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Introduction

L’utilisation des plantes médicinales s'inscrit dans le mouvement le plus large du
développement de la médecine traditionnelle vue leurs nombreuses propriétés, et leur capacité
aproduire une variété de substances intéressantes, dont les antimicrobiens (Robard, 2004).

Durant cette derniére décennie, le recours a la médecine traditionnelle a connu un
regain dattention et un intérét croissant dans le monde médica (Ju et al., 2004) car
I'efficacité des médicaments, tels que les antibiotiques, considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves, décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés
aux meédicaments et leurs résistent de plus en plus (Larousse, 2001 ; de Billerbeck, 2007),
d ou I'importance d’ orienter les recherches vers de nouvelles voies, notamment les végétaux
gui ont toujours constitué une source d'inspiration de nouveaux médicaments. D’ ailleurs, plus

de 6000 antibiotiques d origine végétale ont été découverts (Keitaet al., 2004).

Plusieurs especes végétales sont connues depuis longtemps pour leurs effets
antimicrobiens. De ce fait, les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse
naturelle trés importante dont la vaorisation demande une parfaite connaissance des

propriétés a mettre en valeur (Ouraini et al., 2007).

En Afrique, la médecine traditionnelle constitue le support fondamental pour la
pratique de la médicine dans les zones rurales. L’ usage des extraits de plantes contenant des
constituants bioactifs est devenu une approche tres importante dans |la médecine préventive
(Keitaet al., 2004). En effet, 'OMS (2002) estime que, pour se soigner, 80% de la population
africaine recourt toujours a la médecine traditionnelle, pour laquelle la majeure partie des
thérapies implique I'exploitation des principes actifs des plantes médicinales. Ces espéces
végétales d'aussi grande importance pour la santé des populations méritent d'étre étudiées

scientifiqguement pour leur meilleure utilisation (Biyiti et al., 2004).

L'objectif de ce travail est I'évaluation de I'activité antibactérienne des extraits et des

fractions chromatographi ques de Pistacia lentiscus.
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Chap.l Synthése bibliographique

[.1. Phytothérapie et plantes médicinales

L’ histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’ évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, |I’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. L’ étude des activités biologiques des extraits
de plantes est d’un grand intérét ; en effet, les plantes constituent une source de substances
naturelles ayant un grand potentiel d application contre les insectes et d autres parasites
des plantes et du monde animal (Abdelwahed et al., 2007 ; Bouzouita et al., 2008).

Les plantes de facon générale et aromatiques en particulier, se caractérisent par
deux types de métabolismes. e métabolisme primaire fournit les constituants de base et le
métabolisme secondaire produit des métabolites en faibles quantités, mais dont les
applications dans différents domaines, en particulier a intéréts pharmaceutique et
cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance. Les huiles essentielles, les
alcaloides et les composés phénoligques font partie de ce deuxieme groupe de métabolites
(Farah et Abdelhafid, 2008).

Les propriétés medical es des plantes médicinal es dépendent de la présence d’ agents
bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques. Elles sont considérées
comme un véritable réservoir de molécules irremplagables (Okigbo et Ajalie, 2005 ;
Ozcelik et al., 2005 ; Ouraini et al., 2005 ; Kumaraswamy et al., 2008).

L’ Organisation mondiale de la santé (OMS) définit la médecine traditionnelle
comme une médecine comprenant «diverses pratiques, approches, connaissances et
croyances sanitaires intégrant des médicaments a base de plantes, d’animaux et/ou de
minéraux, des traitements spirituels, des techniques manuelles et exercices, appliqués seuls
ou en association afin de maintenir le bien-étre et traiter, diagnostiquer ou prévenir la
maladie» (Robard, 2004).



Chap.l Synthése bibliographique

I.1.1. Principes actifs des plantes médicinales

Les métabolites secondaires sont des composés appartenant a des groupes
chimiques extrémement divers. Chacun de ces groupes renferme une trés grande diversité
de composés qui possedent une trés large gamme d activité en biologie humaine
(Bruneton, 1999). IIs représentent généralement moins de 10% des métabolites totaux de la
plante, issus généralement de précurseurs tels que les sucres, I’ acétyle CoA, les nucléotides
et les acides aminés (Kintzios et Barberaki, 2004).

I.1.2. Activités biologiques des plantes médicinales

Les plantes médicindes ont montré a travers plusieurs études des activités
biologiques trés importantes pour |’ organisme, a savoir |’ activité antioxydant (Tepe et al.,
2006 ; Wong et kitts, 2006 ; Albayrak et al., 2010 ; Kong et al., 2010b), anti-inflammatoire
(De Bruyne et al., 1999 ; Eldeen et al., 2005 ; Ranilla et al., 2010), anti-ulcére (De Bruyne
et al., 1999), anti-cancer (Le marchand, 2002 ; Shang et al., 2010 ; Kong et al., 2010b),
anti-parasitaire (Lopez et al., 2001 ; Atindehou et al., 2004), anti-fongique (Navarro-
Garciaet al., 2003 ; Kordali et al., 2003 ; Zhang et al., 2006 ; Naili et al., 2010), anti-virale
(Smdambiwe et al.,1999 ; Lopez et al., 2001; Zovko Konci¢ et al.,, 2010) et
antibactérienne (Basile et al., 1999 ; Cottiglia et al., 2001 ; Kunle et al., 2003; Khattak et
al., 2005; Cushnie et Lamb, 2006; Punitha et al., 2008; Castro-Vargas et al., 2010 ; Khadri
et al., 2010).

[.1.3. Activité antibactérienne des plantes médicinales

Les plantes peuvent résister a l'attaque des parasites en utilisant plusieurs
mécanismes de défense dont la synthese de composés a activité antimicrobienne, appelés
phytoalexines, qui appartiennent a une large gamme de produits de différentes classes
chimiques incluant; les alcaloides, les huiles essentielles et les composes phénoliques
(Wang et al., 2008).

Les plantes médicinales sont connues pour leur propriété de produire certains
composeés chimiqgues naturellement toxiques pour les bactéries (Basile et al., 1999; Rauha,
2001). De nombreux chercheurs ont testé |’ activité antibactérienne des extraits de plantes
médicinales ainsi que des substances pures d’ origine végétale sur de nombreuses souches

bactériennes pathogenes pour I’'Homme (Basile et al., 1999; Cottiglia et al., 2001 ; Kunle
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et al., 2003 ; Khattak et al., 2005 ; Cushnie et Lamb, 2006 ; Jimoh et al., 2010 ; Quilez et
al., 2010).

La plupart des études effectuées pour la mise en évidence ou pour la confirmation
de I’activité antibactérienne des extraits de plantes médicinales ont été suivie par des
études de caractérisation des substances bioactives. On attribue, généralement, al’ activité
antibactérienne de la plante plusieurs principes actifs tel que les huiles essentielles
(Navarro et al., 1996; Delaquis et al., 2002; Tepe et al., 2006 ; de Ledn et al., 2010), les
alcaloides (Cowan, 1999; Pennachio et al., 2005; Nenaah, 2010) et les composes
phénoliques (Navarro et al., 1996 ; Cowan, 1999; Rauha, 2001 ; Nostro et al., 2000 ;
Voravuthikunchai et al., 2005 ; Cushnie et Lamb, 2006 ; Zhang et al., 2010).

|.2. M étabolites secondair es et activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des métabolites secondaires est étroitement liée a la

diversité de leur structure chimique (Orhan et al., 2007).

[.2.1. Alcaloides

Ce sont des composés azotés hétérocycliques, structurellement diversifiés; ils
sétendent de simples structures aux plus complexes, dont la plupart dérivent des acides
aminés (Bandaranayake, 2002 ; Kita et Uemura, 2006 ; Marasco et Schmidt-Dannert,
2007). Le premier acaoide utilise dans le domaine médical était la morphine, isolée en
1805 de I’opium «Paver somniferun. Le mot morphine (Fig.01) vient du grec Morpheus,
ce qui signifie ‘le Dieu des réves . La codéine et I'héroine sont les deux dérivés toxiques
de la morphine (Samy et Gopalakrishnakone, 2008). En effet, ces alcaloides ont attiré une
attention considérable due a leurs propriétés medicinales et toxiques. Ils sont en regle
générale, insolubles dans |’eau, mais solubles dans certains solvants tels que I’alcool,
I” éther, le chloroforme,...etc (Onslow, 1920).

N
J"Ji_ _‘:E\,ll
' \J:r \}.LH\
N
;\ [ ) .
HO 0" 4 OH

Figure 01. Structure de la morphine (Dembitsky, 2008)
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Plus de 18.000 alcaloides différents ont été découverts dans plus de 300 familles de
plantes, micro-organismes, mycetes, invertébrés marins, insectes et d'autres organismes
(Kita et Uemura, 2006). La position de |'atome d'azote dans |e cycle de carbone varie avec
différents alcaloides et avec différentes familles de plantes, micro-organismes, et/ou
invertébrés. En fait, c'est la position précise de |'atome d'azote qui affecte les propriétés
biologiques de ces acaloides (Dembitsky, 2005).

Ils sont extrémement toxiques bien quils aient un effet thérapeutique marqué a
faible dose (Bruneton, 1999). Des acaloides purs, isolés de plantes et leurs dérivés
synthétiques sont utilisés en tant qu'agents universels pour leurs effets analgésiques,
antispasmodiques et bactéricides (Ciocan et Bara, 2007).

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’ effet antibactérien des alcaloides (Al-
Momani et al., 2007; El-Seedi et al., 2007 ; Delso et al., 2010 ; Nenaah, 2010; Yu et al.,
2010). Orhan et al., (2007) ont rapporté que tous les types d’ alcaloide semblent étre plus
actifs contre les bactéries Gram’ que les bactéries Gram®. Une forte activité antibactérienne
de la berbérine (Fig. 02) a été rapportée contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi, Enterococcus sp. et Serratia marcescens, montrant une meilleure activité que la
streptomycine a 50ug/ml par la méthode de diffusion sur disque (Orhan et al., 2007). Par
ailleurs, I'activité antimicrobienne de la berbérine est principaement attribuée a son
pouvoir de selier al'ADN (Stermitz et al., 2000; Gémez-Gaera et al., 2007).

[0 2o}
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Figure 02. Structure de la berbérine (Stermitz et al., 2000)
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Les extraits alcaloides de pyrrolizidine (Heliotropium subulatum) ont exercé une
activité antimicrobienne contre des espéces bactériennes et fongiques (Samy et
Gopalakrishnakone, 2008). Il a été montré que les alcaloides inhibent spécifiquement la
topoisomeérase 11 avec une IC50 de 59,1 uM sans affecter |’ activité de la topoisomeérase |
(Martinez-Luis et al., 2007 ; Samy et Gopalakrishnakone, 2008). Le fractionnement de
I’ extrait méthanolique de Samanea samana a mené a |'isolement d’ une fraction active qui a
enregistré une activité antibactérienne fortement significative in vitro avec des CMIs de 3 a
11 pg/ml contre les bactéries pathogenes pour I’'Homme (3 pg/ml pour Saphylococcus
aureus). Cette fraction active a été confirmée comme étant un alcaloide (Raghavendra et
al., 2008).

Les résultats obtenus par Souza et al. (2004) ont indiqué que la fraction alcaloide
des écorces de tige de Himatanthus lancifolius est active contre quelques microorganismes
pathogenes pour I’Homme : ¢’ est le cas de Staphylococcus aureus comprenant les souches
multirésistantes (MRSA) e Saphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli et Acinetobacter baumanii et quelques pathogénes des animaux tel que
Saphylococcus aureus canine. Cette activité a été attribuée a la présence des acaloides
indoliques (Souza et al., 2004). Les acaloides totaux de I’écorce de tige de Xylopia
frutescens présentent une modeste activité antibactérienne vis-a-vis de souches de
staphylocoques, de streptocoques et de Bacillus subtilis, mais aucune activité antifongique
N’ a été rapportee (Leboeuf et al., 1982).

La sceptrine (Fig.03) a éé rapportée pour avoir une activité antibactérienne
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa) et antifongique
(Candida albicans). Elle a démontré un effet bactériostatique plutbt qu’ un effet bactéricide
vis-a-vis de E. coli et induit la formation des sphéroplastes. Elle a un effet sur la paroi de
E. coli, démontré par un dégagement d’un matériel contenant de I'acide diaminopimélique
de haut poids moléculaire. Il a éé suggéré que la sceptrine perturbe la membrane de la
cellule et provoque lafuite du potassium (K™) suivi d’ une lyse des cellules procaryotes. La
formation des sphéroplastes peut refléter un effet sur la paroi cellulaire, qui se produit suite

a des dommages membranaires (Dembitsky, 2008).
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Figure 03: Structure de la sceptrine (Dembitsky, 2008)

[.2.2. Huiles essentielles

Dans la nature, les huiles essentielles (HE) sont produites par des plantes
comestibles, médicinales ; elles jouent un réle important dans leur protection comme
agents antibactériens, antiviraux, antifongiques, insecticides et contre des herbivores par la
réduction de leur appétit pour de telles plantes. Elles peuvent également attirer quelques
insectes pour favoriser la dispersion des graines de pollen ou repousser d'autres (Bakkali et
al., 2008).

Les HE, connues aussi sous le nom d'huiles volatiles ou éhérées sont des mélanges
complexes de composants oxygénés et des hydrocarbures de formule générale (CsHg) n.
Ces composes aromatiques sont généralement extraits par distillation ou par solvants, a
partir de différentes parties d'une plante ; les feuilles, les fleurs, la tige, les graines, les
racines et I'écorce (Burt, 2004 ; Schulz et al., 2004 ; Dembitsky, 2006 ; Bouaoun et al.,
2007 ; Vagionas et al., 2007 ; Bakkali et al., 2008 ; Batish et al., 2008 ; Benchaar et al.,
2008 ; Brenes et Roura, 2010).

L'utilisation des vertus antimicrobiennes des HE ne date pas d aujourd hui.
Plusieurs manuscrits tres anciens décrivaient déja de nombreuses recettes a base de plantes
et d huiles aromatiques que les prétres et les médecins employaient. L’ utilisation des HE
est liée a leurs différentes activités biologiques reconnues (Kanko et al., 2004) et ele
s effectue sur des bases scientifiques et rationnelles dans le but de mettre au point de
nouveaux produits a divers usages médical et cosmétique. En effet, dans la littérature,
plusieurs travaux de recherche ont prouvé leurs propriétés aromatisante, antimicrobienne,
antivirale, insecticide et leur toxicité réduite (Benjilali et al., 1986 ; Bassole et al., 2001 ;
Batish et al., 2008 ; Bourkhiss et al., 2007 ; Satrani et al., 2007 ; El Ajjouri et al., 2008 ;
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Kaloustian et al., 2008 ; Farah et Abdelhafid, 2008). D’ ailleurs, les HE font |’ objet d’ étude
pour leur éventuelle utilisation comme alternative aux traitements des maladies
infectieuses d origine bactérienne et fongique (de Billerbeck, 2007 ; Lefevre et al., 2008).

La complexité chimique des HE empéche |a reconnaissance de la part des germes
pathogenes et diminue ainsi le risque de dével oppement de résistance. Elles augmentent la
capacité défensive de I’organisme en rééquilibrant la flore intestinale et les fonctions

déficientes, voire une activité immunostimulante (de Billerbeck, 2007).

Les HE sont tres riches en composés a spécificité intrinseque qui définissent leurs
caractéristiques, exigeant certaines précautions d emploi. C'est par la synergie moléculaire
des huiles essentielles véritables, ¢’ est-a-dire non reconstituées synthétiqguement, que la
toxicité de ces molécules s avere toute relative car les effets des uns compensent et
équilibrent les effets des autres (Hilan et al., 2009). En effet, certaines études ont montré
gue I'activité antimicrobienne des HE peut étre supérieure a celle de ses composés
majoritaires testés séparément. Cette dominance d'activité des essences sur celle d’un
composant majoritaire confirme bien |'effet de synergie que pourrait apporter les

composants minoritaires al’ activité des HE (Amarti et al., 2008).

Etant donné que les HE comportent un grand nombre de composants, il est possible
que leur activité antibactérienne ne soit pas due a un mode d'action spécifique mais
implique plusieurs cibles dans la cellule bactérienne (Carson et al., 2002 ; Burt, 2004 ;
Fisher et Phillips, 2008).

Généralement, les HE exercent leur effet antimicrobien au niveau de la membrane
cytoplasmique par altération de sa structure ainsi que sa fonction, interférant de ce fait
avec la perméabilité membranaire en provoquant la fuite intracellulaire de K™ qui est
souvent un signe précoce du dommage et le plus souvent suivi par la fuite des constituants
cytoplasmiques (Cowan, 1999; Benchaar et al., 2008). La perte de la perméabilité
différentielle de la membrane cytoplasmique est fréquemment identifiée comme cause de

lamort cellulaire.
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D'autres événements qui pourraient mener au dysfonctionnement membranaire,
suivi de la rupture incluant la dissipation des deux composants de la force motrice de
protons dans la cellule (le gradient de pH et le potentiel électrique) sont: soit des
changements de transport ionique, ou dépolarisation par des changements des structures
membranaires, qui interférent avec le systeme de la synthése d’ATP par inhibition
d'enzymes empéchant |'utilisation de substrat pour générer de I'énergie (Holley et Patel,
2005).

Les HE ont une affinité élevée pour les lipides membranaires des cellules
bactériennes qui est due a leur nature hydrophobe et leurs propriétés antibactériennes sont
évidemment associées a leur caractére lipophile (Lee et al., 2004 ; Benchaar et al., 2008 ;
de Ledn et al., 2010). Burt (2004) a suggéré que les bactéries Gram® semblent étre plus
susceptibles aux composés des HE des plantes que les bactéries Gram'. Ceci peut étre du a
la présence d’ une membrane externe chez les bactéries Gram™ qui entoure la paroi et agit
en tant que barriere de perméabilité, limitant I'acces des composés hydrophobes (Benchaar
et al., 2008 ; Bamoniri et al., 2010; de Ledtn et al., 2010 ; Oroojaian et al., 2010;
Takarimi et al., 2010).

[.2.3. Polyphénols

Le terme polyphénol a été introduit en 1980, en remplacement du terme ancien de
tannin vegétal, et a été déefini comme suit: «Composés phénoliques hydrosolubles, de poids
moléculaire compris entre 500 et 3 000 Dalton, et ayant, outre les propriétés habituelles des
phénols, la capacité de précipiter les alcaoides, la gélatine et autres protéines» (Chira et
al., 2008).

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus
répandu du regne végétal et font partie intégrante de I’ alimentation humaine et animale
(Martin et Andriantsitohaina, 2002). Ils appartiennent a leur métabolisme secondaire et
participent a leur défense contre les agressions environnementales. Ce sont des
phytomicronutriments et genéralement des pigments responsables des teintes automnales
des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge) (Ghedira, 2005;
Edeas, 2007).
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[.2.3.1. Structure et classification des composes phénoliques

Plus de 8000 structures phénoliques sont connues, allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques a des composés hautement
polymérises comme les tannins (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Lugasi et al., 2003 ;
Cheynier, 2005 ; Balasundram et al., 2006 ; Porat et al., 2006 ; Chira et al., 2008). Ces
molécules présentent un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un
cycle aromatique a 6 carbones, porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles
(OH), libres ou engagés dans une autre fonction éther, ester, hétéroside (Ribéreau-Gayon,
1968 ; Bruneton, 1999 ; Kevin et al., 1999 ; Robards et al., 1999 ; Hennebelle et al., 2004 ;
Balasundram et al., 2006 ; Chira et al., 2008). IIs sont synthétisés a partir de deux voies
biosynthétiques (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Chira et al., 2008):

- Lavoie la plus courante est celle de I’ acide shikimique, qui conduit aprés transamination
et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides

benzoiques ou les phénols ssimples (Richter, 1993).

- Lavoie des polyacétates, qui est al’ origine des poly B-cétoesters (polyacétates) participe

d'une maniére secondaire aleur biosynthese (Guignard, 1996).

De plus, la diversité structurale des composés phénoliques, due a cette double
origine bio-synthétique est encore accrue par la possibilité d' une participation simultanée
des deux voies dans I’ @aboration de composés d’ origine mixte, les flavonoides (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols sont classés, selon leur structure en trois catégories principales: les
acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (Tableau 1) (Balasundram et al., 2006 ;
Edeas, 2007).

10
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Tableau |. Classification des composés phénoliques

Classes (,je Structure générale Exemplesﬁe Substituants Références
COMPOSES COMPOSEs
8 S o~ Acide caféique 3, 4-OH Galati et O'Brien, 2004
3 St ~
5 2
% £ Acide sinapique 4-OH, 3, 5-OCH, Robards et al., 1999
<
o O~ . : Anandjiwalaet al., 2007;
@ g E Acide gallique 3,4, 5-0OH Yoshi rJn uract al . 5008
o S 8 -
(3] < _ o i '
< g Acide sdlicylique 2-OH Vermerris et Nicholson,
2006
%é Catéchine 5,7,3, 4-OH Gramza et Korczak, 2005
:
o Epigallocatéchine 57,3,4,5-0H Bennick, 2002
8 Apigénine 5,7, 4-OH Porat et al., 2006
g
L Lutéoline 5,7, 3, 4-OH Robards et al., 1999
s Kaempférol 5,7, 4-OH Manach et al., 2004
c
o
8 3
:'g L Quercétine 5,7, 3, 4-OH Seeram et al., 2006
S
® g Hespéritine 5,7,3-OH, 4-OCH; | Narayanaet al., 2001
L c
z
o Naringine 5, 4-0OH, 7-RHG Ghedira, 2005
8 O . . .
5 ’ cf . oa Biochanin A 5, 7-OH, 4-OCH; Pietta, 2000
(_>5 & 3 3
3 © e Génistéine 5,7, 4-OH Robards et al., 1999
o :
= 3
2 N 2' 4 Apigénidine 5,7, 4-OH Heim et al., 2002
e - 3,5,7,4-0H, 3,5 - .
E =3 y Oy [y ’ ]
= = Malvidine OCH, Cheynier, 2005
68 Gallotannin L’ unité structurale | Bennick, 2002;
;g‘ a - o . . de base eSt I"acide Balasundram et al., 2006
o = I Ellagitannin gallique
=
% OH - 7z
= ‘g . . @i L’ unité structurale | K hanbabaee et Ree, 2001
S > | Proanthocyanidine de bage est la Balasundram et al., 2006
3 I catéchine

RHG : Rhamnose-Glucose ; OH : groupement Hydroxyle ; OCH5 : groupement Méthyle

11
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1.2.3.2. Propriétés des composes phénoliques
La grande diversité structurale des composés phénoliques est responsable d’'une
grande variété de propriétés physico-chimiques et d activités biologiques.

1.2.3.2.1. Propriétés physicochimiques des composes phénoliques

Les polyphénols sont solubles dans les solvants polaires tels que le méthanol,
I”éthanol et I'eau. Cependant cette solubilité varie d'une classe de composés a une autre,
selon leur nature chimique, la polarité des solvants utilisés, les substitutions (méthylation ou
glycosylation) sur les groupements hydroxyles, ainsi que leur degré de polymeérisation et
leur interaction avec d’'autres composés, qui peuvent mener a la formation des complexes
insolubles (Naczk et Shahidi, 2004 ; Macheix et al., 2005 ; Naczk et Shahidi, 2006).

Tous les composeés phénoliques des végétaux absorbent dans I'UV, aors que ceux
responsables de la coloration des organes végétaux (fleurs, fruits...) absorbent dans le
visible tel que les anthocyanes, flavonols, chalcones et aurones. Leurs spectres d'absorption
résultent en général de la présence combinée des cycles benzéniques, des groupements
hydroxyles et |es différentes doubles liai sons portées par ces molécules (Tsao et Deng, 2004;
Naczk et Shahidi, 2006).

En outre, les composés phénoliques simples ont un maximum d'absorption entre 220
et 280 nm, les flavonoides présentent deux gammes d'absorption importantes ; une de 320 a
385 nm, représentant |'absorption du cycle B et I'autre de 250 a 285 nm représentant
I'absorption du cycle A. Cette absorption est affectée par la nature du solvant utilisé et le pH
de la solution. Par ailleurs, la possibilité d'interférence par les substances qui absorbent dans
I"'UV, telles que les protéines, les acides nucléiques et les acides aminés devrait étre
considérée (Robards et al., 1999 ; Naczk et Shahidi, 2006 ; Zhou et al., 2009).

1.2.3.2.2. Propriétés biologiques des composés phénoliques
1.2.3.2.2.1. Propriétés biologiques des composés phénoliques dans la plante

Les composés phénoliques sont synthétises par les plantes, pendant leur
dével oppement normal et en réponse a certaines conditions de stress, telles que les radiations
UV et I'infection par des phytopathogenes (Heim et al., 2002 ; Dembitsky, 2005 ; Naczk et
Shahidi, 2006).

12
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L’intégration du métabolisme phénolique dans le progranmme général du
dével oppement d’un organe végétal pose en elle-méme la question d'un réle éventuel de ces
substances. Il a é&é montré que les phénols seraient associés a de nombreux processus
physiologiques: la croissance célulaire, la différenciation organogéne, la dormance des
bourgeons, la floraison, la tubérisation. 1ls sont impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures et aboutissent alaformation au niveau de la blessure d’ un tissu cicatriciel résistant
aux infections. La capacité d une espece végétale a résister a I’ attaque des insectes et des
micro-organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Bahorun,
1997).

1.2.3.2.2.2. Propriétés phar macol ogiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont actuellement |’ objet de nombreuses études car ils
sont reconnus pour leurs différentes activités biologiques (Trabels et al., 2010) et ils ont été
rapportés pour des propriétés pharmacologiques intéressantes et variées, a savoir leurs
propriétés anti-inflammatoires (Vergé et al., 1999 ; Narayana et al., 2001 ; Nijveldt et al.,
2001 ; Ismail et al., 2010), anticancéreuse (Derbel et Ghedira, 2005 ; Zhang €t al., 2010),
anti-athérosclérose (Halliwell, 2008), anti-agrégation plaquettaire (Vergé et al., 1999 ;
Martin et Andriantsitohaina, 2002), anti-allergique (Zhao et al., 2005 ; Cevallos-Casals et
Cisneros-Zevallos, 2010), inhibitrice d’enzymes (Pietta, 2000 ; Manthey et al., 2001),
antioxydants et anti-radicalaires (Pincemail et al., 2002 ; Roginsky et Lissi, 2005 ; Djeridane
et al., 2006 ; Rahman et al., 2006 ; Ismail et al., 2010 ; Troszynska et al., 2010), antivirale
(Nijveldt et al., 2001 ; Narayana et al., 2001 ; Cevallos-Casals et Cisneros-Zevallos, 2010),
antifongique (Harborne et Williams, 2000) et antibactérienne (Bahorun, 1997 ; Cowan, 1999
; Harborne et Williams, 2000 ; Rg) Narayana et al., 2001 ; Dembitsky, 2005 ; Kuete et al.,
2010).

[.2.3.3. Composés phénoliques et I’ activité antibactérienne

L’ activité de ces substances vis-a-vis des microorganismes peut s exercer selon des
modalités extrémement diverses. Certaines exercent leur activité en oxydant ou en
dénaturant les protéines bactériennes (Schiota et al., 2004), d autres ont un pouvoir plus
spécifique en atérant les structures membranaires ou en inactivant des composés ou des
fonctions essentielles de la cellule (Awadh-Ali et al., 2001 ; Eldeen et al., 2005 ; Song et al.,
2007). De ce fait, ils sont bactéricides ou bactériostatiques selon les concentrations (De
Bruyneet al., 1999 ; Alcaraz et al., 2000).

13
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En dehors de I'influence du caractére lipophile de la molécule, |’ activité
antibactérienne des composés phénoliques, notamment les flavonoides, dépend
essentiellement de la longueur, laramification et la position de la chaine de substitution liée
au noyau phénolique, mais aussi a la nature des substituants et le degré d’ encombrement du

noyau phénolique (Basile et al., 1999 ; Alcaréz et al., 2000).

1.2.3.3.1. Acides phénoliques
Ils sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et
un hydroxyle phénolique, dérivés des acides benzoiques (C6-C1) ou des acides cinnamiques

(C6-C3). D'apres Cai et al. (2006), les acides phénoliques peuvent étre subdivisés en:

e Acides hydroxybenzoiques: ils présentent une structure en C6-C1, composée d' un
noyau benzénique sur lequel vient s attacher une chaine aliphatiqgue a un carbone. Le
principal compose est I’ acide gallique (Cheynier, 2005 ; Chiraet al., 2008).

e Acides hydroxycinnamiques. Leur squelette de base est un noyau benzénique avec
une chaine aliphatique a trois carbones (C6-C3) avec un ou plusieurs groupements OH,
souvent estérifiés en ester d’ alcool aliphatique (Cheynier, 2005 ; Chiraet al., 2008).

R R, COOH

COOH \/ﬁj/”w

Ra Rz r

A B

Figure 04. Structures des composés phénoliques simples.
A) acide benzoique. B) acide cinnamique.
+ Activité antibactérienne et le mode d’ action des acides phénols

L es plantes médicinal es contenant des acides phénols se sont avérées efficaces contre
les bactéries (Samy et Gopalakrishnakone, 2008). Les acides phénoliques (acide
cinnamique, acide coumarique, acide caféique et acide férulique) ont montré une bonne
activité contre les bactéries Gram™ et seulement une faible activité contre les bactéries Gram’
(Escherichia coli et Salmonella enterica) ade forte concentration (Rodriguez-Vaquero et al.,
2007a).
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Ces variations de sensihilités vis-a-vis des composes phénoliques purs peuvent
refléter les différences au niveau structurale de la surface des cellules entre les bactéries
Gram” et Gram (Puupponen-Pimié et al., 2005a).

Les composés phénoliques purs et les différentes concentrations de trois variétés de
vin ont éé évalués pour leur effet sur la croissance des bactéries Gram®, Ligteria
monocytogenes. L'acide caféique, dérivé de I'acide hydroxycinnamique, éait le plus
puissant inhibiteur de sa croissance (Puupponen-Pimia et al., 2005a). Les acides
hydroxycinnamiques, dd a leur chaine latérale propanoique, sont beaucoup moins polaire
gue les acides hydroxybenzoiques correspondants, une propriété qui pourrait faciliter le
transport de ces molécules atravers la membrane cellulaire (Puupponen-Pimia et al., 2005a ;
Rodriguez-Vaguero et al., 2007a,b).

Dans une éude menée par Chanwitheesuk et al. (2007), |’ activité antimicrobienne de
I’ extrait é&hanolique de Caesalpinia mimosoides est attribuée a la présence d' une substance
antimicrobienne active, I’ acide gallique, qui a montré une activité contre Salmonella typhi et
Saphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 2,5 et 1,25 mg/ml, respectivement.
L’ hydrophobicité partiel de I'acide gallique lui permet d agir efficacement ; en effet, il a
perméabilisé les souches de Salmonella par déstabilisation de leur membrane externe, en
chélatant |es cations bivalents (Puupponen-Pimi& et al., 2005b).

Il a été démontré que la position et le nombre de groupements OH des acides phénols
sont déterminants pour leur activité antibactérienne et proportionnel a leur toxicité (Kuete et
al., 2007). De plus, les phénols hautement oxydés tels que les acides cinnamique et caféique
sont les plus toxiques (Cowan, 1999). L’ acide gallique et |'acide protocatéchique ont trois et
deux groupements hydroxyles dans leurs structures, respectivement, alors que l|'acide
vanillique a un seul groupement hydroxyle, et un groupement méthoxy. Le faible effet
inhibiteur de l'acide vanilligue comparativement au acides gallique et protocatéchique
pourrait étre d0 a cette substitution (Rodriguez-Vaquero et al., 2007b).
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[.2.3.3.2. Quinones
Ce sont des cycles aromatiques avec deux substitutions cétones (Fig.05) (Cowan,
1999; Ciocan et Bara, 2007), issus de I'oxydation de dérivés aromatiques, caractérisés par un

motif para-quinones ou éventuellement par un motif ortho-quinones (Bruneton, 1999).

o Q
o
O
p-quinone O-quinone

Figure 05. Structure de la p-quinone et de la O-quinone (Bruneton, 1999 ; Cowan, 1999)

+ Activitéantibactérienne et le mode d’action des quinones

La littérature rapporte la toxicité des quinones pour les microorganismes pathogenes
(Beattie et al., 2010; Yu et al., 2010), par leur propriété de tannage et d akylation des
protéines (Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009). En effet, une anthraguinone de Cassia
italica, un arbre pakistanais, a éé rapporté pour avoir un effet bactériostatique contre
Bacillus anthracis, Corynebacterium pseudodiphthericum, et Pseudomonas aeruginosa et
bactéricide pour Pseudomonas pseudomalliae (Cowan, 1999). L’anthraquinone de Cassia
occidentalis présente une activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus
aureus (Yadav et al., 2009).

Les quinones peuvent se complexer irréversiblement avec les acides aminés
nucléophiles des protéines, menant souvent a l'inactivation de ses protéines et la perte de
leurs fonctions. Pour cette raison, les effets antimicrobiens des quinones sont élevés et les
cibles probables dans la cellule microbienne ; les adhésines exposées en surface, les
polypeptides de la paroi cellulaire et les enzymes membranaires. Les quinones peuvent
également rendre des substrats i ndi sponibles aux micro-organismes (Cowan, 1999).

L’ effet bactéricide des extraits de plantes n'a pas été entiérement compris ; on croit
gue les composés actifs exercent des effets toxiques directs sur les microorganismes
pathogénes (Nikitina et al., 2007). Dans le cas des phénols, cependant, les effets chimiques
et biologiques sont connus pour étre dus au systéme redox ; phénol/semiquinone/ quinone

ayant comme conséguence la formation d'une quinone plus active et d'un radical
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intermédiaire semiquinone qui constitue la molécule de base responsable des effets
chimiques et biologiques des composés phénoliques. Les quinones peuvent former des
complexes et font intervenir des réactions chimiques variées (Nikitina et al., 2007). Pour
cette raison, les polyphénols et les produits de leur oxydation ont des propriétés inhibitrices
d'enzyme (Nikitina et al., 2007).

Les hydroguinones et les quinones provenant d'éponge Ircinia spinulosa ont été
examinées pour leur activité antibactérienne. Par conségquent, des études sur la relation
structure-activité ont indiqué que la longueur optimale de la chaine latérale des composés a
activité antibactérienne devrait étre de 5-15 atomes de carbone, suggérant que |'activité
maximale contre Staphylococcus aureus dépend du nombre d'atomes de carbone dans la
chaine hydrophobe, des configurations des groupes fonctionnels et des doubles liaisons
(Orhan et al., 2007).

1.2.3.3.3. Coumarines

Les coumarines sont issues du méaolisme de la phénylalanine via un acide
cinnamique, |'acide 4-coumarique (Bruneton, 1999). Ils possédent un hétérocycle oxygéné a
six atomes de carbone, accolé a un noyau benzoique, et qui dérivent des acides cinnamiques
par cyclisation interne de leurs chaines latérales (Fig.06) (Ribereau-Gayon, 1968). Toutes
les coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue
sous le nom d'umbelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di- et 6,7,8-trihydroxylées
(Bruneton, 1999).

“"-.‘ O O

0 0 Z
Coumarine Umbélliférone

Figure 06. Structure de base des coumarines et d'une umbelliférone (Bruneton, 1999)

Les furocoumarines (appelées encore furanocoumarines) constituent une famille de
composés synthétisés par certaines especes de végétaux supérieurs. Ces molécules sont
caractérisées par un squelette de base formé d’ un noyau coumarine, sur lequel est condensé
un noyau furane. Selon la position de ce dernier, on distingue les furocoumarines linéaires
dérivant de la molécule de psoraléne, des furocoumarines angulaires, basées sur la structure
del’angéicine (Fig.07) (Gravot, 2002).
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(A) (B)

Figure 07. Exemples de furocoumarines. psoraléne (A) angélicine (B) (Gravot, 2002)

+ Activité antibactérienne et le mode d’ action des coumarines
Les propriétés antimicrobiennes et antivirdles de plusieurs coumarines ont été
rapportées (Wong et Kitts, 2006 ; Kuete et al., 2007 ; Samy et Gopalakrishnakone, 2008 ;
Kong et al., 2010a). L’ association de I’ acide hydroxycinnamique aux coumarines semble
avoir une activité inhibitrice des bactéries Gram®. Selon Cottiglia et al. (2001), quelques
composés appartenant a cette classe montrent une activité vis-a-vis de Saphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus lentus, Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa.

Kuete et al. (2007) ont conclu, d'aprés une étude sur la relation structure-activité des
coumarines, que le cycle supplémentaire «furo» augmente |'activité antimicrobienne des
coumarines. De ce fait les coumarines a trois cycles ont une meilleure activité

antibactérienne que celles adeux cycles (Kuete et al., 2007).

Il a été rapporté gque les furocoumarines interagissent avec I'ADN et interrompent sa
réplication (Wong et Kitts, 2006). La photoréactivation des furocoumarines (psoralénes)
contenues dans les plantes par les rayonnements UV présente des activités mutagenes ou
méme |étaes sur des micro-organismes fongiques ou bactériens. L’activation des
furocoumarines linéaires conduit tout d abord a des réactions de cycloadditions sur les
carbones C-3, C-4 et/ou C-4', C-5 avec les bases pyrimidiques de I’ADN ou de I’'ARN ;
aing, ils peuvent aors établir des liaisons croisées entre les paires de bases des acides
nucléques (Bruneton, 1999). La duplication des brins d ADN ains que la traduction des
ARN sont alors bloquées. L’ activation des dérivés du psoraléne conduit également a des
cycloadditions sur des acides gras insaturés membranaires (Gravot, 2002). L'intercalation
des psoralénes dans I’ ADN est importante dans leurs effets photobiologiques (Dembitsky,
2008).
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1.2.3.3.4. Flavonoides

les flavonoides constituent le groupes le plus important des polyphénols
(Orzechowski et al., 2002). Considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux (Bruneton, 1999 ; Guignad, 2000), ils sont omniprésents dans tous les organes de
la plante et sont, par conséquent, une partie intégrante de I'alimentation humaine (Barbosa,
2007).

Ils sont caractérises par un sgquelette carboné de type diphényl 1, 3-propane, qui
comprend 15 atomes de carbone répartis en deux cycles benzéniques notés A et B, reliés
entre eux par la structure chromane atrois carbones (structure en C6-C3-C6). Le pont en C3
entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former I'héérocycle oxygéné C
(Fig.08) (Peterson et Dwyer, 1998 ; Bruneton, 1999 ; Pietta, 2000 ; Tsao et Deng, 2004 ;
D’ Archivio et al., 2007). lls ont une origine biosynthétique mixte dont le cycle A dérive de
lavoie poly-acétate, tandis que les cycles B et C dérivent de lavoie shikimate (Pietta, 2000).

Figure 08. Structure de base des flavonoides avec la numérotation systématique (Tapiero et
al., 2002; Macheix et al., 2006)

Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré
d'insaturation et d’oxydation du noyau pyranique central (hétérocycle pyrane, cycle C),
alors que les composés individuels au sein d' une classe différent par la substitution des
cycles A et B (Pietta, 2000 ; Tapiero et al., 2002 ; Schmitt-Schillig et al., 2005 ;
Balasundram et al., 2006).

Pour la plupart des flavonoides, la chaine aiphatique propane est incluse dans
I'hétérocycle pyrane. Toutefois, il existe dautres molécules pour lesquelles la chaine
propane, qui relie les deux cycles A et B, présente des squelettes différents, a savoir : les
chal cones (ouverture du noyau pyranique central) (Alcaraz et al., 2000 ; Hijova, 2006) et les
aurones (le noyau central se présente sous forme d'un hétérocycle oxygéné a cing chainons)
(Fig.09).
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Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d'un groupement hydroxyle
en position C3 de I'hétérocycle oxygéné (Havsteen, 2002). Par contre, les flavanols se
différencient des flavanones par la présence de la fonction 3-hydroxy et |’absence de la
fonction 4-oxo. Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont a I'origine des polymeéres

appel és proanthocyanidols ou tannins condenseés.
Les isoflavones proviennent d'une transposition du noyau aromatique du carbone C2

vers le carbone C3 (Rg Narayana et al., 2001). Les anthocyanidines se caractérisent par la

présence d un ion pyrylium sur le noyau C dans un milieu acide (Manach et al., 2005).

O
(B)

(A)
i O\ ; —
‘ /C= CH X X \ /
N c
”O N F
©) (D)

Figure 09. Structure générale des isoflavones (Genisteine) (A) (Havsteen, 2002), des
chalcones (B) (Skerget et al., 2005) des aurones (C) (Havsteen, 2002) des anthocyanes (D)
(Havsteen, 2002)

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en position 3, 5, 7, 3', 4, 5’et/ou 6. Un ou
plusieurs de ces groupements hydroxyles sont fréguemment méthylés, acétylés, phénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous forme C-ou O-
glycosylés. Les formes libres sont appelés les génines ou aglycones (Bruneton, 1999 ;
Matkowski, 2008).

+ Activité antibactérienne et le mode d’action des flavonoides
Une des fonctions incontestées des flavonoides et des polyphénols est leur réle
protecteur des plantes contre I'invasion microbienne. Ceci n’implique pas seulement leur

présence dans les plantes en tant qu'agents constitutifs mais également leur accumulation
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comme phytoal exines en réponse a | 'attagque microbienne (Harborne et Williams, 2000 ; Peer
et Murphy, 2006 ; Orhan et al., 2007).

La littérature rapporte que les flavonoides ont des cibles cellulaires multiples et
peuvent viser différents composants et fonctions dans la cellule bactérienne (Rodriguez-
Vaguero et al., 2007b ; Boban et al., 2010). Cushnie et Lamb (2005a) ont rapporté que les
mécani smes antibactériens de plusieurs flavonoides pourraient étre attribués a l'inhibition de
la synthese des acides nucléiques, I’inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique

ou l'inhibition du métabolisme énergétique.

Les flavonoides sont des substances antibactériennes efficaces contre une large
gamme de micro-organismes (Basile et al., 1999 ; Ghedira, 2005 ; Al-Momani et al., 2007 ;
Gonzélez-Segovia et al., 2008 ; Orhan et al., 2010). Leur activité est probablement due a
leur capacité a se complexer avec les protéines extracellulaires et solubles et a se complexer
avec la paroi bactérienne. Les flavonoides les plus lipophiles peuvent également perturber
les membranes bactériennes (Cowan, 1999). Plusieurs études ont rapporté I’ effet inhibiteur
de certaines anthocyanines sur les bactéries (Lev-Y adun et Gould, 2009) et de la quercétine
contre Helicobacter pylori in vitro (Gonzalez-Segovia et al., 2008).

La rutine, forme glycosyle de la quercétine, est la plus active des flavonoides avec
une activité anti-listeria (Rodriguez-Vaquero et al., 2007b). Les flavones sont de forts
inhibiteurs des bactéries Gram’, aors que les flavonoides contenant deux ou trois
groupements hydroxyles sur le cycle A et B sont plus actifs contre les bactéries Gram®
(Orhan et al., 2007). Rauha et al. (2000) ont rapporté que la quercétine et la naringenine sont
actives contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,

Micrococcus luteus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Le degré d'hydroxylation pourrait affecter I'activité antibactérienne des composés
phénoliques purs. La myricétine; flavonol (trois groupements hydroxyle sur le cycle B) était
le seul compose qui a montré des effets inhibiteurs important sur la croissance des bactéries
lactiques provenant de |'appareil gastro-intestinal humain, aussi bien que pour Enterococcus
faecalis et Bifidobacterium, par contre, les salmonelles n'ont pas été affectées (Puupponen-

Pimid et al., 20053a). De ce fait, le nombre de groupements hydroxyle sur le cycle B des
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flavonols et des flavones semble étre associé a I'activité antibactérienne (Puupponen-Pimia
et al., 2005a).

Il est évident qu'une relation structure-activité existe entre divers flavonoides et leurs
activités antimicrobiennes dans la plupart des cas (Orhan et al., 2007). Une étude
comparative avec d'autres flavonoides a indiqué que la structure de base d'un flavonoide
avec un groupement hydroxyle libre en position 3, une double liaison entre 2 et 3, un
groupement cétonique en position 4 et une structure qui permet au proton du groupement
hydroxyle en position 3 de se tautomériser en un composé 3-céto sont essentiels pour
I'activité anti-mutagénique des flavonols (Ong et Khoo, 1997). D’autre part, I’activité
antibactérienne de I'EGC et de I'EGCg a été liée a la présence de résidus galloyls dans leur
structure (Taguri et al., 2006).

Les résultats de I’ étude de Tsuchiya et ses collaborateurs (1996) ont indiqué que 2,
4'- ou 2', 6 -dihydroxylation du cycle B et 5, 7-dihydroxylation du cycle A dans la structure
du flavanone étaient importantes pour l'activité anti-MRSA. Alcardz et al. (2000) ont
également rapporté I'importance du groupement hydroxyle en position 5 des flavanones et
des flavones contre cette méme souche. De plus, ils affirment que les chalcones sont plus
efficaces contre ses souches que les flavanones et les flavones, et que le groupement
hydroxyle en position 2' est important pour leur activité antistaphylocoque. Yamamoto et
Ogawa (2002) ont rapporté que l'activité antibactérienne de la lutéoline contre
Porphyromonas gingivalis (provoque des parodontites) est due a la présence du groupement
OH en position 3' du cycle B. La substitution aux positions 6 ou 8 avec un groupe
aliphatique a longue chaine augmente I’ effet anti-MRSA. Stapleton et ses collaborateurs ont
démontré gque la substitution avec les chaines C8 et C10 augmente |’ activité des flavonoides
appartenant a la classe des flavane-3-ol (Stapleton et al., 2004). En revanche, les
substitutions par des groupements méthoxy diminuent largement |'activité antibactérienne
des flavonoides (Alcaréz et al., 2000).

L’ action des flavonoides sur la membrane cellulaire a été largement étudiée (Ikigai et
al., 1993 ; Tsuchiya et linuma, 2000 ; Caturla et al. 2003 ; Cushnie et Lamb, 2005b ; Poklar
Ulrih et al., 2010). En effet, il a éé démontré par Sato et ses collaborateurs que les
chalcones 2, 4, 2’ -trihydroxy-5'-méthylchalcone peuvent induire la fuite de substances qui

absorbent & 260 nm chez S. mutans. Ces auteurs ont proposé que le 2, 4, 2’ -trihydroxy-5’-
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meéthylchal cone exerce son effet antibactérien en modifiant la perméabilité de la membrane
cellulaire et en perturbant safonction (Sato et al., 1997).

Haraguchi et ses collaborateurs ont étudi€é le mode d’action antibactérien de deux
rétrochal cones (licochalcone A et C) des racines du Glycyrrhiza inflata doués d une activité
inhibitrice contre les Gram®. Les licochalcones se sont avérés de forts inhibiteurs de la
consommation de I'oxygene chez les souches susceptibles, en plus ils ont démontré que les
licochalcones A et C inhibent effectivement la NADH-cytochrome ¢ réductase, mais pas le
cytochrome ¢ oxydase, NADH-CoQ réductase et NADH-FMN oxydoréductase. Donc ils ont
suggéré gue le site d'inhibition de ces rétrochalcones est entre le CoQ et le cytochrome ¢
dans la chaine du transport d'éectrons de la chaine respiratoire bactérienne (Haraguchi et al.,
1998).

Mirzoeva et ses collaborateurs ont conclu que les flavonoides de propolis provoquent
une augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne interne et une dissipation
du potentiel membranaire (Mirzoeva et al., 1997). Le gradient électrochimique des protons
de part et d’ autre de la membrane est essentiel pour que les bactéries maintiennent la
capacité de synthese d' ATP et le transport membranaire (Cushnie et Lamb, 2005a). Ces
auteurs ont suggéré que I'effet du propolis sur la perméabilité membranaire et le potentiel
membranaire peut contribuer énormément a son activité antibactérienne et peut diminuer la
résistance des cellules a d'autres agents antibactériens, ce qui pourrait expliquer |'effet

synergique qui se produit entre le propolis et d'autres antibiotiques (Stepanovic et al., 2003).

Les polyphénols de thé (TPP) extraits du thé vert coréen (Camellia sinensis) a
montré un effet bactéricide dose-dépendant sur E. coli. L'analyse des acides gras de la
membrane cellulaire des cultures de E. coli traitées avec TPP a mis en évidence des
changements uniquement au niveau des acides gras saturés et insaturés, tandis que I'analyse
au microscope éectronique a balayage a révélé la présence des perforations et des formes
triangulaires irréguliéres avec des surfaces froissées (rugueuses) des cellules traitées avec les
TPP (Fig.10) (Cho et al., 2007).
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Figure 10. Micrographie de Escherichia coli sous Microscope Electronique & balayage
(A) non traité (B) traité avec 10.000 pg/ml TPP pendant 12 heures

Zhang et Rock (2004) ont montré que I'EGCg est un puissant inhibiteur de pB-
ketoacyl-ACP reductase (FabG) et de trans-2-enoyl-ACP reductase (Fabl), enzymes
impliquées dans la synthese des acides gras de type |l de E. coli. EGCg inhibe les deux
enzymes de fagcon compétitive en se liant sur le site de fixation du cofacteur NADPH.
L'EGCg inhibe aussi le complexe enzyme-cofacteur (FabG-NADPH) pour empécher la
liaison du substrat (Zhang et al., 2004). L'effet des flavonoides sur la biosynthése des acides
mycoliques a éé confirmé par les travaux de Brown et ses collaborateurs qui ont observé
I'inhibition de la croissance de Mycobacterium bovis par l'inhibition de I'activité des
enzymes FAS-I et FAS-11 impliquées dans leur synthése (Brown et al., 2007).

Sudano Roccaro et al. (2004) ont constaté que I'EGCg peut inverser larésistance ala
tétracycline dans les isolats de Saphylococcus. Cette interaction synergique a été expliquée
par I’inhibition de I’ activité des pompes efflux de la tétracycline dans la cellule bactérienne,
induisant une plus grande rétention intracellulaire de I'antibiotique. Zhao et al. (2001) ont
étudié 25 isolats cliniques de MRSA et ont trouvé que I'EGCqg et les B-lactamines se fixent
sur le méme site. Ils ont observé un effet synergique entre eux contre cette souche, en
interférant avec l'intégrité de la paroi cellulaire a travers une liaison directe au
peptidoglycane. L'inhibition de I'activité de la pénicillinase a éé également utilisée pour
explicquer la synergie observée entre ces catéchines et la pénicilline chez les bactéries Gram”.
Cependant, dans une autre étude Zhao et al. (2003) n'ont observé aucune restauration de
I” activité antibactérienne par la combinaison des B-lactamines et de I'EGCg contre les Gran™.

Celapeut étrelié alalocalisation des -lactamases chez ces bactéries.
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L'activité antibactérienne des flavonoides a été attribuée a I'inhibition de la synthese
d'’ADN (Shinozukaet al., 1988) et dARN (Ong et Khoo, 1997) et autre macromolécules. De
plus, les composés phénoliques avec plus de trois 3-OH sont doués d'une activité
antibactérienne (Ani et al., 2006).

Plaper et ses collaborateurs ont rapporté que la quercétine se lie ala sous-unité Gyr B
de I’ADN gyrase de E. coli et inhibe ses activités ATPasiques (Plaper et al., 2003).
L’ activité antibactérienne de la quercétine contre E. coli peut ére au moins partiellement
atribuée a l'inhibition de la dADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). Bernard et ses
collaborateurs (1997) ont constaté que le flavonoide glycosyle, la rutine, éait un inhibiteur
spécifique de la topoisomerase |V de E. coli, en inhibant son activité de décaténation. Mori
et ses collaborateurs (1987) ont prouvé que la synthese dADN a été fortement inhibée par
des flavonoides (epigallocatechine) chez Proteus vulgaris, tandis que la synthése dARN
était la plus affectée chez S. aureus. Ces auteurs ont suggéré que 3', 4', 5'-trihydroxy libre du
cycle B et 3-OH libre des flavonoides éaient nécessaire pour leur activité antibactérienne,
ceci peut expliquer I'action inhibitrice sur la synthese dADN et dARN.

[.2.3.3.5. Tannins

Ce sont des composés phénoliques qui constituent un groupe complexe hétérogene
de polymeres naturels de haut poids moléculaire. Ils ont la capacité a former des complexes
réversibles et irréversibles avec les protéines principalement, polysaccharides (cellulose,
hémicellulose, pectine, etc.), alcaloides, acides nucléiques et minéraux (Baxter et al., 1997 ;
Bennick, 2002 ; Frutos et al., 2004 ; Han et al., 2007). Les tannins sont divisés en deux
groupes selon leur nature chimique et leur structure: les tannins condensés (tannins
catéchiques) et hydrolysables (Luthar, 1992 ; Bennick, 2002 ; Makkar, 2003 ; Frutos et al.,
2004 ; Elizondo et al., 2010).

1.2.3.3.5.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c'est-a-dire un noyau central de glucose sur lequel se
fixe, au moyen dune liaison ester, des acides. l'acide gallique pour le groupe des
gallotannins, |'acide hexahydroxydiphénique (ou ellagique) pour le groupe des ellagitannins.
IIs sont de poids moléculaire de 500-3000 Da (Bennick, 2002 ; Frutos et al., 2004 ;
Waghorn, 2008). Ces tannins sont caractérises par le fait quils soient hydrolysés par les

acides, les bases et les enzymes (tannase) en sucre et acides phénoliques (Guignard, 2000).

25



Chap.l Synthése bibliographique

COCH

OH OH
OH

Acide gallique
HO

OH

OH

Acide dllagique Tannins hydrolysables

Figure 11. Structure de I’ acide gallique, de I’ acide ellagique et d’ un tannin hydrolysable
(gallotannins) (Naczk et Shahidi, 2004 ; Niemetz et Gross, 2005)

[.2.3.3.5.2. Tannins condensés

Les tannins condensés, ou proanthocyanidines, sont des polymeéres d'unités de
flavan-3-ols (catéchines ou épicatéchine) et de flavan-3, 4-diols (leucoanthocyanidines), ou
un mélange des deux. L'enchainement des différentes unités constitutives se fait soit par
liaisons C-C ou par liaisons C-O-C, conduisant a des structures de plus en plus complexes
(Bruneton, 1999 ; Khanbabaee et Ree, 2001 ; Naczk et Shahidi, 2004 ; Cheynier, 2005 ; Xie
et Dixon 2005 ; Waghorn, 2008). Le degré de polymeérisation varie considérablement et des
tannins condensés de poids moléculaire plus de 30,000 Da ont été décrits (Bennick, 2002).
IIs peuvent étre dépolymeérisés avec I'acide fort a chaud, donnant comme produit le pigment

anthocyanidine.

OH

OH

Catéchine

Ol

”
Tannins condensés

Figure 12. Structure de la catéchine et d'un tannin condensé (proanthocyanidine)
(Naczk et Shahidi, 2004)
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+ Activité antibactérienne et le mode d’action destannins

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’ effet antibactérien des extraits de plantes
riches en tannins (Luthar, 1992 ; Puupponen-Pimid et al., 2005a ; Al-Momani et al., 2007 ;
Briones-Nagata et al., 2007 ; Cimolai et Cimolai, 2007 ; Liu et al., 2008 ; Shuaibu et al.,
2008 ; Kim et al., 2010).

Les plantes riches en tannins ont une nature astringente et sont utilisés dans le
traitement des désordres intestinaux tels que les diarrhées et les dysenteries, de ce fait
exhibant une activité antimicrobienne (Sharma et al., 2009). Les tannins hydrolysables sont
plus toxiques que les tannins condensés et leur toxicité est liée a leur taille moléculaire
(Frutos et al., 2004 ; Widsten et al., 2010). Okuda (2005) a démontré |’ effet inhibiteur de
plusieurs tannins hydrol ysables sur Helicobacter pylori (Okuda, 2005).

Taguri et al. (2006) ont déduit que la présence de 3, 4, 5-trihydroxyphenyle
(groupement pyrogallole) est liée a une forte activité antibactérienne. Contrairement au
gdlotannins, les ellagitannins sont plus difficiles a étre dégradés par |es microorganismes a
cause de leurs structures complexes (Scalbert, 1991; Min et al., 2008). Puupponen-Pimia et
al. (2005b) ont trouvé que Candida albicans e Campylobacter jgjuni éaient seulement
sensibles aux extraits de mdrier, de framboise et de fraise de toutes les baies, suggérant que
les ellagitannins sont les principaux composés antimicrobiens qui sont a I’ origine de cette
activité.

La propriété astringente des tannins peut induire leur complexation avec les protéines
(Akiyama et al., 2001) par des interactions non spécifiques, telles que les liaisons
hydrogenes et hydrophobes, aussi bien que par la formation de liaisons covalentes. Ainsi,
leur mode d'action antimicrobien peut étre lié a leur capacité a inactiver les adhésines
microbiennes, les enzymes et les protéines du transport membranaire (Karou et al., 2005 ;
Samy et Gopal akrishnakone, 2008).

Les tannins empéchent les substrats a traverser la paroi cellulaire, en diminuant sa
perméabilité par la formation des complexes avec les protéines de la paroi cellulaire. Ils sont
également responsabl es des changements morphol ogiques de plusieurs especes bactériennes
(Godl et al., 2005). Jones et al. (1994) cités par Buzzini et al. (2007) ont postulé que la
capacité des tannins a lier les polyméres extracellulaires des bactéries pourrait étre
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considérée al’ origine de I'activité observée. Néanmoins, malgré la formation des complexes
avec des polymeéres extracellulaires, les proanthocyanidines pénétrent dans la cellule en
concentration suffisante pour réagir avec un ou plusieurs composants internes et empéchent

sélectivement la synthese de la paroi cellulaire (Buzzini et al., 2007).

La complexation des tannins aux ions métalliques dans I'environnement bactérien
pourrait étre aussi un mécanisme possible pour leurs propriétés antimicrobiennes (Buzzini et
al., 2007 ; Min et al., 2008). Akiyama et al. (2001) ont rapporté que I’ acide tannique a une
grande capacité a lier le fer et peut fonctionner comme un sidérophore (Akiyama et al.,
2001 ; Widsten et al., 2010). Ainsi, I'épuisement en métal peut affecter I'activité des
métall oenzymes des cellules microbiennes et 1a séquestration des minéraux (cuivre, cobalt et
fer) peut influencer leurs réactions métaboliques (Scalbert, 1991; Puupponen-Pimié et al.,
20053a). L’inhibition de la croissance des bactéries intestinales (B. fragilis, C. perfringens, E.
coli et E. cloacae) par |'acide tannique est probablement liée a sa capacité élevée alier lefer
(Zaidi-Y ahiaoui et al., 2008).

La diminution de I’ activité enzymatique en contact des composes phénoliques est
lie a leur liaison avec les sites actifs des enzymes ou a la précipitation des protéines
enzymatiques, de ce fait les empéchant d atteindre leur substrats (Zaidi-Y ahiaoui et al.,
2008). Godl et al. (2005) ont suggéré que le changement conformationnel des enzymes en
présence des tannins peut étre une raison pour leur inhibition. La position (s) et le nombre
de groupements hydroxyle (OH) dans les tannins semble étre associé a leur toxicite relative

aux micro-organismes, qui est proportionnelle au degré d’ hydroxylation (Min et al., 2008).

L’ activité antimicrobienne peut étre auss liée a I'antiadhérence des bactéries aux
cellules épithéliales, qui est une étape préalable ala colonisation et al'infection de la plupart
des microorganismes pathogénes (Puupponen-Pimia et al., 2005a ; Puupponen-Pimid et al.,
2005b ; Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009). En effet, Cimolai et Cimolai (2007) ont montré
que les proanthocyanidines de la canneberge ont une action antiadhésive sur E. coli (Cimolai
et Cimolai, 2007) et sur Helicobacter pylori (Burger et al., 2002).

Akiyama et al. (2001) ont examiné |'action antibactérienne de plusieurs tannins sur la
coagulation du plasmapar S. aureus. lls ont suggeéré que le mécanisme d'action antibactérien

passe par I’inhibition de la formation des fibrines par S. aureus. Ils ont observé que I’ acide
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tannique a inhibé la croissance de toutes les 15 bactéries testées, mais |'acide gallique et
I'acide ellagique n'ont inhibé aucune d'entre elles. De ce fait, ils ont conclu que la liaison
ester entre |'acide gallique et le glucose (pour former I'acide tannique) était importante pour
le potentiel antimicrobien de ces composeés (Akiyamaet al., 2001 ; Widsten et al., 2010).

1.2.3.4. Caractérisation de [I'activité antibactérienne par des méthodes
chromatographiques

Les études menées sur les plantes médicinales sont pour la plupart basées sur les
informations fournies par les tradipraticiens au cours des enquétes ethnobotaniques. Ces
plantes font d abord I’ objet d’une éude botanique pour I'identification taxonomique. Des
extraits de ces plantes sont ensuite préparés a |’ aide de différents solvants et soumis a une
série de tests bhiologiques et pharmacologiques en vue de déceler I'une ou I’ autre activité
biologique. Les plantes ayant révélé une activité particulierement intéressante font I’ objet
d  une étude phytochimique incluant I’ isolement, la purification et |" identification structurale
des principes actifs doués de cette activité biologique initialement détectée. L’isolement des
principes actifs est généralement réalisé a I’ aide des différentes méthodes d’ extraction et de
purification; la chromatographie sur colonne et sur couche mince (Nostro et al., 2000 ;
Dohou et al., 2004 ; Vogel et al., 2005 ; Kablan et al., 2008 ; Sharma et al., 2009). La
détermination des structures chimiques se fait par les diverses techniques de la
spectrométrie: infrarouge (IR), ultraviolet (UV), chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) (Proestos et al., 2008), de la résonance magnétique
nucléaire (RMN) et chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Nasser et al.,
2006; Cho et al., 2007).

La chromatographie sur papier (PC), la chromatographie sur colonne ouverte (CC) et
la chromatographie sur couche mince (CCM) sont utilisées comme outils de séparation et de
fractionnement des extraits de plantes contenant les composés phénoliques (Naczk et
Shahidi, 2004; Naczk et Shahidi, 2006).

La CCM est une technique simple et peu colteuse; elle est particulierement
appropriée au contréle des procédures d'isolement. Elle est trés appropriée pour le criblage
qualitatif des extraits et le contrdle des étapes de fractionnement par chromatographie sur
colonne (Tsao et Deng, 2004; Willfor et al., 2005). La méthode d'analyse par bioautographie

permet de localiser I'activité antimicrobienne sur un chromatogramme (Martini et Eloff,
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1998); tandis que le fractionnement mene a l'isolement des composés bioactifs (Samy et
Gopalakrishnakone, 2008). Les fractions isolées de la CCM peuvent étre identifiées par GC-
MS ou HPLC-MS.

Dans la plupart des cas la silice est utilisée en tant que phase stationnaire (Willfér et
al., 2005; de Rijke et al., 2006), mais sa résolution critique sur gel de silice est relativement
pauvre et ne permet pas une séparation fiable, bien qu'elle soit parfois suffisante pour le
criblage qualitatif (Vovk et al., 2005).

La séparation par chromatographie gazeuse (GC) a été utilisée dans la majorité des
cas dans I’ analyse des composés des huiles essentielles des plantes. Diverses techniques de
GC ont été utilisées pour la séparation et la quantification des composés phénoliques méme
dans le cas des mélanges complexes qui peuvent étre identifiés par GC-MS d'une fagon
usuelle (Naczk et Shahidi, 2004; Willfor et al., 2005; Naczk et Shahidi, 2006). Néanmoins,
son application est limitée en raison de la difficulté de séparation et purification a grande
échelle (Tsao et Deng, 2004).

L'HPLC en phase normale a été adoptée par de nombreux chercheurs comme
technique de choix pour la séparation, I'identification et la quantification des composés
phénoliques (Naczk et Shahidi, 2006 ; Proestos et al., 2006 ; Sun et al., 2006 ; Achamlale et
al., 2009). En effet, ’'HPLC en phase normae avec phase stationnaire a base de silice
présente une grande sélectivité et permet de différencier les nombreuses formes des

mol écules, tel que lesisoméres (Cuvelier et al., 2003).

L'introduction des colonnes en phase inverse a considérablement amélioré la
séparation par HPLC de différentes classes de composés phénoliques (Whelan et al., 2005 ;
Willfor et al., 2005). L'HPLC couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS) et méme a
la résonance magnétique nucléaire (HPLC-NMR) ont été communément utilisées pour la
caractérisation structurale des composés phénoliques (Tsao et Deng, 2004 ; Gomez-
Caravacaet al., 2006). La spectrométrie de masse d'ionisation d'electrospray (ESIMS) a été
utilisée pour la confirmation structurale de ces derniers (Cuvelier et al., 2003 ; Naczk et
Shahidi, 2004).
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La CCM et la CC sont souvent utilisées en association dans le fractionnement et la
séparation préliminaire des composés phytochimiques avant qu'ils soient séparés, quantifiés
et identifiés par d'autres techniques de séparation a haute performance (Tsao et Deng, 2004).
En effet, Svedstrom et al. (2006) ont identifié des polymeres de procyanidines, les acides
phénoliques carboxyliques et des flavonoides de |'aubépine (Crataegus laevigata) par HPLC

apreés fractionnement par chromatographie sur colonne.

La combinaison de chromatographie sur colonne sur gel de silice, gel de Sephadex
LH-20 et HPLC en phase inverse a permis de purifier différents composés des fractions
obtenues de I'extrait phénolique brut du feuillage d’ Eucalyptus ovata (Pass et al., 1998).
Aussi, L’analyse des composés phénoliques des feuilles de Cynara cardunculus par HPLC
amontré que les principaux acides phénoliques sont I’ acide synergique et trans-cinnamique,
en plus de I’ épicatéchine et quercétine en tant que flavonoides majoritaires qui pourraient
étre responsables de I’ activité antibactérienne (Falleh et al., 2008).

Les constituants chimiques des extraits de plusieurs plantes ont é&é anaysés par
chromatographie sur couche mince (CCM) ; les composés vibriocides ont é&té déterminés par
bioautographie et ont été encore confirmés par HPLC (Sharma et al., 2009). Ces dernieres
ont révélé la présence des tannins et d'acide gallique dans I’ extrait éthanolique de Syzygium
cumini, les tannins dans Lawsonia inermis et I'acide gallique dans Terminalia bellerica,
responsables de I'activité vibriocide (Sharma et al., 2009).

Les composés phénoliques des graines de cumin ont éé extraits au moyen du
méthanol 70%, acétone 70% et |'eau, puis séparés par HPLC et leurs structures € ucidées par
LC-MS (Ani et al., 2006). Le profil des acides phénoliques et des flavonols dans le cumin
amer sont I'acide gallique, I'acide protocatéchique, I'acide caféique, |’acide ellagique,
I’acide férulique, la quercétine et le kaempférol (Ani et al., 2006). L'extrait de cumin a
inhibé de maniéere significative la croissance de Bacillus subtilis, Bacillus cereus et

Staphylococcus aureus grace ala présences des composés phénoliques (Ani et al., 2006).

Apreés |'extraction de Castanea sativa avec une solution agueuse d'acide sulfurique
(pH 3.0), la fraction soluble dans |'acétate d'éthyle a é&é examinée pour son activité
antibactérienne. L'extrait a exhibé des effets antibactériens prononcés contre sept des huit
souches Gram® et Gram’ utilisées (CMI de 64-256 pg/ml et CMB de 256-512 pug/ml). La
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fraction active anaysée par CCM et HPLC a montré la présence de la rutine, de
I'hespéridine, de la quercétine, de I'apigénine, de la morine, de la naringine, de la galangine
et du kaempférol. Des flavonoides standards correspondant ont été testés contre les mémes
souches bactériennes et |'activité la plus élevée a été montrée par la quercétine, la rutine et

I'apigénine (Basile et al., 2000).

+ Description bibliographique dela plante éudiée
Le lentisque (Pistacia lentiscus) est une plante médicinale locale sur laquelle portera
cette présente étude ; elle a éé séectionnée pour son usage traditionnel et ses différentes

vertus thérapeutiques.

Pistacia lentiscus est un arbuste a feuilles persistantes de la famille des anacardiacées
pouvant atteindre 3 a 4 m de hauteur, alant jusgu'a 6 a 7 m dans les conditions favorables
(Reig-Arminana et al., 2004). 1l se développe dans des régions arides et caractéristiques des
pays méditerranéens (Castola et al., 2000 ; Correia et Barradas, 2000 ; Inbar et al., 2004
; Paraschos et al., 2007 ; Baumer et al., 2008 ; Albaladegjo et al., 2008 ; Ostos et al., 2008 ;
Amhamdi et al., 2009). Ses périodes de floraison et de fructification ont lieu pendant le
printemps et |'automne, respectivement. En outre, lesfeuilles et les fruits du lentisque ont été
utilisés dans différents domaines par les habitants ruraux des secteurs ou il se développe
d une maniére sauvage. Les composés volatils de différentes parties de cette plante; les
feuilles, les fruits et le mastic ont été le sujet de plusieurs recherches (Fernandez et al.,
2000).

Pistacia lentiscus L. var. chia est la source principale d'un exsudat résineux connu
sous le nom de mastic, qui est fortement réputé dans le domaine de la médecine
traditionnelle comme agent antimicrobien (Paraschos et al., 2007). Il est utilisé contre la
diarrhée et la tuberculose (Fernandez et al., 2000) et comme ingrédient de nourriture dans la
région méditerranéenne. |l sest avéré que le mastic tue la bactérie Heliobacter pylori
responsable des ulceres (Dogan et al., 2003 ; Loughlin et al., 2003 ; Paraschos et al., 2007 ;
Kottakis et al., 2008). Plusieurs especes du genre Pistacia ont été chimiquement étudiées.
Elles sont caractérisées principalement par des flavonoides et des flavonoides glycosylés. Il
a éé également rapporté que ces plantes contiennent des composés phénoliques, des
triterpénoides (Tsoko et al., 2007) et des tannins (Reig-Arminana et al., 2004).
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L’ arbre au mastic a été propose en tant qu’ espece appropriée pour la restauration des
secteurs semi-arides grace a ses capacités d’ adaptation a la sécheresse et sa résistance a la
perturbation. 1l a également des racines qui ont une capacité éevée de croissance et une
plasticité a |’ indisponibilité des nutriments et 1a faible disponibilité en eau (Caravaca et al.,
2002 ; Palacio et al., 2005 ; Cortina et al., 2008). En méditerranée, Pistacia lentiscus, a la
capacité de se développer le long d'un gradient d'humidité et de température (Bandera et al.,
2008).

L’ utilisation des fruits, écorce et feuilles du lentisque en médecine traditionnelle date
des temps des grecs anciens. IIs sont utilisés dans le traitement d'eczéma, paraysie, diarrhée,
infection de gorge, calcul rénal, asthme et douleurs gastriques, et en tant gu'un astringent,
anti-inflammatoire, antipyrétique, antiulcéreux, antiviral et antibactérien (Barazani et al.,
2003 ; Kordali et al., 2003 ; Duru et al., 2003 ; Charef et al., 2008). Le lentisque est
également utilisé pour ses propriétés hypotensives (Kordali et al., 2003 ; Ljubuncic et al.,
2005 ; Longo et al., 2007 ; Topgu et al., 2007 ; Charef et al., 2008 ; Gardeli et al., 2008 ;
Hosseinzadeh et al., 2008). Les fruits du lentisque donnent une huile de table riche en acides
gras insaturés comme les acides oléique et linoléique. En Algérie, I'huile du fruit est utilisee
par la population dans la médecine traditionnelle de différentes maniéres, en tant qu’ agent

anti-diarrhéique et également comme constituant des aliment du bétail (Charef et al., 2008).
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11.1. Matériel végétal
[1.1.1. Récoltedu matériel végétal et identification
[1.1.1.1. Préparation dela poudre végétale

La plante sélectionnée sur la base de son usage en médecine traditionnelle locale, a
été collectée dans son habitat ou elle se developpe d’ une maniére sauvage. Les feuilles et
les fruits de Pistacia lentiscus ont éé récoltés dans la forét d’Azru n Bechar, Amizour,
située al’ Est de Béjaia
Les feuilles ont été récoltées en Juillet et les fruits en Novembre 2008. La plante a été
identifiée au niveau du laboratoire de botanique de laFSNV, Université de Bgjaia. Il s agit

bien de |’ espece P. lentiscus (Fig.13), appel ée localement «Amadhagh».

B) lesfruits de Pistacia lentiscus.

Figure 13. Photographie du matériel végétal
[1.1.2. Traitement des échantillons

[1.1.2.1. Séchage

Aussitot aprés la collecte du matériel végétal, les feuilles préalablement débarrassées
de toutes poussieres et toutes autres impuretés, ont été séchées a température ambiante et
dans un endroit aéré et ombragé pendant plusieurs jours. Les fruits ont été séchés dans une

étuve aérée a une température de 40°C.

[1.1.2.2. Broyage et Tamisage

La rédisation de cette étape doit étre minutieuse et non dénaturante pour permettre
I’ obtention d’ une poudre végétale fine et homogene. La matiére seche obtenue a été broyée
a I’aide d’'un broyeur éectrique jusgu’'a I’ obtention d'une poudre et une pate homogene
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pour les feuilles et les fruits de P. lentiscus, respectivement. La poudre des feuilles de P.
lentiscus obtenue a été tamisée avec des tamis a différentes granulométries (1mm, 125 et
63um) et une poudre fine d un calibre inferieur a 63um a été récupérée. La poudre et la

péte des fruits ainsi obtenues ont été conservées al’ abri de lalumiere.

[1.2. Extraction

Afin d'extraire les principes actifs de la plante testée, une extraction de type
solide/liquide (macération) a été utilisée, avec un solvant polaire, I’ é&thanol a 96%. Lors de
I’ extraction, il est important que les poudres ne soient pas exposées a la lumiére directe, ni
a des températures élevées car les polyphénols sont sensibles a la lumiére ainsi qu’a des
températures supérieures a 40°C. La méthode d’ extraction choisie est celle de Chiang et al.

(1994), avec quelques modifications (Fig. 14).

200 g de lapoudre et de la péte des deux parties de la plante ont été extraits avec de

I”éthanol a 96% (1: 4, p/v) pendant 24h sous agitation a température ambiante et a |’ abri
de la lumiére ; ensuite la suspension éhanolique a été transférée dans des éprouvettes et
laissée décanter (12h), puis centrifugée et le surnageant a éé récupéré dans des
cristalisoirs, puis séché a température ambiante sous hotte.
L’ extrait éhanolique a été repris dans un mélange d' acétate éthyle/eau (1: 3: 1, p/viv) &
laissé décanter (12h). Les phases organiques et aqueuses ont été séparées et laissées
évaporer al’air libre. Aprés évaporation totale du solvant, une partie de la phase organique
de I’ acétate d’ éthyle a été reprise dans un mélange d’ hexane/eau (1: 3: 1, p/v/v) et I'autre
dans un mélange chloroforme/eau (1: 3: 1, p/viv). Aprés 12h de décantation, les phases
organiques et agueuses ont été séparées pour subir une évaporation al’air libre.

A chague éape d extraction, une petite quantité de I’ extrait est retenue pour des
tests ultérieurs d'activité antibactérienne et de dosage (phénols totaux, flavonoides et
tannins).

Pour chaque partie de la plante, le taux d extraction a été déterminé suivant laformule :
Taux d’extraction (%) = [(P1- Po)/E] 100

Po: Poids vide du cristallisoir ou boite de Pétri
P,: Poids apres évaporation

E: Poids de lapoudreinitiale ou extrait du départ
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Macér ation (24h)
Décantation (12h)
Centrifugation du surnageant

Evaporation Poudre végétale
[ Extrait éthanolique ] < fine <63um
Acétate d’ éthyle/eau
(3/1: viv)
M acér ation (24h)
Décantation (12h)
Séparation des phases
Evaporation
Extrait aqueux Extrait acétate
d’ acétate d’ éthyle d éthyle
Hexane/eau Macération (24h) Chloroforme/eau
(3/1: VIv) Décantation (12h) (3/1: VIv)

Sépar ation des phases
Evaporation

Extrait Extrait aqueux Extrait Extrait agueux
hexane d’ hexane chloroforme de chloroforme

Figure 14. Schéma récapitulatif des étapes de la procédure d'extraction (Chiang et al., 1994)

I1.3. Dosage des composés phénoliques
[1.3.1. Dosage des phénols totaux

Leréactif de Folin-Ciocalteu, mélange de I’ acide phosphotungstique (HzPW1,040)
et de |’ acide phosphomolybdique (HsPMO,04), est réduit en présence de polyphénols en
un mélange d' oxydes bleus de tungsténe (WgOys3) et de molybdene (MOgOs3). L' intensité
de la couleur bleue obtenue est proportionnelle au taux de composés phénoliques présents
dans le milieu réactionnel (Ribéreau-Gayon, 1968 ; Lapornik et al., 2005).

La méthode de dosage des composes phénoliques totaux utilisée est celle de Folin
Ciocdteu adaptée par Kahkonen et al. (1999) de la méthode de Folin, adoptée par
Singleton et al. (1965). Elle consiste & mélanger 200pl d'extrait avec 1ml du réactif de
Folin-Ciocalteu et 0,8ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%). Le mélange est
laisse a température ambiante pendant 30min et |'absorbance est mesurée au
spectrophotomeétre & 765nm. Les teneurs des extraits en phénols totaux ont été déterminées
en se référant a une courbe d’ éa onnage obtenue avec la catéchine (Annexe 01).
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Les résultats sont exprimés en mg équivaent catéchine par gramme d’ extrait (mg

Eq Cat/g d’ extrait). Tous les essais ont été effectués troisfois.

[1.3.2. Dosage destannins

La teneur en tannins des extraits des deux parties de la plante a été déterminée par
la méthode décrite par Hagerman et Butler (1978). Cette méthode mesure la quantité de
tannins condensés ou hydrolysables qui précipitent la proténe standard BSA. Le précipité
est dissout a pH élevé en présence du SDS et le complexe fer-phénols coloré obtenu est

mesuré par spectrophotométrie a 510nm (Hagerman et Butler, 1978).

+ Préparation des solutions
Tampon A : 0,20M d' acide acétique et 0,17M de NaCl, a pH4,9.
Solution de BSA : laBSA est préparée dans le tampon A a une concentration de Img/ml.
SDS/TEA : 5% de triéthanolamine et 1% de SDS.
Réactif de chlorureferrique (FeCls) : 0,01M de FeCl; dans 0,01M de HCI.

Le dosage est réalisé en mélangeant 2ml de la solution BSA avec 1ml de la solution
d extrait. Ce mélange est incubé a 4°C/24h pour |'extrait de la plante et a température
ambiante pendant 15min pour I’acide tannique destiné a la courbe d’ éalonnage. Aprées
centrifugation a 3000g/15min, le précipité a été récupére et dissout dans 4ml de la solution
SDS/TEA et additionné de 1ml du réactif de FeCls, le mélange a été agité immédiatement
au vortex. Aprés 15min d'incubation, lalecture a été faite a 510nm contre un blanc de 1ml
du chlorure ferrique avec 4ml du SDS/TEA. Le taux en tannins a été déterminé a partir
d une courbe d’ étalonnage a I’ acide tannique (Annexe 01). Tous les essais ont été repétés
trois fois et la concentration en tannins est exprimée en mg équivalent d’ acide tannique par

gramme d’ extrait (mg Eq AT/g d’ extrait).

11.3.3. Dosage des flavonoides

L’ analyse quantitative des flavonoides a été réalisée selon le protocole de Mimica-
Dukié (1992) in Maksimovi¢ et al. (2004). La réaction est basée sur la capacité de ces
composés a former des complexes de couleur jaunétre avec le chlorure d aluminium
(AICI3). La préparation de ce réactif a été réalisee par la dissolution de 133mg d AlCl; et
400mg d’ acétate de sodium dans 100ml d’ eau distillée.
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Pour 2ml de la solution d’ extrait, 1ml du réactif d’'AlICl; a été gouté. L’ absorbance a été
effectuée a 430nm contre un blanc contenant 2ml de la solution d'extrait et 1ml d eau
distillée. Une courbe d' étalonnage a été réalisée avec la rutine (Annexe 01) et les teneurs
en flavonoides ont été exprimées en mg équivalent rutine par gramme d’ extrait (mg Eq

Rut/g d’ extrait). Tous les essais ont été effectués trois fois.

[1.4. Etude chromatographique des extraits de P. lentiscus

Les méthodes chromatographiques sont largement utilisées pour |’ identification et
la séparation des constituants chimiques des mélanges complexes (Tsao et Deng, 2004). La
chromatographie est une technique de séparation basée sur des principes d'adsorption entre
une phase stationnaire solide et une phase mobile liquide. La phase mobile se déplace sur
la phase stationnaire par capillarité ou sous I'effet de la gravité.

Les techniques chromatographiques peuvent étre classées selon le mécanisme de
séparation qu’elles mettent en jeu et les propriétés de la phase stationnaire. En effet
plusieurs types de chromatographies existent tels que la chromatographie sur papier, sur
couche mince et sur colonne (Browning, 1971 ; Sine, 2003).

[1.4.1. Chromatographie sur colonne
La chromatographie sur colonne (Fig.15) est basée également sur les phénoménes
d adsorption. Elle permet de séparer pratiquement tous les mélanges possibles dont la
masse peut atteindre plusieurs grammes. Cependant, il suffit de trouver les bonnes
conditions (phase stationnaire et phase mobile) (Browning, 1971 ; Sine, 2003 ; Gunawan
et al., 2008).
La chromatographie d’ adsorption a été réalisée comme étape de fractionnement des
extraits de P. lentiscus ; elle a été effectuée sur gel de silice 60 (63-200 um) préparé dans

du chloroforme.

[1.4.1.1. Préparation dela colonne

La colonne étant verticale (2,5cm-12cm), un mélange homogénéisé de la silice et
du chloroforme est versé lentement dans la colonne pour que I’ adsorbant qui se dépose
progressivement forme une couche homogéne de 10 a 13cm de hauteur. Le robinet de la
colonne est aors ouvert et le solvant s'écoule lentement pour favoriser le tassement de
I"adsorbant car le remplissage doit étre le plus homogene possible et exempt de bulles

dair.
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11.4.1.2. Dépot des extraits et éution

1ml de chacun des échantillons a fractionner, en solution & une concentration de
50mg/ml de méthanol, a éé déposé soigneusement au sommet de la colonne al’ aide d’ une
micropipette. Le fractionnement des extraits résulte de I’ écoulement continu de I’ éuant,
traversant la colonne par gravité et I’ accroissement progressif de sa polarité entraine les
molécules a des vitesses variables, selon leur affinité pour I’adsorbant et leur solubilité
dans |’ éluant.

L'élution a été réaliste successivement par le chloroforme, acétate
d’ éthyle/méthanol (1/1: v/v), méthanol/eau (4/1: viv), et enfin eau/acide acétique (1/0,04:
v/v) pour les extraits organiques et par chloroforme/acétate d éthyle (9/1: v/v) , acétate
d’ éthyle/méthanol (1/1: v/v), méthanol/eau (4/1: viv) et enfin eau/acide acétique (1/0,04:

v/V) pour les extraits agueux.

? Eluant

=Y =

Colonne —— ™

Figure 15. A) Montage pour effectuer la chromatographie sur colonne. B) photographie
du dispositif de la chromatographie sur colonne.

Les quatre fractions recuelllies, séchées, ont fait I’objet d'une évaluation de
I’ activité antibactérienne, a des concentrations de 0,1 ; 0,5 et Img/disque et d’ une analyse

par CCM, en utilisant un systéme de solvants approprié.

[1.4.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les extraits végétaux ont été analysés par CCM sur gel de silice. Le systeme éuant
utilisé a été choisi dans la littérature et adapté en fonction des composés a séparer. La
CCM permet de vérifier la présence des produits suivis. Elle sépare les composés

organiques de faibles poids moléculaires, selon leur polarité (Sharma et al., 2009). Elle est
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basée sur la formation de liaisons momentanées entre les especes chimiques des extraits et
la phase fixe. La fagcon dont chagque espece chimique migre dépend de sa solubilité dans la
phase mobile (éluant) et de son adsorption sur la phase fixe (gel). La séparation est basée
sur la différence de vitesse de déplacement des especes chimiques sur la phase stationnaire
(Browning, 1971; Sine, 2003).

11.4.2.1. Préparation des plaques

La chromatographie sur couche mince est effectuée sur des plagues en verre
(20x20cm) pré-étalées d' une couche de gel de silice (Silica gel 60 Fps4 avec indicateur
fluorescent) d’ une épaisseur de 0,5mm, sechées et réactivées a 110°C pendant 30min, puis
tracées pour limiter une distance de migration des extraits et des fractions de 14cm. Les
solutions correspondent a la concentration de 10mg/ml (M/V) pour les extraits aqueux et
organiques et 5mg/ml (M/V) pour les composes purs utilisés comme référence. 10ul de
chague solution ont été déposés a environ 2cm du bord inférieur de la plague en verre
(Browning, 1971).

[1.4.2.2. Développement des plaques

Le développement des plagues s effectue dans des cuves en verre préalablement
saturées avec |'éuant approprié (Vovk et al., 2005), I’échantillon est entrainé par une
phase mobile a travers la phase stationnaire. La plaque est placée en position |égérement
inclinée dans une cuve chromatographique de telle sorte qu’ elle soit immergée a environ
0,5cm dans la phase mobile (Fig.16). Cette phase mobile est constituée d’un mélange de
solvants acétate d’ éthyle: acide formique: acide acétique: eau (100:11:11: 26) (Cetkovi¢ et
al., 2003 ; Mabasa et al., 2004; Males et al., 2006).

P Couvercle en verre —-» 7
T —
] front de I'éluant
Cuve —»|
Plaque de CCN
plaque CCM >
. H
Vapeurs de .
solvants . , //'
constituants du mélange]”]|
\ . -
Papier filtre ; ]Ig“c de deOt
cluant —p
Fluant dépét du mélange
A B

Figure 16. A) Montage pour effectuer une chromatographie sur couche mince,
B) Schéma représentatif du dispositif de la chromatographie sur couche mince.
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11.4.2.3. Révéation post-chromatographique des composés de la plante
L'identification des constituants isolés se fait selon différentes méthodes, soit
directement si les substances sont colorées, soit a l'aide de révélateurs ou fluorescence si

elles sont incolores, afin de les transformer en taches col orées (Bruneton, 1999).

Les plaques ont été observées alalumiere du jour et sous une lampe UV (254nm) ;
ensuite elles ont été révélées par un réactif de détection relativement polyvaent qui est la
vanilline sulfurique, préparée selon la méthode de Stahl (1969) in Eloff et al. (2005). Aprés
pulvérisation du révélateur, la plaque de CCM a éé chauffée a 105°C jusgu au
dével oppement optimal de la couleur (Eloff et al., 2005). Plusieurs colorations apparai ssent
en fonction du type de composés. Enfin cette analyse est accompagnée du calcul des
rapports frontaux (Rr) en comparaison avec ceux des standards.

Le regroupement final des fractions a été effectué sur la base de I’analyse des
profils CCM obtenus (Nasser et al., 2006). Chaque substance a été identifiée par sa
fluorescence sous UV, par sa couleur apres révélation a la vanilline, et par son rapport
frontal dans un systéme de solvant précis noté R; et défini par:

_ distance parcourue par le constituant _ h

distance parcourue par I'éluant H

f

I1.5. Etude del’ activité antibactérienne des extraits de P. lentiscus

L’ &ude de cette activité a consisté atester les effets antibactériens des extraits et les
caractériser par la détermination de leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
leurs concentrations minimales bactéricides (CMB), ainsi que pour leurs fractions
chromatographiques. Pour cela, nous avons utilisé les méthodes de diffusion sur disque et

dedilution en milieu solide.

[1.5.1. Souches bactériennes
Les tests antibactériens ont été effectués sur des germes couramment responsables
de diverses pathologies (Annexe 02). Les microorganismes étudiés et leurs références sont

rapportés dans le tableau suivant :
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Tableau 1. Références et origine des souches bactériennes utilisées

souches référence origine
Cocci Saphylococcus aureus ATCC 6538 L
SAIDAL- Antibiotical Medea
Gram®
Baill Bacillus subtilis ATCC 6633 SAIDAL- Antibiotical Medea
acille
Listeria innocua CLIP 74915 Institut Pasteur Paris
Escherichia coli NAR (Nalidixic Acid resistant) LMA Béaia
Gram™ | Bacille | Klebsiella pneumoniae E4; (résistante au céfotaxime) LMA Béaia
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Institut Pasteur Alger

Les trois souches bactériennes sont des lots de «American Type Culture Collection »

ATCC; toutes les souches sont entretenues par repiquage sur leurs milieux sélectifs.

11.5.2. Repiquage des souches bactériennes
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries,
puis incubées a I’ é&uve a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’ obtenir une culture jeune et

des colonies isolées qui ont servi a préparer I'inoculum bactérien.

[1.5.3. Préparation del’inoculum bactérien

Ladensité de|’inoculum bactérien est un élément primordial et elle doit étre gjustée
a I'aide d'un photométre ou par comparaison avec un étalon d opacité ou éaon de
turbidité. L’éalon recommandé est celui de Mc Farland, car |'activité de tout agent
antimicrobien est dépendante de la densité de la suspension cellulaire de la souche cible
utilisée.

L’inoculum est préparé a partir d’'une culture pure de 18h/37°C sur milieu
d’isolement. Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ont éé prélevées a
I’ aide d’ une pipette pasteur, puis mises en suspension dans 9ml d’' eau physiologique stérile
a0,9%.

Une suspension bactérienne dite suspension dense a été obtenue, son opacité doit étre
équivalente a une densité optique de 0,5 a différentes longueurs d ondes selon les
maximum d’ absorbance de chague suspension bactérienne (spectrophotomeétre Shimadzu

UVmini.1240). Ensuite une série de dilutions décimales est réalisée dans de I'eau
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physiologique stérile (10" a 10), afin de réaliser le dénombrement sur gélose PCA.
L’ inoculum est standardisé & 10°3UFC/ml pour toutes |es souches utilisées.

L’'activité  antibactérienne des extraits et des différentes fractions
chromatographiques a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion sur disque, selon
Bauer et al. (1966) in Alzoreky et Nakahara (2003).

[1.5.4. Déermination del’ effet antibactérien (aromatogramme)

L’aromatogramme est basé sur la technique utilisée en bactériologie médicale
appel é antibiogramme (de Billerbeck, 2007 ; Kaloustian et al., 2008). Le principe de cette
méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide, dans une boite
de Pétri, a partir d'un point précis, avec création d' un gradient de concentration aprés un
certain temps de contact entre le produit et |e microorganisme.

L’ effet de la substance antimicrobienne sur la cible a été évalué par la mesure d’ une
zone d'inhibition al'aide d'un pied a coulisse.

+ Description dela méthode
La gélose Mudller-Hinton (MH) en surfusion, coulée en boites de Pétri sur une
épaisseur de 4mm. Apres solidification, une suspension bactérienne a la concentration
standardisée est ensemencée a I’aide d’un écouvillon stérile, préalablement trempé dans
cette suspension bactérienne, et déchargé au maximum, sur latotalité de la surface gélosé

en stries serrés.

L’ opération a éte répétée deux atrois fois, en tournant la boite a chaque fois sans
oublier de faire pivoter |’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I” écouvillon sur la périphérie de la gélose. Des disques de 6mm de diamétre, découpés du
papier Wattman n°® 01, stérilisés et imprégnés de 20ul de solution méthanolique d’ extraits
et de fractions chromatographiques (Ali-Emmanuel et al., 2002), afin d' obtenir des
concentrations de 0,02 ; 0,1; 0,2; 1 et 2mg/disque et de 0,1 ; 0,5 et 1mg/disque pour les
extraits et les fractions chromatographi ques respectivement, ont été déposés stérilement sur

lagéose.
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Dans les mémes conditions, des disques imprégnés du méthanol sont utilises
comme témoin négatif et six antibiotiques ont été testés en antibiogramme standard, dont
deux pB-lactamines (Pénicilline 6ug, Ampicilline 10ug), phénicole (Chloramphénicol
30ug), aminoside (Gentamicine 15ug), glycopeptide (Vancomycine 30ug),
fluoroquinolone (Ofloxacine 5ug), réputés actifs sur les souches étudiées, sont utilisés
comme témoins positifs. Chaque test a été effectué trois fois. La lecture a été faite aprés la
diffusion des extraits et des fractions chromatographiques a 4°C/3h (Ali et al., 2001) et
apres 24 heures d’'incubation a 37°C.

Les solutions d'extrait et de fractions ans que les solutions standards (acide
gallique, acide caféique, acide tannique, catéchine, quercétine) servant pour les tests ont é&é
conservées a4°C durant la période des tests (Mathabe et al., 2006; Trabels et al., 2010).

L’ activité antibactérienne des extraits et des fractions est observée par la présence d une
zone d’inhibition autour du disque imprégneé d’ extrait ou de fraction. Pour I’ antibiogramme
standard, I'interprétation a éé faite suivant les recommandations du Comité de
I” Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie et les résultats sont exprimeés en
millimétre (Tableau XVI en Annexe 02).

[1.5.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CM1)

La CMI est la plus faible concentration de la substance antibactérienne inhibant
toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 a 24h (Martini et Eloff, 1998).
Le principe de la méthode consiste a diluer directement la substance antibactérienne a
tester dans le milieu de culture gélosé et ainoculer ce milieu avec les microorganismes.
En diluant différentes concentrations de la substance antibactérienne a tester, on peut
définir la valeur la plus faible a laguelle la croissance des microorganismes n’'est pas
observable, et donc une inhibition de la croissance. Cette méthode permet donc d’ évaluer
qualitativement et surtout quantitativement I’ activité antibactérienne d’ une substance.

+ Préparation des géloses a différentes concentrations des extraits
Une solution d'extrait a été préparée dans du méthanol a une concentration de
10mg/ml qui a servi pour la préparation des géloses Mueller-Hinton a des concentrations
de 1;09;08;0,7;06;05;04;03;0,2et 0,dmg/ml.
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La technique consiste a réaliser des dilutions dans un milieu de culture gélosé
préalablement fondu et maintenu en surfusion a 45°C - 50°C (Okusa et al., 2007).
L’ ensemencement a été réalisé par spot, al’aide d'un inoculateur (micropipette), de 10pl
d'un inoculum de 10’UFC/ml de chacune des souches a la surface de la gélose (Alzoreky
et Nakahara, 2003). La lecture des résultats se fait apres 24h d’'incubation a 37°C par
observation ou inhibition de la croissance du microorganisme testé par rapport a la
croissance sur une boite témoin sans extrait. Les essais ont été effectués en trois répliques

et les résultats sont exprimés en mg/ml.

[1.5.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CM B)

La CMB est la concentration de la substance antibactérienne permettant d’ obtenir,
aprés 18 a 24h d’'incubation a 37°C, 0,1 % de germes, ¢’ est-a-dire une bactérie pour 1000
de I'inoculum initial (Rodriguez-Vaquero et al., 2010). On ensemence dans des tubes
contenant du bouillon nutritif la série de boites commencant a partir de celle qui a
déterminée la CMI par dilution en milieu gélosé. La concentration minimale bactéricide
correspond a la plus petite concentration de la substance antibactérienne pour lagquelle
aucune sub-croissance n’ est observeée. La lecture est faite par comparaison de la croissance

bactérienne aprés incubation a 37°C pendant 18h-24h.

[1.6. Cinétique de croissance de S. aureus en milieu liquide en présence d’ extrait
aqueux d’hexane de P. lentiscus et de sa fraction (F2) (Sousa et al., 2006)

L’ étude du pouvoir antibactérien in vitro de |’ extrait agueux d hexane et de sa
fraction (F,) la plus active a I’égard de la souche S aureus est effectuée par suivis de
I’ évolution de la croissance de cette derniére dans du bouillon nutritif stérile. Ces extraits
sont dissous dans le bouillon nutritif pour avoir une concentration de 0,4mg/ml, ensuite un
volume de la suspension bactérienne de S aureus préparée a partir d’une culture jeune
del8h est dilué dans le bouillon contenant |’ extrait et/ou la fraction (F;) de maniére a

obtenir une suspension de 10°'UFC/m.
La culture est incubée a 37°C sous agitation, et le dénombrement est effectué toute

les 2h pendant 24h-48h. Le suivi de la croissance bactérienne est base sur le

dénombrement par comptage des colonies sur gélose PCA additionnée de 7,5% NaCl.
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La croissance de la souche cible en présence des extraits est comparée a sa
croissance en culture sans extrait : la souche est ensemenceée seule dans le bouillon nutritif
stérile et incubée a 37°C et e dénombrement est effectué apres chague intervalle de temps.

[1.7. Analyse statistique des données

Toutes les expériences ont été réalisées une fois avec trois répliques de chaque
concentration en extrait ou en fraction chromatographique (sauf pour les vaeurs des CMI
et CMB).

Les donnés sont traitées de fagon dstatistique par des analyses de variances
(ANOVA a deux facteurs: les extraits et/ou fractions chromatographiques et leurs
concentrations), a |I’aide du logicidl (Statistica 5.5). Toutes les analyses sont réalisées au
seuil de signification de 5% (P<0.05).
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[11.1. Extraction des composes phénoliques

Le séchage est le seul moyen de préserver le matériel végétal. En effet, un séchage
a40°C et al’abri de lalumiére pendant quelques jours a été effectué afin de dénaturer les
enzymes, existantes dans le matériel végétal frais, susceptibles de provoquer des
modifications des composés phénoliques (Ribereau-Gayon, 1968). A de basses
températures (<40°C), les enzymes peuvent encore fonctionner et a des températures au-
dessus de 60°C le dommage des composés phénoliques par la chaleur peut se produire
(Reed, 1995). Laleh et al. (2006) ont également étudié le role de la lumiére sur la stabilité
des anthocyanines des extraits de quatre especes de Berberis et ont prouveé que I'exposition
des pigments a la lumiére accélére leur destruction. Ainsi, le temps, les conditions de
conservation du matériel végétal et la partie extraite (Nawaz et al., 2006) sont aussi des

parametres importants pour une meilleure extraction (Cacace et Mazza, 2003).

Les dimensions des particules de I'échantillon peuvent influencer I’ extraction. En
effet, la réduction de la taille des particules favorise I'extraction en augmentant la surface
de contact entre le solide et |e solvant (Pinelo et al., 2005 ; Spigno et al., 2007).

La composition chimique des plantes influence le choix du solvant adéquat, car les
extraits phénoliques des matiéres végétales sont des mélanges diversifiés de composés
contenus a des quantités variables. Par ailleurs, différents solvants ont été utilisés pour
I'extraction des polyphénols des matiéres vegétales tel que; I'eau, les mélanges aqueux de
I'éthanol, le méthanol, I'acétate d’ éthyle, le chloroforme et I'acétone (Turkmen et al., 2006 ;
Park et Jhon, 2010). La méthode adoptée pour I'extraction des principes actifs de P.
lentiscus (composes phénoliques) a été choisie pour sa sélectivité, visant I’ optimisation de
I’extraction de composés susceptibles d’avoir une activité antibactérienne. Plusieurs
solvants de polarités distinctes ont été successivement utilisés dans les différentes étapes

d extraction.
En outre, pour une méme plante, les différences variétales et les périodes de

cueillette, notamment, influencent sa composition et ses teneurs en composes phénoliques
(Tsao et Deng, 2004) ainsi que son activité (Akowuah et al., 2005).
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La solubilité des composés phénoliques est régie par leur nature, qui peut varier de
simples substances aux composés fortement polymérisées (Cacace et Mazza, 2003) et par
la polarité des solvants et la méthode utilisée (Goli et al., 2004 ; Spigno et al., 2007 ; Park
et Jhon, 2010). Selon Cacace et Mazza (2001), |a température peut influer I’ extraction d’un
composé donné en modifiant son coefficient de diffusion ou sa solubilité dans le solvant.
Aussi, ils ont remarqué une diminution de la quantité d anthocyanines extraites a des
températures supérieures a 40°C qui peut étre attribuée a leur dégradation a des
températures élevées. Ces multiples parametres a optimiser rendent difficile I’ @aboration
d un procédé d'extraction approprié a tous les composés phénoliques des plantes (Naczk et
Shahidi, 2006).

Le criblage des activités antimicrobiennes des plantes se fait apres des extractions
bruts aqueuses ou alcooliques qui peuvent étre suivis de diverses méthodes d'extraction
organiques (Nawaz et al., 2006). Tous les composants antibactériens des plantes de
structure aromatique ou composés organiques saturés, sont souvent obtenus par une
extraction initiale par I’ éhanol ou le méthanol (Cowan, 1999).

L’ extraction a base d'alcool (éthanol et méthanol) est hautement séective pour les
composés phénoliques. Ribéreau-Gayon (1968) dénote, que le méthanol et I’ é&hanol, sont
les deux solvants polaires les plus faciles & diminer sous vide. Selon Cowan (1999) et
Raghavan et Richards (2006), |’ éthanol a été rapporté comme étant e solvant d’ extraction
des polyphénols et le moins toxique par rapport aux autres solvants organiques (acétone).
En plus, Martini et Eloff (1998) ont rapporté son pouvoir extractant de composés des

plantes a activité antibactérienne.
Les rendements d’ extraction des différents solvants a partir des feuilles et des fruits

obtenus par la méthode sélectionnée pour la présente étude sont rapportés dans le tableau

suivant:
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Tableau I11. Taux d'extraction des extraits de feuilles et de fruits de P. lentiscus

Taux d’extraction (%)
Solvants , .
Feuilles Fruits
Ethanol 21,35 3,6
Acelt:)?]ta;j oertghaﬂi?qlsz ) 26,29 o
64,81 38,19
Phase aqueuse
Chlgtr]g;gronrwe;ne?uue 20,49 06:28
ganiq 34,57 1,16
Phase aqueuse
; exlgr?aes/ee?)l:gani que 30,69 %
35,25 1,33
Phase aqueuse

Les composes phénoliques de feuille et du fruit de P.lentiscus se sont solubilisés
dans les solvants polaires et apolaires, en se répartissant entre phases agqueuses et
organiques. Dans cette extraction des solvants de polarité différente ont été utilisés dont le
plus polaire étant |’ eau, |’ éthanol suivi de |’ acétate d’ éthyle, le chloroforme et I hexane qui

est le plus apolaire, afin d’ avoir une bonne répartition de tous les composés.

D’ aprés les résultats du tableau précédent, le taux d extraction est effectivement
variable en fonction de la partie de la plante et du solvant utilisé. Le meilleur taux
d extraction al’ éthanol est obtenu avec les feuilles (21,35%), comparativement a celui des
fruits (3,6%), indiquant la richesse des feuilles de P. lentiscus en composes phénoliques.
Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Bahorun (1997), qui a obtenu au niveau
des feuilles et boutons floraux de I’ espéce Crataegus monogyna, un taux plus important en
polyphénols par rapport aux autres parties de la plante. Les rendements d'extraction des
feuilles de P. lentiscus se sont avérés deux fois moindres (21,35%) que celui de I’ extrait

méthanolique de la méme plante rapporté par Gardeli et al. (2008), qui est de 61.1%.

Pour ce qui est de la deuxieme et troisieme étape de I’ extraction, les taux les plus
élevés ont été obtenus a partir des phases polaires, voir aqueuses pour les feuilles de P.
lentiscus, contrairement aux extraits des fruits pour lesquels de faibles taux d’extraction
ont été enregistrés, cela pourrait étre du alarichesse de P. lentiscus en composes polaire et

apolaire.
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La majeure partie des composes de I’ extrait éhanolique des feuilles de P. lentiscus
se retrouvent dans |'extrait aqueux d’ acétate d éthyle (64,81% de I’ extrait éthanolique), ce
qui signifie sa richesse en composés polaires. Par ailleurs, les composés des extraits
organique et aqueux d’'acétate d éthyle des fruits sont répartis, presque équitablement,
entre les deux phases. Les extraits aqueux du chloroforme et d hexane n'ont pas été
récupérés a partir des fruits, suite al’ éuisement des composés hydrosolubles par |a phase
aqueuse durant la deuxiéme phase, ce qui signifie leur richesse en composés apolaires.
Quant aux feuilles de P. lentiscus, ses extraits sont obtenus a des taux presque similaires a

ceux de leurs phases organiques correspondantes (tableau I11).

Le résultat d extraction des composés phénoliques concernant les feuilles de P.
lentiscus, indique un taux élevé de ses composes. Ces résultats sont en corrélation avec
ceux établis par Kordali et al. (2003), qui ont obtenu a partir de I’ extrait éthanolique des
feuilles de cette espéce le rendement le plus élevée de 16,59% par rapport & d autres
espéces appartenant a la méme famille; Pistacia vera et Pistacia terebinthus, ce qui

confirme sa richesse en ces Composeés.

D’ apres les résultats de cette étude la série d extraction adoptée meéne a un certain
fractionnement des composeés des parties de la plante éudiée et que le choix de I’ é&hanaol
comme premier solvant a permis |’ extraction de composés polaires et apolaires, qui, suite

aux autres extractions, se sont réparties selon leur polarité dans les diff érentes phases.

[11.2. Dosage des composeés phénoliques

L’étude quantitative des différents extraits bruts au moyen des dosages
spectrophotométriques avait pour objectif |a détermination de la teneur totale des phénols

totaux, tannins et flavonoides.

Il n"existe pas de méthode qui donnera des résultats satisfaisants pour |'analyse
quantitative parce que les propriétés chimiques sont impliqués dans la réactivité des
polyphénols dans des analyses colorimétriques et (ou) de précipitation (Reed, 1995).

Néanmoins, une estimation peut étre obtenue par différentes méthodes.
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[11.2.1. Dosage des phénols totaux
Les résultats du dosage des phénols totaux des feuilles et fruits de P. lentiscus

sont représentés dans lafigure 17.
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Figure 17. Teneurs en phénols totaux des différents extraits de P. lentiscus

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3)+'écartype.
-Les valeurs désignées avec |es mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Comme le montre lafig.17, tous les extraits de feuilles sont plus riches en phénols
totaux par rapport a ceux des fruits (P<0,05). En effet, il a éé prouvé que larépartition des
composeés phénoliques varie d'une partie a une autre au sein de la méme plante (Macheix et
al., 2005). Le contenu le plus élevé en phénols totaux est concentré essentiellement au
niveau de |’ extrait aqueux du chloroforme (637,58mg Eq Cat/g d’ extrait), suivi des extraits
aqueux d hexane (527,51mg Eq Cat/g d’extrait), d acétate d’ éthyle (332,05mg Eq Cat/g
d extrait) et de I'éthanol (238,22mg Eq Cat/g d'extrait) des feuilles. Quant aux autres
extraits, ils présentent une faible teneure en phénols totaux, avec un minimum de 17,93mg
Eq Cat/g d' extrait pour I’ extrait aqueux d'acétate d'éthyle des fruits (P<0,05).

Majhenic et al. (2007) ont rapporté que, généralement, les quantités les plus éevées
en composes phénoliques totaux dans les extraits de graines de Guarana ont été
déterminées dans les extraits aqueux obtenus a température ambiante. Topcu et al. (2007)
ont quantifié les phénols totaux des extraits de fruits de P. terebinthus et trouvent la
présence de 61,05ug PESmg dans I'extrait méthanolique et un taux plus important
(122,78ug PESY/mg) dans |’ extrait acétonique, des teneurs supérieures a celles obtenus dans
la présente éude avec les fruits de P. lentiscus. Gardeli et al. (2008) retrouvent au niveau

des extraits méthanoliques des feuilles de P. lentiscus des quantités variables en phénols
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totaux qui sétendent de 483 a 588mg d’ acide gallique/g de matiére végétal e, en fonction de
la période de cueillette du matériel vegétal.

Cette divergence de résultats est probablement tributaire, au matériel végétal utilisé
dérivant de la grande diversité structurae des composés phénoliques. Elle peut étre
également liée aux phases végétatives (Gardeli et al., 2008) et méme aux facteurs
abiotiques tels que le climat spécifique aux régions de provenance des échantillons, les

facteurs géographiques comme I’ altitude et la nature du sol (Brada et al., 2007).

[11.2.2. Dosage destannins
Les résultats du dosage des tannins des feuilles et fruits de P. lentiscus sont

représentés dans la figure 18.
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Figure 18. Teneurs en tannins des différents extraits de P. lentiscus

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3)+'écartype.
-Les valeurs désignées avec |es mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

D’apres ces résultats, seuls les extraits agueux de feuilles ont présenté des taux
élevés en tannins, a savoir I’ extrait agueux du chloroforme (937,22mg Eq AT/g d’ extrait);
les autres extraits de feuilles ont présenté des quantités moyennes avoisinant 700mg Eq
AT/g d extrait. Par contre, les quantités les plus faibles ont été enregistrées avec les extraits
chloroforme (225,83mg Eq AT/g d’ extrait) et hexane (164,16mg Eq AT/g d’ extrait) de la
méme partie de la plante (P<0,05). Quant aux extraits des fruits, ils se sont avérés pauvres
en tannins, ilsy sont concentrés, surtout au niveau des extraits organiques (fig.18) avec les

taux les plus éleves (P<0,05), tandis que les extraits agqueux sont marqués par les taux les
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plus faibles. Ceci s explique par l'insolubilité de ces composés, en particulier les tannins
condensés a haut poids moléculaire dans les solutions aqueuses (Reed, 1995 ; Cheynier,
2005).

[11.2.3. Dosage des flavonoides
Les résultats du dosage des flavonoides des extraits de feuilles et de fruits de P.

lentiscus, sont représentés dans la figure 19.
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Figure 19. Teneurs en flavonoides des différents extraits de P. lentiscus

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3)+'écartype.
-Les valeurs désignées avec |es mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

D’ apres les résultats de la Fig.19, le taux le plus élevé en flavonoides se trouve au
niveau des extraits aqueux du chloroforme (212,36mg Eq Rut/g d’ extrait) (P<0,05) et
aqueux d'hexane (180,34mg Eq Rut/g d extrait) des feuilles, suivi de prés par I’ extrait
éthanol (150,05mg Eq Rut/g d’ extrait). L’ extrait aqueux d’ acétate d’ éhyle des fruits de P.
lentiscus présente le taux le plus faible (2,30mg Egq Rut/g d extrait). Ces résultats sont
appuyés par des études antérieures réalisées par Topgu et al. (2007) sur des extraits
méthanolique et acé&onique du fruit de |’ espéce P. terebinthus. De cette présente analyse,
on déduit que les extraits des feuilles de P. lentiscus sont plutét riches en flavonoides de

différentes polarités, ce qui N’ est pas le cas pour les extraits de fruits.
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La divergence des résultats du dosage pourrait étre attribuée a une répartition
différente des composés phénoligues au sein de la méme plante. Le contenu en composés
phénoliques dépend fortement des différents organes de P. lentiscus. Ainsi les feuilles ont

montré un contenu plus élevé en composés phénoliques que celui des fruits.

Le contenu en polyphénol des feuilles de P. lentiscus est plus élevé que celui de
plusieurs espéces citées dans la littérature. Djeridane et al. (2006) ont constaté que cette
abondance peut étre liée aux conditions climatiques dures de I'habitat habituel (la
température chaude, exposition solaire €levée, sécheresse, salinité), qui stimulent la
biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols. En effet, le contenu
phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et
extrinséques (environnement et stockage) (Falleh et al., 2008).

[11.3. Activité antibactérienne des extraits et des fractions chromatographiques de
P. lentiscus
Il a été rapporté que la méthode de diffusion sur disgque et la mesure des CM|I sont
les plus utilisées pour I’ étude de I'activité antibactérienne des substances naturelles des

extraits des plantes médicinales (Gul¢in et al., 2004 ; vanV uuren, 2008).

La méthode des disques est basée sur I’ utilisation des disques comme réservoirs
contenant la solution des substances a tester. Dans le cas des solutions avec une basse
activité, une grande concentration ou volume est nécessaire; néanmoins la capacité des
disques est limitée. C'est pourquoi certains extraits exhibent des zones d'inhibition
incomplétes qui peuvent étre attribuées a une résistance par déficience de dose d’ extrait
(Gllcin et al., 2004). La CMI est une méthode quantitative basée sur le principe du contact
d'un microorganisme a une série de dilutions de |la substance testée. Elle est couramment
utilisée comme un critére admis pour la mesure de la susceptibilité des microorganismes

aux inhibiteurs (vanVuuren, 2008).

La talle de I'inoculum est considéré comme étant la variable la plus importante
dans les tests de sensibilité (Cushnie et al., 2003). Elle a é&é ajustée a 10°UFC/m
(10"UFC/ml sur la boite), et ceci pour éviter d’ éventuelles ambiguités dans I’ interprétation
des résultats car avec cette charge aucune zone d’inhibition n’a été observée avec le

méthanol.
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Tous les extraits et les fractions chromatographiques ont éé testés contre les
microorganismes Gram® (S. aureus, B. subtilis et L. innocua) et Gram™ (P. aeruginosa,
E.coli et K. pneumoniae), afin de déterminer leur potentiel bioactif. Pour cela, ils ont été
dissous dans du méthanol dont |a capacité a dissoudre tous les extraits polaires et apolaires
afait delui le solvant du choix. Commeil peut par lui-méme exercer un effet inhibiteur sur
la croissance normale des souches bactériennes, un témoin sans extrait a été réalisé pour
chague souche et aucune activité inhibitrice du méthanol n’a éé observée (Fig. annexe 04),
suggérant que |’ activité observée est le seul effet des extraits en question, comme rapporté
par Meral et Karabay (2002) qui ont démontré que le méthanol pur ne présente aucun effet

inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Les résultats de I’ activité des extraits et des fractions chromatographiques sur S.
aureus, B. subtilis, L. innocua, P. aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae, sont rapportés
successivement dans les tableaux VII, VIII, IX, X, X1 et XII et leurs aspects sont illustrés
danslesfigures 20, 22, 23, 24, 26 et 27.

Les CMI et CMB des extraits et des fractions chromatographiques actifs, ainsi que

celles des composés phénoliques purs ont éé déterminées et les valeurs obtenues sont

représentées dans les tableaux suivants:
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Tableau V. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits et des
fractions chromatographiques des feuilles

CMI et CMB en mg/ ml

Extraits S.aureus  B.subtilis P.aeruginosa L innocua E.coli K.pneumoniae
CMlI/CMB CMI/CMB  CMI/ICMB  CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB

Feuilles de P. lentiscus

Ethanol 0,4/>1 0,4/>1 0,2/0,4 NT NT NT
Fi 0,4/0,9 0,4/>1 NT NT NT NT
F, 0,3/>1 0,3/>1 0,2/0,3 NT NT NT
Fs NT NT NT 1/>1 1/>1 0,8/>1
Fy NT NT NT >1/>1 >1/>1 >1/>1
Acétated’ éthyle 0,2/0,3 0,2/>1 <0,1/0,3 0,3/0,5 NT NT
Fy 0,4/0,6 0,2/>1 0,2/0,4 NT NT NT
F, 0,2/0,6 0,2/>1 <0,1/0,2 NT NT 0,7/0,9
Fs NT NT NT NT NT U1
F, NT NT NT NT NT >1/>1
Ag-acétate d’ éthyle 0,7/>1 NT NT NT NT NT
Fi NT NT NT NT NT NT
F, 0,9/>1 NT NT NT NT NT
Fs 0,8/>1 NT NT NT NT NT
F, >1/>1 NT NT NT NT NT
Chloroforme NT NT NT NT NT NT
Fy NT 0,8/1 NT NT NT NT
F, 0,5/0,8 0,5/>1 NT NT NT NT
Fs 0,8/>1 NT NT NT NT NT
Fy >1/>1 NT NT NT NT NT
Ag-du chloroforme 0,2/0,7 0,2/>1 <0,1/0,3 0,3/0,5 0,4/0,5 0,6/0,7
Fi 0,2/0,7 0,3/>1 <0,1/0,3 0,3/0,5 0,4/0,5 0,5/0,6
F, 0,2/0,8 0,3/>1 <0,1/0,3 0,3/0,5 0,4/0,5 0,4/0,6
Fs 0,7/>1 0,7/>1 0,5/0,5 NT >1/>1 0,9/>1
F,4 NT NT NT NT >1/>1 >1/>1
Hexane NT NT NT NT NT NT
Fy >1/>1 NT NT NT NT NT
F, >1/>1 NT NT NT NT NT
Fs NT NT NT NT NT NT
Fy NT >1/>1 NT NT NT NT
Ag-d'hexane 0,2/0,7 0,2/>1 <0,1/0,3 0,3/0,5 0,4/0,5 0,6/0,7
Fy 0,2/0,6 0,3/>1 <0,1/0,2 0,3/0,6 0,4/0,5 0,5/0,7
F, 0,2/0,5 0,3/>1 <0,1/0,2 NT 0,5/0,5 0,5/0,6
F; 0,9/>1 0,9/>1 NT NT >1/>1 >1/>1
F, >1/>1 >1/>1 NT NT NT NT
NT: Non testé
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Tableau V. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits et des
fractions chromatographiques des fruits

CMI et CMB en mg/ ml

Extraits S.aureus  B.subtilis P.aeruginosa L innocua E.coli K.pneumoniae
CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB  CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB

Fruitsde P. lentiscus

Ethanol >1/>1 0,8/>1 NT NT NT NT
F. >1/>1 0,9/>1 NT NT NT NT
F, >1/>1 0,7/0,9 NT NT NT NT
Fs NT NT NT NT NT NT
F4 NT NT NT NT NT NT
Acétate d’éthyle 1/>1 0,3/>1 NT NT NT NT
Fy NT NT NT NT NT NT
F. NT NT NT NT NT NT
Fs NT NT NT NT NT NT
F4 >1/>1 NT NT NT NT NT
Ag-acétate d’ éthyle >1/>1 >1/>1 NT NT NT NT
F. 1/>1 0,7/>1 NT NT NT NT
F, NT NT NT NT NT NT
Fs NT >1/>1 NT NT NT NT
F4 >1/>1 NT NT NT NT NT
Chloroforme 1/1 0,5/>1 NT NT NT NT
Fy 1/>1 0,9/>1 NT NT NT NT
F. 1/>1 0,7/1 NT NT NT NT
Fs NT NT NT NT NT NT
F4 NT NT NT NT NT NT
Hexane 1/>1 0,5/>1 NT NT NT NT
Fy NT 0,8/0,8 NT NT NT NT
F, >1/>1 0,6/>1 NT NT NT NT
Fs NT NT NT NT NT NT
F4 NT NT NT NT NT NT
NT: Non testé

Tableau V1. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des standards

CMI et CMB en mg/ml

Standards Saureus  B.subtilis P.aeruginosa L.innocua E.coli K.pneumoniae
CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB  CMI/CMB CMI/CMB CMI/CMB

Acide tannique 0,2/0,5 <0,1/>1 <0,1/0,2 0,2/0,5 NT NT
Acide gallique <0,1/0,2 0,4/>1 <0,1/<0,1 <0,1/0,2 0,5/>1 0,4/>1
Acide caféique 0,2/0,4 0,4/>1 NT NT 0,5/>1 0,5/>1
Catéchine 0,7/0,7 0,7/>1 NT NT 0,7/0,8 0,7/>1
Quercétine >1/>1 >1/>1 >1/>1 >1/>1 >1/>1 >1/>1

NT: Non testé
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[11.3.1. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur S. aureus

(ATCC6538)

D’ apres les résultats montrés dans le tableau VI, pratiquement tous les extraits des
feuilles ont montré une activité inhibitrice sur S aureus dont la meilleure en terme de
diamétre de la zone d’inhibition a été obtenue avec I’ extrait organique d’ acétate d éthyle, a
une concentration de 2mg/disque, avec des CMI (0,2mg/ml) e¢ CMB (0,3mg/ml)
intéressantes (Tableau 1V).

Les extraits éthanolique, aqueux du chloroforme, agueux d hexane et agueux
d acétate d’ éthyle des feuilles de P. lentiscus exhibent une activité élevée, avec des zones
d'inhibition de 20,3 ; 21,8 ; 21,7 et 19,3mm (a 2mg/disque), respectivement. Avec des
CMI/CMB de 0,4/>1; 0,2/0,7; 0,2/0,7; 0,7/>1mg/ml, respectivement. Pour ces mémes
extraits |’augmentation de la concentration Ssest accompagnée d'une augmentation
significative du diametre de la zone d'inhibition, ce qui correspond a un effet dose
dépendant (P<0,05). Des résultats similaires ont é&é obtenus par Ogueke et ses
collaborateurs (2007). En testant I’ activité de I’ extrait éthanolique de Euphorbia hirta sur
S aureus, ils ont constaté que I’ augmentation de la concentration dans le disque de 50 a

100mg/ml produit une différence significative du diamétre de la zone d’inhibition.

En terme de diametre de la zone d’inhibition, I’ extrait hexane des feuilles est le
moins actif (8mm) avec des CMI et CMB éevées (supérieures a Img/ml), ce qui confirme

le faible pouvoir antibactérien de cet extrait (Tableau 1V).

Les valeurs des CMI et CMB des extraits aqueux du chloroforme et aqueux
d hexane (0,2/0,7mg/ml) des feuilles sont plus intéressantes que celles de |’ extrait aqueux
d acétate d’ éthyle (0,7/>1mg/ml), ce qui signifie un gain d’ activité, et prouve la sélectivité
du procédé d’ extraction adopté (Tableau V).

Les extraits des fruits, quand a eux, ont donné des zones d’inhibition inférieures
et/ou égales a 11,0mm aux concentrations testées (P<0,05). Seul |’ extrait agueux d’ acétate
d éhyle a montré un faible effet inhibiteur a partir de la concentration de 1mg/disgque. Les
valeurs des CMI et CMB sont >1mg/ml, nettement plus éevées que celles des extraits des
feuilles (Tableau V).
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Le fractionnement des extraits éhanolique et acétate d éthyle, ainsi que I’ extrait
aqueux d’ acétate d’'éthyle des feuilles, a permis de récupérer de faibles activités en terme
de zones d'inhibition, indiquant probablement que I’ activité initiale observée soit due a
plusieurs cComposes agissant en synergie, contrairement aux extraits chloroforme et hexane
qui, apres fractionnement, ont montré une petite améioration de I’ activité au niveau de

leurs fractions résultantes.

Les fractions issues des extraits agueux du chloroforme et aqueux d hexane des
feuilles se sont montrées plus actives que leur extraits correspondants sur cette souche
(P<0,05), ce qui signifie que I’ activité initiale observée avec leurs extraits n’est pas due a
un effet synergique.

Les fractions F;, F, et F;3 ont é&é les seules fractions actives issues du
fractionnement de I’ extrait agueux chloroforme des feuilles, puisqu'elles ont montré un
effet bactériostatiquea 0,2 ; 0,2 et 0,7mg/ml et bactéricidea 0,7 ; 0,8 et >1mg/ml,
respectivement. Le diamétre d’'inhibition le plus large est obtenu avec la Fs, il est de
24,0mm a 0,1mg/disque. Dans le cas des fractions F; et F3, |’ augmentation de la charge du
disque de 0,1 a Img/disque s est accompagnée d une réduction significative du diamétre
de la zone d’'inhibition de 20,7 a 15,7mm et de 24,0 a 16,0mm, respectivement (P<0,05),
contrairement a la fraction F, pour qui I’augmentation de la charge du disque de 0,5 a
1mg/disque S est accompagnée d’ un éargissement significatif de la zone d’'inhibition (9,8
a15,5mm) (P<0,05).

Les fractions de I’ extrait agueux d’hexane se sont toutes montrées actives sur cette
souche. Ceci pourrait ére di a la présence de plusieurs composés actifs de polarités
différentes qui ont été récupérées dans différentes fractions. Les meilleures activités en
terme de diametre de la zone d’'inhibition ont été obtenues avec la fraction F, de I'extrait
aqueux d’hexane a la concentration de 1mg/disque avec un diamétre d'inhibition de
26,3mm avec une CMI de 0,2mg/ml et une CMB de 0,5mg/ml, suivi d'une zone
d inhibition de 25,0mm de la méme fraction a 0,5mg/disgue et de la fraction F4 du méme
extrait a Img/disque. Pour les fractions F;, F; et F3 I’augmentation de la charge du disque
s accompagne d’une amélioration de I’ activité. Pour la fraction F4, on remarque toujours
cette améioration, en passant directement de la concentration de 0,1mg/disque (16,0mm) a
1mg/disque (25,0mm) et la disparition de la zone d’inhibition a 0,5mg/disque (P<0,05).

59



Chap.ll1 Résultats et Discussions

Les fractions des extraits des fruits ont donné des zones d'inhibition alant de 8,0 a
13,0mm, avec des CMI et des CMB >1mg/ml, ce qui confirme leur faible activité vis-a-vis

de cette souche.

L’ activité des extraits aqueux d acétate d éthyle, hexane et acétate d’éthyle des
fruits a été retrouvée exclusivement au niveau des fractions Fy, F, et F4 avec de faibles
diametres d'inhibition: 9,0mm (0,1mg/disque), 11,0mm (1mg/disque) et 8,2mm
(0,2mg/disque), respectivement. Cependant, I’ activité des extraits éthanol et chloroforme a
été retrouvee dans les deux fractions apolaires F; et F, dont le meilleur diametre est obtenu
avec lafraction F; del’ extrait éthanol ; 13,0mm (1mg/disgue) (P<0,05).

Les composeés phénoliques purs testés ont présenté un effet significativement plus
intéressant que les extraits de P. lentiscus vis-a-vis de cette souche (P<0,05). Le compose
le plus actif est |I'acide gallique avec des vaeurs de CMI/CMB <0,1/0,2mg/ml (Tableau
V1), et des zones d'inhibition alant de 10,0 a 32,7mm aux différentes concentrations
testées (P<0,05). L’acide caféique et I'acide tannique, quant a eux, présentent des zones
d inhibition de 19,8 et 17,8mm (2mg/disgque), avec des CMI de 0,2mg/ml et des CMB de
0,4 et 0,5mg/ml, respectivement. La plus faible activité a été enregistrée avec la catéchine
(9,3mm) a 2mg/disque et aucune activité n'a été observée avec la quercétine (P<0,05).
Contrairement aux résultats de la présente étude, d autres auteurs ont rapporté la résistance
de cette espece (S aureus) aux composes phénoliques purs comme I acide gallique, I’ acide
caféique, I’acide vanillique, I’acide protocatéchique et la rutine a des concentrations de
1mg/ml. Ceci pourrait ére expliqué par la taille de I'inoculum utilisé (2,0 x 10°UFC/ml)
(Rodriguez-Vaguero et al., 2007a).

Concernant les antibiogrammes réalises dans les mémes conditions expérimentales
gue les aromatogrammes, S. aureus était plus sensible a I'ofloxacine (32mm)
comparativement aux autres antibiotiques testés. Ces résultats sont en accord avec ceux
rapportés par plusieurs auteurs Ali et al. (2001) ; Dall’Agnol et al. (2003) ; Okigbo et
Ajdie (2005) ; Akinpelu et al. (2008) ; Ghosh et al. (2008), sur la sensibilité de cette
espece a plusieurs antibiotiques, tels que I’ ofloxacine (31mm a 5ug/disque), la pénicilline
G (14,5mm a 10ug/disgue), I'ampicilline (22mm & 10ug/disque), la gentamycine (25mm a
10pg/disgue), le chloramphénicol (30.61mm a 40ug/ml) et a I'acide nalidixique (35mm a
10pg/disgue) (Mathabe et al., 2006).
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Tableau VII. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles et des fruit de P. lentiscus sur S, aureus (ATCC6538)

Diamétr e des zones d’inhibitions (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1/0,005)
002] 01 | 02 | 1 | 2 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 ] 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -I- 7,8+0,3 9,7+0,6 19,8+0,3 | 20,3+0,6 -I- -/- 8,0£0,0 -I- 9,0+0,0 | 10,0+0,0 -I- -I- -I- -I- -I- -I-
AcOEt -/- 8,0+0,0 | 10,8+0,3 | 22,7+0,6 | 23,7+0,6 -/- 9,5+0,0 10,0+0,0 | 8,0+0,0 10,8+0,3 | 12,2+0,3 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQg-AcOEt -/- -/- -/- 18,0+0,0 | 19,3+0,0 -/- -/- -/- -/- -/- 9,0+0,0 8,0+0,0 -/- -/- 8,5+0,0 -/- -/-
Chl -I- -/- -I- -/- -I- -I- -/- -I- 10,0£0,0 | 8,0+0,0 -I- -I- -I- 10,2+0,3 | 8,0£0,0 -I- -I-
Ag- Chl -/- -/- 15,8+0,3 | 16,0£0,0 | 21,8+0,3 | 20,7¢0,6 | 21,7+0,3 | 15,7+0,6 -/- 9,8+0,3 15,7+0,0 | 24,0£0,0 | 21,7+0,6 | 16,0+0,0 -/- -/- -/-
Hex -/- -/- -/- 8,0£0,0 8,0£0,0 8,2+0,3 8,3+0,3 -/- -/- 9,2+0,3 10,0+0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQ- Hex -/- -/- 17,0£0,0 | 17,8+0,3 | 21,740,6 | 19,2+0,3 | 21,0+0,0 | 22,2+0,3 | 11,2+0,3 | 25,0+0,0 | 26,3+0,6 -/- 11,0+0,0 | 21,0£0,0 | 16,0+0,0 -/- 25,0+0,0
Fruitsde P. lentiscus
Eth 7,0£0,0 | 8,0+0,0 8,0+0,0 9,7+0,6 11,0£0,0 | 8,0+0,0 | 11,3+0,3 | 13,0+0,0 | 10,0+0,0 | 12,7+0,3 | 11,0+0,0 NT NT NT -/- -/- -/-
AcOEt 8,0£0,0 | 7,7£0,6 8,0£0,0 8,3+0,6 10,0+£0,0 -I- -/- -I- NT NT NT NT NT NT 9,0£0,0 | 8,000 -I-
AQg-AcOEt -I- -/- -I- 8,3+0,6 9,0+0,0 -I- 8,0+0,0 | 11,0+0,0 -I- -/- -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I-
Chl 8,0+0,0 | 8,0+0,0 8,0£0,0 9,0+0,0 9,0£0,0 -/- -/- 8,0£0,0 8,2+0,3 -/- -/- NT NT NT -/- -/- -/-
Hex 7,7¢0,6 | 8,0+0,0 8,0£0,0 9,0+0,0 9,0£0,0 -/- -/- -/- 8,2+0,3 -/- -/- NT NT NT -/- -/- -/-
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
0,02 0,1 0.2 1 2 002 | 01 | 02 1 2 002 | 01 0.2 1 2 002 | 01 | 02 1 2
10,0+0,0 16,7+0,6 | 20,3+0,6 30,3+0,6 32,7+0,6 -/- -/- -/- 18,0+0,0 19,8+0,3 -/- -/- 10,7+0,6 15,7+0,6 17,8+0,3 -/- -/- -/- 7,0£0,0 9,3+0,3
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (10pg) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30pg) Chlor ?ggfgk)]enl col Ofloxacine (5pg)
29,3+1,2 20,0£2,0 30,7+1,2 22,7+1,2 30,7+1,2 32,0£0,0

-/-: Pas de zone observée, NT: non testé ; Quercétine : pas d’ activité ; ACOEL : acétate d' éthyle ; MeOH : méthanol ; A.ac : acide acétique
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Extraits

C D

Figure 20. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur S. aureus A) Extraits bruts de feuilles de P.
lentiscus a 2mg/disque, 27: extrait éthanol; 28: acétate d' éthyle; 29: aqueux d’acétate d' éthyle; 30: chloroforme; 31:
hexane. B) Extraits aqueux du chloroforme et d’ hexane des feuilles, Csy: agueux chloroforme a 1mg/disque; Ciqq: aqueux
chloroforme a 2mg/disque; Hsq: agqueux chloroforme a 1mg/disque; Hygo: aqueux chloroforme a 2mg/disque. C) Fractions
de I'aqueux du chloroforme feuilles, D) Fractions de I'agueux d'hexane feuilles, 1. F; (0,1mg/disque), 2: F;
(0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,2mg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 7: F5 (0,1mg/disque),
8: F3 (0,5mg/disque), 9 : F; (Img/disque), 10: F, (0,1mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F, (1mg/disque).

Les résultats obtenus dans cette éude concernant |’activité antibactérienne des
extraits de P. lentiscus sur cette souche sont en accord avec ceux obtenus par Mathabe et
al. (2006), qui ont rapporté la sensibilité de Saureus (ATCC25923) aux extraits
éthanoliques d' Indigofera daleoides (plante entiére) et Punica granatum (racines) exhibant
des CMI intéressantes de 0,039 et de 0,078 mg/ml, respectivement avec une méme zone
d'inhibition (29mm). Les extraits des feuilles de Chromolaena odorata et Citrus
aurantifolia ont été testés par Okigbo et Ajaie (2005) sur cette souche. Les résultats ont
montré que I’ extrait le plus actif est celui de Chromolaena odorata (extrait éthanolique)

avec une zone de 15,1mm et une CMI de 0,03125 mg/ml.

Les travaux menés par Ali et al. (2001) sur les différents extraits des feuilles de
Lawsonia inermis et des graines de Nigella sativa concordent avec les résultats obtenus
dans cette étude, indiquant que les extraits éhanolique et acétate d’ éthyle des feuilles de P.
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lentiscus possedent une bonne activité antibactérienne vis-a-vis de cette souche avec des

zones d'inhibition de 20,3 et 23,7mm, respectivement a 2mg/disque.

Plusieurs auteurs ont rapporté la sensibilité de la souche Saureus aux extraits
méthanoliques des plantes. Uddin et al. (2008) ont montré de petites zones d’ inhibition de
9mm avec I’ extrait de Trema cannabina, un effet largement faible par rapport aux extraits
de la plante testée dans cette étude. Navarro et al. (1996) ont aussi testé I'extrait de
I’ écorce des fruits de Punica granatum de la famille des punicacées, sur plusieurs souches
pathogenes, dont S. aureus (ATCC6538) qui a révélé une CMI de 0,62mg/ml plus
intéressante que les CMI du fruit de P. lentiscus, alors que I’ extrait du fruit de Guazuma
ulmifolia de la famille des sterculiacées, a montré une CM| de 10mg/ml moins intéressante
que celle retrouvée avec les extraits des fruits de P. lentiscus. McGaw et al. (2005), de leur
part, ont étudié |’ effet des extraits d' écorce de quelques plantes, appartenant a la famille
des anacardiacées, ou ils ont retrouve une valeur de CMI de 0.2mg/ml. De méme, Salva et
al. (2004) ont déterminé une CMI de 0,38mg/ml avec I’ extrait des branches d’ Astronium
balansae (anacardicées) contre cette souche.

Par ailleurs, Basile et al. (2000) ont rapporté la sensibilité de cette espéce a la
fraction d' acétate d’ éthyle de I’ extrait agueux de Castanea sativa, qui a exhibé une CMI
intéressante de 0,064mg/ml et une CMB de 0,256mg/ml. Son inhibition par la fraction de
I'extrait méthanolique des feuilles du Callistemon rigidus a été observée par Gomber et
Saxena (2007), qui ont montré une activité dose dépendante contre vingt sept isolats de
Saureus multirésistants. De plus, I'évaluation des CMIs in vitro a donné des valeurs allant
de 1.25 a 80ug/ml (Gomber et Saxena, 2007). Deux fractions de I’ extrait méthanolique de
tige de Daphne gnidium présentent des résultats plus importants que celui de son extrait
brut (CMI: 0,5mg/ml) sur cette espece, notamment la fraction contenant le 2,5,7,4'-
tétrahydroxyisoflavanol, avec une CMI de 0,05mg/ml (Cottigliaet al., 2001).

Des études ont démontré la résistance de cette espéce a beaucoup d'extraits de
plantes. Aingi, |'extrait méthanolique des fruits de Capparis salicifolia et Capparis
tweediana (capparacées) n'ont aucun effet inhibiteur vis-a-vis de céle-ci (Salva et al.,
2004), ce qui est également en accord avec les résultats obtenus par Pesewu et al. (2008).
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Il a été remarqué, avec l'espece S aureus, que les zones dinhibition obtenues
n'étaient pas similaires pour tous les extraits. Ainsi avec les fractions chromatographiques
de I'extrait éthanolique des fruits de P. lentiscus, les zones observées montrent |’ apparition

d un halo de croissance autours des disques (Fig.21).

Figure 21. Activité des fractions de I'extrait éthanolique des fruits sur S aureus, 1. F; (0,Img/disque), 2: F;
(0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,1mg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 10: F,
(0,2mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F, (1mg/disque).

L'aspect des zones dinhibition peut étre expliqué par le fait que les extraits de
plantes sont des mélanges complexes de plusieurs composés avec des coefficients de
diffusion différents et que latechnique de diffusion repose sur le principe de la compétition
entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester. Donc
probablement, les composeés sans activité inhibitrice ont un faible pouvoir migratoire alors

que ceux qui sont actifs migrent plusloin.

[11.3.2. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur B. subtilis
(ATCC6633)

Les diametres des zones d’ inhibition obtenus sont rapportés dans le tableau VIII. La
meilleure activité est présentée par les extraits acétate d’ éthyle, aqueux chloroforme et
agueux d’'hexane (CMI/CMB de 0,2/>1mg/ml) des feuilles (Tableau IV) et I’ extrait acétate
d ethyle (CMI/CMB de 0,3/>1mg/ml) des fruits de P. lentiscus (Tableau V). Concernant
les fractions chromatographiques des extraits des feuilles, les CMI sont comprises entre 0,2
et >Img/ml et celles des fruits de 0,6 a >1mg/ml et les CMB sont supérieures ou égales a
Img/ml.
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Les extraits de feuilles sont seulement actifs aux concentrations de 1 et 2mg/disque
et les diamétres d'inhibition les plus larges sont obtenus avec les extraits aqueux du
chloroforme (15,0mm) et agueux d’hexane (14,7mm) a 2mg/disque. Dans le cas de ces
deux extraits |I’augmentation de la charge du disque de 1 & 2 mg/disque s est traduite par
une augmentation significative des diamétres des zones d’inhibition, ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Dall’ Agnol et al. (2003), en testant I’ activité des extraits
méthanoliques des parties aériennes de Hypericum ternum et Hypericum polyanthemum sur
B. subtilis, ces auteurs ont constaté que I’ augmentation de la charge du disque de 100ug/ml
a 200upg/ml, produit des différences dans les diametres des zones d’inhibition. Par contre,
les extraits des fruits sont actifs aux cing concentrations testées et la plus grande zone
d’inhibition (15,0mm) a été obtenue avec I'extrait agueux d acétate d éhyle a
0,02mg/disque.

Les zones d'inhibition varient de 8,0 a 15,0mm de diamétre pour les extraits des
feuilles et des fruits, alors que les fractions des extraits des feuilles présentent des zones
d'inhibition de 7,0 a 22,8mm et celles des fruits présentent de faibles diamétres. Donc, le
fractionnement des extraits des feuilles a augmenté d’ une maniére significative I’ activité
inhibitrice (P<0,05).

La faible activité des extraits éthanolique et d acétate d'éhyle des feuilles a été
retrouvée au niveau des fractions les moins polaires avec des diamétres presque similaires
a ceux de leurs extraits correspondants. A |’exception des extraits aqueux d acétate
d éthyle et d hexane, le fractionnement de I’ extrait chloroforme a aboutit a de faibles
activités au niveau des fractions apolaires F; (7,0mm) et F, (8,0mm) a 2mg/disque avec des
CMI/CMB de 0,8/1 mg/ml et 0,5/>1mg/ml, respectivement.

Le fractionnement des extraits agueux du chloroforme et agueux d hexane des
feuilles a permis I’améioration de I’ activité par la récupération de fractions plus actives
avec des CMI qui varient de 0,3 a0,9mg/ml et CMB >1mg/ml, contrairement aux fractions

des fruits qui ont exhibé de faibles zones d'inhibition.

Des différences significatives sont notées entre les différents extraits et les
composés phénoliques purs éudiés. L’ acide caféique et I'acide tannique ont exhibé une

activité importante contre B. subtilis avec 25,7 et 16,7mm de diametre a 2mg/disgque et
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présentant des CMI 0,4 et <0,1mg/ml, respectivement et des CMB supérieures a Img/ml.
Malgré une faible zone d'inhibition de 9,7mm a 2mg/disque, |I’acide gallique a présenté
une CMI intéressante de 0,4mg/ml et une CMB >1mg/ml (Tableau VI). Par ailleurs, la

catéchine n’arévélé qu’ une petite zone d’inhibition de 7,5mm de diamétre.
Les résultats de sensibilité de B. subtilis aux antibiotiques sont trés importants et

varient entre 28,0 et 42,0mm avec la vancomycine et la pénicilline G, respectivement
(Tableau VI1I).
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Tableau VIII. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles et des fruits de P. lentiscus sur B. subtilis (ATCC6633)

Diametr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatogr aphiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1/0,005)
002 ] 01]02] 1 2 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01] o5 | 1 01 | 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -I- -I- -I- 8,0+0,0 | 10,0+0,0 -/- -/- 7,3+0,6 -/- 8,8+0,3 10,+0,6 -/- -I- -I- -/- -I- -I-
AcOEt -/- -/- -/- 10,0+0,0 | 10,0+0,0 -/- 8,5+0,0 9,0+0,0 -/- 9,7+0,6 | 11,2+0,3 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQg-AcOEt -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Chl -I- -I- -I- -/- -I- 7,5+0,0 8,0+0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 8,5+0,0 8,0£0,0 -/- -I- -I- -/- -I- -I-
Ag- Chl -/- -/- -/- 12,7¢0,3 | 15,0+0,0 | 22,8+0,3 | 22,0+0,0 | 21,2+0,3 | 10,0+0,0 | 17,0+0,0 | 22,0+0,0 -/- 19,8+0,3 | 13,2+0,3 -/- -/- -/-
Hex -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQ- Hex -/- -/- -/- 12,5+0,5 | 14,7+0,6 | 18,0+0,0 | 19,8+0,3 | 13,0+0,0 | 10,0+0,0 | 17,0+0,0 | 20,0+0,0 -/- -I- 14,0£0,0 | 11,0+0,0 | 11,5+0,0 | 16,3+0,3
Fruitsde P. lentiscus
Eth 8,3+0,6 | 8,0+0,0 | 8,0+00 | 10,0+0,0 | 11,0+0,0 | 8,5+0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 7,5+£0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 NT NT NT -/- -/- -/-
AcOEt 8,0+0,0 | 8,0+0,0 | 8,000 | 10,7+0,6 | 13,2+0,3 -/- -/- -I- NT NT NT NT NT NT -/- -I- -I-
AQg-AcOEt 15,0+0,0 -I- -I- 8,0+0,0 8,0£0,0 8,0£0,0 8,0£0,0 7,0£0,0 -/- -I- -I- 7,5£0,0 | 7,0£0,0 7,0£0,0 -/- -I- -I-
Chl 10,0£0,0 | 9,0+0,0 | 8,0+00 | 10,0+0,0 | 11,0+0,0 | 8,0+0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 7.5+£0,0 7.5+0,0 7.5+0,0 NT NT NT -/- -/- -/-
Hex 8,0+0,0 | 8,0+0,0 | 8,0+00 | 9,3+0,6 | 10,0+0,0 | 8,0+0,0 7,5+£0,0 7,0£0,0 7,5+£0,0 7,0£0,0 8,0£0,0 NT NT NT 9,0+0,0 7,5+0,0 7,0£0,0
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002 | 01 0.2 1 2 |002| 01| 02 1 2 0,02 01 0.2 1 2 002 | 01| 02 | 1 2
-/- -/- -/- 7,2+0,3 | 9,7+0,6 -/- -/- -/- 23,7+0,6 25,7+0,6 7,0£0,0 11,3+0,3 12,7+0,6 15,0+0,0 16,7+0,6 -/- -/- -/- -/- 7,5+0,0
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (1opg) | Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?ggfgr)'en' col Ofloxacine (5pg)
42,0+2,0 35,3+2,3 34,0£0,0 28,0£0,0 34,7+1,2 36,7+1,2

-/-: Pas de zone observée, NT: non testé€ ; Quercétine : pas d activité ; AcOEt : acétate d’ éthyle ; MeOH : méthanol ; A.ac : acide acétique
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Figure 22. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur B. subtilis A) Extraits bruts de graines de P.
lentiscus a2 0,02mg/disque, 1: extrait éhanol; 2: acétate d’ éthyle; 3: aqueux d’ acétate d' éthyle; 4: chloroforme; 5: hexane.
B) Extraits aqueux du chloroforme et d hexane des feuilles, Cs: agueux chloroforme a 1mg/disque; Cigp: agueux
chloroforme a 2mg/disque; Hsy: agueux chloroforme a 1mg/disque; Hig : aqueux chloroforme a 2mg/disque. C)
Fractions de I’ aqueux du chloroforme feuilles, D) Fractions de |’ agueux d hexane feuilles, 1: F; (0,1mg/disque), 2: F;
(0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,1mg/disgue), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 7: F; (0,1mg/disque),
8: F3 (0,5mg/disque), 9: F; (Img/disque), 10: F, (0,1mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F, (1mg/disque).

Les extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de P. lentiscus sont plus actifs sur
B. subtilis avec des CMI: 0,4 et 0,8mg/ml, respectivement, que neuf autres extraits
éthanoliques des différentes plantes appartenant a différentes familles testées (CMI varient
de 1 & 16mg/ml) par Kloucek et al. (2005). Kivrak et al. (2009) ont déterminé avec
I’extrait éthanol de Salvia potentillifolia une CMI (0,0275mg/ml) plus intéressante que
celle obtenue avec les extraits de P. lentiscus avec un diamétre d’inhibition de 20mm
(Kivrak et al., 2009).

Ghosh et al. (2008) ont démontré des zones d'inhibition de 22mm pour I'extrait
méthanolique de feuilles du Terminalia chebula et I'extrait aqueux de fruit de Terminalia
bellerica qui sont supérieures a celles des extraits bruts des feuilles et fruits de P. lentiscus.
Aussi, Akinpelu et al. (2008) ont rapporté que I’ extrait méthanolique (70%) de I’ écorce de
tige de Afzelia africana a révélé une CMI de 1.56mg/ml et une CMB de 6,25mg/ml. Les
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mémes extraits de feuilles de Eucalyptus camaldulensis et Terminalia catappa ont exhibé
une activité contre B. subtilis a de faibles concentrations (CMI de 0,005mg/ml) (Babayi et
al., 2004).

Cependant, plusieurs études ont démontré que cette espece peut également s avérer
tres résistante a beaucoup d'extraits de plantes (Kuki¢ et al., 2008). Ainsi les extraits
éthanolique, agueux du chloroforme et aqueux d’ hexane des feuilles de P. lentiscus utilisés
dans cette étude sont plus actifs que I’extrait chloroforme des feuilles d Euphorbia
fusiformis testé par Natargjan et al. (2005).

Les résultats de cette éude sont en accord avec les travaux ayant mis en évidence la
sensibilité de B. subtilis a plusieurs antibiotiques, a savoir |’ofloxacine; 28mm a
10ug/disgue, la gentamycine; 26mm a 10ug (Sahin et al., 2003 ; Ghosh et al., 2008) et le
chloramphénicol; 14,73mm a 40ug/ml (Dall’Agnol et al., 2003) et résiste a d autres; la
pénicilline G (10ug) et I’ampicilline (10ug) (Ghosh et al., 2008).

[11.3.3. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur L. innocua
(CL1P74915)

Le tableau I1X indique que seuls les extraits agueux du chloroforme et aqueux
d hexane des feuilles de P. lentiscus présentent des CMI et CMB tres intéressantes sur L.
innocua; CMI: 0,3mg/ml e¢ CMB: 0,5mg/ml, avec les mémes zones d’inhibition de
10,3mm a Img/disque et 14,7mm a 2mg/disque. Dans ce cas |’ augmentation de la charge
des disgues de 1 a 2mg/disgue s est accompagnée d'un élargissement du diamétre des
zones d'inhibition (P<0,05). Par contre, |’extrait acétate d éhyle a exhibé une faible
activité avec un faible diamétre de la zone d’inhibition (8,0mm a 1mg/disque et 9,0mm a
2mg/disgue).

Les différentes fractions chromatographiques des extraits aqueux du chloroforme et
aqueux d hexane des feuilles montrent des zones d’inhibition de faible diamétre alors que
I’extrait acétate d éthyle n’exhibe aucune activité aprés fractionnement (P<0,05). Leurs
CMI varient de 0,3 a>1mg/ml et leurs CMB de 0,5 a>1mg/ml (Tableau 1V).
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Les CMI et CMB les plus intéressantes ont été obtenues avec les F; et F, de
I”extrait agueux du chloroforme avec les mémes valeurs que I’ extrait brut (CMI: 0,3mg/ml
; CMB: 0,5mg/ml), suivi de laF; de |’ extrait aqueux d hexane avec une CMI de 0,3mg/ml
et CMB de 0,6mg/ml (Tableau 1V).

Le fractionnement de I’ extrait éthanolique des feuilles a permis de récupérer des
fractions actives polaires. F3 (8,0mm) et F, (10,0mm) a 0,5mg/disque (P<0,05), avec une
CMI de 1 et >Img/ml et une CMB >1mg/ml. Par contre, le fractionnement des extraits
inactifs, aqueux d acétate d'éthyle, chloroforme et hexane n'a révélé aucune fraction
active, ce qui confirme la résistance de cette souche a ces extraits. La faible activité de
I’ extrait acétate d’ éthyle a disparu apres fractionnement, ce qui pourrait s expliquer par la

séparation des composants agissant probablement en synergie.

La souche L. innocua s est montrée trés résistante aux extraits et fractions des fruits

de P. lentiscus aux cing concentrations testées (Tableau I X).

L'analyse dtatistique révéle I'existence de différences significatives entre les
extraits des feuilles et les standards actifs (P<0,05). L’ acide gallique a montré de petites
zones d'inhibition de 7,0 a 8,0mm avec des CMI/CMB <0,1/0,2mg/ml et I’ acide tannique
des zones de 10,0 & 12,0mm avec des CMI/CMB de 0,2/0,5mg/ml. Les acides phénoliques
purs, tels que les acides hydroxycinnamiques, ont montré des activités bactéricide et
bactériostatique contre plusieurs souches de Listeria monocytogenes (Puupponen-Pimia et
al., 2005a).

Pour les antibiotiques utilisés dans les mémes conditions, la plus forte activité a é&té

obtenue avec I’ ofloxacine (5ug), avec un diametre de la zone d’inhibition de croissance de
38,0mm (Tableau 1X).
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Tableau | X. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles et des fruits de P. lentiscus sur L. innocua (CLIF74915)

Diametr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1 0,005)
002 01 ] 02| 1 2 01 ] 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -/- -/- -/- / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- 8,0+0,0 8,0+0,0 8,0+0,0 9,0+0,0 | 10,0+0,0 -/-
ACcOEt -/- -/- -/- 8,0+0,0 9,0+0,0 -/- / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQ-AcOEt -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- / / -/- -/- -/-
Chl -I- -I- -/- -/- -I- -/- -/- / -I- -/- -/- -/- / / -/- -/- -/-
Ag- Chl -/- -/- 8,0+0,0 | 10,3+0,6 | 14,7+0,6 -/- / 7,3+0,3 -/- -/- 8,0+0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Hex -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- / / -/- -/- -/-
AQ- Hex -/- -/- 9,0+0,0 | 10,3+0,6 | 14,7+0,6 | 7,0+0,0 8,0+0,0 8,2+0,3 -/- -/- -/- -/- / / -/- -/- -/-
Fruitsde P. lentiscus
Eth / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
AcOEt / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT NT NT NT -/- / /
Aqg-AcOEt / / -/- -/- -I- -/- -/- -I- -I- -/- -/- / -I- / -/- / /
Chl / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Hex / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002 | 01 0,2 1 2 002 | 01 | 02 1 2 002 | 01 0.2 1 2 002 | 01 |02 | 1 2
-/- -/- -/- 7,0£0,0 | 8,0£0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 10,0+0,0 12,0+0,0 -/- -/- -/- /
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (10pg) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30pg) Chlor ?ggfgr)'en' col Ofloxacine (5pg)
0,0+£0,0 0,0£0,0 26,7+1,2 0,0£0,0 31,3+1,2 38,0£0,0
-/-. Pas de zone observée, NT: non testé; Quercétine: pas dactivité; AcOEt: acétate d éthyle; MeOH: méthanol ; A.ac: acide acétique
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Extraits Fractions chromatographiques

Figure 23. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur L. innocua A) Extraits agueux du chloroforme et
d hexane des feuilles, Csy: agueux chloroforme a 1mg/disque; Cigo: aqueux chloroforme a 2mg/disque; Hsg: aqueux
chloroforme a 1mg/disque; Hyqo: aqueux chloroforme a 2mg/disque. B) Fractions de I’ extrait éthanol des feuilles, 1: F;
(0,2mg/disque), 2: F; (0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,1mg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disgue),
7: F3 (0,1mg/disgue), 8: F; (0,5mg/disque), 9: F; (Img/disque), 10: F, (0,1mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F,
(Img/disque).

La bibliographie consultée rapporte la sensibilité de Listeria monocytogenes mais
pas celle de Listeria innocua et du fait qu’elles possedent le méme profil de résistance,
donc leur susceptibilité aux extraits de plantes est similaire.

La sensibilité de cette espéce aux extraits de P. lentiscus est en accord avec d’ autres
études. Proestos et al. (2006 ; 2008), ont trouvé que la souche L. monocytogenes (ScottA)
est la plus sensible aux extraits méthanoliques des plantes testées (Proestos et al., 2006 ;
Proestos et al., 2008). Ozkan et al. (2007) ont montré I’ inhibition de L. monocytogenes par
les extraits méthanoliques de Teucrium montbretii subsp. pamphylicum (Lamiacées), dont
I’augmentation de la concentration de I'extrait sest traduite par une amélioration de
I’ activité. Aussi les extraits de la plante entiere de Lonicera caprifolium et ceux des feuilles
de Phytolacca dodecandra ont montré des zones de 14 et 15mm de diamétre,
respectivement (Nostro et al., 2000).

D’autres auteurs ont rapporté la sensibilité de cette espece a I'extrait éthanol de
Melastoma candidum avec des zones d’inhibition de 11 jusgu’a 15mm et des valeurs de
CMI trés intéressantes (0,08mg/ml) et des CMB moins intéressants (5,12mg/ml) que celles
des extraits de P. lentiscus (Wang et al., 2008).
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Néanmoins, certaines recherches peuvent attester de I'inactivité des extraits de
plantes sur I’espece L. monocytogenes. Nostro et ses collaborateurs (2000) n’ont obtenu
aucune zone d'inhibition avec les différents extraits des feuilles de Hieracium pilosella et
Plantago lanceolata. Gulcin et al. (2004) ont montre la résistance de L. monocytogenes,
par rapport aux extraits apolaires (acétone et chloroforme) de Salvia sclarea de la famille
de labiatées (Glilcin et al., 2004).

[11.3.4. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur P. aeruginosa
(ATCC27853)

D’ aprés le tableau X, la plus grande activité observée est celle des extraits d’ acétate
d éthyle, aqueux du chloroforme et aqueux dhexane a 2mg/disque, avec une CMI
<0,2mg/ml, une CMB de 0,3mg/ml et des zones d'inhibition de 11,0 a 15,0mm; 11,7 a
15,7mm et 12,3 a 17,0mm, respectivement a des concentrations de 1mg/disque et de
2mg/disque (P<0,05). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ogueke et ses
collaborateurs (2007), qui ont observé une augmentation significative du diamétre
d inhibition avec I’augmentation de la concentration dans le disque lorsqu’ils ont testé
I’extrait éthanolique de Euphorbia hirta a 150 et 200mg/ml contre P. aeruginosa. Par
contre I’ extrait éthanolique des feuilles a montré un faible diamétre de la zone d'inhibition;
9,3mm (1mg/disque) et 10,0mm (2mg/disque), respectivement avec une CMI et CMB
intéressantes (0,2mg/ml et 0,4mg/ml) (Tableau V).

L’'extrait agueux d acétate d'éhyle et les extraits organiques (chloroforme et
hexane) des feuilles ne montrent aucune activité vis-a-vis de P. aeruginosa. Des effets plus

importants ont été observés avec les autres extraits de feuilles de P. lentiscus.

L’ activité des fractions F; et F, de I’extrait aqueux d’hexane et la fraction F, de
I’extrait acétate d éthyle des feuilles est la méme et elles ont présenté des CMI/CMB de
<0,2/0,2mg/ml. Pour les fractions F; et F, de I'extrait agueux du chloroforme les
CMI/CMB sont de <0,1/0,3mg/ml et une zone d'inhibition tres importante de 17,0mm pour
lafraction F; ala concentration de 1mg/disque.

Lafraction F, de I’ extrait é&hanolique des feuilles de P. lentiscus présente une CMI
et CMB de 0,2 et 0,3mg/ml, alors que lafraction F, d acétate d’ éthyle arévélé une CMI de
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0,2 mg/ml et une CMB de 0,4 mg/ml. Quant a la fraction F; de I’extrait agueux du
chloroforme, les CMI et CMB sont de 0,5 et 0,5 mg/ml, respectivement (Tableau IV).

L’ activité des extraits bruts actifs des feuilles a été retrouvée au niveau des
fractions les moins polaires F; et F,. Lafraction la plus active est la F; de I’ extrait agueux
du chloroforme qui a montré un diametre d’inhibition de 17,0mm a 1mg/disque, suivi de la
F, del’ extrait agueux d’ hexane avec un diametre de 15,0mm a 0,5 et 1mg/disque (P<0,05).

L’ analyse statistique indique que I’ effet inhibiteur des composés phénoliques purs
testés différe significativement (P<0,05) de celui des extraits des feuilles. P. aeruginosa
Sest avérée sensible uniquement a I’ acide tannique et a I’ acide gallique avec des zones
dinhibition variables selon les concentrations testées, de 9,0 & 20,0mm et de 10,0 a
21,7mm de diametre et des CMI/CMB de <0,1/0,2 et <0,1/<0,1mg/ml, respectivement.
L’ acide caféique, la quercétine et |a catéchine n’ ont montré aucune zone d’inhibition aux
concentrations testées. Ces résultats ne concordent pas avec les travaux de Rodriguez-
Vaguero et ses collaborateurs (2007a), qui ont mis en évidence la sensibilité de P.
aeruginosa (ATCC 27853) al’acide caféique, la quercétine et surtout a la catéchine et sa
résistance al’ acide gallique.
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Tableau X. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles et des fruits de P. lentiscus sur P. aeruginosa (ATCC27853)

Diametr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1 0,005)
002 01 ] 02| 1 2 01 ] 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -I- -I- -/- 9,3+0,6 | 10,0+0,0 / -/- -I- -I- 8,2+0,3 | 10,0+0,0 -/- -I- -I- -/- / /
ACcOEt -/- -/- -/- 11,0+1,0 | 15,0+1,0 -/- -/- 9,0+0,0 -/- 11,0+0,0 | 12,3+0,3 -/- -/- -/- -/- / /
AQ-AcOEt -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / /
Chl -I- -I- -/- -/- -I- / -/- -I- -I- -/- -/- -/- -I- -I- -/- / /
Ag- Chl -/- -/- -/- 11,740,6 | 15,7+0,6 | 10,2+0,3 | 15,3+0,6 | 17,0+0,0 -/- 13,0£0,0 | 13,7+0,3 -/- -/- -/- -/- / /
Hex -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / /
AQ- Hex -/- -/- 8,0+0,0 | 12,3+0,3 | 17,0+0,0 | 10,2+0,3 | 12,2+0,3 | 11,2+0,3 -/- 15,0+0,0 | 15,0+0,0 -/- -/- -/- -/- / /
Fruitsde P. lentiscus
Eth / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
AcOEt / / -/- -/- -I- -/- -/- -I- NT NT NT NT NT NT -/- / /
Aqg-AcOEt / / -/- -/- -I- -/- -/- -I- -I- -/- -/- / -I- / -/- / /
Chl / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Hex / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Composes phénoliques purs
Acidegallique Acide caféique Acidetannique Catéchine

002|01| 02 1 2 0020102 1| 2 |002| 01 0,2 1 2 002| 01 | 02 1 2
-/- -/- 10,0+0,0 19,8+0,3 21,7+0,6 -/- -/- -/- -/- /- 9,0£0,0 | 13,7+0,6 15,8+0,3 17,7+0,6 20,0+0,0 -/- -/- -/- -/- -/-

Antibiotiques testés

Pénicilline G (10pg)

Ampicilline (10pg)

Gentamycine (15pg)

Vancomycine (30pg)

Chloramphénicol
(3019)

Ofloxacine (5pg)

0,0+0,0

0,0+0,0

26,0+0,0

0,0+0,0

22,7+1,2

38,0+2,0

-/-:

Pas de zone observée, NT: non testé; Quercétine: pas d activité;
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Extraits

Fractions chromatographiques

Figure 24. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur P. aeruginosa A) Extraits bruts de feuilles de P.
lentiscus a 2mg/disque, 27: extrait éthanol; 28: acétate d' éthyle; 29: aqueux d'acétate d'éthyle; 30: chloroforme; 31:
hexane. B) Extraits aqueux du chloroforme et d’ hexane des feuilles, Csq: agueux chloroforme a Img/disque; Cyoo: aqueux
chloroforme a 2mg/disque; Hsq: agqueux chloroforme a 1mg/disque; Hygo: aqueux chloroforme a 2mg/disque. C) Fractions
de I'aqueux du chloroforme feuilles, D) Fractions de I'agueux d'hexane feuilles, 1. F; (0,1mg/disque), 2: F;
(0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,1mg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 7: F; (0,1mg/disque),
8: F3 (0,5mg/disque), 9 : F; (Img/disque), 10: F, (0,1mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F, (1mg/disque).
Plusieurs éudes ont montré la sensibilité de P. aeruginosa aux extraits de plantes
(Cottiglia et al., 2001). En effet, sa sensibilité vis-a-vis des extraits apolaires de différentes
parties de Pistacia vera a été mise en évidence par Ozcelik et al. (2005) avec des CMI de
128ug/ml. Salva et al. (2004) ont rapporté une CMI de 0,25mg/ml avec I'extrait
méthanolique des branches d’ Astronium balansae (Anacardicées). Des CMI, clairement
moins intéressantes, ont été déterminés pour les extraits méthanoliques de |’ écorce des
fruits de Punica granatum (punicacées) (10mg/ml) et du fruit de Guazuma ulmifolia

(Sterculiacées) (20mg/ml) par Navarro et al. (1996).
Plusieurs travaux ont démontré gque cette espéce peut s avérer sensible aux extraits
éthanoliques d’ autres plantes. Ains la croissance de P. aeruginosa a été remarquablement

inhibée par I'extrait des graines de Syzyium aromaticum (Myrtacées) (CMI 0.781mg/ml)
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(Abu-Shanab et al., 2004). Basile et al. (2005) ont prouvé que |'extrait des graines de
Paullinia cupana est particulierement actif contre cette souche avec une CMI de 16pg/ml.
Benhammou et al. (2008) ont révélé une zone d'inhibition de 10,5mm de diamétre a
1,5mg/disque et de 14,5mm a 3mg/disque, pour |’ extrait des feuilles de P. lentiscus contre
P. aeruginosa (22212004).

L’'extrait acétate d éthyle des feuilles de P. lentiscus présente une activité
importante avec une zone d’inhibition de 15,0mm (2mg/disgque) qui est en accord avec les
résultats d'Ali et al. (2001), ayant montré une activité inhibitrice de I’ extrait acétate
d éthyle des feuilles de Lawsonia inermis avec une zone d'inhibition de 17mm de
diamétre. Ainsi, le méme extrait de I’ écorce du tronc de Klainedoxa gabonensis a présenté
des CMI de 625ug/ml (Ekouya et al., 2006).

Cependant, des études ont démontré la résistance de cette espéce a plusieurs extraits
de plantes. Ainsi, les extraits des fruits de P. lentiscus ne présentent aucune activité vis-a-
vis de P.aeruginosa, ce qui est similaire aux résultats d’ Ali et ses collaborateurs (2001) et
Salva et ses collaborateurs (2004) qui ont, respectivement rapporté I’ inactivité des extraits
éthanoligue et acétate d éthyle des graines de Nigella sativa et de |’ extrait méthanolique
des fruits de Capparis salicifolia et Capparis tweediana (capparacées). La faible activité
de I’extrait aqueux des feuilles de la plante Trema cannabina a éé mise en évidence par
Uddin et al. (2008), a une concentration de 500ug/puits et avec une zone de 10mm de
diamétre. Dans la méme éude aucune activité n’ a été observée avec |’ extrait méthanolique
de la méme plante. Navarro et al. (1996) ont prouvé que les extraits méthanoliques de
Eucalyptus globulus, Punica granatum, Artemisia mozicana et Bowania arborea

possedent une forte activité in vitro contre Pseudomonas sp.

L’ espéce P. aeruginosa est sensible aux antibiotiques utilisés dans cette étude, a
savoir la gentamycine (26mm) et |’ ofloxacine (38mm), ce qui est en concordance avec les
résultats de Pesewu et al. (2008) et d’Uddin et al. (2008), ayant rapporté des zones
d’inhibition, respectivement, de 23mm et 27mm avec la gentamycine. D’ autres auteurs ont
montré sa résistance a I'ampicilline (10ug/ml) (Akinpelu et al., 2008) et au
chloramphénicol (Rodriguez-Vaguero et al., 2007a).
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L'activité des extraits polyphénoliques des plantes contre P. aeruginosa est digne
de la notification spéciale, depuis gu'elle est caractérisée par une résistance naturelle
considérable a la majorité des agents antimicrobiens a usage clinique (Nikitina et al.,
2007).

La souche P. aeruginosa est remarquablement la plus résistante de toutes les
souches testées aux extraits des fruits de P. lentiscus. Les colonies croient identiquement
au reste du tapis bactérien, ce qui prouve que ces extraits ne présentent aucune activité
antibactérienne contre cette souche. Bien au contraire, ils semblent favoriser la
prolifération et |a surcroissance autours des disques, méme augmentée avec |'augmentation
de la dose de I’ extrait (Fig.25). Ceci est peut étre du a un catabolisme spécifique, car il a
été démontré que les espéces du genre Pseudomonas sont impliquées dans la

biodégradation des composes phénoliques (Whiteley et Bailey, 2000).

Extraitsdu fruit de P. lentiscus

Figure 25. Activité des extraits des fruits de P. lentiscus sur P. aeruginosa. A) Extraits bruts des fruits a 0,02mg/disque ;
1: extrait éthanol; 2: acétate d’ éthyle; 3: agueux d’ acétate d' éthyle; 4: chloroforme; 5: hexane. B) Extraits bruts des fruits
a0,1mg/disque; 6: extrait éthanol; 7: acétate d’ éthyle; 8: aqueux d’ acétate d’ éthyle; 9: chloroforme; 10: hexane

[11.3.5. Activité des extraits et desfractions chromatographiquessur E. coli (NAR)

Les résultats du tableau XI montrent que seuls les extraits acétate d’ éhyle, agueux
du chloroforme et agueux d’ hexane des feuilles de P. lentiscus exercent un effet inhibiteur
sur E. coli (NAR), avec des zones d'inhibition de 10,7 a 16,0mm pour les extraits bruts,
aors que les fractions présentent de faibles zones d'inhibition (P<0,05). Ces extraits
aqueux et leurs fractions ont un effet bactériostatique a 0,4-0,5mg/ml et bactéricide a
0,5mg/ml (Tableau V).
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Le mélange méthanol/eau et eau/acide acétique ont permis de récupérer a partir de
I’extrait inactif, éhanol des feuilles, deux fractions (F; et F4) a faibles activités dont le
diamétre est respectivement de 8,0mm et 9,0mm a 1mg/disque (P<0,05). En revanche, le
fractionnement de I’extrait acétate d' éthyle n’a donné aucune fraction active, ceci est

probablement d( & la séparation des composants qui agissent en synergie.

L’ activité des extraits agueux du chloroforme et aqueux d hexane des feuilles a été
retrouvée dans presque toutes les fractions chromatographiques mais avec de faibles
diamétres de zones d'inhibition par rapport a |’ extrait brut (P<0,05). Aucune activité n'a
€té enregistrée avec les extraits agueux d acétate d’ éthyle, chloroforme et hexane, méme
apres fractionnement. La méme observation a été faite sur les extraits et les fractions
chromatographiques des fruits (P<0,05), indiquant la résistance de cette souche a ces

extraits.

Les diaméires des zones dinhibition des extraits e des fractions
chromatographiques des feuilles different significativement (P<0,05) de ceux des
composes phénoliques purs. Les résultats obtenus avec I’ acide gallique et I’ acide caféque
sur cette espece, sont similaires & ceux obtenus par Rodriguez-Vaguero et al. (2007a).
Contrairement aux résultats de la présente étude, ces mémes auteurs n’ont observé aucune
zone d'inhibition avec la catéchine mais avec la quercétine a Img/ml (Rodriguez-V aquero
et al., 2007a).

Parmi les antibiotiques testés, seul la gentamycine (15ug) et le chloramphénicol
(30ug) ont été actifs avec un diamétre de zone d'inhibition de 28,7 et 34,7mm,
respectivement. Des résultats similaires ont été rapportés par de nombreux auteurs
(Dall’Agnol et al., 2003 ; Ghosh et al., 2008), montrant la sensibilité d’E. coli au
chloramphénicol (20,51mm & 40ug/ml) (Dal’Agnol et al., 2003) et a la gentamycine
(23mm a 10ug/ml) (Ghosh et al., 2008). Contrairement a d’ autres études, montrant sa
résistance a |’ ofloxacine (10ug/disque) (Sahin et al., 2003); a la pénicilline (30ug/disque)
(Okigbo et Ajalie, 2005; Ghosh et al., 2008); a I’ampicilline (10ug) (Ghosh et al., 2008) et
al'érythromycine (15ug/disque) (Mathabe et al., 2006).
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Tableau XI. Activité des extraits et des fractions chromatographiques de feuilles et des fruits de P. lentiscus sur E. coli (NAR)

Diametr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1 0,005)
002 01 ] 02| 1 2 01 ] 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -I- -I- -/- / -I- / -/- -I- -I- / / 78+03 | 78+x03 | 80+x0,0 | 8500 | 9,0x0,0 -/-
ACcOEt -/- -/- -/- / 10,7+0,6 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
AQ-AcOEt -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Chl -I- -I- -/- -/- -I- / -/- -I- -I- / -/- -/- -I- -I- -/- -/- -/-
Ag- Chl -I- -I- -/- 12,0£0,0 | 15,7+0,6 | 9,0+0,0 | 11,0+0,0 | 11,3+0,3 -I- 7,3t0,3 | 10,3+0,3 | 9,0+0,0 8,0£0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 7,0£0,0
Hex -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- /
AQ- Hex -/- -/- -/- 13,0+0,0 | 16,0+0,0 | 7,8+0,3 10,0+0,0 | 7,8+0,3 -/- 83+03 | 85+0,0 -/- -/- 73+0,3 / -/- /
Fruitsde P. lentiscus
Eth / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
AcOEt / / -/- -/- -I- -/- -/- -I- NT NT NT NT NT NT -/- / /
Aqg-AcOEt / / -/- -/- -I- -/- -/- -I- -I- -/- -/- -/- -I- -I- -/- / /
Chl / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Hex / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- NT NT NT -/- / /
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002| 01 | 02 1 2 |1002|01| 02 1 2 002 |01| 0,2 1 002| 01 | 02 1 2
-/- -/- -/- 7,0£0,0 8,0£0,0 -/- -/- -/- -/- 7,0£0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 7,8£0,3

Antibiotiques testés

Pénicilline G (10pg)

Ampicilline (10pg)

Gentamycine (15pg)

Vancomycine (30pg)

Chloramphénicol
(3019)

Ofloxacine (5pg)

0,0+0,0

0,0+0,0

28,7+1,2

0,0+0,0

34,7+1,2

0,0+0,0

-/-: Pas de zone observée, NT: non testé ; Quercétine : pas d’ activité ; AcOEL : acétate d’ éthyle ; MeOH : méthanol ; A.ac : acide acétique
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A

Fractions chromatographiques

Figure 26. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur E. coli A) Extraits aqueux du chloroforme et
d hexane des feuilles, Csq: aqueux chloroforme a 1mg/disque; Cyo0: aqueux chloroforme a 2mg/disgue; Hsg: agueux
chloroforme a 1mg/disque; Hio: agueux chloroforme a 2mg/disque. B) Fractions d'éthanol feuilles, C) Fractions de
I"aqueux du chloroforme feuilles, D) Fractions de I’ agueux d’ hexane feuilles, 1: F; (0,1mg/disque), 2: F; (0,5mg/disque),
3: F; (Img/disque), 4: F, (0,Amg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 7: F3; (0,1mg/disque), 8: F3
(0,5mg/disque), 9 : F3 (Img/disque), 10: F4 (0,1mg/disque), 11: F4 (0,5mg/disque), 12: F, (Img/disque).

La sensibilité de cette souche vis-a-vis des extraits de plantes médicinales a été
rapportée par plusieurs éudes. Voravuthikunchai et al. (2004) ont démontré une forte
activité inhibitrice des extraits aqueux et éthanolique du fruit de Quercus infectoria, contre
toutes les souches de E. coli O157:H7 étudiées, a une concentration de 2,5mg/disque, avec
des diametres de zones d'inhibition de 8 a 11mm et de 11 a 15mm, respectivement.
L’ extrait aqueux a donné des CMI: 0,09 a 0,78mg/ml et des CMB : 0,78 a 3,12mg/ml et
I’extrait éthanolique a donné des CMI: 0,02 a 0,09mg/ml et CMB: 0,39 a 1,56mg/ml. Ces
extraits présentent des valeurs de CMI plus intéressantes et des valeurs de CMB moins

intéressantes que celles des extraits des feuilles de P. lentiscus.

Basile et al. (2000) ont montré I’ effet de I’ extrait d’ acétate d’ éthyle des feuilles de
Castanea sativa sur E. coli (ATCC11229), avec une CMI de 0,256mg/ml et une CMB de
0,512mg/ml. Les mémes résultats ont été observés par Sahin et al. (2003) et Kumar et al.
(2006), en utilisant des extraits méthanoliques de plusieurs plantes.
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Basile et ses collaborateurs (2005) et Ozgelik et ses collaborateurs (2005) ont,
respectivement, prouve I’ effet inhibiteur de I'extrait éthanolique des graines de Paullinia
cupana sur cette souche avec une CMI de 32ug/ml et des extraits apolaires de différentes
parties de Pistacia vera avec des CMI de 64ug/ml a 16pug/ml. Ali et al. (2001) ont rapporté
I"inhibition de cette espece par I’ extrait acétate d’ éthyle des feuilles de Lawsonia inermis
(Ali et al., 2001).

Alanis et al. (2005) ont montré une activité inhibitrice de la mgjorité des plantes
appartenant a plusieurs familles testées sur E. coli (ATCC25922) et E. coli O157:H7, ce
qui montre la sensibilité de cette espece aux extraits de plantes. Par ailleurs, I’ extrait
méthanolique des fruits de Cocos nucifera (palmeées) et Punica granatum (punicacées) ont
révélé une forte activité inhibitrice, a I’inverse, les extraits de la partie aérienne de Schinus
molle (anacardiacées) et des graines de Annona cherimola (annonacées) qui ont révélé un
faible effet (Alanis et al., 2005).

Les CMI et CMB retrouvées pour les différents extraits des feuilles varient de 0,4 a
>1mg/ml et de 0,5 a >1mg/ml. Ces valeurs sont intéressantes, comparativement a celles
exhibées par les extraits éthanoliques et aqueux de quatre plantes comestibles, Entada
africana (écorce), Terminalia avicennoides (écorce), Mitragyna stipulosa (écorce) et
Lannae acida (écorce de tige) dont la CMI des extraits efficaces sest échelonnée de
1.56mg/ml a 50.00mg/ml, tandis que la CMB était entre 6.25mg/ml et 25.00mg/ml, sur dix
souches de E. coli 0157:H7 (EHEC) (Aboaba et al., 2006).

D’autres études ont rapporté sa résistance vis-a-vis des extraits d autres plantes
(Mathabe et al., 2006). Les résultats des différents extraits de fruits de P. lentiscus sont en
accord avec ceux obtenus par Ali et al. (2001) concernant les graines de Nigella sativa.
Ces auteurs ont montré que les extraits éthanolique et acétate d’ éhyle des graines de cette
plante ne possedent pas une activité antibactérienne vis-a-vis de E. coli. Navarro et al.
(1996) ont démontré que I’ extrait méthanolique de |’ écorce des fruits de Punica granatum
et du fruit de Guazuma ulmifolia ont une faible activité inhibitrice sur cette souche, avec
des CMI de 10mg/ml et de 20mg/ml, respectivement. Des résultats similaires ont été
observés par Salva et al. (2004), en utilisant les extraits méthanoliques des fruits de
Capparis salicifolia et Capparis tweediana (capparacées). Les extraits des graines de

Brucea javanica et |les extraits des fruits de Ardisia colorata se sont montrés inactifs contre
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toutes les souches de E.coli O157:H7 étudiées (Voravuthikunchai et al., 2004). Lentz et al.
(1998) ont démontré la résistance de cette souche, vis-a-vis des extraits éthanoliques de
plusieurs plantes appartenant a différentes familles.

[11.3.6. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur K. pneumoniae
(Ea7)

Les résultats du tableau X1 montrent que seuls les extraits aqueux du chloroforme
et agueux dhexane des feuilles de P. lentiscus exercent un effet inhibiteur sur K.
pneumoniae, avec des zones d’inhibition de 12,0mm a 2mg/disque. L’ augmentation de la
concentration de ces extraits de 1mg/disque a 2mg/disque s est accompagnée d’'une
augmentation du diamétre d'inhibition (P<0,05). Ces mémes extraits ont un effet
bactéricide a 0,7mg/ml et bactériostatique & 0,6mg/ml (Tableau 1V).

Le fractionnement des extrait éthanolique et acétate d éthyle des feuilles S'est
accompagné de |’apparition des zones d'inhibition, indiquant la présence de faibles
activités de 7,0 a 10,0mm, contrairement aux extraits aqueux du chloroforme et d’ hexane
ou les diametres ont diminué (P<0,05). Par contre, aucune zone d'inhibition n'a é&é
observée avec les extraits des feuilles (agueux d’ acétate d’ éhyle, chloroforme et hexane)

et des fruits, y compris leur fractions.

L'analyse dtatistique révéle I'existence de différences significatives entre les
différents extraits des feuilles et les molécules standards (P<0,05). A |’ exception de |’ acide
tannique et la quercétine, tous les standards testés ont montré de faibles zones d’ inhibition
de 7,0 a 8,5mm avec des valeurs de CMI qui varient de 0,4 a 0,7mg/ml et de CMB
supérieures a 1Img/ml (Tableau VI), alors que Rodriguez-Vaquero et al. (2007a) ont
rapporté que I'acide gallique inhibe la croissance de K. pneumoniae a 25ug/ml.

Sur les six antibiotiques testés dans les mémes conditions, seule I’ ofloxacine (5ug)
a manifesté une activité vis-a-vis de K. pneumoniae avec une zone d’inhibition de 30,0mm,
ce qui prouve larésistance de celle-ci. Les résultats obtenus concernant la résistance de K.
pneumoniae aux antibiotiques sont en accord avec ceux de la bibliographie (Sahin et al.,
2003 ; Keita et al., 2004 ; Redriguez-Vaguero et al., 2007a ; Akinpelu et al., 2008). Ces
auteurs avaient montré que cette souche montre de tres faibles diamétres d’'inhibition a
I’ofloxacine (12mm a 10ug/disque) (Sahin et al., 2003) et a I'ampicilline (14mm a
10ug/ml) (Akinpelu et al., 2008) et aucune zone N’ a été observée avec le chloramphénicol

(Keitaet al., 2004).
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Tableau XI1. Activité des extraits et des fractions chromatographiques de feuilles et des fruits de P. lentiscus sur K .pneumoniae (E47)

Diametr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratiqn desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (/1) | F3:MeOH/eau (4/1) | F4:Eau/A.ac (1 0,005)
002 01| 02 ] 1 01 | 05 | 1 01 ] 05 | 1 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- 8,0+0,0 7,0+0,0 8,0+0,0 8,0+0,0 9,0+0,0 -/-
AcOEt -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- 10,0+0,0 | 9,0+£0,0 -/- 7,5+0,0 9,0+0,0 7,0£0,0 7,0£0,0 -/-
AQg-AcOEt -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / / -/-
Chl -I- -/- -I- -I- / -I- / -/- -/- -I- -I- -I- -/- -/- / -I-
Ag- Chl -/- -/- -/- 9,0+0,0 | 12,0+0,0 | 7,0+0,0 | 10,3+0,3 | 9,2+0,3 -/- 7,0£0,0 8,8+0,3 9,0+0,0 8,2+0,3 7,2+0,3 7,0£0,0 / -/-
Hex -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- / -/- / -/-
AQ- Hex -/- -/- -/- 9,7+0,6 | 12,0£t0,0 | 7,0+0,0 8,3+0,3 -/- -/- 8,3+0,3 8,2+0,3 / / 8,0£0,0 -/- / -/-
Fruitsde P. lentiscus
Eth o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ NT NT NT -I- / /
AcOEt -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- NT NT NT NT NT NT -I- / /
Ag-AcOEt -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ -/ / -/ / -/ / /
chl o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ NT NT NT -I- / /
Hex o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ o/ NT NT NT -I- / /
Composes phénoliques purs
Acidegallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002| 01 | 02 1 2 002| 01 | 02 1 2 |002| 01 | 02 1 2 | 002| 01| 02 1 2
-/- -/- 7,0£0,0 | 7,5+0,0 8,5+0,0 -/- -/- -/- 7,0£0,0 | 7,0£0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 7,3t0,3 | 7,8+0,3 8,0£0,0
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (10pg) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?ggfgk;enl col Ofloxacine (5pg)
0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 30,0£0,0
-/-: Pas de zone observée, NT: non testé; Quercétine: pas dactivité;  AcOEt: acétate déhyle; MeOH: méthanol ; A.ac: acide acétique
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Extraits

Figure 27. Activité des extraits et des fractions chromatographiques sur K. pneumoniae A) Extraits aqueux du
chloroforme et d’ hexane des feuilles, Csy: agqueux chloroforme a Img/disque; Cioq: aqueux chloroforme a 2mg/disque;
Hso: aqueux chloroforme a 1mg/disque; Higo: aqueux chloroforme a 2mg/disque. B) Fractions d’ éthanol feuilles, C)
Fractions de I'agueux du chloroforme feuilles, D) Fractions de I'aqueux d’hexane feuilles, 1. F; (0,1mg/disque), 2: F;
(0,5mg/disque), 3: F; (Img/disque), 4: F, (0,1mg/disque), 5: F, (0,5mg/disque), 6: F, (Img/disque), 7: F; (0,1mg/disque),
8: F3 (0,5mg/disque), 9 : F; (Img/disque), 10: F, (0,1mg/disque), 11: F, (0,5mg/disque), 12: F, (1mg/disque).
Plusieurs études ont démontré la sensibilité de I’ espece K. pneumoniae aux extraits
de plantes. En effet sa sensibilité aux distillats de fruit de différentes variétés de mangue de
Guinée a montré des zones d'inhibition de 14 a 22mm (Keita et al., 2004). L’ extrait
méthanolique des branches de Astronium balansae (anacardiacées) inhibe K.pneumoniae
(ATCC10031) avec une CMI de 0,5mg/ml (Salva et al., 2004). L’extrait aqueux des
écorces de racines de Cordia gilletti inhibe sa croissance avec une CMI supérieure a

Img/ml (Okusaet al., 2007).

Les CMI et CMB retrouvées pour les différents extraits de feuilles varient de 0,4 a
>1mg/ml et de 0,6 a >1mg/ml, respectivement. Ces valeurs sont moins intéressantes que
celles exhibées par la fraction d’ acétate d éhyle de I'extrait aqueux des feuilles de
Castanea sativa (CMI de 0,256mg/ml et CMB de 0,512mg/ml) (Basile et al., 2000) et de
I’ extrait éthanolique de Salvia potentillifolia (CMI; 0,036mg/ml) (Kivrak et al., 2009).
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L’inefficacité des extraits de plantes vis-a-vis de cette souche a été rapportée par
plusieurs auteurs. Les extraits méthanolique des fruits de Capparis salicifolia et Capparis
tweediana (capparacées) n'ont aucun effet vis-a-vis de K. pneumoniae (ATCC10031)
(Salva et al., 2004). Natargjan et al. (2005) ont révélé la résistance de cette souche envers
les extraits éhanolique et chloroforme des feuilles de Euphorbia fusiformis. Les travaux de
Benhammou et al. (2008) ont démontré la résistance de cette espece par rapport aux
extraits éthanoliques des feuilles de P. lentiscus et P. atlantica (anacardiacées). Bonjar
(2004) avait montré que les extraits méthanoliques (2mg/puits) de différentes parties
(feuilles et fruits, etc.) de plusieurs plantes appartenant a différentes familles possedent une

faible activité vis-a-vis de K. pneumoniae.

Discussion générale de I’ activité antibactérienne

Il est important de préciser qu’ un résultat observé lors de I’ évaluation d’ une activité
d un extrait ou d'une fraction est la composante de deux paramétres: |’ activité intrinséque
des produits actifs et leur quantité relative dans I’ extrait. Par exemple, une activité avérée
d un extrait peut aussi bien étre le reflet d’ une faible quantité de constituants tres actifs que

d’ une grande quantité de constituants relativement peu actifs.

Dans la présente étude, |es teneurs en composes phénoliques des feuilles et fruits de
P. lentiscus ont éé évaluées, ainsi que leur effet antibactérien contre des bactéries
pathogénes pour I’Homme. Les extraits de feuilles ont été efficaces vis-a-vis des Gram™ et
des Gram’, avec une activité importante contre S. aureus et B. subtilis, et une activité plus
au moins importante contre les autres souches, ce qui peut étre liée al'action des composes
antibiotiques ou a la présence des toxines métaboliques (Duraipandiyan et al., 2006 ;
Salama et Marraiki, 2010). Le fruit n'a démontré aucune activité contre L. innocua, P.
aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae. Ces souches possedent un potentiel de résistance tres
élevé contre [I'action antibactérienne de ces extraits e de leurs fractions
chromatographiques. Quelques zones d'inhibition faibles, toutes inférieures a 15mm, ont
€été enregistrées avec S. aureus et B. subtilis. Cette différence d’ activité entre les feuilles et
les fruits de P. lentiscus peut étre due au fait que les feuilles peuvent contenir moins de
pigments et autres composés phénoliques qui peuvent interférer avec | activité
antimicrobienne des extraits ou peut ssmplement étre due aux différents types de

constituants antimicrobiens actifs et/ou a leur concentrations (Salama et Marraiki, 2010).
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Ces résultats semblent confirmer le potentiel antibactérien de P. lentiscus et son utilisation

dans lamédicine traditionnéelle.

D’ apres les résultats du dosage, la teneur en composés phénoliques n’est pas en
relation directe avec |’ activité antibactérienne, mais la nature des composés présents dans

les extraits, que ce soit des phénols simples, flavonoides ou tannins.

L’ effet inhibiteur le plus élevé est obtenu par les extraits agueux du chloroforme et
aqueux d’hexane des feuilles de P. lentiscus qui ont inhibé toutes les souches testées au
moins a deux concentrations. Rangasamy et al. (2006) ont rapporté que le pouvoir
antibactérien de la plupart des extraits des plantes médicinaes anaysees réside dans
I'extractant e plus polaire. Ces extraits (agueux du chloroforme et agueux d hexane des
feuilles), bien quils soient relativement pauvres en flavonoides, expriment une activité
antibactérienne assez importante. Ceci pourrait étre lié a la présence de composés dont la
nature permet une activité antibactérienne éevée, malgre leurs faibles taux et/ou a la
présence d’ autres types de molécules, a savoir les acides phénols et les tannins, voir méme
a la présence des unités oligomériques des tannins, connus pour leur effet antibactérien
(Navarro et al., 1996 ; Dall’ Agnol et al., 2003 ; Taguri et al., 2006). Inversement, d’ autres
extraits des feuilles, présentent de fortes teneurs en phénols totaux et en tannins, mais
exhibent, entre autre, des activités modérées, aussi bien que nulles, ce qui démontre une

faible corrélation entre I’ activité antibactérienne et la quantité en composés phénoliques.

L'effet antibactérien le plus marqué est observé sur S. aureus et B. subtilis a
différentes concentrations et avec presque tous les extraits et fractions
chromatographiques. De tels résultats qui ont été rapportés pour la plupart des extraits
étaient probablement du a la méthode d'extraction et/ou aux solvants utilisés (Eloff, 1998 ;
Majhenic et al., 2007 ; Pesewu et al., 2008 ; Salama et Marraiki, 2010), au matériel végétal
et/ou aux différentes souches bactériennes étudiées (Eloff, 1998 ; Pesewu et al., 2008), ala
tolérance intrinséque des microorganismes et a la nature des composés phytochimiques
présents dans I’ extrait (Aqil et Ahmad, 2003) et aux différentes méthodes de vérification
de I’ activité antibactérienne (Lindberg et al., 2004 ; Landete et al., 2008).
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La différence dans la structure de la paroi bactérienne joue un réle important dans
la susceptibilité des bactéries (Shan et al., 2007 ; Tian et al., 2009). Selon plusieurs
auteurs, les bactéries Gram™ ont une membrane externe constituée de lipopolysaccharides
(LPS) qui limite la diffusion des composés hydrophobes (Yoda et al., 2004 ; Tian €t al.,
2009 ; Lacombe et al., 2010). De plus, le périplasme contient des enzymes capables de
détruire les molécules étrangéres introduites de I’ extérieur (Klancnik et al., 2010), ce qui
rend ces bactéries généralement moins sensibles aux extraits de plantes que les bactéries
Gram® (Chan et al., 2007 ; Estevinho et al., 2008 ; Samec et al., 2010). D'ailleurs, tous les
extraits de P. lentiscus semblent étre plus actifs contre les Gram™ que les Gram™. Ce
comportement n'est pas surprenant car les souches Gram possedent une résistance
intrinséque, qui est en relation avec la nature de leur membrane externe (Hayet et al., 2008;
Klan¢nik et al., 2010). En effet, cette derniere rend leurs surfaces fortement hydrophiles
tandis que les extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la paroi des bactéries
Gram’” facilitent |a pénétration des composés hydrophobes (Boussaada et al., 2008), tel que
les tannins qui peuvent atteindre la membrane cytoplasmique, et perturbent la force
motrice de proton, le transport actif et la coagulation du contenu cellulaire (Tian et al.,
2009).

Il a été rapporté que I'effet inhibiteur des acides hydroxycinnamiques pourrait étre
lié a leurs chaines latérales qui pourraient faciliter leur transport a travers la membrane
cellulaire. D'autre part, leurs dérivés sont connus pour agir avec les lipides membranaires
en neutralisant leur potentiel éectrique et en affectant leur métabolisme énergétique
(Rodriguez-Vaguero et al., 2007a,b).

Il est également probable que ces résultats observés soient dus a une différence
d affinité avec les cibles bactériennes. Yoda et al. (2004) ont rapporté que la propriété
d agglutination de I'EGCg aux porines et safaible affinité avec LPS affectent largement sa
perméabilité, limitant ainsi son agglutination au peptidoglycane réduisant la susceptibilité
des Gram” al'EGCg.

Il est probable que la résistance observée soit du a un catabolisme spécifique.
Ogueke et al. (2007) ont rapporté que l'incapacité de |’ extrait éthanolique de Euphorbia
hirta a inhiber Salmonella typhi peut ére due a la présence d'un mecanisme de
détoxification des principes actifs de I'extrait. De méme, il existe des microorganismes
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capables de tolérer et méme de métaboliser les acides hydroxycinnamiques par réduction
de leur chaine latérale. Ceci peut étre la raison pour laguelle I’ acide café que n'a pas inhibé
la croissance de K. pneumoniae (Rodriguez-Vaquero et al., 2007a). Deschamps et al.
(1980) cités par Min et al. (2008) ont rapporté dans une étude détaillée sur la dégradation
du gdlotannin par les bactéries aérobies, et quinze isolats bactériens appartenant aux
genres Klebsiella, Bacillus et Staphylococcus utilisant |e gallotannin comme unigue source
de carbone (Min et al., 2008). Trois acides cinnamiques (acide coumarique, acide caféque
et acide férulique) ont été rapportés pour étre métabolise par des souches de Lactobacillus
plantarum (Landete et al., 2008).

En outre, dans la technique de dilution dans I'agar les flavonoides se précipitent a
des concentrations élevées dans les solutions contenant du carbonate de sodium. Cette
précipitation est susceptible de provoquer la diminution de contact entre les cellules
bactériennes et ces molécules par la formation de sels avec le carbonate de sodium, ce qui
peut mener aux faux résultats négatifs (Cushnie et al., 2003). En plus, il a é&é démontré que
la présence des composes azotés organiques (protéines) dans le milieu d'analyse peut
masquer les propriétés antibactériennes de certains composés phénoliques (Landete et al.,
2008). Cox et al. (2000) ont rapporté que les LPS peuvent étre franchi plus facilement en
présence de certains composés polycationiques qui augmentent la perméabilité des

bactéries Gram'.

Quand les effets antibactériens des extraits sont exprimés en terme de diamétre de
zones d'inhibition, on assume gu'une zone plus large indique une susceptibilité plus élevee.
Aussi, lalargeur d une zone dinhibition est également fonction de la concentration initiale
du composant, de sa solubilité, et de sa vitesse de diffusion dans I'agar (Lindberg et al.,
2004). Donc un faible effet inhibiteur observé avec la techniques de diffusion sur disque ne
signifie pas nécessairement I’'inactivité des extraits, mais leur caractere hydrophobe
empéche leur diffusion uniforme dans les milieux a base de I’ agar (Klan¢nik et al., 2010).
C'est notamment le cas de P. aeruginosa qui a présenté des valeurs de CMI/CMB de
<0,1/0,3mg/ml, plus intéressantes que les diametres des zones d’inhibition avec les extraits
acétate d’ éthyle, agueux du chloroforme et agueux d hexane des feuilles de P. lentiscus

utilisées dans la présente étude.
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Ladiminution du diamétre de la zone d’inhibition avec |’ augmentation de la charge
du disque pourrait s expliquer par la diminution de I’ activité de I’ extrait qui serait due a
une diminution de la solubilité de la (es) substance (s) active (s). Cependant, avec des
concentrations plus élevées en extrait, la solubilité de ces derniers peut devenir un facteur
limitant (Lindberg et al., 2004).

Il est probable que la diminution de I'activité soit due a une modification des
propriétés de la substance responsable de I'activité en présence d'autres composés de
I'extrait (Pereira et al., 2007 ; Estevinho et al., 2008), aboutissant a une combinaison de
deux composants actifs (majeur ou mineur) agissant en synergie (Brijesh et al., 2006 ;
Majheni¢ et al., 2007 ; Paraschos et al., 2007 ; Pereira et al., 2007 ; vanVuuren, 2008 ;
Figueiredo et al., 2010 ; Nenaah, 2010), ou bien des composants mineurs d'extrait qui sont
également actifs a de faibles concentrations (Lindberg et al., 2004). Ceci peut étre expliqué
par I'effet de I'agar sur la diffusion des composés actifs qui est du a la diminution du
pouvoir migratoire dans la gélose (Natargjan et al., 2005 ; Proestos et al., 2006).

Une diminution et parfois une annulation de I’ effet inhibiteur a été aussi observée.
C'est notamment le cas de la fraction F4 de I'extrait aqueux d hexane testée contre S
aureus a 0,5mg/disgue, indiquant probablement que I’ activité observée aux concentrations
extrémes (0,1mg/disque et 1mg/disque) soit due a I’ action des composeés différents; ceux
qui agissent a de faibles doses et ceux qui agissent a de fortes doses d’ extrait. Parmi les
extraits de feuilles de P. lentiscus, I'extrait éthanol (contre L. innocua, E. coli et K.
pneumoniae), acétate d’ éthyle (contre K. pneumoniae) et chloroforme (contre S. aureus et
B. subtilis) n’ont montré un effet inhibiteur qu’ apres leur fractionnement. Ceci pourrait étre
expliqué par I'effet d’encombrement par les substances présentes dans I’extrait brut et
I"inhibition de la (es) molécule (s) active (s). Ou bien par sa (es) faible concentration au
niveau de |’extrait et aprés fractionnement elle (s) sest (sont) concentrée (s) dans la
fraction et moins encombrée par des molécules, permettant ainsi son (leurs) action (Babayi
et al., 2004). Aussi, Il a éé rapporté par Kuete et al. (2006) que I'activité antimicrobienne
augmentait progressivement dans le fractionnement. P. lentiscus est utilisée en médecine
traditionnelle, avec tres peu d’indication sur son activité antibactérienne. Toutefois, elle a
déja été signalée comme renfermant un ou plusieurs principes actifs antimycobactériens
(Sgalli et al., 2007).
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Il a été rapporté que P. lentiscus est caractérisée principalement par sa richesse en
composés phénoliques, flavonoides et des flavonoides glycosylés (Stocker et al., 2004 ;
Longo et al., 2007 ; Tsoko et al., 2007 ; Gardeli et al., 2008) et d'autres composés
phénoliques comprenant |'acide gallique (Zhao et al., 2005), procyanidines sous leur forme
polymeérisée (Topgu et al., 2007) et tannins (Reig-Arminana et al., 2004).

La littérature rapporte que I'activité antibactérienne peut étre liée aux tannins qui
sont des composés actifs de plusieurs plantes médicinaes. Ils forment des complexes
irréversibles avec les protéines riches en proline, qui auraient comme conséguence
I'inhibition de la synthese des protéines de la paroi cellulaire. Cette propriété a pu expliquer
les mécanismes d'action des extraits de plantes (Dall’Agnol et al., 2003). lls sont
également des inhibiteurs efficaces de beaucoup d'enzymes hydrolytiques telles que les
enzymes pectol ytiques utilisées par les phytopathogenes (Aboaba et al., 2006).

Min et al. (2008) suggérent que la source des tannins influence Il'activité
antimicrobienne. Les tannins et I’ acide gallique ont montreé in vitro une activité contre B.
subtilis, S aureus et E. coli (Akiyama et al., 2001 ; Kloucek et al., 2005). K. pneumoniae,
L. monocytogenes et H. pylori (Kim et al., 2010). Les composés phénoliques,
particulierement les ellagitannins, sont de forts composés inhibiteurs du genre
Saphylococcus (Puupponen-Pimia et al., 2005c). Il a éé rapporté que de nouveaux
galotannins et elagitannins isolés de la croute du fruit de Punica granatum sont les
principaux composants responsables de I'action antimicrobienne (Mathabe et al., 2006). I
a été suggéré que les galotannins de Galla chinensis sont des agents antibactériens
efficaces (Tian et al., 2009). Les tannins et les flavonoides ont été rapporté pour avoir
plusieurs activités pharmacologiques y compris l'activité antidiarrhéique (Brijesh et al.,
2006). Les flavonols glycosylés isolés des parties aériennes de Brunfelsia grandiflora et
certaines de ces structures sont connues pour étre responsables de |'activité antibactérienne
(Kloucek et al., 2005).

L'extrait brut de Phyllanthus amarus posséde une activité antibactérienne contre
B.subtilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. paratyphi et S. aureus. Parmi les
composeés isolés de cette plante, I'acide gallique et les tannins (Kloucek et al., 2005).
Différents auteurs ont étudié des racines de Terminalia catappa et ont détecté une bonne
activité antimicrobienne des extraits de chloroforme et de méthanol contre E. coli et S
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aureus. Les éudes phytochimiques sur |’ écorce et les feuilles de cette espéce démontrent la
présence des tannins, des flavonoides glycosylés de I'acide gallique, de I'acide ellagique et

de larutine qui ont montré une activité antibactérienne in vitro Kloucek et al. (2005).

[11.4. Cinétique de croissance de S. aureus en milieu liquide

Un suivi de I’évolution des cultures a été réalisé dans le temps en présence de
I’ extrait aqueux d’hexane et sa fraction F,, qui a présenté expérimentalement une meilleure
activité contre la souche la plus sensible (S. aureus) en terme de diamétre de zone
d’inhibition (26,3mm) et de CMI et CMB de 0,2 et 0,5mg/ml (Tableau V). Les tubes qui

ont servi de contrdle ne contiennent ni I’ extrait ni lafraction.

—&—Témoin —li— Extrait aqueux hexane Fraction F2 de I'aqueux d'hexane
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Figure 28. Courbe de croissance de S. aureus en absence (—e—) et en présence de I’ extrait
(===) ou lafraction ( )

D’apres la Fig.27, I'activité antibactérienne de I’ extrait aqueux d hexane et de sa
fraction F, varie avec le temps d'incubation et e type d’ extrait. Une croissance tres rapide

du témoin a été observée comparativement a celle contenant |’ extrait ou la F.

La croissance de S aureus a été relativement lente lors des deux premieres heures

d incubation avec I’ extrait et la F,. Le nombre de bactéries vivantes a été progressivement

réduit & environ 10°UFC/ml par rapport au témoin, méme jusqu'a atteindre environ

10°UFC/ml pour la F», aprés 6h d’incubation. Puis, de nouveau, la phase exponentielle de
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croissance augmente lentement jusqu’ & atteindre une charge de 10°UFC/ml pour I’ extrait et
uniquement 20°UFC/ml pour la F,, mais moins que celle du témoin qui a atteint une charge
d' environ 10°UFC/ml aprés 24h d'incubation. Donc I'extrait fractionné a donné une
fraction partiellement pure et plus active. La méme observation a été faite par Kong et al.
(20104) avec une nouvelle coumarine (cgjanuslactone) des feuilles de Cajanus cajan (L.)
Millsp sur I'inhibition de la croissance de S. aureus ou ils ont observé une réduction du
nombre de bactéries vivantes & environ 10°UFC/ml &2 CMI (0,031 mg/ml) aprés 4h, mais
le nombre a recommencé & augmenter jusgu’a atteindre la concentration de 10°UFC/ml
aprés 24h. Et dans la méme étude I’ auteur suggére que le mode d'action du cajanuslactone

contre S. aureus est associ€ ala perte de I’ intégrité de la membrane.

En effet, la diminution de la charge bactérienne est due aux conditions de stress ou
la croissance est ralentie suite a la destruction de certaines bactéries, conséquence de la
dénaturation des enzymes, des systemes de transport ainsi que d’ autres protéines. De plus,
dans ces conditions, la bactérie a besoin de plus de temps et de protéines néosynthétisées et

d enzymes pour qu’ elle soit en mesure de se diviser.

La composition chimique des extraits des feuilles de P. lentiscus pourrait contribuer
a |'activité observée, ce qui indique la présence de composés a activité antibactérienne
(Salama et Marraiki, 2010). Ces valeurs sont tres intéressantes, puisqu’ elles témoignent
d'une tres forte activité antibactérienne de ces composes des les premieres heures
d’incubation. Le phénoméne de sensibilité dépend, en fait, de plusieurs constituants de
I’extrait et/ou de la fraction. L’effet des composes présents a faible taux n'est pas
négligeable. Des phénomeénes de synergie entre les différents constituants peuvent étre a
I’origine d'une activité beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les composés

majoritaires.

Cho et al. (2007) ont observé un effet bactéricide sur E. coli (approximativement
107/ml) aprés 30 heures d incubation en présence de 5mg/ml de polyphénols du thé et ils
ont montré que la survie de E. coli diminue en fonction de la durée du traitement (Cho et
al., 2007). D’ aprés Cushnie et al. (2003), la galangine a réduit la charge de 5x10° CFU/m
de de S aureus NCTC11561 de 1000 fois et celle de S. aureus NCIMB9968 de 30 fois,
alors que I'exposition de E. coli NCTC 11954 ala méme concentration de galangine n'aeu
aucun effet détectable. Kaur et Singh (2008) ont rapporté que les composés phénoliques
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présents dans l'extrait de fruits de Livistona chinensis possedent une activité
antibactérienne et peuvent interagir avec les biomolécules intracellulaires et interferent

avec les processus vitaux conduisant al’ altération des fonctions de la paroi cellulaire.

L’ activité antibactérienne des composés phénoliques, résulte de leur capacité a
traverser la membrane cellulaire des bactéries et saccumuler a des concentrations
intracellulaires appropriées et a interagir ains avec les cibles intracellulaires (Kaur et
Singh, 2008 ; Lacombe et al., 2010) et membranaires, ceci gréce a leur caractére lipophile
(Cadtillo-Juérez et al., 2007 ; Lacombe et al., 2010), les hydroxyles libres des composés
phénoliques agissent comme des ligands pour le fer, indiquant leur incorporation dans les
cellules a travers la membrane externe par le biais du systéme de transport du fer
(Watanabe et al., 1987).

[11.5. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les extraits bruts et les fractions chromatographiques de P. lentiscus ont été
solubilisés a raison de 10mg/ml dans le méthanol et séparés par chromatographie sur
couche mince (CCM). Outre I’ observation sous rayonnement UV a 254nm, les plaques ont
été révélées al’ aide de la vanilline sulfurique, afin de donner un apergu sur la composition

des échantillons anal yses.

Le développement de la CCM commence non seulement par le choix de la phase
mobile de séparation mais aussi le choix de la phase stationnaire. Un systéme solvant a été
utilisé, les chromatogrammes résultants comportent une série de spots, I’ identification des
composés était basée sur la comparaison des R; (rapports frontaux) et des couleurs
observés apres révélations UV et alavanilline des taches apparues sur CCM avec ceux des

étalons notés dans les mémes conditions expérimental es.

Lors du criblage de I’ activité antibactérienne, les extraits agueux du chloroforme et
aqueux d hexane des feuilles de P. lentiscus et leurs fractions chromatographiques, s étant
avérés les plus actifs, ont été sélectionnés pour étre soumis a une investigation
phytochimique pour permettre une premiére orientation sur les classes de composés
présents dans les échantillons analysés (Fig.28, 29, 30 et 31). Les informations recueillies
ont ensuite été confrontées aux données bibliographiques collectées sur la famille et le
genre de cette plante. Pour chacun des extraits de cette plante, les extraits agqueux du
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chloroforme et agueux dhexane, nous avons récupéré trois et quatre fractions,
respectivement, par fractionnement chromatographique sur colonne: la fraction
chloroforme/acétate d éthyle (F,), acétate d’ éthyle/méthanol (F,), méthanol/eau (F3), (F4)
étant la fraction aqueuse issue du ringage de la colonne par eau/acide acétique. Les deux
extraits aqueux de feuilles de P. lentiscus ont é&é analysés par |’ application du systeme
(acétate d’ éthyle-acide formigque-acide acétique-eau: EA-AF-AAc-H,0), qui a donné une

bonne séparation de ces composes, par son action d hydrolyse acide.

Les chromatogrammes obtenus sont présentés dans les figures ci-apres et les Ry des
constituants ont été calculés et résumés dans les tableaux Xl et XIV pour les extraits
aqueux du chloroforme et aqueux d hexane, respectivement. L’effet antibactérien des
quatre fractions, de I’ extrait aqueux d’ hexane, récupérées sur colonne a 1; 0,5 et 0,Amg/mi
et les trois premiéres fractions F,, F;, et F3 de I’ extrait aqueux du chloroforme ont exhibé
des activités proches (P<0,05), tandis que la fraction F, n’a exprimé aucune activité. Leur
analyse sur CCM alalumiere du jour, avec le systeme de séparation (EA-AF-AAc-H,0),
révéle la présence majoritaire des dérivés de |'acide tannique (penta-galloylglucose).
Belemtougri et al. (2006) lors du criblage phytochimique de Diospyros mespiliformis, ont
trouvé que les flavonoides et les tannins se trouvent dans les extraits aqueux. Selon
Andriambelson et al. (1998), |le systéme de séparation (EA-AF-AAc-H,0) appliqué exerce
une hydrolyse acide sur les formes complexes telles que les tannins (tannins
hydrolysables), permettant ainsi la migration des trois unités issues de cet effet, en fonction
de leur solubilité et leur poids moléculaires, qui pourraient correspondre aux dérivés
galoyls et d'acide gallique.
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[11.5.1. Chromatographie sur couche mince del’extrait aqueux chloroforme et ses
fractions chromatographiques actives

Rf=1
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Figure 29. Chromatogramme de I’extrait aqueux du chloroforme de feuilles de P. lentiscus, de fractions issues du
fractionnement sur colonne et de quelques standards, a la lumiére du jour avec le systéme de séparation (EA-AF-AAc-
H20). 1) Extrait aqueux du chloroforme. 2) F;. 3) F.,. 4) F3. 5) Acide gallique. 6) Acide caféique. 7) Acide tannique. 8)
Catéchine. 9) Quercétine. 10) Acide cinnamique. 11) Rutine.

Les profils de I’ extrait agueux du chloroforme et ses fractions observés alalumiére
du jour apparaissent presgue identiques, en révélant quatre taches pour I’ extrait brut et cing
taches pour les deux premiéres fractions F; et F,, aors que la fraction F3; ne partage avec
eux que peu de taches (T, Ts et Tg). Certains composes ne se trouvent pas dans I’ extrait
brut qui a subit un fractionnement (T,) et d autres sont de couleur beaucoup moins intense
T, et Te, dors qu'ils se trouvent dans les fractions résultantes, sauf au niveau de la fraction
F3. Cela pourrait étre expliqué par la différence de concentration de ces composés. Latache
(Te) a donné une couleur similaire a celle de I’ acide gallique utilisée comme standard et
partage avec ce dernier le méme R;. Ce compose est déja mis en évidence par Abdelwahed
et al. (2007) au niveau des fruits et par Topgu et al. (2007) au niveau des feuilles de P.
lentiscus. En effet, le Ry et la couleur de la T4 et Ts sont similaires a ceux des dérivés

galoyls issus de I'hydrolyse acide de I'acide tannique utilise comme standard sur la méme

plague (Fig.28).
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Rf= 0,5

Rf=0
1 234 567 8 91011

Figure 30. Chromatogramme de I’extrait aqueux du chloroforme de feuilles de P. lentiscus, de fractions issues du
fractionnement sur colonne et de quelques standards, révélés par la vanilline sulfurique avec le systéme de séparation
(EA-AF-AAc-H 0). 1) Extrait agueux du chloroforme. 2) F,. 3) F,. 4) F3. 5) Acide gallique. 6) Acide caféique. 7) Acide
tannique. 8) Catéchine. 9) Quercétine. 10) Acide cinnamique. 11) Rutine.

Larévéation avec la vanilline sulfurigue des chromatogrammes de |’ extrait agueux
du chloroforme de feuilles de P. lentiscus a permis de mettre en évidence d'autres taches
non visibles ala lumiére du jour (T3 et T;) au niveau des fractions résultantes; cependant,
une légére différence dans I’ intensité de la coloration est observée pour certaines taches.

D'apres la Fig.29, les fractions F; et F, sont séparées dans le méme ordre en
révélant sept taches de différentes couleurs, donc le profil chromatographique de ces deux
fractions est remarquablement similaire. De ce fait, il est probable que ce systeme ait
permis de séparer les mémes composeés et la différence dans I’ activité pourrait étre due ala
différence dans la nature des composés non separés ou non révélés sous UV et/ou a la
vanilline. D'autre part, latache Tg, qui S est retrouvée dans I’ extrait aqueux et ses fractions
(Fig.29), est déja supposée correspondre a I’ acide gallique, en se référant a Topgu et al.
(2007).
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D'autre part, latache T4, qui n’est retrouvée que dans les fractions F; et F, (Fig.29),
peut correspondre a des formes condensées, en se référant a Longo et al. (2007), qui ont
purifié plusieurs composés anthocyanines et leurs formes condensées a partir de P.
lentiscus, ce qui appuie encore leur présence au niveau de ces extraits. Un tel résultat
témoigne de la richesse de ces extraits en divers composés et met en valeur les diverses
applications thérapeutiques des feuilles de P. lentiscus.

Les différentes caractéristiques, couleur a la lumiére du jour, R; et révéation avec
lavanilline sulfurique sont rassemblés dans | e tableau XI11.

Tableau XIII. Caractéristiques des taches de I'extrait agueux du chloroforme et ses

fractions chromatographiques
rcres (TS || ey || Obmvaionsaus0Y || vaslinesifaie

T, 0,06 Grise Invisible Marron

T, 0,5 Grise Non fluorescente Jaune pale

T, 0,66 Invisible Non fluorescente Mauve

T, 0,73 Grise Noire Jaune orange

Ts 0,77 Grise Non fluorescente Jaune pale

Ts 0,92 Grise Non fluorescente Jaune pale

T, 0,98 Invisible Invisible Mauve
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[11.5.2. Chromatographie sur couche mince del’extrait aqueux hexane et sesfractions
chromatographiques actives

- Rf=1
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Figure 31. Chromatogramme de I'extrait aqueux d'hexane de feuilles de P. lentiscus, de fractions issues du
fractionnement sur colonne et de quelques standards, a la lumiére du jour avec le systéme de séparation (EA-AF-AAc-
H,0). 1) Extrait agueux d’hexane. 2) F,. 3) F,. 4) F3. 5) F,. 6) Acide galique. 7) Acide caféique. 8) Acide tannique. 9)
Catéchine. 10) Quercétine. 11) Rutine.

Ce systeme a donné une séparation des extraits et des fractions dont les
chromatogrammes a la lumiére du jour (Fig.30) révelent deux taches communes (T, et Ts)
entre I'extrait hexane et ses trois premiéres fractions chromatographiques, tandis que la
fraction F4 ne partage avec eux aucune tache. La différence dans la composition pourrait

donc résider au niveau des composes n'ayant pas migré.

Les fractions F; et F, apparait en manifestant cing taches (Ty, T, Ta, Ts €t Tg), SUiVi
par la fraction F3 avec trois taches au méme niveau de T,, Ts €t Tg issues de I'extrait
aqueux d hexane. Les taches Ty, T4 et Tg n'ont pas éé mise en évidence au niveau de
I’extrait aqueux d'hexane, ceci pourrait sexpliquer par leur présence en trés fable
concentration et que le fractionnement a permis de les concentrer. Les deux dernieres
taches (Ts et Te) qui caractérisent I’ extrait aqueux d’hexane et ses trois premiéres fractions
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ayant le méme profil chromatographique (R;, couleur sous UV et apres révélation a la
vanilline) que ceux des dérivés de l'acide tannique (tableau VIII), suggérant leur
appartenance a cette famille de composés. En effet, Romani et al. (2002) ont estimé la
teneur en tannins hydrolysables de 70% des composés phénoliques totaux, au niveau des
feuilles de P. lentiscus. En plus de contenir des flavonols glycosylés, la myricétine et la
querceétine, les feuilles de P. lentiscus contiennent de grandes quantités d'acide gallique et
de dérivés galloyles (Romani et al., 2002 ; Ljubuncic et al., 2005).

% mﬂ* i" Rf=1

Ty Rf= 05

Rf=10
1 23 4 5 67 89 1011

Figure 32. Chromatogramme de I'extrait agueux d hexane de feuilles de P. lentiscus, de fractions issues du
fractionnement sur colonne et de quelques standards, révélés par la vanilline sulfurique avec le systéme de séparation
(EA-AF-AAc-H,0). 1) Extrait agueux d hexane. 2) F,. 3) F». 4) Fa. 5) F,. 6) Acide gallique. 7) Acide caféique. 8) Acide
tannique. 9) Catéchine. 10) Quercétine. 11) Rutine.

La révélation avec la vanilline sulfurique (Fig.31) des chromatogrammes des
extraits de feuilles de P. lentiscus a permis de mettre en évidence d'autres composés qui ne
sont pas visibles a la lumiere du jour qui apparaissent sous différentes couleurs (tableau
X1V). Lafigure précédente révele la présence de huit taches ayant des coul eurs différentes,

concentrées en mgjorité dans |’ extrait éthanolique et agqueux d'acétate d'éthyle.
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L’extrait agueux d'hexane et ses fractions ont exprimé avec ce révélateur des
fractions bien distinctes de celles révélées a la lumiére du jour et ils ont confirmeé leur
richesse en divers composeés phénoliques. Comme nous |'avons signalé précédemment, la
tache (Ts) pourrait correspondre a I'acide gallique. En effet, ce dernier est d§a mis en
évidence au niveau des extraits organiques de cette plante (Topcgu et al., 2007). Quant aux
taches (T3 et T7), elles correspondraient aux triterpenes car elles sont caractérisées par une
couleur bleue violette similaires aux propriétés des triterpenes (Dohou et al., 2004),
conformément aux données de Assimopoulou et al. (2005) et Topcu et al. (2007), qui
rapportent la présence d’ autres composés tels que certaines résines (triterpénes) au niveau

des feuilles de P. lentiscus.

La tache T, répartie entre les deux premieres fractions (F; et F,) est supposée
correspondre a des formes complexes de composés phénoliques de haut poids moléculaire
qui n’ont pas pu étre éluées par ce systeme. La différence dans |’ activité pourrait étre due a
des composeés non séparés ou non révéelés sous UV et par la vanilline. Les différentes
caractéristiques, couleur alalumiere du jour, R; et révélation avec la vanilline sulfurique

sont rassembl és dans | e tableau X1V.

Tableau X1V. Caractéristiques des taches de I extrait aqueux d hexane et ses fractions
chromatographiques

Rapports Observation : Révélation par la
Taches ¢ ontaux alalumiére du jour Observation sous UV vanilline sulfurique

Ty 0,08 Grise Invisible Marron

T, 0,53 Grise Non fluorescente Jaune pale

T, 0,59 Invisible Non fluorescente Mauve

T, 0,71 Grise Noire Jaune orange

Ts 0,84 Grise Non fluorescente Jaune pale

T 0,95 Grise Non fluorescente Jaune pale

T, 0,98 Invisible Nnvisible Mawve
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Nous avons pu voir dans la partie bibliographique que les plantes du genre P.
lentiscus sont connues pour leur richesse en composés phénoliques; la quercétine 3-
glucoside, sans compter les dérivés d'acide gallique et de galloyls, anthocyanines et des
flavonoides glycosides, a savoir la myricétine et la quercétine glycoside (Topgu et al.,
2007).

Bien que les tannins ne soient pas trouvés dans les extraits analyses sur la ligne de
dépot, leur présence peut étre soupgonnée dans les extraits éthanolique et acétate d’ éthyle.
L’ observation des plaques CCM sous UV n'a pas permis de mettre en évidence des

quantités détectables d’ autres composes phénoliques dans | es extraits étudiés.

L'isolement de molécules a partir des extraits de P. lentiscus Sest avéré
particulierement difficile en raison de la présence de tannins dans ces derniers. Ces
composés présentent de larges gammes de polarité et de poids moléculaires, ce qui rend
I"isolement de molécules pures extrémement délicat. Par conséquent, le travail préliminaire
a |’étude des composes de cette plante a consisté a tester de nombreuses méthodes
chromatographiques en association avec divers systemes de solvants, afin de mettre au
point un systéme de fractionnement permettant la séparation des tannins des autres
composés de |’ extrait.

- Toutes les taches observées ont des rapports frontaux différents, ce qui indique que les
composés migrent a des vitesses différentes dépendantes de la polarité de la phase mobile
et le poids moléculaire des composés (Diallo et al., 2004).

- Notons toutefois qu’ un résultat négatif, obtenu pour un extrait donné, ne doit pas exclure
la présence de cette substance dans cet extrait. En effet, la concentration de ces substances
est peut étre tres faible pour que I’ on puisse détecter |eurs présence sur plague CCM.

- La différence dans la composition et dans I’ activité pourrait donc résider au niveau de la
nature des composes restés au point de dépdt (non séparés) ou non révélés sous UV et/ou a

lavanilline.
Au fil des deux analyses chromatographiques des extraits de feuilles, il est clair que

cette partie de la plante est une source intéressante de molécules a propriétés

anti bactériennes.
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Conclusion

L’ émergence récente de la résistance aux antibiotiques a travers toutes les souches
bactériennes pathogénes a profondément troubl é e milieu médical exprimant un besoin urgent
pour de nouvelles classes d’ antibiotiques. C’ est pourguoi I’ investigation pharmacol ogique des
plantes médicinales traditionnelles reste importante pour offrir des bases scientifiques pour
I”usage traditionnel des plantes et fournir a la société de nouvelles sources de médicaments
sains et efficaces. Les objectifs visés par ce travail sont I’ évaluation qualitative et quantitative
des extraits et fractions chromatographiques de P. lentiscus et |a caractérisation partielle des

extraits et fractions a activité antibactérienne.

La méthode d extraction adoptée vise a extraire et a séectionner les composés
phénoliques a partir des deux parties de P. lentiscus et elle a permis de retenir sept extraits a
partir des feuilles et cing extraits pour les fruits. Les résultats du dosage des composés
phénoliques contenus dans ces différents extraits ont révélé des teneurs considérables en
polyphénols avec des quantités appréciables en phénols totaux, tannins et flavonoides dans les

extraits de feuilles.

L’ évaluation de I’ activité antibactérienne des extraits et fractions chromatographiques
de P. lentiscus a différentes concentrations contre les souches testées (S aureus B. subtilis, L.
innocua, P. aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae) ont révélé que les extraits aqueux des
feuilles (aqueux chloroforme et agueux hexane) ainsi que leurs fractions respectives possedent
un effet inhibiteur trés intéressant en raison de leur teneur en composes phénoliques, avec des
valeurs (CM1 , CMB) supérieures méme a celles des standards utilisés (P<0,05). D'autre part,
les extraits des fruits et leurs fractions chromatographiques ont manifesté aussi des effets
relativement importants, notamment contre S. aureus et B. subtilis. Par contre, aucune activité
n'a éé déterminée vis-a-vis des autres souches. Une stimulation de la croissance dans d’ autres

cas est remarquée avec les fractions de |’ extrait éthanolique des fruits contre P. aeruginosa.

L’ évaluation quantitative de cette activité par la détermination des CMI et CMB,
montre que P. aeruginosa est |’ espéce la plus sensible vis-a-vis des extraits acétate d’ éthyle,
aqueux du chloroforme et aqueux d'hexane des feuilles avec des CMI e CMB de
<0,1/0,3mg/ml. D'autre part, les fractions chromatographiques des feuilles ont manifesté aussi
des effets relativement plus importants que leurs extraits bruts en terme de diamétre de la zone
d’inhibition, notamment les extraits aqueux au niveau des trois premieres fractions (F1, F, et

F3) de I’extrait agueux de chloroforme et au niveau des quatre fractions (F1, Fo, F3 et F,) de
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I’ extrait aqueux d hexane et les valeurs de leurs CMI sont <0,1mg/ml et CMB sont entre 0,2

et 0,3mg/ml contre la méme espéce.

Les résultats de |'analyse chromatographique sur couche mince des extraits actifs des
feuilles de P. lentiscus a la lumiere du jour et avec la vanilline sulfurique ont confirme leur
richesse en divers composes doués d'activité antibactérienne, ce qui met en vaeur leurs
applications thérapeutiques en médecine traditionnelle, malgré que I’ usage traditionnel de
cette plante n'ait pas été essentiellement dans le but anti-infectieux. En effet, |’ activité
antibactérienne des extraits aqueux des feuilles et de leurs fractions chromatographiques serait
probablement di aux différents composés phénoliques; flavonoides et surtout aux formes
complexes, notamment les tannins hydrolysables et les dérivés galloyls qui ont été rapporté

par plusieurs auteurs a avoir une forte activité antibactérienne.

L’ évaluation qualitative et quantitative des standards ont montré que I’ acide gallique
est le plus actif sur toutes les souches avec un diamétre de la zone d'inhibition le plus
important sur S. aureus (32,7mm) et les CMI/CMB les plus faibles (<0,1/<0,1) sur P.
aeruginosa suivi des valeurs de <0,1/0,2mg/ml contre S aureus et L. innocua. D’ autre part,

I acide tannique a montré des valeurs de CMI et CMB de <0,1/0,2mg/ml sur P. aeruginosa.

Ainsi, ces résultats indiquent que les composés isolés de P. lentiscus peuvent étre des
molécules phytopharmaceutiques dintérét. D'autres propriétés biologiques devraient étre
étudiées pour évaluer son potentiel pharmacologique et pour comprendre le mécanisme

d’ action de ses composés.

Il est tres difficile de mettre au point des médicaments a base d’ extraits de plantes si
leur composition n'est pas parfaitement définie. L’aromathérapie pourrait en revanche
constituer une réelle aternative dans diverses situations pathologiques. En effet, I’ usage des
antibiotiques doit étre limité, afin de freiner le développement des résistances qui les rendent

inefficaces, en médecine humaine et vétérinaire.

Plusieurs études réalisées sur les traitements traditionnels en Afrique ont fait éat de
problémes similaires. 1l ressort de cette analyse I'intérét d’une standardisation des remédes
traditionnels a base de plantes, ains que I'urgence de leur étude toxicologiques et

pharmacologiques. Enfin, I’ensemble des résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une
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premiere étape dans la recherche de substances naturelles biologiguement actives. Des essais
complémentaires seront nécessaires pour pouvoir confirmer les performances mises en

évidence.

Les résultats de la présente étude donnent un apercu général sur le potentiel
antibactérien des extraits de P. lentiscus. Donc des études sur ces extraits méritent d’ étre
poursuivies et les perspectives qui en résultent sont:

-Rédlisation de tests complémentaires tels que les activités anti-inflammatoire et inhibition
d’ enzymes.

-Purification et identification de composés a activité antibactérienne a partir de P. lentiscus
ains que la détermination du mode d'action de ces substances. Il serait aussi tres utile de
tester leur toxicité in vivo dans le but de mettre en place des traitements naturels de maladies

i nfectieuses mieux tol érés.
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Annexe |. Courbes d étalonnage utilisées pour le calcul destaux de phénols totaux,
flavonoides et tannins.
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Figure 33. Courbe d’ étalonnage avec la catéchine pour |e dosage des phénols totaux
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Figure 34. Courbe d’ étalonnage avec larutine pour le dosage des flavonoides
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Figure 35. Courbe d’ étalonnage avec |’ acide tannique pour le dosage des tannins
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Tableau XV. Quelques caracteres bactériol ogiques et pouvoir pathogene des souches
bactériennes étudiées

Souches b Cfl;\r.acter.es Pouvoir pathogéne
actériologiques
Peut étre a I’ origine de toxi-infections alimentaires,
entérocolites aigues, syndrome de choc toxique,
Cocci aGram* en amas, | d'infection cutanées, sous-cutanées, muqueuses, de
S. aureus paires, aéroanaérobie | Septicémies,  staphylococcies  osseuses,  pleuro-
pulmonaires, urogénitales, neuroméningées et
I’ endocardite staphylococcique.
Bactérie opportuniste qui est a I|'origine de
. Bacille aGram® méningite, otite, mastoidite, infection urinaire,
B. subtilis aérobie stricte bactériémie, pneumonie, endocardite, abcés de
I’ orbite, panophtalmie, kératite et iridocyclite.
. L . Non pathogéne, elle a le méme profile de résistance
L. innocua Bacille a Gram que L. monocytogenes
Bacille aGram’, aérobie| Pahogene opportuniste, provoque des infections
_ stricte, production de | Pulmonaires, urinaires, ostéo-articulaires, oculaires,
P. aeruginosa pyocyanineet de O.R.L,, méni ngéeS, CUtanéeS, bacténén'"%, entérites
pyoverdine abacille pyocyanique et des endocardites.
espéce commensale du tube digestif de I'Homme et
. Coccobacille aGram®, | des animaux, responsable des infections intestinales
E. coli aéroanaérobie et extra-intestinales (infections urinaires, méningites
neo-natal es, suppurations diverses).
Isolée principaement de broncho-pneumopathies
K. Bacille a Gram, aigues ou sub-aigues, mais auss d'infections
pneumoniae aéroanaérobie urinaires, hépato-biliaires ou de pus divers méme

peut provoquer des septicémies.

Tableau XVI. Diameétres des zones édités par le CFA-SFM, 2007

Antibiotiques Abréviation Sensible Résistant
Pénicilline G P (G) =229 <29
ampicilline Amp >19 <14
Gentamycine GEN >16 <14
Chloramphénicol C 223 <19
Vancomycine \% 217 -
Ofloxacine OFX 222 <16
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Figure 36. Voies de biosynthese des différentes classes de composés phénoliques
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AnnexelV.

Témoins négatifs

T émoins négatifs (méthanol)

Figure 37. Témoin négatif sur S aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, L. innocua, E. coli et
K. pneumoniae
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Composeés phénoliques purs

S. aureus

B. subtilis

L. innocua

P. aeruginosa

E. coli

K. pneumoniae

Acidegallique | Acidecaféique | Acidetannique Catéchine Quercétine

1:0,02mg/ disque; 5: 0,1 mg/ disgque; 10 : 0,2 mg/ disque; 50 : 1 mg/ disgque; 100 : 2 mg/ disque

Figure 38. Activité des composés phénoliques purssur S aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, L. innocua, E. coli et K. pneumoniae a différentes concentrations.
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Antibiotiques (témoins positifs)

Antibiotiques
(OFX) et (V) (PG), (A), (CN) et (C)
v)
3
>
T
Ui
v
=
3
4
©
3
@)
c
=
—
3
L
8
c
(@]
S
]
&
N

Pénicilline G: (PG); Ampicilline: (A); Vancomycine: (V); Gentamycine: (CN); Chloramphénicol: (C); Ofloxacine: (OFX)

Figure 39. Activité des antibiotiques sur S aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, L. innocua,
E. coli et K. pneumoniae.
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Annexe V. L’ éude statistique des résultats des diamétres des zones d’inhibition

Tableau XVIla. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur S. aureus (ATCC 6538)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disgque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002/ 01| 02 | 1 | 2 01 | 05 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05 | 1 01 ]05]| 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -I- 7,8+0,3° 9,7¢0,6° | 19,8:0,3" | 20,3+0,6° -/ -/ 8,0+0,0° -I- 9,0:0,0° | 10,0+0,09" -I- -I- -I- / -I- /
AcOEt - 8,0£0,0° | 10,8+03" | 22,7+0,6" | 23,7+0,6" - 95¢0,0 | 100:00™ | 80+00° | 108:03" | 12,2403 - - - ! - !
Ag-AcOEt -I- -I- -I- 18,0:0,0" | 19,3+0,0° -I- -I- -I- -I- -I- 9,0£0,0° 8,0£0,0° -I- -I- 8,5+0,0° -I- -I-
Chl - - - - /- /- /- - 10,0¢0,0" | 8,0+0,0° /- /- /- 102¢03" | 8,0+0,0° - -
Ag- Chl - - 15803 | 16,0:0,0' | 21,8:0,3% | 20,7+0,6" | 21,7403 | 157406 /- 9,8+0,3% | 157+0,0' | 24,0:00" | 21,7+0,6° | 16,000 - - /-
Hex - - - 80:0,0° | 80+00° | 82+03™ | 83+03" - - 9,2¢0,3° | 10,0+0,0" - - - - - -
Ag- Hex -I- -I- 17,0¢00™ | 17,8+03" | 21,7406° | 192¢03° | 21,0¢00" | 222+03" | 11,2¢03 | 250+00" | 26,3+0,6" -I- 11,0:00 | 21,0+00" | 16,0+0,0' -I- 25,0+0,0"
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
0,02 01 0,2 1 2 002 | 01 0,2 1 2 002 | 01 0.2 1 2 002 | 01 | 02 1 2
10,0£0,0" | 16,740,6™ | 20,3:0,6° | 30,3:06' | 32,7406 | - - - 18,0+0,0" | 19,8+0,3° - - 10,7+0,6' | 157+06 | 17,8:03" | - - 4~ | 7.0:00" | 9,3:0,3%
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (10ug) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?;gfgr)]m' col Ofloxacine (5pg)
29,3t1,2 20,0+2,0 30,7+¢1,2 22,7+1,2 30,7+1,2 32,0+£0,0

Dans

le méme tableau

les valeurs portant la

méme

b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n<o<p<g<r<s<t<u<v<w<x<y<z.

-/-: Pas de zone observée.

lettre ne différent

pas significativement,

les valeurs sont

classées par ordre croissant
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Tableau XVIIb. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des fruits de P. lentiscus sur S. aureus (ATCC 6538)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disgque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002 01 | 02 | 1 2 01 ] o5 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05[] 1 ]| 01]05] 1
Fruitsde P. lentiscus
Eth 7,0£0,0° | 8,0+0,0° | 8,0+0,0° | 9,7+0,6" | 11,0+0,0° | 8,0:0,0° | 11,3+t0,3" | 13,0+0,0' | 10,0+0,0' | 12,7+0,3 | 11,0+0,0¢ NT NT NT -I- -I- -I-
AcOEt 8,0£0,0° | 7,7+0,6° | 8,0+0,0° | 83+0,6° | 10,0+0,0 -/- -/- -I- NT NT NT NT NT NT 9,0+0,0' | 8,0+0,0° -I-
Ag-AcOEt -/ -/ -I- 8,3+0,6° | 9,0+0,0' -I- 8,0+0,0° | 11,0+0,0¢ -/ -I- -I- -I- -/ -I- -/ -/ -/
Chl 8,0:0,0° | 8,0+0,0° | 8,0+0,0 | 9,0t0,0" | 9,0¢0,0° /- /- 8,0+0,0° | 8,2+0,3% -I- -I- NT NT NT -/ -/ -/
Hex 7,7+0,6° | 8,0+0,0° | 8,0:0,0° | 9,0:00° | 9,0+0,0f /- /- -I- 8,2+0,3* -I- -I- NT NT NT -/ -/ -/
Composés phénoliques purs
Acidegallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
0,02 0,1 0,2 1 2 002 | 01 | 02 1 2 002 | 01 0,2 1 2 002| 01| 02 1 2
10,0+0,0 16,7+0,6" | 20,3+0,6° | 30,3+0,6" | 32,7+0,6° -/- -/- -/- 18,0+0,0° 19,8+0,3° -/- -/- 10,7+0,6 15,7+0,6™ | 17,8+0,3° -/- -/- -/- 7,0£0,0° | 9,3+0,3°

Antibiotiques testés

Pénicilline G (10ng)

Ampicilline (10pg)

Gentamycine (15pg)

Vancomycine (30ug)

Chloramphénicol
(30p9)

Ofloxacine (5pg)

29,3+1,2

20,0+2,0

30,7+£1,2

22,712

30,7+1,2

32,0+0,0

Dans le méme tableau

les valeurs portant la

b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n<o<p<g<r<s.
-I-: Pas de zone observée, NT: non testé.

méme lettre ne différent

pas significativement,

les vaeurs sont

classées par ordre croissant
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Tableau XVIlla. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur B. subtilis (ATCC 6633)

Diamétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disgque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/ eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/ 0,005)
002/ 01]02] 1 | 2 01 | 05 | 1 04 /05| 1 |o1] o5 | 1 01 | 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth /- /- /- 80+0,0° | 10,0¢0,0 /- /- 7,3+0,6™ -/ 8,8+0,3° | 10,8+0,6 /- /- -+ -+ -+ /-
AcOEt /- /- /- 10,0+0,0' | 10,0+0,0 /- 85+0,0' | 9,0£0,0° /- 9,740,6" | 11,240,3¢ /- /- -/ -/ -/ /-
Ag-AcOEt -I- -I- -I- -/- -I- -I- -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Chl -/~ -/ -/~ -/ -/~ 75:0,0° | 80£0,0° | 7,0¢00° | 7,0¢00° | 85+0,0' | 8,00,0° -/~ -/~ /- /- /- -/~
Ag- Chl -I- -I- -I- 12,7+0,3" | 150+0,09 | 22,8+0,3° | 22,0+0,0" | 21,2+0,3" | 10,0+0,0' | 17,0+0,0° | 22,0+0,0" -I- 19,8+0,3" | 13,2+0,3" -/- -/- -I-
Hex -I- -I- -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag- Hex -I- -I- -I- 12,5+05™ | 14,7+0,6° | 18,0+0,0' | 19,8+0,3" | 13,0+0,0" | 10,0+0,0' | 17,0+0,0° | 20,0+0,0" -I- -I- 14,0+0,0° | 11,0+0,0% | 11,5+0,0' | 16,3+0,3"
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002| 01| 02 1 2 002 | 01 | 02 1 2 0,02 0,1 0,2 1 2 002 | 01 | 02 | 1 2
-4 -/~ -/ 7,2¢03* | 97x06" | -/~ /- -/~ 237406" | 257+06° | 7,0£00" | 11,3:03 | 12,7+06™ | 15000 | 16,7+06° -/ -/~ /- -/ 7,5£0,0°
Antibiotiques testés
Peénicilline G (10ng) Ampicilline (10ug) Gentamycine (15pg) Vancomycine (30ug) Chlor ?;gfgr)'en' col Ofloxacine (5pg)
42,0+2,0 35,3+2,3 34,0+0,0 28,0+0,0 34,7+1,2 36,7+1,2

Dans le méme tableau les vaeurs portant la méme lettre ne different pas significativement, les valeurs sont classfes par ordre croissant
b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n<o<p<g<r<s<t<u<v<w<x<y<z.
-/-: Pas de zone observée.
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Tableau XVIIIb. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des fruits de P. lentiscus sur B. subtilis (ATCC 6633)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002 01 02| 1 | 2 01 ] 05 ] 1 01 ] 05 | 1 01] o5 | 1 01] 05| 1
FruitsdeP. lentiscus
Eth 8,3+0,6° | 8,0+0,0" | 80+00" | 100+00 | 11,0:00° | 85+0,0° | 7,0:00° | 7,0¢00° | 75+00° | 7,0:0,0° | 7,0x0,0" NT NT NT /- -+ -+
AcOEt 8,0+0,0° | 8,0+0,0" | 80£00" | 10,7+0,6 | 132+0,3" -/ /- -/ NT NT NT NT NT NT /- -+ -+
AQ-AcOEt | 15,0+0,0° -I- -/ 8,0+0,0° | 80x0,0° | 80+00" | 80+0,0° | 7,0:0,0° -/ -/ -I- 75£0,0° | 7,060,0° | 7,0¢0,0° -/ -I- -I-
Chl 10,0:00' | 9,0¢0,0' | 8,0+00° | 100400 | 11,0¢00° | 8,0x0,0% | 7,0¢0,0° | 7,0600° | 7.5+0,0° | 7.5+0,0° | 7.5+0,0° NT NT NT -/ /- /-
Hex 8,0+0,0° | 8,000 | 80+00" | 9,3+0,6° | 100+00 | 80+0,0" | 7,5:0,0° | 7,06¢0,0° | 75+0,0° | 7,0:00° | 8,0x0,° NT NT NT 9,0¢0,0' | 75£0,0° | 7,020,0°
Composés phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
0,02 | 0,1 0,2 1 2 0,02 0,1 0,2 1 2 0,02 0,1 0,2 1 2 0,02 0,1 0,2 1 2
/- -+ /- 7,24¢0,3° | 9,7+0,6" -+ /- /- 23,74¢0,6% | 257+0,6' | 7,060,0° | 11,3x0,3 | 12,7+0,6™ | 150+0,0° | 16,7+0,6° /- /- -+ /- 7,5+0,0°

Antibiotiques testés

Pénicilline G (10pg)

Ampicilline (10pg)

Gentamycine (15pg)

Vancomycine (30ug)

Chloramphénicol

Ofloxacine (5pg)

(30n9)
42,0+2,0 35,3+2,3 34,0£0,0 28,0+0,0 34,7+1,2 36,7+1,2
Dans le méme tableau les valeurs portant la méme lettre ne différent pas dSignificativement, les vaeurs sont classées par ordre croissant

b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n<o<p<g<r.
-I-: Pas de zone observée, NT: non testé.
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Tableau X1 X. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur L. innocua (CLIP 74915)

Diamétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disgque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH(1/1) | F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac (1/0,005)
002] 01 ] 02| 1 | 2 01 ] 05| 1 01 | 05| 1 01 ] 05| 1 01| o5 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth /- -I- -I- /- /- /- -I- -I- /- -I- -I- 8,0+0,0° | 8,0+0,0° | 8,0+0,0" | 9,0+0,0° | 10,0+0,0 /-
ACOEt -I- -I- -I- 80:0,0° | 90+00° | - -I- -I- / -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I-
AQ-ACOEt -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- / -I- -I- -I- / -I- -I- / -I-
Chl -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- / -/-
Ag- Chl -/- -I- 8,0£0,0° | 10,3+0,6° | 14,7+0,6 -/- -/- 7,3x0,3° -/- -/- 8,0+0,0 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Hex -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- -I- / -I- -I- -I- / -I- -I- / -I-
Ag- Hex -- -- 9,0£0,0° | 10,3+0,6° | 14,7+0,6 | 7,00,0° | 8,0¢0,0° | 8,2+0,3" / -- -- -- / -- -- / --
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002 | 01 | 02 1 2 002 | 01 | 02 1 2 002 | 01 0.2 1 2 002 | 01 | 02| 1 2
-/- -/- -/- 7,0£0,0° | 8,0+0,0° -/- -I- -/- -/- -/- -I- -/- -/- 10,0:0,0" | 12,0¢0,0" -I- -I- -I- -I-
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (10ug) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?ggfgk)]enl col Ofloxacine (5ug)
0,0£0,0 0,0+0,0 26,7+1,2 0,0+0,0 31,312 38,0£0,0

Dans le méme tableau les valeurs portant la méme | ettre ne différent pas significativement, les valeurs sont classées par ordre croissant b<c<d<e<f<g<h<i.
-/-: Pas de zone observée.
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Tableau XX. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur P. aeruginosa (ATCC27853)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disgue) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH (1/1) | F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002/ 01 ] 02| 1 2 01 | o5 | 1 01 | 05 | 1 04 |0o5] 1 [01]o05] 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth / / -/ 9,3t0,6" | 10,00,° / / -/ -/ 8,2+0,3" | 10,0:00° / -/ -/ -/ -/ /
AcOEt / / -/ 11,0£1,0' | 150104 -/ /- 9,0£0,0° -/ 11,0:0,0' | 12,3#0,3" / -/ -/ -/ -/ /
Ag-AcOEt / / -/- -I- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- /
Chl -I- -I- -/- -I- -/- / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- /
Ag- Chl / / -/ 11,740,6° | 157+0,6™ | 10,240,3° | 153+0,6' | 17,0+0,0" -/ 13,0400 | 13,7+0,3 / -/ -/ -/ -/ /
Hex / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- /
Ag- Hex / / 8,0+0,0° | 12,3+0,3" | 17,0+00" | 102403 | 122+03" | 11,2403 -I- 15,0+0,0 | 15,0+0,0¢ / -I- -I- -I- -I- /
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002(01| 0,2 1 2 002 01/02]| 1 2 1002 | 01 0,2 1 2 002 01 | 0,2 1 2
-/- -/- 10,0£0,0° | 19,8+0,3" | 21,7+0,6° -/- -/- -I- -I- -/- 9,0+0,0° | 13,7+0,6 | 158+0,3" | 17,7+0,6° | 20,0:0,0° -/- -I- -I- -I- -I-
Antibiotiques testés
Peénicilline G (10ng) Ampicilline (10ug) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?;gfgr)'en' col Ofloxacine (5ug)
0,0£0,0 0,0£0,0 26,0+0,0 0,0£0,0 22,7+1,2 38,0+2,0

Dans le méme tableau les valeurs portant la méme lettre ne different pas significativement, les valeurs sont classées par ordre croissant b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n,

-/-: Pas de zone observée.
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Tableau XXI. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur E. coli (NAR)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:Chloroforme F2:AcOEt/MeOH(1/1) | F3:MeOH/eau (4/ 1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002/ 01] 02 | 1 2 01 ] 05 | 1 01 | 05| 1 01 ] 05| 1 01 ] 05| 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth / / / / /- / / -/ -/ / / 7803 | 7,8¢03" | 80+0,0° | 85+0,0° | 9,0+0,0' /-
AcOEt / / / -I- 10,7+0,6 -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag-AcOEt / / / -I- -I- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Chl -I- -I- -I- / -/- / -/- / -/- / / -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag- Chl / / / 12,000 | 157+0,6" | 9,0:00" | 11,0:00 | 11,3+0,3" -/ 7,3:0,3° | 10,3+0,3" | 9,0¢00 | 800,07 | 7,0:0,0° | 7,0:00° | 7,0:0,0° | 7,020,0°
Hex / / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag- Hex / / / 130£0,0™ | 16,0+0,0° | 7,8£0,3" | 10,0+0,0° | 7,8+0,3 -/ 8,3+0,3° | 85t0,0° -/~ -/~ 7,3:0,3° /- -/~ -/~
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002 01 | 02 1 2 002 |01 02 1 2 002|01]| 0,2 1 2 002| 01 | 0,2 1 2
-4 -/ -/ 7,0£0,0° | 8,00,0° -/~ -/~ -/~ -/ 7,0£0,0° -/ /- -/~ -/ -/~ -/~ /- -/ /- 7,8+£0,3"
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10ng) Ampicilline (10ug) Gentamycine (15pg) | Vancomycine (30ug) Chlor ?;gfgr)'en' col Ofloxacine (5pg)
0,0£0,0 0,0£0,0 28,7+1,2 0,0£0,0 34,7+1,2 0,0£0,0

Dans le méme tableau les valeurs portant la méme lettre ne different pas significativement, les valeurs sont classées par ordre croissant b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<ms<n.
-/-: Pas de zone observée.
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Tableau XXI1. Activité des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles de P. lentiscus sur K .pneumoniae (E47)

Diameétr e des zones d’inhibition (mm)
Extraits Concentratio_n desextraits Concentration des fractions chromatographiques (mg/disque)
(mg/disque) F1:.Chloroforme F2:AcOEt/MeOH(1/1) | F3:MeOH/eau(4/1) | F4:Eau/A.ac(1/0,005)
002] 01 [ 02| 1 2 01 ] 05 | 1 01 | 05 | 1 01 ] 05| 1 01 | 05 | 1
Feuilles de P. lentiscus
Eth -/- -/- / -/- / / / / -/- -I- -/- 8,0+0,0° | 7,0+0,0° | 8,0+0,0° 8,0+0,0° 9,0+0,0¢ -/-
AcOEt -/ -/ / -/ /- /- /- -/ / 10,0£0,0" | 9,0£0,0° -/ 7,5£0,0° | 9,0£0,0° | 7,0:00"° | 7,0£0,0" -/
AQ-AcOEt -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Chl -/- -/- -/- -/- / / / / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag- Chl -/ -/ / 9,0+0,0 | 12,0+0,0° | 7,0¢0,0° | 10,3+0,3° | 9,2+0,3 -/ 7,0:0,0° | 8803 | 9,0+0,0° | 82+¢0,3" | 7,2+0,3° | 7,040,0° -/ -/
Hex -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- / -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Ag- Hex -/ -/ / 9,7+0,6™ | 12,0+0,0° | 7,0:00° | 8303 /- / 83+0,3" | 82+03" -/ /- 8,0£0,0° -/~ /- -/
Composes phénoliques purs
Acide gallique Acide caféique Acidetannique Catéchine
002| 01| 0,2 1 2 002| 01 | 02 1 2 0,02 | 0,1 0,2 1 2 (002 01 | 02 1 2
-/ -/ 7,0¢0,0° | 75+0,0° | 85+0,0 -/ -/ -/ 7,0¢0,0° | 7,0£0,0° -I- -/ -/ -I- -/ -/ -/ 7,3+0,3" | 7,8+03" | 8,0+0,09
Antibiotiques testés
Pénicilline G (10pg) Ampicilline (1opg) | Gentamycine (15ug) Vancomycine (30pg) Chlor ?égfgr)'en' col Ofloxacine (5pg)
0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 30,0+0,0

Dans |le méme tableau les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement, les valeurs sont classées par ordre croissant b<c<d<e<f<g<h<i<j<k<l<m<n<o.
-/-: Pas de zone observée.



Annexe V1. Composition des milieux de culture utilisés (pour 1l d eau distillée)

PCA Mueller-Hinton
Tryptone.........ccccceeveeunnnen.e. 05 |g|Infusion deviandedebeeuf | 300 |g
Extrait delevure................. 2,5 | g|Hydrolyséat de caséine......... 175 |g
Glucose..................o.... | 01 [g|Amidon........ccccovvvvvvennnenne. 15 |g
Agar.........ocooeeviciiicne | 15 [ QA i 17 |g
pH 7 |pH 7,4

Giolitti contoni Chapman
Tryptone........cccocceeeveeennen. 10 |g|Extrait deviande................. 01 |g
Extrait deviande................. 05 |g|Peptonedecaséne.............. 10 |g
Extrait delevure................. 05 |g|Chlorurede sodium............ 75 |g
Chlorure de sodium............ 05 |g|D mannital.............ccu...... 10 |g
Glycine.......ccceoevvennnene. 20 |g|Rougedephénal................. 0,025|g
Pyruvate de sodium............ 03 [glAgar.........covviiann, 15 |g
pH 6,9 pH 7,4

Hektoen EMB
Proteose peptone................ 12 |g|Peptonedeviande................ 10 |g
Extrait delevure................. 03 |g|Lactose.....cccccvvvevuvevrcriannne, 10 |g
Chlorure de sodium............ 05 |g|Phosphate di potassique...... 02 |g
Hyposulfite de sodium...... 05 |g|Eosinejaunétre.................... 04 |g
Selshiliaires....................... 09 |g|Bleudeméthyléne............... 0,067 |g
Citratedefer ammoniacal.. | 1,5 [g|AQa ......ccovvvvriinieiieieennne 135 |g
Salicine........ccccoeveeveveerenne. 02 |g|pH 7
Lactose........ccccvveriveirinenne 12 |g
Saccharose.........cccoevvveneene. 12 |g Bouillon nutritif
Fuschine acide.................... 0,04 |g|Macération deviande.......... 10 |g
Bleu de bromothymoal......... 0,064 | g | Peptone trypsique................ 05 |g
AQal .o 13,5 |g|NaCl ouKCl...........ccoc........ 05 |g
pH 7,6 |pH 7,4




Résumé

Cette étude a porté sur I’ activité antibactérienne des extraits et des fractions chromatographiques des feuilles et des fruits de
Pistacia lentiscus. Les différents extraits ont été analysés pour leurs teneurs en composés phénoliques ainsi que pour leur activité
antibactérienne. Cette derniére a été réalisée par la méthode de diffusion sur gélose contre trois souches Gram® (Staphyl ococcus aureus
ATCC6538, Bacillus subtilis ATCC6633 et Listeria innocua CLIP74915) et trois souches Gram™ (Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, Escherichia coli NAR et Klebsiella pneumoniae E4;). D’autre part, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits et fractions chromatographiques actifs ont été déterminées par |la méthode de
dilution en milieu solide.

Les résultats indiquent que les extraits de feuilles sont riches en polyphénols. D'autre part, les tests antibactériens ont montré
des activités variables selon la souche bactérienne, la partie de la plante et la nature de I’ extrait (organique ou aqueux) et/ou lafraction. S.
aureus était I’ espece la plus sensible, puisque sa croissance a été inhibée par tous les extraits avec le diamétre le plus large de 23,7mm et
par la majorité des fractions chromatographiques avec une zone d'inhibition la plus importante de 26,3mm, alors que L. innocua et K.
pneumoniae étaient les plus résistantes.

Lesrésultats de laCMI et dela CMB des extraits et des fractions chromatographiques actifs ont montré que les extraits aqueux
du chloroforme, aqueux d hexane et d acétate d’éthyle des feuilles ont été les plus actifs a I'égard de S. aureus (CMI: 0,2mg/ml;
CMB:0,3 et 0,7mg/ml) et de P. aeruginosa (CMI: <0,1mg/ml; CMB: 0,3mg/ml). De leurs part, les fractions F, d’ acéate d’ éthyle, F; et
F, de I’ aqueux d’hexane se sont avérées les plus actives, al’égard de P. aeruginosa (CMI: <0,1mg/ml; CMB: 0,2mg/ml). Les dosages de
phénols totaux, flavonoides et tannins, ains que les révélations par CCM suggerent que cette activité antibactérienne est attribuée
principalement alarichesse de cette plante en composés phénoliques. Ces résultats préliminaires pourraient permettre de justifier I’ usage
de cette plante dans le traitement de certaines affections d’ origine bactérienne et que ses composés phénoliques pourraient étre exploités
a des fins thérapeutiques, notamment antibactériennes.

Mots clés
Activité antibactérienne, Pistacia lentiscus, composés phénoliques, CCM, fractions chromatographiques.

Abstract

This study focused on the antibacteria activity of extracts and of chromatographic fractions of leaves and fruits of P. lentiscus.
Various extracts were analysed for their phenolic content and antibacterial activity. This was done by the method of diffusion against
three Gram® (Staphylococcus aureus ATCC6538, Bacillus subtilis ATCC6633 and Listeria innocua CLIP74915) and three Gram
(Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli NAR and Klebsiella pneumoniae E47) strains. On the other hand, the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) of active extracts;, were determined using
the dilution method on solid medium.

The results indicate that the leaves extracts are rich in polyphénols. On the other side, the Antibacterial tests exhibited different
activities depending on the strain used, the part of the plant and the nature of the extract (organic or aqueous) and/or the fractions. S.
aureus was the most sensitive since its growth was inhibited by al the extracts with the widest diameter of 23mm except chloroform
extract of leaves and by the majority of chromatographic fractions with the largest zone of inhibition 26,3mm, whereas L. innocua and K.
pneumoniae were the most resistant.

The results of the MIC and the MBC of active extracts and chromatographic fractions showed that the agueous extract of
chloroform, the aqueous extract of hexane and that of ethyl acetate of leaves showed the best activity against S aureus (MIC:
<0.1mg/ml; MBC: 0.7mg/ml) and P. aeruginosa (MIC: <0.1mg/ml; MBC: 0.3mg/ml). For their part, the fractions F, of ethyl acetate
extract, F; and F, of agueous of hexane proved to be the most active against P. aeruginosa (MIC: <0,1mg/ml; MBC: 0,2mg/ml).
Determination of total phenols, flavonoids and tannins and the revelation by TLC suggested that the antibacteria activity is attributed
mainly to the richness of this plant in phenolic compounds. These preliminary results may justify the use of this plant in the treatment of
certain bacteria diseases and that phenolic compounds may be exploited for therapeutic purposes, especially antibacterial.

Key words
Antibacterial activity, Pistacia lentiscus, phenolic compounds, TLC, chromatographic fractions.
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