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Introduction Générale

Pendant des milliers d'années, les humains ont utilisé les plantes de la nature pour
traiter et guérir les maladies. Les plantes médicinales renferment une multitude de
composants biologiquement actifs, mais leur potentiel thérapeutique est encore en grande
partie inexploité. La médecine traditionnelle joue un réle majeur dans les soins de santé et

utilisée en tant que complément a la médecine moderne (Dar et al., 2012).

D’aprés ’OMS (2012), environ 80% de la population africaine utilisent des remedes

traditionnels pour les soins de santé de base.

La résistance aux antibiotiques est un grave probléme de santé publique dans le monde
entier, rendant la maitrise des infections bactériennes de plus en plus complexe en raison
d’une utilisation inadéquate et anarchique d’antibiotiques chez les humains et les animaux.
Afin de limiter les effets négatifs de ces médicaments, les scientifiques cherchent a explorer
des moyens thérapeutiques plus naturels issus des plantes (Bellamine, 2017). Dans ce cadre
la recherche sur les plantes offre un potentiel inestimable pour découvrir de nouveaux agents

a activités antimicrobiennes.

Les plantes médicinales contiennent des métabolites secondaires (principes actifs) tels
que les composés phénoliques, les alcaloides ou les huiles essentielles, qui offrent des
propriétés curatives efficaces contre différentes maladies. Ces plantes peuvent étre utilisées
pour soulager les maux du quotidien ou traiter des maladies chroniques telles que le cancer
(Rammel et al.,2009).

Les deux especes sont sélectionnées selon des critéres chimiques et biologiques.
Chimiquement, les genres Rosa canina L et Rubus fruticosus L sont riches en composes
phénoliques, en flavonoides et en diverses lactones ses qui terpéniques Organique; ce genre
est connu pour ses propriétés medicinales et médicinales, pour lesquelles il est utilisé dans

le traitement de diverses affections (Alimov, 1973)

De ce fait, le but de notre étude était d'évaluer l'activité antibactérienne d'extraits
aqueux, éthanoliques et méthanoliques de deux plantes médicinales. Ce présent travail a été

mené dans le laboratoire de microbiologie et se compose de deux parties essentielles :

La premiére partie est consacrée a la synthése bibliographique regroupant des

généralités sur deux plantes médicinales Rosa canina L et Rubus fruticosus L et une
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description botanique de chaque espece, leur distribution géographique et leur
classification botanique. Un apergu sur I’exploitation de ces plantes a des usages
thérapeutiques et Pharmaceutiques a été inclus dans cette partie ainsi les composés

phénoliques et leurs effets biologiques.

La deuxiéme partie est axée sur la présentation du matériel et des protocoles
expérimentaux utilisés pour I’extraction des composés phénolique, ainsi 1’étude de leurs
effets antibactériens, Suivi des résultats et leurs interprétations. Enfin, nous avions terminés

par une conclusionet des perspectives pour mieux envisager les études ultérieures.
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I. L’espéce Rubus fruticosus L

I.1. Découverte

Rubus fructicosus a été étudié par Linnaeus (1737), qui a décrit quatre espéces du
genre Rubus. En France, Bonnier (1934) a déclaré que 150 especes de ce genre ont été
décrites dans les régions tempérées, tropicales et subtropicales du monde. Heslop-Harrison
(1968) a rapporté que plus de 2000 espéce sont €té decrites, y compris l'espéce intéressante

'Rubus fruticosus'.

1.2. Nom et origine

Rubus ulmifolius Schott, un nom latin qui signifie Ronce a feuille d’orme (Dumesnil
,1821) dont le nom vernaculaire est «Tat el Ullayg » en langue arabe son ancien appellation
est Rubus fructicosus L (Halimi,1997 ;Hammer et al., 2004 ;Benhamza,2008).

I.3. Description botanique de la plante

Rubus fruticosus L. fait partie de la famille des Rosacées. Le mot "épine™ vient du
latin lumex, lumicis, qui signifie "épine™. L'épine dorsale atteint une hauteur moyenne de 4
metres. C'est une plante vibrante, semi-caduque et piquante. Les feuilles sont vertes,
trilobées et a peine gonflées de chaque céte. Elle possede cing feuilles qui sont souvent
déchirées et finement bosselées. La disposition des fleurs suit les schémas typiques de cette
famille. 5 pétales presque blancs ou roses, 5 enormes dorsales vertes et de nombreuses
étamines plus courtes ou presque de méme longueur. Le fruit est une grappe de mires Le

fruit est une grappe de mares (Figure 1) (Bruzzese et al., 2000).
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I.4. Distribution géographique

L'espece Rubus fruticosus L se rencontre dans Europe, Asie, Afrique (Atlas), Afrique
australe, Australie du Sud-est, Nouvelle-Zélande, Etats-Unis, Chili, Equateur. Les haies,
les lisiéres de forét et les basses terres supportent des environnements ouverts et ensoleillés
ainsi que de environnements frais et ombrageés. C’est I'espéce de ronce la plus répandue dans
le département, de la plaine a la montagne et dans une variété de milieux dégradés.
(Inselboob, 2012).

LI.5. Classification botanique

Tableau I: Classification systématique de Rubus fruticosus L. (Linnaeus,1753)

Regne Plante
Sousrégne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Genre Rubus
Espéce Rubus fruticosus

1.6. Données phytochimiques

Toutes les parties de la mire présentent une astringence assez prononcée due aux
tanins. Lorsqu'elle est infusée, la solution de sel de fer devient noire. Trés riche en
albumine. Les fruits contiennent du sucre, de la pectine, de l'acide pectique et de l'acide
malique. (Jean-Louis de Lanessan, 1881). Les Feuilles de Rubus sp présente un intérét en
phytothérapie en raison de sa teneur en tanin et de I'absence de composes hautement toxiques

tels que les alcaloides (Hurtel, 2016).

I.7. Utilisation thérapeutique et propriétés pharmacologiques

Dans I'épineux, on peut tout utiliser : des "murs" de fruits et, bien sir, des feuilles, des
boutons, des racines. En effet, ce sont d'excellents antidiabétiques, purificateurs et
astringents, ils sont donc souvent utilisés dans le traitement de l'inflammation des gencives,

des plaies buccales et de la toux. lls ont également des propriétés anti diarrhéiques,
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diurétiques et anti hémorroidaires (Zia-Ul-Haq et al., 2014). Le fruit est utiliseé pour

I'nygiene, les soins du corps et du visage (Wehrlen, 1985).

I1. Espéce Rosa canina L

I1.1. Découverte

Les traces les plus anciennes de Rosa canina remontent a I'Antiquité. Le premier
enregistrement de I'utilisation des roses de chien peut étre trouve dans I'histoire naturelle de
Pline I'Ancien, une compilation des connaissances contemporaines. Il est connu pour traiter
la colere grace a des préparations de racines et de fleurs. Les racines, les fleurs, les feuilles
et le bédégar étaient transformés en potions et bu par des patients en colére. (Bernard ,2005)
Cependant, des recherches récentes ont montré que le genre Rosa existait en fait depuis plus
de 35 millions d'années, sur la base de fossiles trouvés aux Etats-Unis. (Tarbouriech ,2001)

I1.2. Nom et origine
Le nom populaire de 'Rosa canina’ est 1’églantier’ mais aussi ’rosier des chiens’. Il
s’agit de la traduction du nom de son fruit cynorhodon. (Howard, 1987) dont le nom

vernaculaire est Nesrine en longue arabe et Dog rose en anglais (Léger, 2007).

I1.3. Description botanique de la plante

L’églantier est une plante hermaphrodite, fleurissant de mai a juillet. Ses fleurs
simples, blanches ou roses, appelées « églantines », ressemblent a des rosaces, poussant
seules ou regroupées en petites inflorescences terminales. Elles sont constituées de 5 sépales
frangés, dont la gaine se rétracte ensuite, s'effondrant rapidement ; 5 pétales a 2 lobes
formant une coupe évasée et de nombreuses étamines disposées en couronne. Le réceptacle
floral en forme de coupe contient de nombreux carpelles libres et poilus, chacun contenant
1 ovule. La transformation de cet hypanthium produit une bourse ovoide rouge dite "hip
rose" qui contient de nombreux akenes a poils urticants communément appelés "gratte-
cul"(figure 2)(Val-de -Marne. 2011).
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Figure 2 : Photographie de Rosa canina L (Val-de -Marne. 2011)

I1.4. Distribution géeographique

Il est originaire de vastes étendus d'Europe, de la Méditerranée a la Scandinavie,
comme les iles britanniques et la Russie. Largement distribué dans les régions temperées, en
particulier le nord-est de I'Anatolie et la Turquie (Davis, 1997), mais rare dans les regions
plus chaudes. La vegétation de la rose rosa est largement répandue en Afrique du Nord, aux
Tles Canaries et a Madere en Algerie (figure 3)(Pottier- Alapetite, 1979).

Territoire du genre ROSA

Equateur

Figure 3 : Répartition géographique du genre Rosa a travers le monde (Magnier, 2016)
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I1.5. Classification botanique

Tableau 11 : Classification botanique de Rosa canina L. (Benoitbock et al., 2020)

Regne Plante
Sousrégne Trachéophytes
Division Spermatophytes
Classe Angiospermes
Sousclasse Dicotylédones
Ordre Rosales
Famille Rosaceaes
Genre Rosa
Espéce Rosa canina L

I1.6. Données phytochimiques

Les principaux constituants de Rosa canina se trouvent dans la fleur et le cynorrhodon.
La fleur contient des acides maliques et citriques, ainsi que des tanins. Le cynorrhodon
est quant a lui est riche en vitamines C, A et B, en pectine, en tanins, en flavonoides, en

anthocyanes et en caroténoides.

On retrouve également dans le cynorrhodon des sels minéraux qui sont bénéfiques
pour la santé. Ces constituants font de Rosa canina une plante médicinale couramment
utilisée pour ses propriétés thérapeutiques, notamment pour renforcer le systeme

immunitaire et soulager les douleurs articulaires (Koczka ; Roman et al., 2013).

I1.7. Utilisation thérapeutique et propriétés pharmacologiques

Les bienfaits de I'églantier pour la santé sont dus a la présence de plusieurs composés
bioactifs tels que I'acide ascorbique, les caroténoides et les composés phénoliques dans les
fruits de 1’églantier, appelés cynorrhodons. Ces derniers ont des propriétés préventives et
thérapeutiques, protégeant les reins du stress oxydatif et réduisant les symptomes de
l'arthrose. lls ont également des effets anti- inflammatoires, antidiabétiques, antibactériens
et anticancéreux. Des études cliniques ont également montré que I'églantier était efficace
contre les rhumes, les infections, les troubles gastro-intestinaux et urinaires (Marmol et

al.,
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2017; Medveckiené et al., 2020).

I11. Composés phénoliques

Les polyphénols ou les composés phénoliques sont des phytonutriments synthétisés
par les végétaux et appartiennent a leur métabolisme secondaire (Johnson, 2001). Ils
forment un grand groupe de substances difficiles a définir simplement. L'élément structurel
de base qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau benzénique, auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle, libre ou ayant une autre fonction, éther,
ester, hétéroside. Les connaissances sur les polyphénols évoluent actuellement et sont
fournies par des groupes de recherche du monde entier grand intérét (Bruneton et al.,
1999).

Plus de 8000 structures phénoliques ont été identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000).
Les composés phénoliques peuvent étre classés selon la complexite du squelette de base, le
degré de modification de ce squelette et la liaison de ces molécules de base a d'autres

molécules telles que les glucides, les lipides et les protéines (Harborne, 1989).

II1.1. Acide phénolique

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les plantes. Ces substances
renferment des résidus COOH et prennent souvent la forme de glycosides ou d'esters. Les
acides phénoliques se divisent en deux classes : les déerivés de l'acide benzoigue (Guignard,

1996) et les derives de I'acide cinnamique (Malagas, 1992).

A. Acide hydroxycinnamique

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base C6-C3 est dérivée de celle de I'acide cinnamique (Sarni-manchado et
Cheynier, 2006). lls sont principalement composés d'acide p-coumarique, d'acide caféique,
d'acide férulique et d'acide sinapique. Les acides hydroxycinnamiques sont trés abondants

dans les fruits tels que les Kiwis et les pruneaux (tableau I11) (Macheix et Fleuriet, 1990)
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Tableau I11 : Principaux acides hydroxy cinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).
Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
COOH I OH K Acidep-coumarique
OH OH H Acide caféique
OCHjs OH H Acide férulique
OCHjs OH OCHs Acide sinapique

B. Acide hydrobenzoique

Les acides hydrobenzoiques sont dérivés des acides benzoiques et ont une formule

de base de type C6-C1. Bien que ces dérives soient trés rares dans l'alimentation humaine,

les dérivés de l'acide hydroxycinnamique sont tres courants (Fleuriet et al., 2005), les acides

hydrobenzoiques les plus répondus sont I'acide salicylique et I'acide gallique (tableau 1V).

Tableau I'V: Principaux acides hydroxy benzoique (Sarni-Manchado et Cheynier,2006).

Structure R1 R2 R3 R4 | Acides phénoliques
i H H H Acide benzoique
i H OH H Acide p hydroxy
R2 R1
benzoique
_/ / H\ H OH OH H Acide
rotocatéchique
R3 H_‘;,r— COOH p q
N/
f;’r T OCHs OH H Acide vanillique
R4 H OH OH OH Acide gallique
i OCHz3 OH OCHs | Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

10




Syntheése bibliographique

I11.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus représentatif des composés phénoliques.
IIs sont considérés comme des pigments quasi universels des plantes et sont souvent
responsables de la couleur des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Mukohata et al.,
1978). Structurellement, les flavonoides partagent un cadre commun avec 15 atomes de
carbone disposés en trois anneaux appelés A, C et B. Les flavonoides sont divisés en
plusieurs classes moléculaires en fonction de leurs structures cycliques intermédiaires
(figure 04) (Abedini, 2013).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Abedini, 2013)

A. Flavonols

Les flavonoides les plus répandus dans les aliments sont les flavonols. Le kaempférol
et la quercétine sont les composes les plus typiques de ce groupe. En raison de leur
composition chimique, qui est propice a I’absorption des radicaux libres, ces derniers ont

une tres forte Propriété antioxydante. (Liu et al., 2012)

B. Flavones

Les flavones sont abondantes dans les plantes supérieures ou dans les aglycones ou
glycolyses. Certains sont responsables de I’aspect blanc ou ivoire de certaines fleurs, comme
les roses et les ceillets. Ils ont une activité physiologique importante, notamment des

propriétés antimicrobiennes et antivirales (Stafford, 1990).

C.Flavanones

Les flavanones ont une structure similaire aux flavones, mais ils ne sont pas visibles
dans un hétérocycle insaturé. Flavanones dans les aliments on les trouve dans les tomates,
certaines plantes comme la menthe et se produisent en grande quantité dans les agrumes.
Les aglycones les plus importants sont la naringénine pamplemousse, hespéridine dans

I’orange et eriodictiol dans le citron (Adouane, 2016 ).
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C. Isoflavones
Les produits a base de soja sont la principale source alimentaire des isoflavones,
glycosylé ou non. On les trouve aussi dans les Iégumineuses (Iwashina, 2000).

E. Flavanols

Les flavanols existent sous forme de composés chimiques. Les unités les plus simples
sont les catéchines, ou des polymeres appelés proanthocyanidines. On le trouve le plus
souvent dans les fruits comme les abricots, les baies, le thé vert et le chocolat. (Artset al.,
2000).

II1.3. Effets biologiques des flavonoides
A. Activité antioxydante

Plusieurs etudes ont montré que les flavonoides de différentes sources végétales
agissent comme des antioxydants efficaces encore plus que la vitamine C (Alothmane et
al.,2009), ces composés peuvent prevenir les dommages oxydatifs par différents
mécanismes d'action : soit en éliminant les radicaux hydroxyles, superoxydes, alkyles et
les peroxydes (Hodek et al., 2002), soit en chelatant les métaux (fer et cuivre), qui sont
d'une grande importance dans l'initiation des reactions radicalaires, soit en inhibant les
enzymes responsables de la formation des radicaux libres, comme la xanthine oxydase, la

cyclooxygénase et la lipoxygénase (Dicarlo et al., 1999 ; Sarni et Cheynier, 2006).

B. Activité anti-inflammatoire et I’effet sur le systeme immunitaire

De nombreuses études montrent que les flavonoides ont des propriétés anti-
inflammatoires (Huck et al., 2000 ; Chen et al., 2008) et qu'ils sont capables de moduler
la fonction du systéeme immunitaire (Raffaelli et al., 1997). Les flavonoides sont de
puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T (Loo et al., 1989 ; Waridel
et al., 2001). Certains d'entre eux, comme la quercétine, la myricétine, I'apigénine et la

chrysine, ont des effets anti-inflammatoires par inhibition enzymatique.

C. Activité antivirale

Les flavonoides se sont révélés étre de bons inhibiteurs de la "transcriptase inverse".
Cependant, leurs effets semblent étre plus forts sur 'ADN et I'ARN polymérase de la cellule
hote que sur la transcriptase inverse virale (Langewld et Schmutterer, 1992; Wilps et al.,
1992). D'autres chercheurs ont montré que les flavonoides peuvent avoir un effet plus

sélectif
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en interagissant avec la glycoprotéine de surface (Gp 120) du VIH, empéchant le virus
de se lier a la cellule hote (Tail, 1998).

D. Activité antibactérienne

Les flavonoides peuvent avoir des effets antibactériens. En effet, ils inhibent la
croissance de différents types de bactéries telles que Staphylococcus aureus (Babayi, 2004).
Escherichia coli (Ulanawska, 2006). Enterococcus feacalis, Enterobacter cloacea...
(Didrak, 1999). Certains articles mentionnent que les flavonoides extraits avec du méthanol
ont un effet sur certaines bactéries. C'est le cas des flavonoides de Linanum capitatum contre

Staphylococcus aureus (Sivakumaran, 2004).

E. Activité anti-cancérogéne

Des études mettent en évidence l'effet protecteur des flavonoides contre les
promoteurs tumoraux (Kato et al., 1983). Par exemple, I'effet antitumoral de la quercétine
peut s'expliquer par son interaction avec le complexe calcium-calmoduline, qui joue
également un réle dans le mécanisme d'action de nombreux promoteurs tumoraux
(Nishino et al., 1996). Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes impliquées dans

I'activation des procarcinogenes en intermédiaires mutagenes (Obermeier et al., 1995)

IIL.4. Tanins

Ce sont des substances d'origine veégétale non azotée a structure polyphénolique,
solubles dans I'eau, I'alcool, I'acétone, légerement soluble dans I'éther, a un godt astringent,
a les caractéristiques communes de la peau brdlée par le soleil, et la rend antiseptique
et imperméable en se liant aux protéines. Leur poids moléculaire varie de 500 a 3000.
Chez les plantes, les tanins existent a I'état complexe ; certains sont liés a des sucres
appelés tannosides. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes : Les

tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneteon ; 1993)
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A. Tannins hydrolysables

Les tanins hydrolysables Comme leur nom l'indique, ils se caractérisent par le fait
qu'ils s'hydrolysent facilement en milieu acide et alcalin ou sous l'action d'enzymes comme
les tannases (Quideau ; 2009). Il libére alors une fraction non phénolique (souvent glucose
ou acidequinique) et une fraction phénolique composée principalement d'acide gallique dans

le cas des gallotanins ou d'un dimére d'acide gallique, dans le cas des ellagitanins (figure
05) (Radhia; 2010).

o

ﬁi
Ho : o-‘\@i

Figure 5 : Structure chimique d’un tanin hydrolysable (Bennick, 2002)

B. Tanins condensés

Les tanins condensés, également appelés proanthoganidines ou tanins catéchiques
sont des dimeres, des oligomeres ou des polymeéres de flavonoides. Ils se distinguent
essentiellement des tanins hydrolysables dans leurs molécules car ils ne contiennent pas de

sucres et ils ont une structure de type flavonoide (figure 06) (Bruneton, 1999).

Figure 6 : Structure chimique d’untanin condensé (Vermerris et Nicholson,2006).
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C. Effets biologiques des tannins

> Les tanins possédent certaines propriétés astringentes, ce qui explique leurs
propriétés Vas protectrices, cicatrisantes et anti diarrhéique. (Hennebelle et al.,
2004).

> Les tanins caté chiques ont une capacité anti oxydante tres prononcée en raison de
leur noyau phénolique et de la présence de groupes di- ou tri-hydroxyle et méta-
5,7-dihydroxyle sur le cycle B de la boucle A. (Rahman et al., 2006).

» Les plantes riches en tanins resserrent les tissus mous tels que les varices, drainent
les sécrétions excessives telles que la diarrhée, réparent les tissus endommageés par
I'eczéma et les brhlures (Smythies, 1998), et sont utilisées pour arréter et stopper les
saignements. Lutte contre les maladies infectieuses (Zimmer et Cordesse, 1996 ;
Smythies, 1998 ; Bruneton, 1999).

> Les tanins ont de fortes proprietés antibactériennes, inhibant la croissance des
bactéries qui causent diverses infections humaines, notamment E. coli, Helicobacter
pylori et Proteus mirabilis (Chattejée et al., 2004 ; Leitao 2005). L'inhibition
bactérienne par les tanins dépend souvent de leur structure et du degre de

polymérisation (Sivakumaran, 2004).

IT1.5. Propriétés et intéréts des polyphénols
A. Chez les végétaux

Les composés phénoliques jouent un role important dans divers domaines de la
physiologie végétale et leur interaction avec I'environnement physico-chimique et
biologique. Les pigments phénoliques (anthocyanes, flavonols, pigments de brins) sont
impligués dans la coloration des organes végétaux. Les polyphénols participent aussi a la
protection des plantes contre les agressions environnementales telles que les rayons UV, les
insectes, les champignons ou les maladies (Geeet Johnson, 2001). L'implication des
composés phénoliques dans les interactions entre plantes et microorganismes est un autre
domaine ou les connaissances ont fait des progres spectaculaires. (Sarni-Manchad et
Cheynie, 2006)

B. Chez ’Homme
Des études épidémiologiques et des expériences in vitro ont montré que les
polyphénols ont diverses activités biologiques (Tableau VI1) (Dos santos, 2006 ; Xiao et

al., 2007). lls participent a la prévention de nombreuses maladies telles que le cancer et
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Maladies cardiovasculaires. Leurs effets sur la santé dépendent de la quantité consommeée et
de leur biodisponibilité (Manach et al., 2004)

Tableau V: Propriétés biologiques de quelques polyphénols dans 1’organisme (Macheix
et al., 2005; Brunteon,1993; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

Polyphénols Activités biologiques

Anti-oxydantes
Antitumorales
Phénols b Antifongiques
Anti-inflammatoires

Antitumorales
Antiparasitaires
Antibactériennes
Anticarcinogénes
Flavonoides Anti inflammatoire
Antivirale
Anti-oxydantes,
Antiallergiques

Anti-oxydantes

Tannins Antidiarrhéiques
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Chapitre 11 Matériels et méthodes

I. Objectif du travail

Ce travail expérimental a été réalisé au laboratoire de Microbiologie 4 de la faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie, a I’université Abderrahmane Mira de Bejaia. Il a
pour objet I’évaluation de I’effet antibactérien de deux plantes médicinales « 1’églantier »
et « la ronce » sur des trois genres de bactéries (Staphylococcus aureus, Escherichia coli

et Bacillus subtilis).

I1. Matériels et méthodes
I1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuilles de deux plantes médicinales
sélectionnées en tenant compte de leurs utilisations thérapeutiques dans la médecine

populaire.

II.1.1. La récolte des plantes
La récolte des deux plantes « L’églantier et la Ronce » a été effectuée durant la

période du mois d’avril 2023, dans la région de « Bouhoual » a Bejaia.

I1.1.2. Le traitement des échantillons
A. Lavage
Les deux plantes ont été lavées par 1’eau de robinet pour éliminer les grosses

particules présentes, puis rincées avec de I’eau distillée pour éviter toute trace d’impuretés.

B. Séchage
Apreés lavage, La matiere végétale a été séchée naturellement a 1’abri de la lumiere,
a température ambiante (26°C) durant 5 jours. Une fois séchée, on sépare les tiges, les

feuilles et les fleurs de la pulpe.

C. Broyage
Aprés séchage, les feuilles ont été broyée s a ’aide d’un broyeur électrique jusqu’a

obtention d’une poudre fine, qui a servi pour la préparation des extraits.

D. Conservation

Les poudres obtenues ont été conservées dans des flacons en verre a I'abri de la
lumiére jgpi1 moment de préparation des extraits pour préserver leur qualité initiale (figure
7.
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Figure 7 : Présentation des poudres obtenues apres broyage des feuilles de la ronce et de

I’églantier

I1.2. Souches bactériennes

L’effet antibactérien des extraits étudiés a été testé sur des bactéries a Gram négatif
Escherichia coli et des bactéries a Gram positif Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis (tableau VI).

» Staphylococcus aureus (S.aureus) (Gram+) : Bactérie qui provoque des
intoxications alimentaires, des infections locales et dans certains cas extrémes
des septicémies chez les sujets ayant subi une greffe ou des protheses

cardiaques implantées (Delphine, 2008).

> Bacillus subtilis (B. subtilis) (Gram+) : Les bacilles sont des batonnets droits
aux extrémités carrées. Endospores rondes de différentes tailles. La plupart sont
des péri- flagellés mobiles et portuaires (Prescott et al., 2003). Cette bactérie a
portée I’avantage d’un génome entiérement Séquencé et d’une manipulation

génétique facile (Zhu et Sturke,2018).

» Escherichia coli (E. coli) (Gram-) : Bactérie caractérisée par la formation de
spores anaérobies non facultatives, présente dans l'intestin et les féeces des
animaux a sang chaud et des reptiles et dans le microbiote intestinal (Tenaillon,
2010).
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Tableau VI : Les bactéries cibles utilisées

Souche bactérienne Code

e P74

Bacillus subtilis e BN7

e SRYs

oE colil

Escherichia coli eE.coli 2

eE.coli 3

S, aureus 1

Staphylococcus aureus eS.aureus 2

¢S .aureus 3

I1.3. Matériel non biologique

Boite de pétri, milieux de cultures, Tubes a essais, Béchers, Agitateur Vortex,
Plaque chauffante, bain marie, Balance, Spatule, Erlenmeyer, Entonnoir, Papier filtres,

Flacons en verre ...etc. (Annexe 01)
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I11. Extraction des composés phénoliques

Une variéte de solvants tels que le méthanol, I'éthanol et I'eau distillée peuvent étre

utilisés pour I'extraction des composes phénoliques.

IIL.1. Extraction a I’eau distillée

Des extraits aqueux ont été obtenus par macération dans de I'eau distillée, a partir
de laquelle 10 g des deux poudres des feuilles de 1’églantier et de la ronce ont été dissous
dans 100 ml d'eau distillée sous agitation douce pendant 24 heures a température
ambiante. Le mélange est ensuite filtré sur papier filtre Wattman pour obtenir un filtrat.
Le filtrat est conservé dans des flacons en plastique aseptiques a bouchons rouges au
réfrigérateur pendant 24h.

II1.2. Extraction par solvants organiques
A. Extraction au méthanol

Des extraits méthanoliques ont été prépares par macération de poudres des deux
plantes dans du méthanol (10 g de la poudre d’églantier a été dissoute dans 40 ml de
méthanol et 5g pour la ronce dans 20 ml du methanol) sous agitation douce pendant 24h a
température ambiante. Le mélange est ensuite filtré sur papier filtre wattman pour obtenir
un filtrat, qui est évaporé sec et stocké a 4°C dans des flacons. Le filtrat sec obtenu aprés

évaporation est dilu¢ avec 2 ml de I’eau distillée.

B. Extraction a I’éthanol

Des extraits éthanoliques ont été preparés en faisant macérer les poudres des deux
plantes dans de I'éthanol (10 g de la poudre de 1’églantier pour 40 ml de 1’éthanol et 59
de la ronce pour 20 ml de 1’éthanol) en agitant a température ambiante pendant 24
heures. Apres 1’extraction, les solutions obtenues sont filtrées en utilisant du papier
Wattman pour éliminer les particules solides indésirables et pour obtenir des filtrats qui ont
été évaporés a 1’¢tuve sous vide pur éliminer le solvant organique et stocké a 4°C dans
un flacon en plastique. Apres évaporation le filtrat sec est dilu¢ avec 2ml de I’eau distillée

pour obtenir un volume de composés phénoliques.
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IV. Test antimicrobien avec la poudre de I’églantier

Les poudres d'églantier et de ronce obtenues aprés broyage ont été directement testée sur
les souches bactériennes cibles . Tout d'abord, une suspension bactérienne de 10’
UFC/ml a été préparée a partir de colonies bactériennes fraiches de chaque souche. La
gélose MH a été versée dans des boites de pétri a double compartiments. L'inoculation
des bofites se fait par écouvillonnage, les boites sont séchées devant le bec benzéne, 0,04
g de chaque poudre est mise a la surface de la gélose et incubé a 37°C pendant 24

heures.

V. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de I’églantier et

de la ronce

V.1. Préparation des souches bactériennes

Des cultures fraiches d’une concentration cellulaires de 10° UFC/ml de bactéries
cible ont préparées a partir des colonies obtenues aprés ensemencement et incubation
a I’étuve pendant 24h a 37C°.

V.2, Testdes puits
La méthode des puits également appelée méthode de diffusion en milieu gélosg, est
une technique couramment utilisée pour évaluer l'activité d'un extrait de plante

meédicinale sur des bactéries pathogenes. Elle consiste a :

» Verser une couche tres fine de gélose nutritive (GN) dans une bofite de Pétri.
Aprés solidification, une deuxiéme couche de gélose Mueller Hinton

(MH) est versée.

» Les puits sont formeés a la surface de la gélose a l'aide des embouts bleus

stériles.

» Un volume de 100 pl de chaque extrait Aq des deux plantes est déposée

dans les puits préalablement formés.

» Les boites de Pétri contenant la gélose et les puits sont incubées a 37 °C,

pendant 24Hpour permettre la croissance bactérienne.
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> Apreés l'incubation, la sensibilité des bactéries a I'extrait de plante est évaluee
en mesurant les zones d'inhibition de la croissance bactérienne autour des
puits. Les zones claires indiquent une inhibition de la croissance bactérienne,
tandis que I'absence de zone d'inhibition indique une absence d'activité

antimicrobienne. Les zones d'inhibition sont mesurées avec une régle.

V.3. Test des disques

La méthode de diffusion sur disque est généralement utilisée comme test préliminaire

pour étudier l'activité antibactérienne, suivie de méthodes plus détaillées.

On utilise dans cette méthode, le papier filtre découpé sous forme de disques
circulaires environ 6 mm de diameétre, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a
mesurer. Les suspensions bactériennes ont éte étalées a la surface de la gélose MH avec

des écouvillons.

A T’aide d’une micropipette, et on préléve 25 pl d’extrait, puis on dépose chaque
quantité prelevée sur le disque enfin les boites de pétri sont incubées pendant 24 heures a
37°C, Dl’expérience est répétée deux fois pour chaque extrait et pour chaque espéce
bactérienne. La lecture des résultats s’est faite 24 h aprés I’incubation, par la mesure

des diameétres des zones d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une regle en(mm).
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I.1. Résultats du test antimicrobien avec la poudre
Apres incubation, les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés et les resultats
sont représentes dans la Figure 9. La présence des zones d’inhibition indique que la poudre

de I’églantier possede un effet anti bactérien vis-a-vis les 3 souches de B. subtilis testées.

Figure 8 : Photo représentative des zones d’inhibitions de la poudre d’églantier et de la
ronce sur 3souches de B. subtilis

1.2, Résultats du test des puits
Les résultats du test des puits effectués sur 3 souches de B. subtilis, représentés dans
la figure 12 et le tableau VII, montrent que les extraits aqueux des deux plantes exercent des

effets antibactériens.

Tableau VII: Mesure du diametre des zones d’inhibitions de I’extrait aqueux de

I’églantier et de la ronce vis-a-vis 3 souches de B. subtilis

Souc Plantes Ronce Eglantier
BN7 12,5mm 7,5mm
SRYs 10 mm 8,5mm
P74 15,5mm 13,5mm
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> Le test des puits a été fait pour une deuxiéme fois en utilisant les extraits
aqueux des deux plantes mais en neutralisant leur pH avec du NaOH pour voir si le pH de la
solution aqueuse influence vraiment I’inhibition de la croissance bactérienne. Les pH testés
sont 4,24 et 7 pour 1’églantier et 4,84 et 7 pour la ronce le test a été refait sur 9 souches
bactériennes, 3souches de B. subtilis,3 souches de E. coli et 3 souches de S. aureus (Figure
10).

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Escherichia coli

Figure 9 : Photo représentative des zones d’inhibition des 9 souches vis-a-vis I’extrait

aqueux des deux plantes

Les diamétres des zones d’inhibition des extraits aqueux neutralisés et non neutralisés
de la ronce et I’églantier, vis-a-vis E. coli, S. aureus et B. subtilis sont résumés dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau VIII: Mesure du diameétre des zones d’inhibition de la croissance de E. coli, S.

aureus et B.subtilis vis-a-vis les extraits aqueux de la ronce et I’églantier (mm)

Extrait

Souche Neutralisé Neutralisé
SRY 5 mm / 16 mm 10 mm
BN7 11 mm / 8 mm /
P74 / / 6 mm /
Ecolil 5mm 10 mm 15 mm 8 mm
E coli2 10 mm 10 mm 10 mm 11 mm
Ecoli3 3 mm 10 mm 10 mm 5mm
S aureus 1 / / / 3mm
S aureus 2 / / 10 mm 8 mm
S aureus 3 8 mm / 12 mm 6 mm

D’aprés le tableau, les souches de B. subtilis sont résistantes a I’extrait aqueux de
I’églantier, neutralis¢ ou non neutralisé¢, a I’exception de la souche BN7 (11 mm).
Concernant E. coli, I’extrait aqueux neutralisé a donné une zone d’inhibition d’un diamétre
de 10 mm pour les 3 souches étudiees. Alors que I’extrait aqueux de I’églantier non

neutralisé a exprimé un effet antibactérien seulement vis-a-vis la souche 2 (10mm).

Les 3 souches de S. aureus n’ont montré aucune zone d’inhibition ce qui traduit la
résistance de ces souches aux extraits de ’églantier neutralisé et non neutralise. Pour les
extraits de la ronce, les extraits neutralisé et non neutralisé ont un effet antibactérien contre
B. subtilis mai seulement vis-a-vis la souche SRY. En revanche, I’extrait non neutralisé de
la ronce est plus puissant que I’extrait neutralisé, contre les souches de E. coli et S. aureus

étudiés

Le test des puits a été réalisé aussi en utilisant les extraits méthanoliques et
éthanoliques des deux plantes sur 6 souches bactériennes (3 souches de E. coli, et 3 souches

de S. aureus) et les résultats sont montrés dans la figure 9 et le tableau VIII.
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Figure 10 : Résultats du test des puits avec les extraits méthanoliques et éthanoliques

vis-a-vis S.aureus et E.coli

Tableau IX : Mesure des zones d’inhibition de S.aureus et E.coli vis-a-vis les E.M et

E.ETH
Souches _ _ _
) S.aureus 1 | S.aureus 2 | S.aureus 3| Ecoli 1 E coli 2 E .coli 3
Extraits
Ethanol 6mm 7 mm / 6mm 9mm 4 mm
Méthanol 8 mm 8 mm 11 mm 7mm 1mm /

L’analyse des résultats a révélé la résistance des souches de S. aureus et E. coli aux

extraits éthanoliques et méthanoliques étudies, excepté la souche 3 de S. aureus qui a

dévoilé un diametre d’inhibition de 11mm.

I.3. Résultats du test des disques

L’activité antibactérienne des extraits aqueux des deux plantes, I’églantier et la ronce,

a été analysée aussi par la méthode des disques vis-a-vis 3 souches de E. coli, 3 souches

de S. aureus et 3 souches de B. subtilis. Les résultats sont exposés sur la figure 12 et le

tableau IX.
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Figure 11 : Résultats du test des disques sur Ecoli, B.subtilis et S.aureus

Tableau X : Mesure du diamétre des zones d’inhibition de la croissance des trois souches

avec la méthode du disque (I’eau distillée) (mm)

Plantes Souches |S.aureus 1|S.aureus2| S.aureus 3| E.colil | E.coli2 |Ecoli3| BN7| P74 SRYS

La ronce 6 mm / 6mm / 4mm / 6mm /
mm

L’églantier
/ / / / / 7mm / / /

Les résultats obtenus suggerent une résistance de toutes les souches étudiées a I’effet

inhibiteur des extraits aqueux des deux plantes.
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I1. Discussion des résultats

Dans cette présente étude, le choix de 1’églantier et la ronce se justifie par la
panoplie d’investigations, corrélées a des connaissances ancestrales, qui ont démontré les
effets thérapeutiques de ces plantes, notamment Le pouvoir anti-inflammatoire,
antioxydant, et antidiabétique.

Ses effets pharmacologiques ont été attribués aux métabolites secondaires et
principalement aux composes phénoliques. L’extraction réalisée dans cette étude est
une extraction solide-liquide, par macération d’une Quantité de poudre de plante dans
I’eau, le méthanol ou I’¢thanol. Ces solvants connus a extraire les composés
phénoliques, solubilisent les composés phénoliques moyennement polaires et entraine
des substances lipophiles résiduelles (Cowan, 1999).

Des études récentes ont montré que des facteurs externes tels que les facteurs
geographiques et climatiques, la saison de récolte et 1’organe utilisé des plantes, et des
facteurs internes tels que les facteurs génétiques, la maturité des plantes et le temps de
stockage ont un impact important sur leur teneur en composes phénoliques (Falleh et al.,
2008).

La technique de diffusion en milieu solide appelée aussi méthode des disques ou des
puits, est base sur la technique utilisée en bactériologie médicale nommée antibiogramme.
Le principe de cette technique repose sur la diffusion de composés antimicrobiens en
milieu solide, dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, apres un certain temps
de contact entre le produit et le microorganisme, 1’activité de la substance
antimicrobienne sur les germes étudiés est évaluée par la mesure d’une zone d’inhibition
(mm) (Kaloustian et al., 2008).

Dans cette étude, le criblage des propriétés antibactériennes des échantillons de
Rosa canina et Rubus fruticosus, suggérant que ces extraits ont une activité
antibactérienne mais la sensibilité varie entre toutes les souches bactériennes Gram (+)
et Gram (-). Cela a été confirmé par la neutralisation du pH qui a démontré la diminution

de I’effet antibactérien de ces extraits.

Cette variabilité de l'efficacité des extraits de plantes peut dépendre de leur
composition chimique qui peut étre lié a la polarité des substances biologiquement actives.

Un composé moins polaire comme les flavonoides, sans groupe hydroxyle OH, est plus
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efficace que les agents antimicrobiens avec hydroxyle (Cowan, 1999). Il a été signalé
aussi par Wen et al., (2003) que le contact direct des composés phénoliques avec les
peptidoglycanes de la paroi des bactéries a Gram (+) conduit a la perte de leur rigidité
ce qui provoque la lyse de ces dernieres sous la pression osmotique provoquant ainsi

I’altération de leur membrane cellulaire.
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Conclusion et perspectives

Le but de cette étude est d'‘évaluer l'activité antibactérienne de deux plantes
médicinales Rosa canina et Rubus fruticosus. Les plantes médicinales constituent une
source importante de composés phénoliques et d'agents antibactériens naturels qui peuvent

étre utilisés dans le traitement des maladies infectieuses et autres.

L'activité antibactérienne a été déterminée par la méthode des puits et la méthode des

disques.

Les résultats montrent que les trois extraits (aqueux, hydro-méthanolique, Hydro-
éthanolique) des deux plantes ont une activité antibactérienne contre S. aureus, E. coli et
B.subtilis. Donc ses souches eprouvent de la sensibilité vis a vis de ces extraits. Sur la base
des résultats obtenus, nous concluons que les deux especes etudiées «Rosa canina et Rubus
fruticosus » contiennent des composés phenoliques qui ont un effet antibactérien tres

intéressant qui leur conferent la capacité d'étre utilisée comme agents antibactériens.

D'un point de vue, il serait trés intéressant de poursuivre cette étude in vitro par une
expérimentation in vivo pour s'assurer de sa parfaite innocuité dans le modele animal
sélectionné. En outre, il convient d'envisager d'étudier d'autres propriétés et effets
biologiques de ces extraits en utilisant d'autres méthodes, a savoir I'ébullition, I'infusion et
I'extraction avec d'autres solvants organiques avec d'autres souches bactériennes et especes
fongiques, et en testant plusieurs échantillons de cette espece de zones aux conditions
pédoclimatiques différentes. Il serait également tres instructif d'étudier la composition
chimique de l'extrait et de tester les effets isolés et synergiques des différents composants

des différents extraits de ces especes vegétales.
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Annexe 01
Réactifs et matériels utilisés

Appareillages Matériels Produits utilisés
Balance analytique Spatule Ethanol
Bain marie Erlenmeyer Meéthanol
Plaque chauffante Papier aluminium Eau distillée

Etuve

Vortex

Entonnoir
Papier filtre
Flacons enverre
Flacons en plastique
Tubes a essais
Porte tubes
Eprouvettes graduées (25ml
et 50ml)

Bechers
Boites de pétri

Composition des milieux de cultures

Annexe 02

Mueller Hinton

Bouillon nutritif

Infusat de viande
Hydrolysat de caséine
01.5g/I
Extrait de levure ~ 01g/I
Eau distillée 1000ml

pH =74

Amidon

02.0g/l
17.59/1

Peptone

pH =74

Extrait de viande
Extrait de levure

10g/1
Chlorure de sodium 05g/I

02¢g/1
05¢g/1

Composition gélose nutritive

Ingrédients gramme/litre
Tryptone 5,09

Extrait de viande 1,09

Extrait de levure 2,09
Chlorure de sodium 509

Agar bactériologique 120¢g
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Annexe 03
Préparations des milieux de cultures

Le milieu MH : Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 38 g
du milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée jusqu’a 1’obtention d’une suspension
homogene et chauffer sur la plaque chauffante, répartir ensuite dans des flacons en verre et

enfin stériliser & ’autoclave a 121°C pendant 15 min.

Le bouillon nutritif : Pour la préparation du bouillon nutritif, il suffit de mélanger 2,6 g du
milieu déshydraté dans 200mld’eau distillée jusqu’a I’obtention d’une suspension
homogene et le conserver par la suite dans un flacon en verre et enfin le stériliser a

I’autoclave

Le milieu GN : Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 8 g du
milieu déshydraté dans 1 L d’eau distillée jusqu’a I’obtention d’une suspension
homogeéne et chauffer sur la plaque chauffante, répartir ensuite dans des flacons en verre et

enfin stériliser a I’autoclave a121°C pendant 15 min.
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Etude de Ueffet antibactérien de deux plantes médicinales
« Rubus fruticosus et Rosa canina »

Résume

Rubus fruticosus et rosa canina sont des plantes médicinales appartenant a la
famille des Rosacées,Ces deux plantes sont riches en métabolites secondaires et c’est ce
qui nous a conduit a procéder a leurs extractions a partir de feuilles par I’eau distillée,
le méthanol et 1’éthanol. L'objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’activité
antibactérienne des extraits aqueux, méthanoliques et éthanoliques des deux espéces en
utilisant la méthode des puits et la méthode des disques avec les extraits sur neuf souches
bactériennes a Gram- et a Gram+ (Baccilus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli,). Les résultats obtenus suggérent une résistance de toutes les souches étudiées a 1’effet
inhibiteur des extraitsaqueux des deux plantes. Les souches de S. aureus et E. coli ont révélé
une résistance aux extraits éthanoliques et méthanoliques étudiés, excepté la souche 3 de

S. aureus qui a dévoilé un diamétre d’inhibition de 11mm. L'activité
antibactérienne a été principalement attribuée aux métabolites secondaires de ces deux
plantes. Ces résultats pourraient justifier leur utilisation dans le traitement de certaines

maladies d'origine bactérienne.

Mots-clefs : Rubus fruticosus, Rosa canina, activité antibactérienne,  métabolites

secondaires

Abstract
Rubus fruticosus and rosa canina are medicinal plants belonging to the Rosaceae
family. Both plants are rich in secondary metabolites, which led us to extract them from
leaves using distilled water, methanol and ethanol. The aim of this study is to evaluate
the antibacterial activity of agqueous, methanolic and ethanolic extracts of the two species,
using the well method and the disc method with extracts on nine Gram- and Gram+

bacterial strains (Baccilus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,).

The results obtained suggest that all the strains studied were resistant to the
inhibitory effect of the aqueous extracts of the two plants. S. aureus and E. coli strains
showed resistance to the ethanolic and methanolic extracts studied, with the exception
of S. aureus strain 3,which revealed an inhibition diameter of 11mm. Antibacterial
activity was mainly attributed to the secondary metabolites of these two plants. These

results could justify their use in the treatment of certain bacterial diseases.

Key words: Rubus fruticosus, Rosa canina, antibacterial activity, secondary metabolites.
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