois de Rose

Candidose

Adulte et I'adolescent.
Par voie orale, prendre 1 goutte de Thym & Thymol, 3 fois par jour pendant 5 jours maximum.

Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Thymol dans 20 gouttes d'huile végétale a

appliquer sur la zone concernée 2 a 3 fois par jour pendant 15 jours. Ne pas appliquer sur les
parties ano-génitales.

Anthrax, Furoncles

Adulte et ’adolescent.

Par voie cutanée, appliquer en massage local sur les zones concernées un peu du mélange
suivant :

20 gouttes d’HE de Thym a thymol

40 gouttes d’HE de Carotte sauvage

40 gouttes d’HE de Laurier noble

200 ml d’huile végétale

I Lors des prises par voie orale, il conviendra d’associer une huile essentielle
hépatoprotectrice.

1 ml = 30 gouttes

5.2. Thym a linalol (Thymus vulgaris linaloliferum)

Utilisateurs Femmes enceintes Nourrissons — 3
et allaitantes mois
\Voies Inhalation
d’administration

Angine, mal de gorge




Des 6 ans. Par voie orale, prendre 2 gouttes de Thym a Linalol, jusqu'a 4 fois par jour.
Dés 3 mois. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 9 gouttes d'une huile
végetale puis appliquez sur le cou 3 fois par jour, pendant 4 a 5 jours.

Utilisation en synergie

Dés 6 ans. Massez la gorge ou pulvérisez dans la gorge 4 gouttes du mélange ci-dessous,
jusqu'a 5 fois par jour ou jusqu'a amélioration des symptdmes, pendant 5 jours maximum.
Pour une pulveérisation orale, introduisez le mélange dans un spray adapté aux HV.

30 gouttes d'huile essentielle de Thym a Linalol

30 gouttes d'huile essentielle de Laurier Noble

15 gouttes d'huile essentielle de Menthe Poivrée

15 gouttes d'huile essentielle de Cypres (antiviral) ou Clou de Girofle (antibactérien)

gsp 10 mL d'huile végétale de Noyaux d'Abricot ou d'huile d'Olive si pulvérisation.

Bronchite

Dés 3 mois. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 9 gouttes d'huile
végétale a appliquer sur le thorax 4 fois par jour pendant 5 a 7 jours.

Rhinopharyngite, rhume

Dés 3 mois. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 9 gouttes d'huile
végétale a appliquer sur le thorax 4 fois par jour pendant 5 a 7 jours.

Utilisation en synergie

Dés 3 mois. Répartir 5 gouttes du mélange sur le thorax et le haut du dos matin et soir
pendant 5 jours.

5 gouttes d'huile essentielle d'Eucalyptus Radiata

5 gouttes d'huile essentielle de Tea Tree

5 gouttes d'huile essentielle de Thym a Linalol

70 gouttes d'huile végétale

Cystite, infection urinaire

Dés 3 ans. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 4 gouttes d'huile
végétale a appliquer sur le bas du ventre 2 a 3 fois par jour.

Utilisation en synergie

Des 7 ans. Appliguer en massage 8 gouttes de la synergie sur le bas-ventre, 3 fois par jour
pendant 7 a 10 jours.

105 gouttes d'huile essentielle de Palmarosa

105 gouttes d'huile essentielle de Thym a Linalol

30 gouttes d'huile essentielle de Sarriette des Montagnes

60 gouttes d'huile essentielle de Saro

Asthénie, fatique

(
| 100

'



Dés 3 mois. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 9 gouttes d'huile
végetale a appliquer sur le bas du dos 3 fois par jour.

Utilisation en synergie

Dés 7 ans.

Par voie orale, prendre 3 a 4 gouttes matin et midi pendant 3 semaines + par voie cutanée 6
gouttes sur le bas du dos, matin et midi, pendant 3 semaines du mélange suivant :

1 mL d'huile essentielle d'Epinette Noire

1 mL d'huile essentielle de Laurier Noble

1 mL d'huile essentielle de Gingembre

3 mL d'huile essentielle de Thym a Linalol

4 mL d'huile végetale

Aphte, abcés dentaire

Adultes.
Par voie cutanée. Appliquez 1 a 2 gouttes en application pure a 1’aide d’un coton-tige, 3 fois
par jour.

Ulcéere variqueux

Utilisation en synergie

Par voie cutanée. Appliquez le mélange 1 a 2 fois par jour, a chaque changement de
pansement, apres la toilette et la désinfection de la plaie.

2 gouttes d'huile essentielle de thym a linalol

2 gouttes d'huile essentielle de Lavande Fine

4 & 8 pressions d'huile végétale d’Amande douce

Candidose

Dés 3 mois. Par voie cutanée, diluez 1 goutte de Thym a Linalol dans 9 gouttes d'huile
végétale a appliquer sur la zone concernée 2 a 3 fois par jour. Faites une pause d'une semaine
au bout de 3 semaines d'utilisation.

1 ml = 30 gouttes

(36,180-182)
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Conclusion

Aujourd’hui encore beaucoup de personnes restent sceptiques face aux huiles essentielles.
Cependant I’activité antimicrobienne des huiles essenticlles est aujourd’hui bien établie.
L’exemple du thym le montre notamment, ce qui démontre que les huiles essentielles peuvent
étre un conseil légitime en officine pour nous pharmaciens.

Pour comprendre leur utilisation aujourd’hui et 1’'usage traditionnel qui est fait du thym il était
nécessaire de le démontrer avec diverses études.

Les huiles essentielles et I’huile essentielle de thym en particulier a I’avantage de pouvoir avoir
plusieurs indications, de pouvoir étre utilisée par différentes voies d’administration, sans
présenter d’effets indésirables, ou étre associée a d’autres médicaments, et ne déstabilise pas la
flore. Elle est naturelle et respecte certaines conditions afin d’étre de qualité et de pouvoir étre
présente en officine. Cet ensemble de facteurs en fait un produit rassurant.

Etant donné leur présence en officine, il est nécessaire que celles-ci soient réglementées au vu
de leurs contre-indications et la nécessité de leur utilisation bien conforme aux indications et
posologies strictes afin d’éviter tout accident, comme les médicaments. Le pharmacien est
indispensable au niveau de la bonne délivrance, du bon conseil, et se doit d’avoir des
connaissances dans ce domaine. Il pourra, si faute d’alternative, conseiller ce genre d’huile
essentielle s’il estime que c’est une bonne chose et pourquoi pas développer le conseil
aromathérapeutique souvent oublié ou proposer cela si 1’antibiothérapie n’est pas
indispensable; d'autant plus aujourd’hui face a I’augmentation de la résistance due a I’utilisation
inappropriée des antibiotiques et la recherche d’alternatives pour contrer la fin de certains
antibiotiques. Bien que I’on ne puisse pas parler exactement de synergie, I’utilisation des huiles
essentielles comme adjuvants avec les antibiotiques est une piste de recherche dans le domaine
pharmaceutique, notamment pour faire face a la résistance antibiotique qui ne cesse de
s’accroitre ou a la diminution des effets indésirables. Et pourquoi pas ouvrir la voie a d’autres
recherches et études permettant leur application encore plus large et dans d’autres domaines.
Cette these suite a un travail de recherche et de rassemblement d’informations a permis de
mettre en avant leur mode d’action, leur activité bactérienne, leur absence de résistance
bactérienne, ce qui font de trés bons points; mais il faut rester conscient de leurs limites, et du
fait qu’elles ne peuvent étre conseillées dans toutes pathologies, toute situation, tout age, etc.
Lors des études nous avons constaté que l'activité antibactérienne de I'HE dépend de sa
concentration et de la souche bactérienne testée. Dans les études citées I’huile de thym semble
avoir un effet semblable sur les bactéries a Gram + et —, il n’y a pas de différence significative.
Elle agit differemment sur toutes les bactéries quel que soit ses caractéristiques.

Quant aux combinaisons, les résultats semblent mitigés, certaines études préferent I’utilisation
du thym tout seul, d’autres en synergie, sachant que dans les deux cas 1’huile de thym garde
toute son efficacité et les autres huiles ont peu d’effet antagoniste, d’ou I’application possible
des deux fagons.

Méme entre les différentes especes de thym entre elles il existe une différence da a leur
composition en composants majeurs qui differe.

L’activité antibactérienne dépend d’un ensemble de paramétres mais reste cependant présente
dans toutes les études et contre toutes les bacteries testées.

Il n’y pas de corrélation entre la sensibilit¢é aux médicaments antibiotiques et aux huiles
essentielles, une bactérie pourra étre résistante a I’un et sensible a ’autre.

Les études font référence a une possible application clinique dans certaines infections,
cependant en se référant aux bactéries testées et sensibles nous pouvons mettre en application
I’huile essentielle de thym dans certaines affections couramment rencontrées en officine.
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Face a des études parfois un peu discordantes, au manque de moyen de méthodes homogénes
face aux huiles essentielles, il faut se montrer prudent face aux résultats, puisqu’il reste encore
a étudier différents éléments, a continuer les études de plus en plus déja présentes sur ce
domaine qu’est I’aromathérapie et un encadrement de ces recherches.
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Résumé

Mots clés : Huiles essentielles, thym, antibactérien, thymus, bactéries, études, CMI, phénols

Les huiles essentielles sont des produits dérivés de plantes aromatiques, de composition
complexe. Ce sont des substances volatiles, hydrophobes et liposolubles.

L'aromathérapie est I'utilisation a but de traitement médical d'extraits de plantes aromatiques.
L’huile essentielle de thym possede de nombreuses propriétés, notamment contre les bactéries.
Le thymol, molécule principale de I'nuile de thym, est caractérisé par de fortes propriétés
bactéricides, fongiques et antiparasitaires.

Les bactéries sont nombreuses, inoffensives et bénéfiques & I'organisme, ou pathogénes
responsables de maladies plus ou moins graves, nécessitant parfois l'intervention de
médicaments.

Les antibiotiques, substances antibactériennes, vont intervenir selon différents modes d'action,
sur différentes cibles, ils sont capables d'inhiber la multiplication ou de détruire les bactéries.
Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis
longtemps. Cependant, le mauvais usage de ces agents antimicrobiens et leur utilisation accrue
ont eu pour conséquence la capacité des bactéries a développer une résistance aux médicaments.
Les méthodes d'évaluation de I'activité des huiles essentielles sont les mémes que celles utilisées
pour les antibiotiques, et permettent de définir une concentration inhibitrice minimale CMI et
une concentration bactéricide minimale CMB, ainsi que des zones d’inhibition parameétres
utiles pour comparer différentes substances et exploités lors des différentes études.

Ces études ont été sélectionnées pour pouvoir comparer l'activité de I'huile de thym selon de
multiples criteres : activité des composants ensemble ou séparément, sur différents pathogéenes,
différentes sphéres, par rapport a d'autres HE, différentes concentrations, différentes espéces...
Cela permet d'affirmer I'action antibactérienne de I'huile de thym sur différents types de
bactéries, avec le spectre d'action le plus large pour une possible application clinique et dans
des domaines tel que 1’alimentaire ou synergie avec des médicaments conventionnels.
L’objectif de cette these est de démontrer que les huiles essentielles ont toute leur place a
I’officine pour leurs activités antibactériennes, dans le conseil ou I’accompagnement d’autres
traitements. Elle démontre tout I’intérét particulier de 1’huile essentielle de thym au quotidien,
en expliquant d’ou viennent ses propriétés et des exemples d’applications, a travers différentes
études qui démontrent une valeur de CMI basse et homogéne pour différentes bactéries.
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