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I ntroduction

L’Homme a toujours eu recours a des substances végeétales pour se soigner de toute
affection. L’invention par des pharmaciens francais, en 1834, de la gélule en géatine, a
inauguré |’ ere de I’industrie pharmaceutique moderne et a entrainé la disparition progressive
de la médecine par les plantes. Néanmoins, en Afrique cette derniére constitue encore le

support fondamental pour la pratique de la médecine dans les zones rurales (Piétroni, 1996 ; Keita
et al., 2004).

L’ introduction des antibiotiques dans |’ arsenal thérapeutique des mal adies infectieuses a
fait que les microorganismes développent des moyens de défense leur conférant une
insensibilité aux antibactériens (Bryskier, 1999). La diversité croissante des mécanismes de
résistance mis en oeuvre par les souches bactériennes est un sujet de préoccupation, elle
pourrait conduire al’ émergence de bactéries ayant accumulé dans leurs génomes les différentes
résistances et devenues insensibles a une plus large gamme d’ antibiotiques, comme cela s est
vu au Japon ou des souches de Pseudomonas aeruginosa étaient résistantes a toutes les f-
lactamines connues. Les B-lactamines constituent une grande famille d’antibiotiques, la plus
importante par le nombre et la diversité des molécules utilisables et par ses indications les plus
larges que I’ on puisse attribuer a une famille d’ antibiotiques (Nordmann, 2003).

L’ émergence de ces résistances développées par les bactéries pose a I’ heure actuelle de
tres sérieux problémes pour la santé publique. L’ arsenal thérapeutique mis a notre disposition
avec succés depuis le milieu du XX®™ siécle pour combattre les infections bactériennes
S épuise. Le phénomene de multirésistance aux antibiotiques est de plus en plus fréequent a
I’ échelle mondiale, en particulier chez les bactéries a Gram positif. Bien gu’ une grande partie
de ce siécle ait été consacrée a la mise au point de molécules antibactériennes de synthése, la
recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources végétales

est indispensable pour remédier a cette situation clinique inquiétante (M ar quez, 2005).

Les infections causees par les souches bactériennes résistantes aux antibiotiques sont
responsables d’'un taux élevé de morbidité, comparé aux infections causees par les bactéries
sensibles, et le colt de traitement annuel des infections causées par des germes résistants est
estimé aux Etats-Unis a environ quatre milliards de dollars et est en pleine augmentation. Aingi,
il est indispensable de développer de nouvelles molécules antibactériennes pour surpasser ce
probléme impliqué dans de nombreuses pathogenéses humaines (Gangoué Piéboji, 2007 ;

Hemaiswarya et al., 2008).



I ntroduction

Des plantes médicinales et aromatiques pourraient permettre le traitement ou la
prévention de maladies chroniques et/ou graves, et résoudre le probleme de la résistance
bactérienne vis-a-vis des agents antibactériens actuels (Keita et al., 2004) . L’ usage d’ extraits de
plantes contenant des constituants bio-actifs est devenu une approche trés importante dans la
meédecine préventive, recommandée d'ailleurs par I'OMS. Les composés phénoliques issus des
végétaux générent actuellement beaucoup d'intérét en raison de leur activité antibactérienne
prononcée vis-a-vis des souches sensibles et résistantes aux antibiotiques. En plus de leur
action directe sur les bactéries, les polyphénols sont capables d’'inhiber les systémes de

résistances aux antibiotiques (Hatano et al., 2008 ; Hemaiswarya et al., 2008).

De ce fait, les recherches sur les activités antibactériennes, le mode d'action et la
composition chimique des plantes connaissent un regain d'intérét. C'est dans ce cadre que
sinscrit le présent travail qui aura pour but d évaluer in vitro I’ activité antibactérienne des
extraits phénoliques de huit plantes médicinales locales (Artemisia absinthium; Calendula
arvensis, Cupressus sempervirens, Ephedra altissma; Mirabilis jalapa; Marrubium vulgare;
Nerium oleander et Quercus ilex) vis-aVvis de quatre souches bactériennes et de tester ensuite
I’aptitude de ces mémes extraits a inhiber les B-lactamases d’une souche d’Acinetobacter

baumannii.

Pour traiter les différents aspects du sujet, nous avons structuré ce document comme
suit : un premier chapitre portera sur la revue de la littérature, concernant les composés
phénoliques et leurs propriétés antibactériennes, les B-lactamases et une présentation des
plantes médicinales sélectionnées. Le deuxiéme chapitre présentera le matériel utilisé ainsi que
la méthodologie expérimentale suivie. Un troisieme chapitre sera consacré a la présentation de

I” ensembl e des résultats obtenus et aux discussions qui en découlent.



Premiere partie:

Synthése bibliographique



|. Les composés phénoliques



Synthése bibliographique L es composés phénoliques

I. Les composés phénoligues

1. Généralités

Les composeés phénoliques forment un groupe important de métabolites secondaires des
végétaux avec plus de 8000 structures qui se reconnaissent a la présence d’'un ou plusieurs
groupes hydroxyles, modifiés ou non, attachés a une structure aromatique. Souvent, ces
COMPOSES Non azotés se présentent liés a des glucosides surtout lorsgu’ils sont en solution dans
le suc vacuolaire et sont trés différents par leurs configurations et leurs propriétés (Lee et al.,

2003 ; Hennebelle et al., 2004).

Les différentes structures phénoliques sont souvent specifiques de |’ espece, de la famille
botanique ou encore des conditions environnementales. Plusieurs éudes soulignent une plus
forte concentration en polyphénols des dicotylédones comparativement aux graminées (Lugasi et
al., 2003). Le mode de conservation de I’ herbe et son degré de maturité influent fortement sur la
concentration de ses différents métabolites (Farruggia et al., 2008). Les principales sources

alimentaires des composeés phénoliques sont les fruits et |égumes (Edeas, 2007).

2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se
différencient d'abord par la complexité du sguelette de base, ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’ oxydation, d’hydroxylation etc.), enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de bases avec d autres molécules (glucides généralement). On
distingue les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les stilbénes et les

guinones (Macheix et al., 2005 ; Bragazza et Freeman, 2007).

2.1. Lesacides phénoliques

Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un groupe
carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique. On englobe sous la dénomination générale
d acides phénoliques les acides hydroxybenzoiques qui sont des dérivés de I’ acide benzoique et
ont une structure en C6-C1, ils sont tres communs aussi bien sous forme libre que combinée a
I"état d'ester ou d hétérosides; et les acides hydroxycinnamiques qui dérivent de I'acide
cinnamique et possédent une structure en C6-C3 (figure 01) (Bruneton, 1999 ; Cheynier, 2005).
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Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
COOH
R4 e COOH
Ri Rs Rz Ra
R2> Rs

Figure 01 : Structures de base des acides phénaliques (L opez-Giraldo, 2008)

2.2. Lesflavonoides

Flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour designer des
composés baseés sur un squel ette a quinze carbones, qui a son niveau le plus simple, consiste en
deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en
C6-C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le
cycle C (Graham, 1998 ; Schijlen et al., 2004). La figure 02 représente la structure de base des

flavonoides.

Figure 02 : Structure de base des flavonoides (Cuchnie et Lamb, 2005).

Les flavonoides forment le groupe le plus vaste et le plus répandu des polyphénols
(Kooter et al., 2002). lIs se repartissent en diverses classes qui different en fonction de la
cyclisation et du degré d'insaturation et d’oxydation du cycle C, aors que les composes
individuels au sein d’ une méme classe different par la substitution des cycles A et B. Parmi les
nombreuses classes de flavonoides identifiées, les principales sont : les flavonals, les flavones,
les isoflavones, les flavanones, les flavanes et les anthocyanines (Ribéreau-Gayon, 1968 ;

Bruneton, 1999), quel ques unes sont représentées sur lafigure 03.
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L es composés phénoliques

Flavonols

OH (o]
R2=0H ; R1=R3=H ; Kaemphéral
R1=R2=0H ; R3=H ; Quercétine
R1=R2=R3=0H ; Myricétine

g 0

[~]

OH

Isoflavones

R1=H ; Daidzéine
R1=0H ; Génistéine

Anthocyanidins R,
L

ot R

OH

OH

R1=R2=H ; Pélargonidine
R1=OH; R2 = H; Cyanidine
R1=R2 = OH; Delphinidine
R1=0OCHS; R2 = OH; Pétunidine
R1=R2=0HCH3; Malvidine

Flavones R,
I
OH O

R1=H ; R2=OH ; Apigénine
R1=R2=0H ; Lutéoline

Flavanones

R1=H; R2=0H ; Naringénine
R1=R2=0OH ; Eridictyol
R1=0H; R2=0CH3; Hespérétine

Flavanols

R1=R2=0H ; R3=H ; Catéchines
R1=R2=R3=0OH ; Gallocatéchine

Figure 03 : Principaux groupes de flavonoides (Manach et al., 2004)

2.3. Lestanins

Les tanins sont des composes polyphénoliques de poids moléculaire allant de 300 a

3000Da caractérisés par leur astringence. Ils peuvent contracter les tissus en liant les protéines

et en les précipitant, d'ou leur emploi pour «tanner» les peaux. Les tanins sont subdivisés en

deux groupes a savoir: les tanins hydrolysables; qui sont des oligo ou des poly-esters de sucres

(généralement le glucose) avec des acides phénoliques (acide gallique pour les gallotanins,

acide ellagique pour les ellagitanins) et peuvent ére dégradés par hydrolyse chimique ou

enzymatique et les tanins condensés (ou catéchiques, non hydrolysables), qui sont constitués

par des unités de flavane-3-ol liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Vergé et al.,

1999 ; K hanbabaee et van Reg, 2001). Lafigure 04 représente les différentes structures des tanins.
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oH
Z OH
. LI
" OH
Hr)@—é) f i
- | o’m/ojkﬂ;[m
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Figure 04: Structures générales des tanins condensés (A) et destanins hydrolysables (B)
(Cowan, 1999 ; Cushnie et Lamb, 2005)
2.4. Les stilbenes
Les stilbénes sont des composés phénoliques caractérisés par |a présence au minimum
de deux noyaux aromatiques liés par une double liaison. On connait |’une des molécules, le

resvératrol (figure 05); essentiellement pour ses propriétés antiradicalaires (Vivaset al., 2003).
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Figure05: Structuredu resvératrol (Burnset al., 2003)

2.5. Lesquinones

Les quinones sont des composés phénoliques oxygénés, caractérisés par un motif 1,4-
dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-quinone) ou éventuellement, par un motif 1,2-dicétocyclo-
-hexa-3,5-diénique (ortho-quinone) (figure 06). Différents groupes de quinones ont été
identifiés dont les benzoquinones, les naphtoquinones, les anthraquinones, les anthracyclinones
et les naphtodianthrone (Bruneton, 1999).

o

1,4 benzoquinone (para-quinone) 1,2 benzoquinone (ortho-quinone)

Figure 06: Structuresdebase des para-quinones et des ortho-quinones (Bruneton, 1999).
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2.6. Lescoumarines

Les coumarines (figure 07) sont des substances phénoliques dérivés de la benzo-a pha-
pyrone (Cowan, 1999). De différents types, elles se trouvent dans de nombreuses especes
végétales et possedent des propriétés tres diverses. Plus de milles structures de coumarines ont
été décrites, et les plus simples d’ entre elles sont distribuées dans tous le regne végétal avec

une abondance remarquabl e au sein des angiospermes (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001).

O

Figure 07: Structure de base des coumarines (Cowan, 1999).

3. Rdles physiologiques des composes phénoliques

Les composés phénoliques sont associés a de nombreux processus physiologiques des
végétaux: croissance cellulaire, différenciation, organogenése, dormance des bourgeons,
floraison et tubérisation. Ce sont les éléments de base des lignines, I’un des constituants
majeurs de la paroi des cellules végétales (Nitsh et Nitsh, 1961). Les phénols sont antiseptiques, on
suppose que les plantes, en les produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les
insectes phytophages. En effet, les polyphénols sont impliqués dans les interactions plantes-
microorganismes. dans les pathogenéses comme dans les symbioses (Bruneton, 1999 ; Iserin,
2000).

Les flavonoides agissent dans les systemes de défense des cellules végétales en réponse
a certains stress tels que les radiations ultraviolettes. Ce sont également des agents chélateurs
des métaux nocifs aux plantes et des inhibiteurs d’ enzymes. De plus ils sont impliqués dans la
photosensibilisation, les transferts d'énergie, la morphogenese, la photosynthese et la

régul ation des hormones de croissance des plantes (Di Carlo et al., 1999).

Non seulement les anthocyanes attirent les insectes pollinisateurs, mais elles jouent un
réle protecteur dans I’ épiderme, agissant comme un filtre pour réduire les niveaux d’irradiation
néfastes qui atteignent les cellules de mésophylle (Burns et al., 2003). Les ubiquinones et les
plastoquinones interviennent comme transporteurs d’ électrons au niveau de la respiration et la
photosynthése (Tandon et al., 2009). Généralement, les stilbénes participent a la résistance des

tissus végétaux aux agressions fongiques (Vivaset al., 2003).
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4. Propriétés biologiques des composés phénoliques
4.1. Propriétés antibactériennes des composés phénoliques

Les travaux scientifiques réalisés sur les extraits de différentes espéces végétales ont
attribué |’ effet antibactérien de ces derniers principalement aux composés phénoliques. Une
corrélation positive est observée entre la teneur en polyphénols totaux des extraits de plusieurs
plantes et leur activité antibactérienne (Ao et al., 2008 ; Bendahou et al., 2008). En effet, ces
mol écul es présentent une activité bactériostatique ou bactéricide in vitro, sur une large gamme
de microorganismes (Cowan, 1999). Les détails ains que les mécanismes de I’activité

antibactérienne des composés phénoliques feront I’ objet du chapitre 11 de ce méme manuscrit.

4.2. Propriétés antioxydantes des composés phénoliques

Les composes phénoliques ont un effet scavenger des radicaux libres générés en
permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions de |’ environnement
(Lahouel, 2004 ; Duenas, 2006). Les polyphénols réduisent le stress oxydatif des cellules nerveuses,
ce gui pourrait constituer une protection contre les modifications nerveuses liées a |’ age telles
que celles constatées dans lamaladie d’ Alzheimer (Ciedlik et al., 2006).

Les composés phénoliques inhibent les lipo-oxygénases, la peroxydation lipidique et
I”oxydation des LDL, ains ils préviennent les maladies cardiovasculaires (Rein et al., 2000 ;
Akula et Odhav, 2008). IIs seraient également impliqués dans la prévention de nombreux cancers
(colon, poumon, peau €tc.) (Koprivnjak et al., 2010). Des études faites in vitro ont montré que le
gallate d’ épigallocatéchine est 100 fois plus puissant que la vitamine C et 25 fois plus efficace

que lavitamine E pour neutraliser les radicaux libres (Hegarty, 2000 ; M aataoui et al., 2006).

4.3. Autres propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont munis de plusieurs autres activités biologiques : ils sont
antiallergiques, anti-oedémateux et anti-inflammatoires (Landolfi et al., 1984 ; Meng et al., 2009).
Plusieurs éudes ont révélé I’ effet antifongique et insecticide des extraits phénoliques isolés de

différentes plantes (Belboukhari et Cheriti, 2006).

Il est indéniable que les flavonoides présentent d’importantes propriétés sur divers
systemes hiologiques. Leurs effets pourraient avoir des applications en thérapeutique tels que
des effets anti-ulcéreux, anti-inflammatoires, anti-hépatotoxiques. Ils sont aussi des inhibiteurs
d enzymes telles que la xanthine oxydase. Les dérivés de larutine sont utilisés en thérapeutique
pour améliorer la résistance capillaire (Iserin, 2001). Les flavonoides sont les constituants

habituel s des vascul oprotecteurs utilisés en phlébologie (Narayana et al., 2001 ; Ghedira, 2005).
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Les tanins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les
plantes riches en tanins sont utilisées pour rendre les tissus souples, comme dans le cas des
veines variqueuses; pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée; et pour

réparer les tissus endommagés par un eczémaou une brilure (Iserin, 2001).

Les coumarines du mélilot et du marronnier d’ Inde contribuent a fluidifier le sang aors
gue les furanocoumarines comme le bergapténe, contenu dans le cdleri, soignent les affections
cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga) est un puissant vasodilatateur
coronarien (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001). Le tableau | résume les différentes activités biologiques

des polyphénols.

Tableau | : Principales activités biologiques des composés phénoliques

Classes phénoliques

Activités biologiques

Références

Acides phénoliques

antioxydante, antibactérienne, antivirale,

anti-inflammatoire, anticancéreuse.

(Hayase et Kato, 1984 ;
Psotova et al., 2003)

antioxydante, anti-inflammatoire,

(Aruomacet al., 1995 ;
Dicarloet al., 1999 ;

Flavonoides diurétiques, antiallergiques, antibactérienne,
Narayana et al., 2001)
hypotenseurs, anticancéreuse, cardiotonique.
_ vasoprotectrice, anticedemateuse, (Mabry et Ulubelen, 1980 ;
Coumarines o
antibactérienne. Cottigliaet al., 2001)
_ antimicrobienne, antiparasitaire, (Cottiglia et al., 2001 ;
Tanins _ ) o
vasodilatateur, antiparasitaire Hosteet al., 2006)
_ antibactérienne, antivirale, antifongique,
Quinones (Tandon et al., 2009)

antimalaria, antileishmania
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I1. Activité antibactérienne des composés phénoliques

1. Généralités

Les celules végétales résistent aux infections par la synthése des composés
phénoliques, on pense méme que la premiére étape de défense est I’ accumulation rapide de ces
derniers dans le site de I'infection d’ou leur intérét en infectiologie (Fleuriet et Macheix, 1977 ;
Rees et Harborne, 1985). Selon plusieurs éudes, il est démontré que les huiles essentielles a
phénols sont plus efficaces que celles dépourvues de ces composés et que les phénols purs

présentent une meilleure activité antibactérienne (Kaloustian et al., 2008 ; Michielset al., 2009).

L’évolution continue du phénomene de I'antibiorésistance a fait que plusieurs
recherches scientifiques s orientent vers le développement de nouvelles classes de molécules
antibactériennes (Thomson et al., 2004). Différentes études ont montré que les extraits des plantes
possedent des sites d’ action différents de ceux des antibiotiques ce qui suggere qu’ils auront un

effet inhibiteur sur les souches bactériennes résistantes (Kilani et al., 2008).

Les composés phénoliques sont de forts agents antimicrobiens, ils agissent a des
concentrations de I’ ordre de microgrammes par millilitre. L’ action des composés phénoliques
sur les souches bactériennes peut étre bactériostatique ou bactéricide. Ces composés peuvent
agir directement sur les microorganismes en attaquant des cibles privilégiées, comme ils
peuvent inhiber leurs systemes de résistance aux antibiotiques restaurant ainsi I’ activité de ces

derniers (van Vuuren, 2008 ; Hemaiswarya et al., 2008).

2. Action directe des composes phénoliques sur les bactéries
2.1. Activité antibactérienne des acides phénoliques

Les acides phénoliques inhibent la croissance de plusieurs souches bactériennes & Gram
négatif et a Gram positif (Nascimento et al., 2000). Les acides hydroxycinnamiques (AHC)
présents dans les fruits du pommier (Pyrus malus) sont inhibiteurs vis-avis des bactéries
lactiques gastro-intestinales (Oenococcus oeni et Lactobacillus plantarum), aors que leurs
esters ont peu ou pas deffet. Les AHC libres peuvent étre classés par ordre dactions
inhibitrices décroissantes : acide férulique, acide p-coumarique et acide caféique, c'est-a-dire
dans I'ordre décroissant de leur hydrophaobicité (Salih et al., 2000).
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2.2. Activité antibactérienne des flavonoides

La composition chimique de chaque plante détermine son effet thérapeutique, ainsi
I’activité antibactérienne de Tagetes minuta et celle des genres Hypericum, Capsella et
Chromolaena résulte de leurs concentrations élevées en flavonoides (Dall’ Agnol et al., 2003 ;  El-
Abyad et al., 1999). Ces plantes ont été utilisées depuis longtemps pour traiter les infections
bactériennes (Cushnie et Lamb, 2005). D’ autres plantes riches en flavonoides ont fait |’ objet de
plusieurs études, quelques unes sont citées dans le tableau |1.

Tableau Il : Quelques groupes de flavonoides antibactériens et leur s sour ces végétales

Flavonoides Plantes Références
| soflavones Erythrina latissima Chachaet al., 2005
Flavanones Physena madagascariensis Denget al., 2000
Favonols Pongamia pinnata Simin et al., 2002
| soflavanones Swartzia polyphylla Osawa et al., 1992
| soflavanes Glycyrrhiza glabra Lietal., 1998
Flavones Artemisia giraldii Zhenget al., 1996

Il est & noter que les di-hydroxylations des carbones 5,7 du cycle A et les carbones 2’ 4’
ou 2',6' du cycle C dans la structure des flavonoides semblent étre nécessaires pour |’ activité
antibactérienne de ces derniers (Cushnie et Lamb, 2005). En effet, plus la structure du flavonoide
est hydroxylée, plus son activité antibactérienne est meilleure (Cowan, 1999).

2.3. Activité antibactérienne des quinones
Les quinones possedent une activité antibactérienne prononceée sur différentes souches
bactériennes avec des zones d’inhibition de 20mm a une concentration de 50pg/ml. Leur effet

peut étre bactéricide ou bactériostatique selon la souche bactérienne testée (Riffel et al., 2003).

2.4. Activité antibactérienne destanins et des coumarines

L’ étude réalisée par Kilani et al. (2008), a démontré que les tanins et les coumarines
extraits de Cyperus rotundus présentent un effet bactéricide sur toutes les souches testées y
compris celles a Gram positif (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) et d’autres a
Gram négatif (Escherichia coli, Salmonella typhimurium et Salmonella enteritidis). Il est connu

que lataille des tanins est un élément déterminant de leurs activités biologiques (Bruneton, 1999).
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2.5. M écanismes d’ action antibactérienne dir ecte des composés phénoliques

Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’ activité antibactérienne des composés
phénoliques restent encore non totalement éucidés. Cependant, leur cible mageure est la
membrane plasmique des bactéries, la perturbation de cette derniere aura pour conséquence la
perte de ses fonctions biologiques qui s ensuit par la fuite du contenu cellulaire et évidemment

lamort de labactérie (Cushnie et Lamb, 2005).

Les tanins sont connus comme inhibiteurs des microorganismes et d enzymes. Cette
inhibition provient de leur capacité a former des complexes avec les protéines (Broya et al., 2006).
Le degré d'inhibition dépend des type des tanins et du microorganisme; les tanins condensés
ont un effet répressif plus important sur I’ activité de beaucoup d’ enzymes et microorganismes

par rapport aux tanins hydrolysables et aux phénols afaibles poids moléculaires (Macleod, 1974 ;

Smith et al., 2003).

Les quinones forment des complexes irréversibles avec les acides aminés nucléophiles

des protéines ce qui engendre I'inactivation de la protéine et |a perte de ses fonctions (Cowan,

1999). Letableau Il résume les différents modes d’ action des composés phénoliques.

Tableau 111 : Modes d’action antibactérienne des polyphénols (Cowan, 1999; Smith et al., 2003).

Classes Exemples Mécanismes d’ action
Quinones Hypericine Liaison aux adhésines.
_ Inhibition d’ enzymes
Chrysine Formation des complexes avec la paroi
_ Quercetine Inhibition del’ ADN gyrase
Flavonoides

Sophoraflavone G

Inhibition des fonctions membranaires

Licochalcones A et C

Inhibition du métabolisme énergétique

Phénols simples
et
Acides phénols

Catéchol
Acide cinnamique

Privation de substrat
Perméabilisation de la membrane plasmique

Liaison aux proténes et adhésines
Formation des complexes avec la paroi

Tanins Gallotanins Inhibition d’ enzymes bactériennes
Ellagitanins Privation de substrat
Perméabilisation de la membrane plasmique
Chéation des métaux
Inhibition de la synthese del’ ADN
Coumarines Coumericine Inhibition de la topoisomerase |1

Inhibition del’ ADN gyrase
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3. Polyphénolsinhibiteur s des mécanismes de r ésistance aux antibiotiques

L’ effet synergique présent entre les antibiotiques et les extraits phénoliques issus des
plantes a été observé depuis longue date, mais les mécanismes moléculaires de ces interactions
restent encore ambigus. Des études récentes ont démontré que ces extraits naturels sont
capables d'inhiber partiellement ou totalement les systémes de résistance des souches
bactériennes aux antibiotiques (Tiwari et al., 2005 ; Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009). Les
inhibiteurs les plus étudiés sont les inhibiteurs des B-lactamases et les inhibiteurs des pompes

d’ efflux.

Les extraits de plusieurs plantes chinoises riches en composés phénoliques ont une
activité antibactérienne tres prononcée sur les souches MRSA (Methicillin  Resistant
Saphylococcus aureus) connues pour leurs multirésistances vis-a-vis de plusieurs familles
d’antibiotiques (B-lactamines, aminosides, fluoroquinolones et macrolides). Trois mécanismes
d’ action de ces substances ont été mis en évidence : inhibition des topoi somérases bactériennes,

inhibition des pompes d’efflux et inactivation des B-lactamases (Zuo et al., 2008).

3.1. Inhibition des pB-lactamases

Dans I'arsena de la chimiothérapie antibactérienne, les antibiotiques appartenant a la
famille des B-lactamines (caractérisées par la présence du noyau pB-lactame indispensable a leur
activité) sont les plus largement utilisés par le nombre et |a diversité des molécules utilisables
(Doucet, 2006). On distingue 04 groupes de molécules au sein de cette famille a savoir : les
pénames, les pénemes, les céphémes et les monolactames auxquels il faut agjouter les
inhibiteurs de B-lactamases. Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action ; elles
bloquent la synthese du peptidoglycane bactérien en se fixant sur les PLPs (Protéine Liant la
Pénicilline), enzymes essentielles de cette synthese (Courvalin et al., 1990 ; Bryskier, 1999). La
spécificité de I'interaction s'explique par une analogie de structure entre une partie de la
molécule B-lactamine et le motif acyl-D-alanyl-D-alanine du peptidoglycane en formation

(Matagneet al., 1998; Handal et Olson, 2000).

La production d’enzymes inactivatrices, appelées [-lactamases, est le principal
mécanisme de résistance des bactéries aux B-lactamines (Handal et Olsen, 2000). Le processus
enzymatique repose sur un résidu sérine actif chez les enzymes les plus fréguentes ou sur un
ion métalliqgue Zn™" chez les métallo-enzymes. Dans les deux cas, I’inactivation des P-

lactamines est due a I’ouverture du cycle B-lactame au niveau de la liaison amide (figure 08)

(Livermore, 1998 ; Bush, 1999).
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Figure 08 : Hydrolyse du noyau p-lactame par les f-lactamases (Williams, 1999)

Trois inhibiteurs de B-lactamases sont actuellement utilisés en association avec les f3-
lactamines pour empécher leur dégradation par ces enzymes et sont : |’acide clavulanique, le
tazobactame et le sulbactame et la recherche des inhibiteurs d’ origine végétale est devenue

I’ objectif de plusieurs études.

De nombreux polyphénols sont capables de se fixer sur les enzymes et de modifier ainsi
les équilibres enzymatiques de ces dernieres e¢ méme d'abolir leurs activités (Cowan, 1999;
Yousfi et al., 2006). Les extraits bruts et les produits purifiés des écorces de Bridelia micrantha et
celle des fruits de Garcinia lucida ont une forte activité inhibitrice sur les B-lactamases de
différentes classes (A, B, C et D) produites par |es entérobactéries. Toutefois |’ inhibition de ces
enzymes est attribuée a des composés de la classe des phénols (flavonoides et anthocyanes)

présents dans ces extraits (Gangoué Piéboji, 2007).

L’ étude effectuée par Stapleton et al. (2004) sur |’ épigallocatechine-galate (EGCG) et
I épicatechine-gallate (ECG) (figure 09), extraits des feuilles de Camellia sinensis (le thé) a
révélé qu'il existe un effet synergique entre ces composeés et les B-lactamines vis-a-vis des
souches de S. aureus. Des travaux récents, ont démontré que ’EGCG et I’EGC inhibent les -

lactamases de S. aureus et restaurent ainsi 1’activité des B-lactamines vis-a-vis de ces bactéries

(Hemaiswarya, 2008 ; Wagner et Ulrich-M erzenich, 2009).

OH
OH
HO 0w =
ey
H OH
© o)
OH
OH

Figure 09 : Structuredel’ épicatéchine-gallate et de I’ épigallocatechine-gallate (Stapleton et al., 2004).
R=H : Epicatéchine-gallate (ECG); R= OH : Epigallocatéchine-gallate (EGCG)
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3.2. Inhibition des pompes d’ efflux

Pour lutter efficacement contre I'efflux actif, il faudrait développer des associations
d antibiotiques avec des inhibiteurs atoxiques et présentant des propriétés pharmacocinétiques
superposables a celles de I’ antibiotique (Cattoir, 2004). Quelques travaux de recherche se sont
orientés vers les composés phénoliques des végétaux vue I'efficacité de ces métabolites
secondaires sur des bactéries résistantes par efflux actif, ains différentes molécules inhibitrices

ont été identifiées et caractérisées (Gangoué Piéboji, 2007).

Le 5,6,7-trihydroxyflavone-7-glucuronide, appelé encore la baicaine (Figure 10),
présente un effet synergique avec les tétracyclines et les B-lactamines vis-a-vis des souches de
S aureus. En fait, la baicaline inhibe le transport actif de la tétracycline en inactivant la pompe
TetK; eleinhibe aussi les protéines PBP2a (Penicillin Binding Protein) et perturbe la structure

du peptidoglycane restaurant ainsi 1’activité des B-lactamines (Cushnieet al., 2003).

Le flavonolignane-5’-methoxyhydnocarpine (5-MHC) (figure 11) ainsi que les
isoflavones issus de quel ques plantes médicinal es sont également inhibiteurs des pompes NorA

de S aureus et présentent un effet synergique avec la norfloxacine (M ar quez, 2005).

HOOC
HO
HG:

Figure 10: Structuredelabaicaline Figure1l: Structuresdu 5-MHC
(Cushnieet al., 2003). (Marquez, 2005).
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111. Plantes médicinales sélectionnées

1. Artemisia absinthium L.
=  Nomscommuns

- Anglais: Wormwood

- Arabe: Sedjret meriem

- Francais: Absinthe, Alvine, armoise amére

- Kabyle: Lattey lakhla

= Description botanique

L’absinthe est un arbuste vivace de 0.40m a 1m, caractérisé par une tige verte
argentée, dressée et cannelée. Ses feuilles sont de couleur grise, verdétre dessus, blanches
dessous, soyeuses, pétiolées, profondément découpées en laniéres. Les fleurs sont jaunes,
tubuleuses, en capitules petits, globuleux et penchés. Le fruit est un akene ayant une odeur

fortement aromatique et une saveur tres amere (Delaveau et al., 1985).

=  Taxonomiedel absinthe (Deysson, 1976)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Astérales

Famille Asteraceae

Genre Artemisia

Espece Artemisia absinthium L. { S ; :
Figure 12: Artemisia absinthium L.

(www. wikipedia.org)
*= Principaux constituants

Les principaux constituants de |'absinthe sont : huiles essentielles, des terpénes, de
I’absinthine, des résines, des tanins, lactones sesquiterpeniques (artabasine, anabsinthine),
divers flavonoides (flavones, flavanones), des acides phénoliques et des coumarines (Iserin et
al., 2001; Valant-Vetschera et al., 2003 ; Wichtl et Anton, 2003).

» Propriétés pharmacologiques
L’ absinthe est antiseptique, antiparasitaire, anti-inflammatoire, antidépressive, anti-
-diarrhéque, anti-trypanosomiase, tonique, vermifuge et digestive (Kordali et al., 2006 ; Nibret et
Wink, 2010). Elle soulage les maux d estomac et excelle a soigner les insuffisances du foie
(Mességug, 1975). Elle est utilisée traditionnellement pour soigner e diabéte et I’ hypertension
(Tahraoui et al., 2007). L’ huile essentielle de I’ absinthe est douée d’ activités antioxydantes et

bactéricides (Lopes-Lutz et al., 2008).
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2. Calendula arvensisL.
= Nomscommuns
- Anglais: Field marigold
- Arabe: Djamir, Razehima
- Francais: Souci desjardins, Souci, fleur de tous les mois
- Kabyle: Maougel
= Description botanique
Le Souci desjardins est une plante annuelle herbacée d’ origine méditerranéenne, atige
dressée et ramifiée. Les feuilles sont alternées et oblongues. Les fleurs jaunes ou orange vif,
simples ou pleines pouvant atteindre 5 a 6mm de diamétre. Le fruit est un akene courbe

couvert d'aspérités (Delaveau et al., 1985).

= Taxonomiedu souci desjardins (Deysson, 1976)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Astérales

Famille Asteraceae

Genre Calendula

Espéce Calendula arvensisL. . TS .
Figure 13: Calendula arvensisL.

(www.wikipedia.or g)

* Principaux constituants
Le Souci des jardins comporte des terpenes, des mucilages, des résines, des glucosides
amers, une huile essentielle, des flavonoides, des acides phénoliques, des caroténes, des
saponines, des coumarines, des polysaccharides et des phytostérols (Iserin et al., 2001, Wichtl et
Anton, 2003 ; Cetkovic et al., 2004).

» Propriétés pharmacologiques
Le Souci est employé pour stimuler l'activité hépatique et la sécrétion biliaire,
également pour atténuer les spasmes gastriques ou intestinaux. En application externe, le
Souci est conselllé pour les plaies rebelles, les ulceres des jambes, les inflammations
purulentes et les éruptions cutanées (Iserin et al., 2001 ; Abbasi et al., 2010). Calendula arvensis
est aussi une plante anti-inflammatoire, antimicrobienne, anti-ccdémateuse, antioxydante, anti-

virale et anti-tumorale (Wichtl et Anton, 2003).

17



Synthése bibliographique Plantes médicinal es sél ectionnées

3. Cupressus sempervirensL.
= Nomscommuns
- Anglais: Cypress
- Arabe: Sourw
- Francais: Cyprés vert, Cyprés commun
- Kabyle : Azimba
= Description botanique
Le cyprés vert est un arbre pouvant atteindre 10 a 12m a feuilles opposees, décussees,
triangulaires, étroitement imbriquées sur le rameau. Les fruits sont des cones formés
d écailles peltées et charnues qui se lignifient progressivement (Quézel et Santa, 1962 ; Bruneton,
1999).

» Taxonomiedu Cypresvert (Afif et al., 2006)

Régne Pantae

Embranchement | Gymnospermes

Classe Coniféropsidinées

Ordre Coniférales

Famille Cupressaceae

Genre Cupressus

Espéce Cupressus sempervirensL. ,. e o
Figure 14: Cupressus sempervirensL.

(www.google.fr)

= Principaux constituants
Différents constituants furent isolés de Cupressus sempervirens y compris une huile
essentielle, des pro-anthocyanidines, des monoterpenes, des diterpenes, des flavonoides, des
biflavonoides (exp. Cupressuflavone, Hinokiflavone), des catéchines, des épicatéchines, et

des glycosides phénoliques (Romani et al., 2002 ; Rawat et al., 2010).

» Propriétés pharmacologiques
Les phyto-préparations des fruits et des feuilles de C. sempervirens sont antiseptiques,
antivirales et anti-inflammatoires. Le cypres est rapporté comme antispasmodique et
diurétique. 1l promouvoit la circulation sanguine. Les extraits méthanoliques de cette plante
ont un effet hépato-protecteur et sont scavengers des radicaux libres. Son huile essentielle
possede une forte activité insecticide, antimicrobienne et antifongique (Tapondjou et al., 2005 ;
Rawat et al., 2010).
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4. Ephedra altissima Desf.
=  Nomscommuns

- Anglais: Ephedra
- Arabe: Baba

- Francgais : Ephédra, Arbre aux jointures
- Kabyle: Thilleguith

= Description botanique

L’ éphédra est un arbuste de 0.40 a Im. Ses rameaux verts, opposes ou fasciculés, sont

constitués par des articles rigides, striés de 2 a 4cm de long. Les feuilles formées de deux

petites écailles opposées, situées a la naissance des rameaux. Les fleurs sont des écailles

florales arrondies jaune verdatre agglomérées en chatons pédoncul és (Delaveau et al., 1985).

= Taxonomiedel éphédra (Deysson, 1976)

Régne
Embranchement
Classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

Pantae

Gymnospermes
Chlamydospermes
Gnétales

Ephédraceae

Ephedra

Ephedra altissima Desf.

“Figurel5. Ephedra altissma D
(www.wikipedia.org)

= Principaux constituants

L'éphédra est congtituée dacaoides principdement déphédrine et de

pseudoéphédrine, de vitamine C, de tanins, de saponines, de divers flavonoides, une huile

essentielle et des sels minéraux (Iserin et al., 2001 ; Ganzeraet al., 2005).

= Propriétéspharmacologiques

L’ éphédra favorise la transpiration, dilate les bronchites, améliore la circulation et

soulage les rhumatismes. Elle est aussi antispasmodique. Elle est utilisée pour soigner : coups

du froid, fievres, asthme, insuffisances rénales et rhume des foins (Schaneberg et al., 2003). Elle

favorise la perte de poids, diminue |’obésité (Tellez et al., 2004 ; Kim et al., 2008) et soigne les

maladies cardiovasculaires (Frishman et al., 2004).
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5. Marrubium vulgare L.
=  Nomscommuns

- Anglais : Horehound, hoarhound

- Arabe: Merriw

- Francais: Marrube blanc, Bonhomme, Herbe aux crocs
- Kabyle : Marrouyeth

= Description botanique
Le marrube blanc est une plante vivace qui peut mesurer de 0.30 a 0.80m. Elle est
caractérisée par une tige dressée, velue et peu rameuse. Les feuilles sont blanchétres,
arrondies, pétiolées, gaufrées dessus et cotonneuses dessous. Les fleurs blanches en verticilles

globuleux avec des calices velues ayant une odeur forte et peu agréable (Delaveau et al., 1985).

= Taxonomie du Marrube blanc (Deysson, 1976)

Régne Plantae

Embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium ; -~

Espéce Marrubiumvulgare L. ¢ Loy TS G
Figurel6: Marrubium vulgareL.

(www.google.fr)
* Principaux constituants
Le marrube blanc renferme des flavonoides (lutéoline, apigénine), des terpénoides
(marrubiine), des tanins, des phénylpropanoides, un principe amer, une huile essentielle, des

saponosides et des glucosides (Delaveau et al., 1985 ; Sahpaz et al., 2002 ; Stulzer et al., 2006).

= Propriétéspharmacologiques
Le marrube blanc est emménagogue, tonique, expectorant, fébrifuge, neurosédatif, et
anti-inflammatoire (Delaveau et al., 1985). Les extraits des parties aériennes de cette plante sont
traditionnellement utilisés contre la toux, les insuffisances hépatiques et les affections

pulmonaires (Sahpaz et al., 2002 ; Molina-Salinas et al., 2006 ).
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6. MirabilisjalapalL.
= Nomscommuns
- Anglais: Four o’clock, Marvel of Peru
- Arabe : Nouar laachia
- Francais: Merveille du Pérou, 18heures
= Description botanique
La merveille du Pérou est une plante vivace herbacée tubéreuse originaire d Amérique
du Sud, et forme en une saison des massifs de 60cm a 1m de haut et de large. Le feuillage est
vert, glabre, assez épais sur des tiges vertes ou rougeétres. Les feuilles sont opposées, ovales
et pointues, a base cordiforme parfois presque triangulaires. Les fleurs sont tubulaires,
nocturnes, et parfumées de couleurs variées : blanches, rouges, jaunes, roses, mais également

guelquefois panachées de plusieurs couleurs alafois (Bayer et al., 2005).

= Taxonomiedela merveille du Pérou (Deysson, 1976)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Caryophyllales

Famille Nyctaginaceae

Genre Mirabilis

Espéce Mirabilisjalapa L. - =

Figure 17: Mirablisjlapa .
(www.gardenbreizh.org)
* Principaux constituants
Différents constituants de Mirabilis jalapa furent isolés a partir de ces parties aériennes et
de ses racines y compris quelques roténoides, des composes phénoliques, des catéchines, des

terpenes, des stéroides et des glucosides (Aoki et al., 2008).

» Propriétés pharmacologiques
La merveille du Pérou est largement utilisée comme laxative chez les peuples du
Mexique, et pour le traitement des diarrhées et des douleurs musculaires dans d’ autres régions
du monde. D’autre part mirabilis jalapa est douée d activités antivirales, antibactériennes,
antifongiques et inhibitrices de la synthése protéique (Oskay et Sari, 2007 ; Aoki et al., 2008 ;
Walker et al., 2008).
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7. Nerium oleander L.
= Nomscommuns
- Anglais: Rose-bay, oleander
- Arabe: Deffla
- Francais: Laurier rose, Nérion, Oléandre
- Kabyle: Illili
= Description botanique
Le laurier rose est une plante ornementale d’ origine méditerranéenne. Cet arbrisseau
érigé, buissonnant de 2 a 4m de haut possede des feuilles linéaires lancéol ées a lliptiques, de
6 a15cm de long. Les fleurs sont en grappes de couleur rose rouge ayant 3 a 5cm de large. Le

fruit en sac, jusqu’ a 15cm de long (Bayer et al., 2005 ; Orecchio et Amorello, 2010).

=  Taxonomie du laurier rose (Deysson, 1976)

Regne Pantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Gentianales

Famille Apocynaceae

Genre Nerium N

Espece Nerium oleander L. 4 . P% = 4

Figure 18: Nerium oleander L.
(www.google.fr)
= Principaux constituants
Le laurier rose est composé essentiellement d huile essentielle, de glycosides
(oléandrine, oleandroside, gentiobioside, diginoside), de terpenes et de composes phénoliques

(flavonoides) (Dang K hanh et al., 2005).

= Propriétéspharmacologiques

Les propriétés du laurier rose sont connues et utilisées a visées thérapeutiques et
suicidaires depuis I'antiquité. 1l est toxique dans toutes ses parties vu la présence
d’ hétérosides cardiotoniques, d’ ou son utilisation en cas d'insuffisances cardiaques (Bour geois
et al., 2005; Ibrahim et al., 2007; Barbosa et al., 2008). Le laurier rose est utilise comme reméde
pour les fiévres, les indigestions, la malaria et la |épre (DangKhanh et al., 2005). Ses extraits
alcooliques sont utilisés pour le traitement de cancer. Le fruit est un reméde pour les maladies
de la peau. Les extraits du laurier rose possedent une activité anti-inflammatoire prononcée et

cament les douleurs du rhumatisme et de I’ eczéma (Erdemoglu et al., 2003).
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8. Quercusilex L.
=  Nomscommuns

- Anglais: Evergreen oak

- Arabe: Bellout

- Francais: Chéne vert, Chéne toujours vert
- Kabyle : Akerrouche

= Description botanique
Le chéne vert est un arbre originaire du bassin méditerranéen a feuillage persistant
pouvant atteindre jusqu'a 25m de haut. L’écorce est de couleur grise. Les feuilles sont
ovoides a lancéolées, pointues, jusgu’a 7cm de long, dures, dentées, de couleur vert fonce et
brillantes sur la face supérieure et a poils gris-vert sur la face inférieure. Les fleurs sont tres
petites en chatons. Les fruits sont des glands étroits et pointus dans des cupules courtes et

écailleuses (Bayer et al., 2005).

= Taxonomiedu chénevert (Deysson, 1976)

Régne Plantae

S/Embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida

Ordre Amentales

Famille Fagaceae

Genre Quercus

Espéce QuercusilexL. Figure 19: uercusilex L.

(www.gar denbreizh.org)

= Principaux constituants
Les investigations phytochimiques effectuées sur le chéne vert ont démontré que les
extraits des feuilles et de |’ écorces de cet arbre sont tres riches en composés phénoliques,
tanins et flavonoides glycosidiques (Beltran-Heredia et al., 2009 ; Brossa et al., 2009 ; Karioti et al.,
2010).

» Propriétés pharmacologiques
Le chéne est doué de propriétés antiseptiques, fébrifuges et toniques. Il est utilisé
contre |I’angine et les diarrhées (Delaveau et al., 1985). L’ écorce de chéne est traditionnellement
utilisé par voie externe pour guérir les maladies inflammatoires de la peau, par voie interne en

cas de diarrhée aigues et sur les mugueuses en cas d' inflammations modérées (Bruneton, 1999).
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Expérimentation Matériel & méthodes

1. Matériel végétal
= Récoltedesplantes

Au cours de ce travail, huit plantes medicinales locales ont été récoltées pour évaluer
I” activité antibactérienne de leurs extraits phénoliques. Les plantes médicinales de cette étude
ont été sélectionnées sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle et de leur richesse
en composés phénoliques. La récolte du matériel végétal a été réalisée durant la période allant
du mois de novembre 2009 au mois de janvier 2010, et cela dans deux villages de lawilaya de
Bejaia (Algérie) a savoir le village de Benidjellil pour Mirabilis jalapa et Quercus ilex et celui
de Boudjellil pour les six autres plantes (figure 20). Les situations géographiques de ces deux

sites de récolte figurent sur le tableau 1V.
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Figure 20: Carte géographique des sites de récolte des plantes (Encarta, 2009)

Tableau |V : Situation géographique desrégions de récolte (Encarta, 2009, www.google.fr)

Région Altitude (m) Latitude L ongitude
Benidjéellil 590 36° 34’ N 4° 47 E
Boudjéllil 300 36°20' N 4° 20 E
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» |dentification botanique des plantes sélectionnées

L’identification botanique des plantes récoltées a été réalisee avec I'aide du Dr M.
SAHNOUNE, Maditre de conférence au département de Biologie des Organismes et de la
Population (BOP), et en se référant aux ouvrages de Quézel et santa, (1962) €t (1963). Les résultats

de cette identification sont donnés sur le tableau V.

Tableau V: Identification botanique des plantes

N° Famille botanique Plante Nom commun

01 Asteraceae Artemisia absinthium Absinthe

02 Asteraceae Calendula arvensis Souci desjardins
03 Cupressaceae Cupressus sempervirens Cyprés vert

04 Ephedraceae Ephedra altissma Ephédra

05 Lamiaceae Marrubiumvulgare Marrube blanc

06 Nyctaginaceae Mirabilisjalapa Merveille du Pérou
07 Apocynaceae Nerium oleander Laurier rose

08 Fagaceae Quercusilex Chéne vert

» Préparation et conservation du matériel végétal
Le matériel végétal est débarrasse des débris, lavé a I'eau est seché a I'air libre, a
température ambiante et a l'abri de la lumiere pendant une dizaine de jours. Toutes ces

opérations permettent de pallier la dégradation des composés phénoliques présents.

Bien séchées, les parties étudiées des plantes, representées sur le Tableau VI, sont
réduites en poudre assez fine al’aide d’un broyeur électrique. Cette derniére est tamisée pour
obtenir des particules de tailles plus ou moins homogenes. La poudre ainsi obtenue est
conservée dans des bocaux hermétiquement fermés a I’ abri de la lumiére et de |I"humidité en

vue d'une utilisation ultérieure.
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Tableau VI : Parties utilisées des plantes

N° Plantes Parties utilisées

01 Artemisia absinthium Feuilles

02 Calendula arvensis Parties aériennes (Feuilles, tiges et fleurs)
03 Cupressus sempervirens Feuilles

04 Ephedra altissma Tiges et feuilles

05 Marrubium vulgare Tigeset feuilles

06 Mirabilisjalapa Parties aériennes (Feuilles, tiges et fleurs)
07 Nerium oleander Feuilles

08 Quercusilex Feuilles

2. Préparation des extraits phénoliques

Nous avons utilisé pour cette étude, une méthode d extraction solide-liquide. Le

protocole d’extraction des composés phénoliques est celui décrit par Falleh et al. (2008), avec

guelques modifications (figure 21), et consiste en la macération de 10g de poudre végétale

seche dans 100ml de méthanol pur pendant 30 minutes sous agitation atempérature ambiante et

al’ obscurité (lafiole de macération a été envel oppée par du papier Aluminium).

Les extraits ont été conservés pendant 24h a 4°C, ensuite ils ont été filtrés (papier

Whatman N°5) et concentrés par évaporation sous pression réduite a 40°C a I’aide d'un

rotavapeur (BUCHI Rotavapor R-200). Enfin, les résidus secs obtenus ont été récupérés dans

du Diméthylsulfoxyde (DMSO) a raison de 100mg/ml. Les extraits ains préparés en été

conservés a4°C.
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10g de poudre veégétale

Macération dans 100ml du méthanol sous agitation, a température

ambiante et al’obscurité 30min

Conserver 24H a4°C I

Filtration avec papier Whatman N°5

Récupération du filtrat I @

Evaporation du méthanol al’aide d’un Rotavapeur
(BUCHI Rotavapor R-200) (T°: 40°C)

Récupération derésidu sec M éthanol récupér é

Solubilisation dans du DM SO
araison de 100mg/ml

l

Conservation des extraits
phénoliquesa 4°C

Figure 21 : Protocole d’ extraction des composés phénoliques (Falleh et al., 2008)
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3. Calcul desrendementsde I’ extraction

Le rendement d’ extraction est défini comme étant le rapport entre le poids de I’ extrait
sec obtenu aprés évaporation du solvant et le poids de la poudre végétale traitée. Le rendement
d extraction exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante (Bssaibis et al., 2009) :

R% = [(P:-Pg)/P]. 100

Ou: R:rendement del’ extraction en %.
P, : poids du ballon avec extrait en gramme apres évaporation du méthanol.
Po : poids du ballon vide en gramme.

P : poids del’ échantillon initial (poudre végétale) en gramme.

4. Dosage des polyphénols totaux

Dans la présente éude, la teneur en polyphénols totaux des extraits des huit plantes

étudiées a été déterminée par spectrophotométrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

= Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3P\N12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM 012040). Il est réduit, lors de I’ oxydation

des phénols, en un mélange bleu d’ oxyde de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleuétre

obtenue est proportionnelle a la quantité des phénols présents (Ribér eau-Gayon, 1968).

* Modeopératoire
Le protocole de dosage des composés phénoliques totaux utilisé dans notre travail est

celui décrit par Hayouni et al. (2007) avec quelques modifications.

Les extraits des plantes ont été dilués pour avoir une absorbance comprise entre 0.8 et 1.
Ensuite, 500ul du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué a 1/10) et 1ml d’ eau distillée ont été ajoutés
a 100ul de I’extrait végétal dilué. Les solutions sont bien mixées et incubées a température
ambiante. Aprés 1min, 1.5ml d’une solution de carbonate de Sodium (NaxCos3) a 20 % ont été
ajoutés. Les mélanges ont été bien agités et incubés a I'abri de la lumiére et a température

ambiante pendant deux heures. Enfin, la lecture de I’ absorbance des échantillons a été réalisée
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a740nm al’aide d’ un spectrophotométre UV-Visible. Le blanc a été préparé en remplacant les
extraits des plantes par 100ul du DM SO.

Les mémes solutions ont été préparées en utilisant un standard, I’ acide gallique (avec
six points de concentrations allant de Omg/L a 1mg/L) au lieu de I’ extrait végétal, pour la
réalisation de la courbe d’ étal onnage.

Toutes les expériences ont été répétées trois fois et les résultats ont été déterminés par
I’équation de régression de la courbe d'étalonnage, et ont été exprimés sous forme de
moyennes en milligrammes d équivaents d’'acide gallique par gramme d extrait sec (mg
EAG/g d extrait). Le protocole de dosage des composés phénoliques est représenté sur lafigure

22.

100ul del’extrait dilué Préparation du blanc:
(Troisessais) 100! du DM SO

Ajouter 500ul du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué a 1/10)

Ajouter 1ml d’eau distillée

p——T— —

Méanger et incuber atempératureambiante pour 1min

V

Ajouter 1.5ml dela solution de carbonate de sodium
Na,CO3 (20%)

v

Bien agiter et incuber al’obscurité et atempérature
ambiante pendant deux heures.

L ecture del’absorbance a 740nm par
spectrophotométre UV-Visible

Figure 22 : Protocole de dosage des composés phénoliques (Hayouni et al., 2007)
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5. Etude de I’ activité antibactérienne des extraits phénoliques

= Souches bactériennestestées
Les extraits méhanoliques des huit plantes étudiées ont été testés vis-avis de 04
souches bactériennes de références appartenant a I’ ATCC (American Type Culture Collection)
(Tableau VII).

Tableau VII : Caractéristiques des souches bactériennes étudiées

Code Souche bactérienne Gram
ATCC 25922 Esherichia coli -
ATCC 25923 Saphylococcus aureus +
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa -
ATCC 43300 Saphylococcus aureus (MRSA) +

MRSA : Methicillin resistant Staphylococcus aureus

=  Stérilisation desextraits phénoliques

Les extraits phénoliques sont stérilisés par microfiltration sous vide a I'aide d'un
dispositif de microfiltration de marque NAHITA, en utilisant des membranes de microfiltration
stériles ayant des pores de 0,22um de diamétre. Les extraits phénoliques stériles ont été

conservés dans des flacons stériles et hermétiquement fermés a4°C.

*= Préparation desinocula

L es souches bactériennes ont été ré-isolées sur gélose nutritive. Quelques colonies ont
été prélevées d une culture de 18 a 24 heures et ont été diluées dans 5ml d eau physiologique
stérile. Les suspensions bactériennes ont été gjustées par spectrophotométrie pour obtenir un
inoculum de 108UFC/ml, ensuite une dilution de 107 a été réalisée (Nayeemulla et al., 2006).
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= Réalisation destestsd’ activité antibactérienne

L es activités antibactériennes des différents extraits phénoliques ont été déterminées par
la technique de diffusion sur gélose Mueller-Hinton. Le mode opératoire utilisé est celui décrit
par Dickson et al. (2006) avec quelques modifications. Les milieux (gélose Mueller-Hinton) ont
été ensemencés par écouvillonnage par des inocula bactériens standardisés (10’'UFC/ml). Des
disques stériles de papier filtre ayant un diamétre de 6mm ont é&té déposés aseptiquement sur la
gélose ensemencee et ont été immeédiatement imprégnés par une quantité d’ extrait phénolique
ayant une concentration de 100mg/ml. Deux séries de tests antibactériens ont été réalisées:

I’'une & 20l d' extrait végétal et I'autre a 50ul (soit 2mg ou 5mg d’ extrait sec par disque).

Le contrdle négatif est représenté par des disgues contenant les mémes quantités (20 ou
50ul) de DMSO. Des disgues d antibiotiques auxquelles les souches sont sensibles ont été
utilises comme contréles positifs, ces derniers ont été déterminés apres réalisation des

antibiogrammes standard pour les quatres souches testées (Tableau VI1I1).

Tableau VI1II : Antibiotiques utilisés comme contr 6les positifs

Code Souchebactérienne  Antibiotique Abréviation girsl:{%edu
ATCC 25922 E. cali Imipinéme IMP 10ug
ATCC 25923 S aureus Kanamycine K 30ug
ATCC 27853  P. aeruginosa Norfloxacine NOR 10ug
Ciprofloxacine CIP 5ug
ATCC 43300 S. aureusMRSA Tétracycline TET 30ug
Ofloxacine OFX 5ug

MRSA : Methicillin resistant Saphyloccocus aureus

Les boites de Pétri ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 24h. L’activité
antibactérienne des extraits phénoliques a été évaluée par mesure des diametres des zones
d’inhibition formées autour des disques en prenant en compte le diamétre du disgue. Toutes les
manipulations ont été effectuées sous conditions stériles et refaites deux fois. Les résultats ont

été exprimes sous forme de moyennes.
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6. Déermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits phénoliques

L’ aspect qualitatif du pouvoir antimicrobien est souvent complété par une approche
quantitative qui est la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI
est la plus faibe concentration de la substance pouvant inhiber toute culture bactérienne visible

al’ceil nu apres 18 a 24h heures de culture a 37°C.

Pour déterminer les CMI des extraits des huit plantes étudiées, la méthode de dilution
sur gélose a été utilisée. Les extraits des plantes ont été dilués dans du DM SO pour obtenir une
série de onze dilutions pour avoir des concentrations comprises entre 0.048 et 50mg/ml.
Ensuite, 50ul de chaque extrait dilué ont éé mis dans des puits (6mm de diamétre) réalises sur
boites de Pétri contenant une gélose Mudler-Hinton préalablement ensemencée par des
suspension de 10'UFC/ml des quatre souches bactériennes citées précédemment. Enfin, les
boites ont été incubées a 37°C pendant 24h. Tous les tests ont été refaits deux fois. Les CMI
ont été déduites aprés mesure des diameétres des zones d'inhibition autour des puits et les

résultats ont été exprimés sous forme de moyennes.

7. Tests d’inhibition des B-lactamases par les extraits phénoliques
Dans cette partie du travail, nous allons tester la capacité des extraits phénoliques,
obtenus précédemment a partir des huit plantes, a inhiber les B-lactamases produite par une

souche bactérienne pathogéne: Acinetobacter baumannii.
= Caractéristiques dela souche d’ Acinetobacter baumanii

Les B-lactamases ayant servies pour la présente étude ont été extraites d’une souche
bactérienne d’ Acinetobacter baumannii. Cette derniére fut isolée a partir d'un prélevement

urinaire effectué al” hopital de Tizi-Ouzou en 2007.

Acinetobacter baumannii est une espece bactérienne a Gram négatif fréquemment
impliquée dans les infections nosocomiales. |l s agit d’ un pathogene opportuniste qui peut étre
responsable d’infections sévéres malgré sa faible virulence, en particulier chez les patients
immunodéprimés.Depuis une trentaine d’ années, la résistance d’ A. baumannii aux antibiotiques
n'a cesse d augmenter et des épidémies intra hospitaliéres dues a des souches multirésistantes

sont régulierement rapportées (M ansour et al., 2008).
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= Préparation des cellules bactériennes
Avant ’extraction des B-lactamases, quelques colonies sont prélevées d’une culture de
24h a 37°C de la souche d’ A. baumannii et sont ensemencées dans 100ml de bouillon nutritif
dans des flacons de 500ml. Ensuite, une solution d’ oxacilline (2,45mM) est gjoutée. La culture
est incubée pendant une nuit a 37°C sous agitation (Reading et Cole, 1977 ; Simpson et al., 1980).
Apres incubation, la culture bactérienne est centrifugée a 4500g pendant 30min et les cellules
ont été lavées deux fois avec du tampon phosphate (25mM, PH 7). Ensuite les -lactamases ont

ete extraites.

Une ¢étude de caractérisation biochimique des B-lactamases de cette méme souche
d Acinetobacter baumannii a été dé§a effectuée. Cette étude a révélé que cet extrait
enzymatique contient au moins une pénicillinase et une céphalosporinase (Yousfi, 2010). A la
lumiére de ces résultats et pour déterminer | effet des extraits phénoliques des plantes étudiées
sur ces deux B-lactamases, la pénicilline G et la céfazoline ont été utilisées comme substrats
dans les tests iodométriques réaises avec les extraits de plantes, ensuite les vitesses
d hydrolyse de ces deux antibiotiques ont été déterminées en absence et en présence des

extraits phénoliques.

7.1. Testsiodométriques

Pour détecter, s’il y a lieu, I’effet inhibiteur des extraits phénoliques sur les f-lactamases
isolées précédemment de la souche d’Acinetobacter baumannii, des tests de détection de
I’ activité de ces enzymes sur gel d'iode ont été réalisés.

Le gel d'iode a été préparé en mélangeant 1,59 d’agar et 0,5g d’amidon avec 100ml de
tampon phosphate (NaoHPO4/KH,PO, ; 50mM, pH 7) (Novick, 1962). Le mélange ainsi préparé
est porté a ébullition trois fois aintervalle de 10 minutes. Apres refroidissement, le mélange est
additionné de:

= 1.5ml delasolution d’iode-iodure de potassium (2g/53g dans 100ml) ;

= 1ml de lacéfazoline (2,26mM) ou de la pénicilline G (2,81mM). A noter que ces deux
antibiotiques utilisés comme substrat de B-lactamases ont été sous forme de poudre
sodique pour solutions injectables.

=  50pl des différents extraits phénoliques (100mg/ml) issus des huit plantes médicinales

étudiées.
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Les mélanges ainsi préparés ont été versés immeédiatement dans des boites de Pétri. Des
puits de 6mm de diamétre ont été réalisés dans les gels et 30ul de I’ extrait enzymatique y sont

mis. Deux témoins négatifs ont été utilisés. le DM SO et |e tampon phosphate.

7.2. Mesure de ’activité enzymatique des p-lactamases par spectrophotométrie

Pour mettre en évidence I’effet des extraits phénoliques sur les B-lactamases, 1’activité
enzymatique de ces dernieres sur la pénicilline G et la céfazoline a été suivie en absence et en
présence des extraits phénoliques, et cela en utilisant une méthode spectrophotométrique.
L’ évolution de la densité optique (DO) des mélanges réactionnels a été suivie en fonction du
temps et a différentes longueurs d’ondes. La diminution de I'absorbance indique que
I” antibiotique a été dégradé par I’ enzyme adéquate.

= Activité enzymatique des f-lactamases en absence des extraits phénoliques
50ul de I’extrait enzymatique sont gjoutés a une solution de la pénicilline G (200uM)
ou de la céfazoline (100uM) préparées dans du tampon phosphate (25mM, pH 7), pour avoir un
volume total de 15ml pour la pénicilline G et de 12ml pour la céfazoline (Fujii et al., 1986). La

concentration de I’ extrait enzymatique dans le mélange réactionnel final est de 3,066ug/ml.

= Activité enzymatique des f-lactamases en présence des extraits phénoliques
L’activité enzymatique des B-lactamases a été mesurée en présence de 50ul de |’un des
extraits méthanoliques des trois plantes: Artemisia absinthium, Calendula arvensis et Mirabilis
jalapa. La concentration des trois extraits phénoliques était de 100mg/ml. Le choix de ces
plantes repose sur le fait que leurs extraits ont révélé une activité inhibitrice vis-avis des
pénicillinases et des céphalosporinases au méme temps (selon les résultats des tests
iodométriques effectués précédemment).

La méthode utilisée est celle décrite par Yang et al. (2010) avec quelques modifications.
L’ extrait enzymatique a une concentration de 3.066pg/ml a été incubé avec |’ extrait végétal
pendant 10min a30°C. Pour initier laréaction, des solutions de la pénicilline G (200uM) ou de
la céfazoline (100uM) sont gjoutées. Le controle a été réalise avec le DMSO au lieu des

extraits de plantes.
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L’activité enzymatique des B-lactamases a ¢été suivie en absence et en présence des
extraits phénoliques des trois plantes pour les premieres 10 minutes et les absorbances ont été
notées. Les vitesses d'hydrolyse des deux antibiotiques ont éé calculées par la loi de
Beer-Lambert et ont été exprimées en pmol/L/min (la méthode de calcul est détaillée en annexe
02). Les différentes longueurs d ondes, les coefficients d’extinctions molaires ainsi que les

concentrations des antibiotiques utilisés figurent sur le tableau 1 X.

Tableau I X : Longueurs d’ondes, coefficients d’ extinction molaire et concentrations des
antibiotiques utilisés (Minami et al., 1980 ; Laraki et al., 1999).

e Longueur d’onde | Coefficient d’extinction .
Antibiotiques (nm) molaire Az (M"cm) Concentration (UM)
Peénicilline G 235 =775 200

Céfazoline 263 +771 100

8. Analyse statistique

Toutes les données de |la présente étude sont représentées sous forme de moyennes de
deux ou trois essais. Nous avons comparé les résultats obtenus lors de ce travail en utilisant des
tests de comparaison des moyennes (Statistica 5.5). Les différences ont é&é considérées comme
significatives au seuil d’ une probabilité cal culée P<0,05.
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1. Préparation du matériel végétal

D’une premiére vue, on peut constater que deux de huit plantes sélectionnees pour la
presente étude (Artemisia absinthium et Calendula arvensis) appartiennent a la famille des
Astéracées. En effet, cette famille est connue par son utilisation large en ethnopharmacologie

vu sarichesse en métabolites secondaires doués d’ activité antibactérienne (Canaleset al., 2005).

2. Rendements del’ extraction

Les rendements des extractions ont été calculés par rapport a la poudre végétale séche
utilisée et sont illustrés sur la figure 23. On constate d' apres ces résultats que les rendements

d extraction varient selon |’ espece végétal e considérée.

Le meilleur taux d extraction est enregistré pour Cupressus sempervirens (32.84%)
alors que les rendements les plus faibles sont obtenus pour Marrubium vulgare (5.72%) et
Artemisia absinthium (7.57%).
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Figure 23 : Rendements de |’ extraction des composés phénoliques des plantes étudiées

AA : Artemisia absinthium; CA : Calendula arvensis; CS: Cupressus sempervirens; EA : Ephedra
altissma; MJ : Mirabilisjalapa; MV : Marrubiumvulgare; NO : Nerium oleander; QI : Quercusilex.
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Calzada et al. (2010) ont travaillé sur les extraits méthanoliques d’ Artemisia absinthium et
ont eu un rendement d’ extraction de 10.8%. Ce taux est |égerement supérieur a celui enregistré
dans notre éude pour la méme plante (7.57%), cela peut étre expliqué par la durée de
macération qui était d’ une semaine pour les auteurs et de 24h seulement dans le présent travail.

Dans leur éude réalisée sur les extraits méthanoliques des fleurs de Calendula arvensis,
Cetkovic et al. (2004) ont obtenu un taux d’extraction de 1.35% ce qui est largement inférieur a
notre résultat (16.32%) obtenu pour les parties aériennes de la méme plante. A noter que les

auteurs ont effectué une maceération sous agitation pendant 24h a 25°C avec du méthanol 70%.

Pour les feuilles de Cupressus sempervirens, nous avons obtenu un rendement
d extraction de 32.84%. Ce taux est supérieur a celui rapporté par Ibrahim et al. (2009) qui est de
6.09% et cela en utilisant le chloroforme comme solvant et a celui rapporté par Rawat et al.

(2010) qui est de 11.25% pour I’ extrait éhanolique des fruits de C. sempervirens.

Kim et al. (2008) ont effectué une extraction aqueuse a 105°C/70min d’' Ephedra sinica et
ont obtenu un taux d’extraction de 17.4%. Ce taux est |égerement supérieur comparé a celui

obtenu pour les extraits méthanoliques d’ Ephedra altissima dans la présente étude (14.16%).

Nous avons obtenu un taux dextraction de 5.72% pour les parties ariennes de
Marrubium vulgare. Ce rendement est proche de celui rapporté pour |’extrait aqueux du
méthanol (4.57%) rapporté par Sahpaz et al. (2002). Mais il est beaucoup plus inférieur a celui
obtenu par Matkowski et Piotrowska, (2006) pour I’ extrait méthanoligque des parties aérienne de la
méme plante et qui est de 16.8%. Les auteurs ont effectué une macération des parties aérienne
de M. vulgare dans du chloroforme pour éliminer la chlorophylle et les matiéres grasses avant

de réaliser la macération dans du méthanol.
Plusieurs études ont souligné gque les matiéres grasses et les phospholipides empéchent

la pénétration du solvant dans la matiére solide et I’extraction compléte des substances

végétales, ce qui serefléte négativement sur le taux d’ extraction (Matkowski et Piotrowska, 2006).
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Nous avons eu un rendement d extraction de 14.92% pour les parties agriennes de
Mirabilis jalapa. Un taux d extraction similaire a notre résultat et qui est de 14.25% a éé
obtenu pour les extraits éthanoliques des feuilles de M. jalapa (Walker et al., 2008). Cependant,
un taux d'extraction plus faible et qui est de I’ordre de 5.4% a été obtenu pour les extraits
méthanoliques des fleurs (Aoki et al., 2008) et des rhizomes (Mohamed et al., 2010) de la méme
plante. Ceci peut étre expliqué par la richesse des parties aériennes (feuilles, tiges et fleurs) en
composés polaires par rapport aux rhizomes et aux fleurs de cette plante.

Selon les résultats rapportés par une étude effectuée sur les extraits éthanoliques et
aqueux des feuilles de Nerium oleander, les rendements d’ extraction éaient de 7.5% et 10%
respectivement. A noter que la technique de macération a température ambiante a été utilisée
(Erdemoglu et al., 2003). Ces résultats sont inférieurs a ceux de notre étude (15.49%) utilisant la

macération des feuilles de |la méme plante dans du méthanol pur.

Pour les feuilles de Quercus ilex, un taux d extraction de 12.74% a été obtenu dans la
présente étude, ce taux est proche de celui obtenu pour les extraits agueux des feuilles de
Quercus resinosa et qui est 15.98% (Rocha-Guzman et al., 2009), mais il est largement inférieur a

celui obtenu pour les extraits agueux des fruits de Quercus infectoria qui est de 37.8%
(Voravuthikunchai et al., 2004).

Dans la présente étude, nous avons opté pour I’ extraction des composeés phénoliques par
macération dans du méthanol pur. Celui-ci possede I’ avantage d’ étre plus facilement éliminé
sous vide et donne en plus un meilleur rendement d’ extraction (Ribéreau-Gayon, 1968). Ceci est
confirmé par une éude récente effectuée sur différents extraits organiques (méthanoliques,
éthanoliques et acétoniques) de Dittrichia viscosa (Asteraceae) et qui a
révélé que le méthanol était le meilleur solvant en terme de rendement d’ extraction (Bssaibis et

al., 2009).

La technique d extraction ainsi que le solvant utilisé affectent significativement les
rendements d’ extraction des métabolites secondaires a partir des plantes. En comparant les
techniques d’ extraction par macération et par soxhlet et en utilisant différents solvants (eau,
acétone, chloroforme ainsi que des mixtures de ces mémes solvants), Hayouni et al. (2007) ont
démontré que la macération donne des rendements plus importants que I’ extraction par soxhlet.
Les auteurs ont conclu que le rendement d’ extraction est meilleur quand celle-ci s effectue en

une seule étape.
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Toutefois, le rendement d extraction dépend de plusieurs autres facteurs y compris la
durée d’ extraction, la matiére végétale brute, la quantité du solvant d’ extraction, la température
et le pH. La variation de ces facteurs donne naissance a une atération différentielle de la
distribution des composés entre les deux phases solide et liquide (Andrensek et al., 2004 ; Hayouni
et al., 2007).

3. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanoliques des plantes ont été
déterminées par la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats
on été déduits de I’équation de régression de la courbe d' éaonnage (Annexe 01) réaisée a
base d’acide galique et sont exprimés en milligrammes d’ équivalents d acide gallique par

gramme d’ extrait sec (mg EAG/g d’ extrait). Les résultats sont représentés sur lafigure 24.

En général, tout les extraits de cette étude ont présenté des teneurs éleveées en composeés
phénoliques (>20mg EAG/g d’ extrait). Cependant ces dernieres varient d’une plante a une

autre et sont comprises entre 43.46 et 125.06mg EAG /g d’ extrait.

La teneur la plus importante est obtenue pour Cupressus sempervirens (125.06mg
EAG/g d extrait) suivi de celle de Quercus ilex (110.8mg EAG/g d extrait) et d'Ephedra
altissma (102.03mg EAG/g d extrait) alors que les teneurs les plus faibles sont celles de
Marrubium wvulgare (46.06mg EAG/g d'extrait) et de Mirabilis jalapa (43.46mg EAG/g

d extrait).

Des variations interspécifiques des teneurs en polyphénols totaux sont notées entre A.
absinthium et C. arvensis appartenant a la méme famille (Asteraceae) : A. absinthium présente
une teneur plus faible (52.66mg EAG/g d' extrait) comparée a celle de C. arvensis (63.56mg
EAG/g d extrait).
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Figure24 : Teneursen polyphénolstotaux des extraits des plantes éudiées
AA : Artemsia absinthium ; CA : Calendula arvensis; CS: Cupressus sempervirens; EA :
Ephedra altissma; MJ : Mirabilisjalapa; MV : Marrubium vulgare; NO: Nerium oleander;

QI : Quercusilex.

La teneur en polyphénols totaux obtenue dans la présente éude pour | extrait
d’ Artemisia absinthium est de 52.66mg EAG/g d’ extrait. Cette teneur est largement inférieure a
celle citée par Mahmoudi et al. (2009) et qui est de 194,9mg EAG/g d’ extrait et elle est supérieure
a celle obtenue par Canadanovic-Brunet et al. (2005) qui est de 25.6mg EAG/g d’ extrait sec.

La teneur de notre extrait obtenu a partir des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs)
de Calendula arvensis (63.56mg EAG/g d extrait) est beaucoup plus importante que celle
obtenue dans |’ é&tude de Cetkovic et al. (2004) pour I’ extrait méthanolique des fleurs de la méme
plante et qui est de 14.49mg EAG/g d’ extrait.

Les composés phénoliques sont beaucoup plus abondants dans les feuilles par rapport
aux autres parties de certaines especes de plantes (Ismail et al., 2010). Dans une autre étude
effectuée sur 51 especes végeétales, Tawaha et al. (2007) ont eu un taux de phénol totaux de
12.3mg EAG/g d'extrait pour |’ extrait méthanolique de C. arvensis ce qui est beaucoup plus

inférieur a notre résultat.
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La teneur en polyphénols totaux de |’ extrait méthanolique des feuilles de Cupressus
sempervirens est de I’ordre de 125.06mg EAG/g d'extrait ce qui est supérieur a celle de
I’ extrait aqueux de |’ éthanol issu des fruits de Juniperus oxycedrus (Cupressaceae) contenant
12.66mg EAG/g d extrait (Djeridane et al., 2006).

L’ extrait méthanolique d’ Ephedra altissima s est avéré riche en composés phénoliques
(102.03mg EAG/g d’extrait). Cette teneur est largement supérieure comparée a la teneur en
polyphénols totaux de I’ extrait méthanolique d’ Ephedra sinica (27.7mg EAG/g d’ extrait). Les
auteurs ont effectué une macération de la plante dans un mélange méthanol-eau (8 : 2 v/v)

pendant 24H sous agitation a 35°C (Song et al., 2010).

Dans la présente étude, le taux de polyphénols totaux de Marrubium vulgare est de
46.06mg EAG/g d extrait, ce qui est largement inférieur a celui cité dans une étude effectuée
sur la méme espéce botanique macérée dans du chloroforme ensuite dans du méthanol a 60°C,
et qui est de 140mg EAG/g d extrait (M atkowski et Piotrowska, 2006).

Pour les parties aériennes de Mirabilis jalapa, un taux de polyphénols totaux équivalent
a 43.36mg EAG/g d' extrait a été obtenu, ce résultat est largement faible comparé a celui de
Mohamed et al. (2010) qui est de 232.2mg EAG/g d’ extrait obtenu pour I’ extrait des rhizomes de
M. jalapa, maisil est supérieur au résultat obtenu par Mekbib, (2007) ou la teneur en polyphénols
totaux de |’ extrait des racines de la méme plante était de 28.24mg EAG/g d' extrait. La présence
des composés phénoliques dans les racines a pour but de protéger ces derniéres des bactéries et
des champignons présents dans le sol et d'initier les interactions symbiotiques plantes-

microorganismes (Hyder et al., 2002).

Dans notre étude, la teneur de I’ extrait méthanolique des feuilles de Nerium oleander
est de 87.93mg EAG/g d extrait. Cette teneur est largement plus faible que celle obtenue par
Huang et al. (2007) et qui est de 307mg EAG/g d’ extrait.

La teneur en polyphénols totaux de I’ extrait méthanolique des feuilles de Quercus ilex
est de 110.8mg EAG/g d’ extrait. Cette teneur est |égerement supérieure a celle enregistrée par
Glyphis et Puttick, (1989) qui est de 90mg EAG/g d'extrait et a celle de I’extrait aqueux des
feuilles de Quercus resinosa (80mg EAG/g d’ extrait) (Rocha-Guzman et al., 2009). Cependant elle
reste inférieure a la teneur en phénols totaux de I’ extrait éthanolique des feuilles de Quercus
robur (346mg EAG/g d extrait) (Almeida et al., 2008) et a celle de I’ extrait méthanolique des
fruits de Quercus robur et de Quercus cerris (223 et 229mg EAG/g d’ extrait respectivement)
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(Rakic et al., 2007). L’ utilisation ethnopharmacol ogique large de Quercus ilex est due a sa haute
teneur en composés phénoliques et surtout en tanins hydrolysables (Rakic et al., 2007 ; Karioti et
al., 2010).

Il est connu que les composés phénoliques se repartissent dans les différents solvants en
fonction de leur polarité (Calliste et al., 2001). Sachant que le méthanol est considéré comme
solvant de polarité élevée, on peut déduire gque les extraits méthanoliques sont riches en
composés polaires. Cet effet explique les teneurs assez élevées en polyphénols totaux

enregistrées pour nos extraits.

En général, la teneur en phénols totaux ainsi que la nature des composeés présents dans
I’extrait végétal sont fortement influencées par le type de solvant d extraction et la durée de
I’extraction. Comme elles varient aussi selon la méthode d’ extraction utilisée et la matiere
brute (poudre végétale).

L’ extraction des polyphénols est directement liée ala compatibilité du composé avec le
systeme de solvants utilisé et répond au principe « like dissolves like ». Un temps d’ extraction
trop long réduit les teneurs de I'extrait en polyphénols. Des températures élevées, mais ne
dépassant pas 65°C, augmentent la perméabilité des membranes plasmiques des cellules
végétales ce qui augmente les coefficients de diffusion et favorise ains la libération des
polyphénols. Cependant les hautes températures ne sont pas convenables pour tout les types de
composés phénoliques (Hayouni et al., 2007; Thoo et al., 2010). Le taux des polyphénols totaux des

extraits est aussi influenceé par le genotype de la plante (Lombardo et al., 2010).

Lateneur de I’ extrait en composés phénoliques est aussi influencée par le prétraitement
de I'échantillon (dégraissage, dimension des particules apres broyage, etc.) et le ratio
solvant/poudre végétale. La réduction des dimensions des particules augmente la surface
disponible pour le transfert des masses et accroit ains les rendements d’ extraction (Spigno et al.,
2007).

Les phospholipides interférent avec I’ extraction des composés phénoliques hydrophiles
et la teneur des phénols dans les extraits décline en augmentant la concentration en

phospholipides (K oprivnjak et al., 2010).

42



Expérimentation Résultats & discussion

L'évaluation du contenu en polyphénols totaux dans divers organes et tissus d'une plante
peut-étre un indicateur trés pertinent des changements d'éats dus aux différentes conditions
environnementales ou une réponse a des conditions de traitement particulier. La méthode
d'évauation du contenu en polyphénols totaux utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu donne des
résultats fiables et reproductibles. Elle reste néanmoins une méthode analytique destructive
(prise d'échantillon, réalisation d'un extrait, etc.) qui bien gu'optimisée demande la mise en

oeuvre de nombreuses manipulations (Boizot et Charpentier, 2006).

4. Activité antibactérienne des extraits des plantes sélectionnées

Latechnique de diffusion sur gélose Mueller-Hinton a été utilisée pour évaluer I’ activité
antibactérienne des extraits méthanoliques issus des huit plantes médicinales et cela avec 20 et
50ul d extrait végétal (100mg/ml) vis-a-vis de quatre souches bactériennes de référence. Les
résultats sont représentés sur les figures 25 et 26 et le tableau X. Les photographies des boites
de Pétri sont représentées sur les figures 27 et 28.

D’apres les résultats obtenus dans la présente éude, on note que les huit extraits
phénoliques possedent une activité antibactérienne sur une ou plusieurs souches testées
(diamétres des zones d'inhibition supérieurs a 10mm), cependant |’ efficacité de ces extraits

différe significativement selon les souches bactériennes considérées (P<0.05).

Des différences significatives de I’ effet antibactérien des extraits ont été notées entre
quel ques espéeces botaniques, par exemple entre Artemisia absinthium et Quercusilex (P=0.02);
Cupressus sempervirens et Marrubium vulgare (P=0.01); etc. Le DMSO utilisé comme témoin

n’amontré aucun effet antibactérien sur les quatre souches bactériennes testées.
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Figure 25 : Résultats del’ activité antibactérienne des extraits phénoliques avec 20pl d’ extrait
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Figure 26 : Résultatsde |’ activité antibactérienne des extraits phénoliques avec 50ul d’ extr ait

Légende: AA: Artemisia absinthium; CA: Calendula arvensis; CS: Cupressus
sempervirens; EA : Ephedra altissima; MJ : Mirabilis jalapa; MV : Marrubium vulgare; NO :
Nerium oleander; QI : Quercus ilex. Ec 25922 : E. coli ATCC 25922, Sa 25923 : S aureus
ATCC 25923, Pa 27853 : P. aeruginosa ATCC 27853, Sa 43300 : S. aureus ATCC 43300.
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Tableau X: Diamétres des zones d’inhibition des extraits phénoliques des plantes étudiées.

. Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Plantes Souches bactériennes
Avec 20ul Avec 50ul C+
E. coli 25922 7+00 12+01 25.5+0.5
Artemisia S. aureus 25923 11.5+0.5 17.5+0.5 29+00
absinthium P. aeruginosa 27853 7+00 10401 31+00
S. aureus 43300 22.5+0.5 25.5+0.5 34.5+0.5
E. coli 25922 07+00 09+01 25.5+0.5
Calendula S. aureus 25923 12.5+0.5 13+0.5 29+00
arvensis P. aeruginosa 27853 07+01 10+01 31+00
S. aureus 43300 15+00 17.5+01 34.5+0.5
E. coli 25922 11+0.4 17+01 25.5+0.5
Cupressus S. aureus 25923 15+01 21.5+0.5 29+00
SeMpervirens | p_aeruginosa 27853 10+00 11.5+01 31+00
S. aureus 43300 21+00 26.5+00 34.5+0.5
E. coli 25922 07+00 9.5+01 25.5+0.5
o S. aureus 25923 21+00 24+0.4 29+00
Ephedra altissma -
P. aeruginosa 27853 7.5£0.1 9.5+0.5 31+00
S. aureus 43300 27.5+04 28+01 34.5+0.5
E. coli 25922 07+00 11.5+01 25.5+0.5
Marrubium S. aureus 25923 12+00 14.5+0.5 29+00
vulgare P. aeruginosa 27853 07+01 10.5+0.5 31+00
S. aureus 43300 14+01 16+0.4 34.5+0.5
E. coli 25922 7.5£0.5 10+0.4 25.5+0.5
T S. aureus 25923 14400 15+00 29+00
Mirabilis jalapa -
P. aeruginosa 27853 08+01 11+00 31+00
S. aureus 43300 07+0.4 13+01 34.5+0.5
E. coli 25922 07+0.4 10+01 25.5+0.5
) S. aureus 25923 11+00 12.5+0.5 29+00
Nerium oleander -
P. aeruginosa 27853 07+00 10+01 31.5+00
S. aureus 43300 11.5+01 16+01 34.5+0.5
E. coli 25922 15.5+01 21+01 25.5+0.5
. S. aureus 25923 22+0.5 29.5+0.5 29+00
Quercusilex -
P. aeruginosa 27853 13.5+0.4 16.5+0.5 31+00
S. aureus 43300 285104 30+0.4 34.5+0.5

= C+: Contrdles positifs (Antibiotiques). Imipénéme pour E.coli 25922 ; Kanamycine pour

S. aureus 25923 ; Ciprofloxacine/Norfloxacine pour P. aeruginosa 27853 ; Tetracycline
/Ofloxacine pour S. aureus 43300.
= Aucune zone d’inhibition n’a été abtenue pour le contrdle négatif (DM SO).
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On peut constater des résultats obtenus que les diamétres des zones d'inhibition
augmentent avec |’augmentation de la quantité des extraits phénoliques testés. Des zones
d’inhibition alant de 7 a 28mm de diamétre ont été obtenues avec 20ul d’ extrait alors qu’elles
étaient comprises entre 9 et 30mm avec 50ul d extrait. Des différences significatives entre les
zones d'inhibition obtenues avec les deux volumes ont été notées pour toutes les plantes testées
(P<0.05). Comme exemple, une zone d’'inhibition de 11.5mm a été obtenue avec I’ extrait de
I"absinthe vis avis de S. aureus 25923 a 20ul alors qu’ elle était de 17.5mm avec 50ul du méme
extrait.

Les zones d'inhibition les plus importantes ont été obtenues avec I’ extrait des feuilles
de Quercus ilex vis-avis de la souche de S. aureus ATCC 43300 (soit 28.5mm avec 20ul
d extrait et 30mm avec 50ul d’ extrait). Il est rapporté que S. aureus compte parmi les souches

bactériennes les plus sensibles aux extraits de plantes (Shahidi Bonjar et al., 2004 ; Melendez et
Capriles, 2006).

D’ apres nos résultats, on constate que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles
aux extraits des plantes comparés a celle a Gram négatif. Des zones d'inhibition ne dépassant
pas 14mm et 16mm ont été obtenues pour P. aeruginosa ATCC 27853 et E. coli ATCC 25922
respectivement. La méme observation fut rapportée par plusieurs études (Hernandez et al., 2003 ;
Konning et al., 2004; Parekh et Chanda, 2007). Cet effet a été attribué a la présence d une
membrane externe, chez les bactéries a Gram négatif, constituée de phospholipides, de
lipopolysaccharide (LPS) et de protéines. Cette membrane externe est ainsi le premier obstacle
aux molécules hydrophiles chargées devant pénétrer |a bactérie pour la détruire. De la méme
maniere, la densité des sucres et des chaines latérales du LPS organise un filtre efficace pour

les autres molécules (Mann et al., 2000 ; Pagés et Garnotel, 2003).

4.1. Activité antibactérienne d’ Artemisia absinthium

Avec 20pl d'extrait I'effet de I'extrait de |I’absinthe n’a pas d'effet sur E. coli et P.
aeruginosa, alors que son activité est moyenne pour S aureus 25923 et prononcée sur S
aureus 43300 (zones d’'inhibition de 11.5 et 22.5mm respectivement). Avec 50pl, il a présenté
un effet antibactérien appréciable sur toutes |es souches testées (zones d’inhibition alant de 12
a 25.5mm). Ces résultats sont bien meilleurs comparés a ceux citées dans quelques éudes. Les
travaux de Canales et al. (2005) ont démontré que |’ extrait méthanolique des parties aériennes
d Artemisia absinthium (200mg/ml) ne possede aucune activité vis-a-vis des souches de S
aureus et d' E. coli (ATCC 25922).
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Selon shan et al. (2007), les extraits méthanoliques d' Artemisia capillaris et d’ Artemisia
caruifolia (100mg/ml) n'avaient aucun effet sur la souche d'E. coli alors que seul I’extrait
d A. caruifolia avait une faible activité sur la souche de S. aureus avec une zone d'inhibition ne
dépassant pas 7mm. A noter que les auteurs ont utilisé 60ul d’ extrait par puit.

4.2. Activité antibactérienne de Calendula arvensis

L’ extrait méthanolique des parties aériennes de Calendula arvensis a exhibé une bonne
activité sur la souche de S. aureus ATCC 43300 (zones d’inhibition de 15mm et de 17.5mm
avec 20 et 50ul d extrait respectivement) et une activité moins importante sur S. aureus ATCC
25923 dors qu'il était presque inactif sur les deux souches a Gram négatif (zones d’inhibition
<10mm). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Shahidi Bonjar et al. (2004) pour |’ extrait
méthanolique des fleurs de Calendula officinalis. Les auteurs ont rapporté que ce dernier était
inactif vis-a-vis de P. aeruginosa (PTCC1074) et E. coli (PTCC 1330) et il aprésenté une zone
d’inhibition de 9mm pour S aureus (PTCC 1112), et cela en utilisant 100ul d extrait
(20mg/ml) par puit et des inoculade 1,5.10° cellulesyml. En revanche, Melendez et Capriles, (2006)
ont rapporté que I’ extrait méthanolique de C. officinalis n'avait aucun effet sur les souches de

S aureuset E. coli.

4.3. Activité antibactérienne de Cupressus sempervirens

L’ extrait méthanolique des feuilles de Cupressus sempervirens (Cypres) possede un bon
effet inhibiteur sur les quatre souches testées que ce soit avec 20 ou 50ul d'extrait. Les
diamétres des zones d'inhibition sont compris entre 10 et 26.5mm. Ces résultats sont
|égérement inférieurs a ceux obtenus par Hayouni et al. (2007) avec les extraits aqueux des fruits
de Juniperus phoenicea (Cupressaceae) vis-avis de P. aeruginosa ATCC 9027, S. aureus
ATCC 25923 et E. coli ATCC 25922. L’éude de Ibrahim et al. (2009) a révéelé que I’ huile
essentielle de C. sempervirens n’avait aucun effet sur la souche d'E. coli testée et que des zones
d’inhibition ayant 11mm de diameétre ont été obtenues vis-avis de S aureus. La méme
observation fut rapportée par Oussalah et al. (2006) en testant |'huile essentielle de C.
sempervirens sur des souches de Pseudomonas putida. On constate que I’ extrait méthanolique
des feuilles de cet arbre est plus efficace sur P. aeruginosa comparé a son huile essentielle.
L’ éude de Chéraif et al. (2007) a démontré que les diamétres des zones d’inhibition des huiles
essentielles issues des feuilles de C. arizonica étaient de 27mm pour E. coli ATCC 25922, de
15mm pour P. aeruginosa ATCC 27853 et del8mm pour S. aureus ATCC 25923 et cela en
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utilisant 20l d’ huile essentielle par disgue. Ces résultats sont meilleurs que ceux obtenus pour
les extraits méthanoliques de C. sempervirens rapportés dans la présente étude.

4.4. Activité antibactérienne d’ Ephedra altissima

Nos résultats ont révélé que I’ extrait méthanolique d' Ephedra altissima possede une
faible activité antibactérienne vis-a-vis des souches a Gram négatif que se soit avec 20 ou 50ul
d extrait (zones d’inhibition comprises entre 7 et 9.5mm). En revanche, un effet antibactérien
prononce a été observeé sur les deux souches de S aureus et cela avec les deux volumes
d extrait (zones d'inhibition allant de 21 a 28mm). Ces résultats sont proches de ceux rapportés
par Shahidi Bonjar, (2004) ou I’ extrait méthanolique d’' Ephedra intermedia a présenté un effet
inhibiteur sur les souches de P. aeruginosa et S. aureus avec des zones d inhibition de 10mm et

16mm respectivement, maisil n’avait pas d’ activité sur E. coli.

4.5. Activité antibactérienne de Marrubium vulgare

Notre travail a montré que I’ extrait méthanolique de Marrubium vulgare a présenté une
bonne activité sur les deux souches de S. aureus (zones d'inhibition comprises entre 12 et
16mm). Les diametres des zones d’inhibitions de nos extraits sont moins importants sur les
bactéries a Gram négatif (07 et 11.5mm pour E. coli ATCC 25922 ; 07 et 10.5mm pour P.
aeruginosa ATCC 27853 avec 20 et 50ul respectivement). En général, les résultats de certaines
études effectuées sur |’ activité antibactérienne des extraits de M. vulgare consultés dans la
bibliographie sont faibles comparés a ceux de la présente étude. Par exemple, une étude
effectuée en Turquie par Sarac et Ugur, (2007) a révélé que I’ extrait éthanolique de M. vulgare
(20ul d'extrait par disque) n'a aucune activité sur toutes les souches bactériennes testées y
compris celles & Gram positif (exp. S. aureus ATCC 25923) et celles & Gram négatif (exp. E.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) (inocula de 108UFC/ml). Les travaux de
Masoodi et al. (2008) ont démontré que I’ extrait méthanolique de M. vulgare (100mg/ml) n’ avait
aucune activité sur les souches d'E. coli MTCC 443 et de P. aeruginosa MTCC 424, et a
exhibé une faible activité sur la souche de S. aureus MTCC 740. Al-Bakri et Afifi, (2007) ont
démontré que I’ extrait méthanolique des feuilles et des fleurs de M. vulgare n’avait aucune
activité sur S. aureus (ATCC 6538P) et celle E. coli (ATCC 8739).
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Figure 27 : Photographiesde |’ activité des extraits sur les souches bactériennes testées (20ul
d’ extrait)
1: Mirabilisjalapa; 2 : Marrubium vulgare; 3: Quercusilex ; 4: Nerium oleander ; 5: Cupressus
sempervirens; 6 : Ephedra altissima ; 7 : Calendula arvensis; 8 : Artemisia absinthium ; D : DM SO ;
IMP : Imipénéme; K : Kanamycine; NOR : Norfloxacine; TET : Tetracycline.
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E. coli 25922

Figure 28 : Photographiesde |’ activité des extraits sur les souches bactériennes testées (50ul
d’ extrait)
1: Mirabilisjalapa; 2 : Marrubium vulgare; 3: Quercusilex ; 4: Nerium oleander ; 5: Cupressus
sempervirens; 6 : Ephedra altissima ; 7 : Calendula arvensis; 8 : Artemisia absinthium ; D : DM SO ;
IMP :Imipénéme; K : Kanamycine; CIP : Ciprofloxacine ; OFX : Ofloxacine.
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4.6. Activité antibactérienne de Mirabilisjalapa

L’ extrait méthanolique des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) de Mirabilis
jalapa (Merveille du Pérou) a présenté une activité médiocre sur toutes les souches
bactériennes testées que ce soit avec 20 ou 50ul d’ extrait (zones d’inhibition comprises entre 7
et 13mm) a |’ exception de la souche de S. aureus ATCC 25923 (zones d'inhibition de 14mm
avec 20ul et de 15mm avec 50ul d extrait). L’ étude de Mohamed et al. (2010) a révélé que
I’ extrait méthanolique des rhizomes de Mirabils jalapa (100mg/ml) n’avait pas d’ activité sur S.
aureus et E. coli par contre il a présenté un bon effet antibactérien sur P. aeruginosa (zone
d’inhibition de 15mm) et cela en utilisant des volumes de 50ul par disque. Ces résultats sont
différents de ceux de la présente étude ou I’ extrait méthanolique de la méme plante a présenté
une bonne activité sur les deux souches de S aureus et une activité plus faible sur P.
aeruginosa ATCC 27853 et E. coli ATCC 25922 avec des zones d'inhibition de 11mm et

10mm respectivement.

4.7. Activité antibactérienne de Nerium oleander

Dans cette éude, une trés faible activité antibactérienne a été présentée par I’ extrait
méthanolique des feuilles de Nerium oleander vis-avis des souches de P. aeruginosa ATCC
27853 et d'E. coli ATCC 25922, |es diametres des zones d’ inhibition observés ne dépassent pas
10mm. Les deux souches de S. aureus étaient moins résistantes a |’ extrait de cette plante avec
des diametres des zones d’inhibition compris entre 11 et 16mm. Ces résultats sont faibles
comparés a ceux rapportés par Hussein et Gorsi, (2004) ou |’ extrait méthanolique des feuilles de la
méme plante a présenté une forte activité inhibitrice sur des souches de S. aureus et E. coli
avec des diametres des zones d'inhibition de 20mm et 22mm respectivement. Les auteurs ont

utilisé des volumes de 0.1ml d’ extrait par disque.

4.8. Activité antibactérienne de Quercusilex

Dans la présente étude, I extrait méthanolique des feuilles de Quercusilex s est avéré le
plus efficace présentant un effet inhibiteur tres prononcé que ce soit vis-a-vis des souches a
Gram positif ou a Gram négatif (zones d’inhibition alant de 13 a 28.5mm avec 20ul d extrait
et de 16.5 a 30mm avec 50ul d'extrait). Cet effet est di a la richesse des cet extrait en
composés phénoliques (Berahou et al., 2007). Nos résultats concordent avec ceux rapportés par
Moghadam et al. (2010) dans leur éude effectuée sur |’ activité antibactérienne des extraits de
plusieurs plantes médicinales. Les auteurs ont révélé que |’ extrait éthanolique de Quercus

Brantii (150mg/ml) avait une importante activité inhibitrice sur S aureus (zones d’inhibition
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allant de 19 a 31mm). Ces valeurs sont approximativement similaires a nos résultats (zones
d’inhibition comprises entre 22 et 30mm pour les deux souches de S aureus).

Des résultats plus faibles comparés aux nbtres ont éé obtenus pour | extrait
méthanolique des écorces de Q. ilex concentré puis ré-extraits par différents solvants (éthyle
acétate, butanol et eau). Ces derniers possedent un effet inhibiteur sur les souches bactériennes
testées y compris S. aureus, P. aeruginosa ATCC 27853 et E. coli avec des zones d’inhibition

comprises entre 7 et 18mm (Berahou et al., 2007).

Selon une étude réalisée en 2004, les extraits aqueux des fruits de Quercus infectoria
n'avaient aucun effet inhibiteur sur la souche d’E. coli ATCC 25922, alors que leur extrait
éthanolique a présenté des zones d’inhibition de 8 & 10mm vis-a-vis de la méme souche (2.5mg
d extraits par disque) (Voravuthikunchai et al., 2004). Ces résultats sont faibles comparés a ceux
obtenus dans le présent travail ou |'extrait des feuilles de Q. ilex a présenté un effet
antibactérien significatif sur E. coli ATCC 25922 avec des diamétres de 15.5mm avec 20pl
d extrait (2mg d’ extrait/disque) et de 21mm avec 50ul d extrait (5mg d’ extrait/disque).

Les résultats de notre éude ont montré que I'activité antibactérienne de I’ extrait
méthanolique des feuilles de Quercus ilex est plus importante que celle de I’ extrait des feuilles
de Cupressus sempervirens et cela malgré que ce dernier contient plus de composes
phénoliques. Selon Rakic et al. (2007) |’ activité des extraits de plantes ne dépend pas seulement
de lateneur en polyphénols totaux mais aussi de types des composés phénoliques présents dans
I’extrait. De leur part, Alzoreky et Nakahara (2003) ont rapporté que les extraits des plantes
obtenus par du méthanol tamponné contiennent de 1.3 a 34 fois de matiére solide par rapport
aux autres extraits mais ils n'avaient pas d'activité sur les souches bactériennes testées y
compris celles de S. aureus et d'E. coli. D’ aprés Ksouri et al. (2009), I’ activité antibactérienne
des polyphénols dépend de la nature des polyphénols, de leurs structures ainsi que de leurs
interactions synergétiques. Cet effet est observé aussi pour |’ activité antioxydante des extraits
de certaines plantes et il est expliqué par le fait que le réactif de Folin-Ciocalteu n’est pas
spécifique des polyphénols mais nombreux sont les composés qui interférent avec ce réactif,
engendrant ainsi de hautes concentrations apparentes en composés phénoliques. Ceci peut
expliquer la corrélation équivoque entre la teneur en polyphénols totaux et I’ activité biologique

des extraits de quel ques especes de plantes (Tawaha et al., 2007).
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Cette activité est aussi influencée par divers facteurs, a savoir : le pH du milieu et sa
composition chimique (Rios et Reco, 2007), la nature des souches bactériennes testées, le taux
d'inoculum bactérien ainsi que le composé phénolique lui méme (Gangoué Piébaji, 2007 ; Obeid et
al., 2007). Les résultats d’'une étude effectuée sur les extraits de différentes plantes a montré
qu’ une température alant de 4 a 100°C n’ affecte pas I’ activité antibactérienne de ces extraits
vis-&Vis de toutes les souches testées aors qu un pH acide (compris entre 2 et 6) diminue

I’ effet de ces derniers (Salama et Marraiki, 2010).

5. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1)

La CMI permet de définir la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes aux
substances antimicrobiennes (Kablan et al., 2008). Dans la presente étude, seules les CMI des
extraits ayant présenté une bonne activité antibactérienne vis-a-vis d’une souche bactérienne
donnée furent déterminées. Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau X1. On peut
noter que la CMI la plus faible a été enregistrée pour Quercus ilex vis-a-vis de la souche de S.
aureus (ATCC 43300) et qui est de 0.41mg/ml. On constate que ces CMI différent d’ un extrait

al’autre et d' une souche bactérienne a une autre.

Tableau X1: CMI des extraits phénoliques étudiés (mg/ml)

Code Souche AA CA CS EA MV MJ NO Ql
25922 E. cali >50 >50 7.03+0.4 >50 >50 >50 >50 0.87+0.18
25923 S. aureus 18+0.25 25+00 0.8+0.2 0.84+0.2 4.68+0.56 12.5+00 12.5+00 1.66+0.4
27853 P.aeruginosa >50 >50 3.51+0.7 >50 >50 >50 >50 3.32+0.3
43300 S. aureus 25+00 25+00 6.64+0.5 1.95+0.2 9.37+0.12 >50 25+00 0.41+0.1

L égende: AA : Artemisia absinthium ; CA : Calendula arvensis; CS : Cupressus sempervirens,
EA : Ephedra altissma; MJ: Mirabilis jalapa; MV : Marrubium wvulgare; NO : Nerium

oleander; QI : Quercusilex.
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Les CMI de nos extraits vis-a-vis des souches de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922 et de P. aeruginosa ATCC 27853 sont supérieures a celles rapportées pour les extraits
de différentes plantes (y compris Rosmarinus officinalis et Salvia officinalis) testées par
Weckesser et al. (2007) Vvis-avis des mémes souches bactériennes. Les CMI obtenues par les
auteurs sont comprises entre 1 et 100pg/ml aors que les notres varient de 0.8 a 25mg/ml. En
revanche, nos résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Nazaruk et Jakoniuk, (2005) ou les
CMI des extraits méthanoliques des feuilles de Cirsium rivulare (Asteraceae) étaient de
25mg/ml pour E. coli ATCC 25922 et de 12.5mg/ml pour P. aeruginosa.

Selon |'étude d'Alzoreky et Nakahara (2003), les CMI de I'extrait méthanolique
d’ Artemisia absinthium éaient de 2,64mg/ml vis-avis de S. aureus (KR-103) et supérieures a
2.64mg/ml pour E. coli (B-1030) (inocula de 10°UFC/ml). Dans la présente étude, la CMI de
I” absinthe vis-a-vis d'E. coli n'a pas été déterminée mais ¢’ est claire qu’ elle sera supérieure a
celle de S aureus qui est de 18mg/ml, donc nos résultats sont beaucoup plus supérieurs a ceux

des travaux cités précédemment.

Les CMI de I’extrait de Marrubium vulgare vis-avis des deux souches de S. aureus
obtenues dans la présente étude sont largement supérieures a celle des extraits méthanoliques
de Thymus vulgaris appartenant ala méme famille (Lamiacées) vis-avis des mémes souches et
qui est de 15,6.10°° mg/ml (Al-Bayati, 2008).

Selon Kilani et al. (2008), des CMI de I’ ordre de 5mg/ml ont été obtenues avec |’ extrait
méthanolique des racines de Cupressus rotundus vis-a-vis de la souche de S aureus ATCC
25923 aors que des CMI>5mg/ml ont été enregistrées pour la souche d E. coli ATCC 25922.
Les résultats de la présente étude sont inférieurs a ceux des auteurs pour la souche de S. aureus
ATCC 25923 (CMI de 0.8mg/ml) et sont en accords avec ces derniers pour la souche d E. coli
ATCC 25922 (CMI de 6.64mg/ml). Des CMI meilleures ont été obtenues par |’ étude de Chér aif
et al. (2007) avec I'huile essentielle des feuilles de Cupressus arizonica et qui étaient de
0.38ug/ml pour E. coli ATCC 25922 ; de 23.6pug/ml pour P. aeruginosa ATCC 27853 et de
0.98ug/ml pour S aureus ATCC 25923.
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Dans la présente étude des CMI de I’ordre de 12.5 et 25mg/ml ont été obtenues avec
I’ extrait méthanolique des feuilles de Nerium oleander et cela vis-a-vis des deux souches de S.
aureus ATCC 25923 et ATCC 43300 respectivement. Ces CMI sont supérieures alaCMI de ce
méme extrait obtenue par Huang et al. (2007) vis-a-vis d’'une souche de S. aureus et qui est de
I’ ordre de 6.25mg/ml.

Des CMI comprises entre 0.128 et 0.512mg/ml ont été obtenues par Berahou et al. (2007)
pour |’ extrait méthanolique des écorces de Quercus ilex vis-avis de toutes |es souches testées y
compris S. aureus, P. aeruginosa ATCC 27853 et E. coli. Ces résultats sont inférieurs aux
résultats de la présente étude ou les CMI de |’ extrait méthanolique des feuilles de Q. ilex sont
comprises entre 0.41 et 3.32mg/ml. Une étude effectuée sur I'extrait des fruits de Quecus
infectoria a rapporté que les CMI de |’ extrait agueux et éthanolique vis-a-vis de la souche d'E.
coli ATCC 25922 éaient de 0.02 et 0.78mg/ml respectivement (Voravuthikunchai et al., 2004).
Dans notre étude, la CMI de I’extrait méthanolique des feuilles de Q. ilex vis-avis de la
souche d'E. coli ATCC 25922 était de 0.87mg/ml. Cette derniere est similaire a celle de
I’extrait aqueux obtenue par les auteurs mais elle est trop supérieure a celle de I’ extrait

éthanolique.

Selon I'étude de Kokoska et al. (2002), les CMI des extraits éthanoliques des plantes
testées vis-avis de la souche E. coli ATCC 25922 et celle de P. aeruginosa ATCC 27853
varient entre 15 et 656mg/ml. Ces valeurs sont largement supérieures aux CMI de nos extraits

vis-a-vis des mémes souches bactériennes.

Ahmadi et al. (2010) ont rapporté que la CMI de I’ extrait méthanolique de Hymenocrater
longiflorus vis-&vis de P. aeruginosa ATCC 27853 était supérieure a 0.48mg/ml, cette
derniére est supérieure ala CMI de |’ extrait de Cupressus sempervirens (3.51mg/ml) et celle de

Quercusilex (3.32mg/ml) vis-avis de la méme souche bactérienne.

6. Action des extraits phénoliques sur les p-lactamases d’Acinetobacter baumannii
6.1. Résultats destestsiodométriques

Les résultats des tests iodométrique offrent des données qualificatives sur le phénomene
del’inhibition d’ enzymes. La réduction du complexe iode-amidon par I’ acide pénicilloique issu
de I’hydrolyse de la pénicilline G ou par I’acide cephalosporoique issu de I’hydrolyse de la
céfazoline par les B-lactamases entraine une décoloration du gel d’iode de couleur violette.
Donc, |’ apparition des zones transparentes autour des puits contenant |’ extrait enzymatique
indique que I’antibiotique (pénicilline G ou céfazoline) a éé hydrolysé par les enzymes
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(B-lactamases) présentes dans cet extrait. En revanche, I’absence de ces zones transparentes est
un signe de ’inhibition de ces B-lactamases par les extraits des plantes présents dans le gel
d’iode. Les témoins ont été préparés avec du DM SO et du tampon phosphate au lieu de |’ extrait
végétal. Les résultats des tests iodométriques sont résumeés dans les tableaux XII et XIII.
Aucune zone transparente n'est observée aprés 10min aors qu'une clarté commence a
apparaitre autour de quelques puits contenant de |’ extrait enzymatique aprés huit heures
d’incubation. Aucune zone transparente n’est observée, sur toutes les boites, autour des puits
contenant du DM SO ou du tampon phosphate au lieu de |’ extrait enzymatique car ces derniers

ne possedent aucun effet hydrolytique sur lapénicilline G et la céfazoline.

Tableau XI11 : Résultats destestsiodométriques (substrat pénicilline G)

Plantes Diamétres des zones transparentes (mm)

Apres8h Apres 24h
Artemisia absinthium 00 00
Calendula arvensis 00 00
Cupressus sempervirens 00 13
Ephedra altissma 07 08
Marrubium vulgare 00 08
Mirabilis jalapa 00 00
Nerium oleander 07 08
Quercus ilex 09 12
Témoin 10 26
DM SO 12 27

Tableau X111 : Résultats destestsiodométriques (substrat céfazoline)

Plantes Diametres des zones transparentes (mm)

Aprés 8h Aprés 24h
Artemisia absinthium 00 00
Calendula arvensis 00 00
Cupressus sempervirens 00 12
Ephedra altissma 00 00
Marrubium vulgare 00 08
Mirabilis jalapa 00 00
Nerium oleander 00 08
Quercus ilex 00 13
Témoin 9 15
DM SO 8 15
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Le DMSO et le tampon phosphate ne possedent aucune activité anti-enzymatique y
compris sur les pénicillinases et les céphalosporinases, par conséquence d importantes zones
transparentes en terme de diamétres ont été observeées avec les tests iodomeétriques réalisés avec
des gels d’'iode contenant du DM SO ou du tampon phosphate au lieu des extraits des plantes
(figures 29 et 30).

Figure 29 : Résultats destestsiodométriquestémoins (substrat Pénicilline G)
let 2: extrait enzymatique; 3 : tampon phosphate; 4 : DM SO ; TP : Tampon phosphate

Figure 30 : Résultats destestsiodométriquestemoins (substrat Céfazoline)
let 2: extrait enzymatique; 3 : tampon phosphate; 4: DM SO ; TP : Tampon phosphate

L’ absence de zones transparentes autour des puits contenant de |’ extrait enzymatique
réalisés sur gels d'iode renfermant la pénicilline G ou la céfazoline en plus des extraits des trois
plantes : Artemisia absinthium, Calendula arvensis et Mirabilis jalapa indiquent que ces deux
antibiotiques ne sont pas dégradés par les B-lactamases présentes dans 1’extrait enzymatique
utilisé. Donc, on déduit que les extraits de ces trois plantes ont inhibé les céphal osporinases et
les pénicillinases de la souche d’ Acinetobacter baumannii. La méme observation est notée pour
le gel d'iode contenant I’ extrait d’Ephedra altissma et la céfazoline, ou ce dernier inhibe
uniquement les céphalosporinases de cette méme souche. Les photographies des gels d’iode

sont représentées sur les figures 31 et 32.
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Mj

Figure31: Résultats destestsiodométriques apres 24h d’incubation (substrat pénicilline G)

Aa: Artemisia absinthium ; Ca: Calendula arvensis; Mj : Mirabilisjalapa
let 2: extrait enzymatique; 3: tampon phosphate ; 4 : DM SO.

Figure 32 : Résultats destestsiodométriques apr és 24h d’incubation (substrat céfazoline)
Aa: Artemisia absinthium ; Ca: Calendula arvensis ; Ea: Ephedra altissima ; Mj : Mirabilisjalapa ;
let 2: extrait enzymatique; 3: tampon phosphate ; 4: DM SO.

Une apparition de zones claires autour des puits contenant les extraits des plantes riches
en composes phénoliques a été notée. En réalité, ca ne veut pas dire forcément que ces extraits
ne possédent pas d’activité anti-f-lactamases. Ceci pourrait étre expliqué par la forte
concentration de polyphénols. Des études ont montré que I’ activité biologique des polyphénols
augmente avec |’ augmentation de la concentration de ces derniers jusgu'a arrivée a un certain
seuil ou cette derniére se voit décliner. En effet, le rapport pondéral polyphénols/protéines a un
effet sur I’affinité des composés phénoliques pour les protéines. Lorsgue tous les sites de
liaison des protéines aux polyphénols sont occupés, le reste des polyphénols non liés forment
de petits agrégats qui s agglomerent peu a peu. A un poids moléculaire trés élevé (supérieur a
5000Da), le complexe perd sa capacité a précipiter les proténes. En solution physiologique, il

devient insoluble et précipite sous forme de complexe inactif (Kumar et vaithiyanathan, 1990).
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6.2. Mesuredel’ activité enzymatique par spectrophotométrie

Pour mesurer I’activité enzymatique des [-lactamases présentes dans 1’extrait
enzymatique, nous avons suivi la diminution de I'absorbance du mélange extrait
enzymatique/B-lactamines en fonction du temps a différentes longueurs d’onde: a 235nm pour
la pénicilline G et a 263nm pour la céfazoline. Les résultats sont représentés sous forme de
courbes sur les figures 33 et 34. La vitesse d’hydrolyse de la pénicilline G était de
8.033+0.92umol/L/min aors que celle de la céfazoline était de 5.5+0.62umol/L/min. On peut
constater que la pénicilline est plus hydrolysée par I'extrait enzymatique d’A. baumannii
comparée ala céfazoline.
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Figure33: Variation del’absor bance en fonction du temps (substrat pénicilline G)
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Figure34: Variation del’absorbance en fonction du temps (substrat céfazoline)
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7. Inhibition des B-lactamases par les extraits des plantes
7.1. Vitesses d’hydrolyse des f-lactamines en présence des extraits des plantes

Les vitesses des réactions enzymatiques en présence des extraits phénoliques des trois
plantes Artemisia absinthium (Absinthe), Calendula arvensis (Souci des jardins) et Mirabilis
jalapa (Merveille du Pérou) ont été calculées. Les résultats sont résumés dans le tableau X1V.
On note que les vitesses d’hydrolyse des B-lactamines testées se voient décliner en présence de
I”un des extraits phénoliques des trois plantes. L’ extrait phénolique de Mirabilis jalapa affaibli
le plus la vitesse d hydrolyse de la pénicilline G aors que I’extrait de Calendula arvensis
amoindrit plus celle de la céfazoline.

Tableau XIV: Vitesses d’hydrolyse des B-lactamines

Vitesses d’ hydrolyse (umol/L/min)
Substrat . —— . .
Témoin + A. absinthium | + C. arvensis | + M. jalapa
Pénicilline G 8.033+0.92 1+00 1.03+0.22 0.5+0.05
Céfazoline 5.5+0.62 3.75+0.75 3+00 3.25+0.25

7.2. Taux d’inhibition des pénicillinases et des céphalosporinases

Les pourcentages d’inhibition des B-lactamases ont été calculés par rapport a la cuve
témoin ne contenant pas d’ extraits de plantes et sont représentés sur les figures 35 et 36. On
note que I’ activité de la pénicillinase est presque totalement inhibée par les extraits phénoliques
des trois plantes, soit avec des pourcentages de 93.81% pour Mirabilis jalapa, 87.62% pour
Artemisia absinthium, 87.25% pour Calendula arvensis. Ces taux d'inhibition sont plus
importants que ceux obtenus pour la céphalosporinase et qui sont de 40.90% pour M. jalapa,
31.81% pour A. absinthium, 45.45% pour C. arvensis. On peut déduire de ces résultats que
I’extrait de M. jalapa est le meilleur inhibiteur des pénicillinases de la souche d’ A. baumannii
et que I’ extrait de C. arvensis possede la plus forte activité inhibitrice sur |es céphal osporinases

de la méme souche bactérienne.

Le DMSO utilise comme témoin a montré une activité inhibitrice négligeable avec des
taux d'inhibition de I'ordre de 0.4% pour les pénicillinases et de 0.7% pour les
céphalosporinases. L’ effet inhibiteur des composés phénoliques n’'est pas influencé par le
DMSO car avec de faibles concentrations, ce dernier ne posséde pas d’ activité inhibitrice sur
les B-lactamases (Horsfall et al., 2007). Sachant que les concentrations du DM SO dans le mélange

réactionnel final est de 0.4% pour la céfazoline et 0.3% pour lapénicilline G.
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Figure 35 : Pourcentages d’inhibition des pénicillinases
MJ : Mirabilisjalapa ; CA : Calendula arvensis; AA : Artemisia absinthium ; AZT: Aztereonam
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Figure 36 : Pourcentages d’inhibition des céphal osporinases
MJ : Mirabilisjalapa ; CA : Calendulaarvensis; AA : Artemisia absinthium, AZT : Aztereonam

La présente éude a mis en évidence I’ effet inhibiteur de trois extraits méthanoliques de
plantes sur les B-lactamases de la souche d’A. baumannii. L’ éude effectuée par Yousfi, (2010)
sur le méme extrait enzymatique a révélé que les enzymes de cette souche bactérienne sont

inhibées par la cloxacilline, I’ aztréonam et |e tazobactam a différentes concentrations.

Selon I’ étude de Yousfi, (2010); I" hydrolyse de la penicilline G (200uM) se voit décliner
en présence de différentes concentrations de cloxacilline et d’aztréonam. Les pourcentages
d'inhibition de cette enzyme sont compris entre 34.3 et 68.6% en présence de la cloxacilline et
entre 24.5 et 58.5% en présence de I’ aztréonam. On constate que les extraits méthanoliques des
trois plantes testées (Mirabilis jalapa, Calendula arvensis, Artemisia absinthium) possedent un

effet inhibiteur plus prononcé vis-a-vis des pénicillinases d’ A. baumannii.
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Yousfi, (2010) a rapporté que la vitesse d hydrolyse de la céfazoline (100 et 200uM)
diminue en présence de la cloxacilline et de |’ aztréonam. Les pourcentages d’inhibition de la
céphal osporinase sont compris entre 93.4 et 100% en présence de la cloxacilline et entre 84.6 et
98.9% en présence de I’ aztréonam. En comparant ces résultats aux notres, on peut conclure que
les inhibiteurs classiques sont plus efficaces sur les céphalosporinases d’A. baumannii que les
extraits méthanoliques des trois plantes (Mirabilis jalapa, Calendula arvensis, Artemisia

absinthium) en terme de pourcentages d’ inhibition.

Plusieurs éudes ont mis en évidence la présence d un effet synergique entre les extraits
phénoliques d’origine végétale et les P-lactamines et cela vis-a-vis des souches bactériennes
productrices de B-lactamases. Zhao et al. (2002) ont démontré que |I’acide gallique inhibe les
pénicillinases de la souche de S aureus MRSA, ce composé a présenté un effet synergique
avec plusieurs B-lactamines vis-a-vis de cette souche productrice de B-lactamases. Sato et al.
(2004) ont démontré que les flavones et leurs dérivés augmentent |a sensibilité des souches de S.
aureus productrice de B-lactamases aux P-lactamines sensibles aux pénicillinases de cette

méme souche.

L’inhibition de I’ activité enzymatique résulte de deux phénomeénes, simultanés ou non.
Les composeés phénoliques liés aux molécules substrats rendent ces derniéres moins accessibles
aux enzymes en les insolubilisant ou en masquant les sites de reconnai ssance enzyme-substrat.
Les tanins liés aux enzymes inhibent leur activité directement par précipitation de la protéine
enzymatique et en se fixant sur les sites actifs (de reconnaissance de substrat), indirectement
par encombrement stérique et par la formation d’'un complexe (enzyme-substrat-inhibiteur)

inactif (Leinmaller et al., 1991).

La compréhension des meécanismes d’action des inhibiteurs identifiés encore tres
limitée constitue un enjeu de société important, d’ ou la nécessité d’ accentuer les recherches
scientifiques sur cet axe qui a donné des premiers résultats prometteurs, peut étre que

I"inhibiteur miracle de ces mécanismes de résistance bactérienne viendra des plantes (Gangoué
Piéboji, 2007).
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De nos jours, un grand nombre de composes d origine végétale sont utilises en
meédecine moderne et une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage traditionnel. Des 25
composés pharmaceutiques les plus vendus a travers le monde, 12 proviennent de produits
naturels, mais jusqu'ici, environ 10% seulement des 250 000 especes de plantes inventoriées

ont fait I'objet de recherches de molécules bioactives.

L’ objectif de cette étude était d’évaluer en premier lieu I’ activité antibactérienne des
extraits phénoliques de quel ques plantes médicinales locales, ensuite de mettre en évidence, S'il
y a lieu, I’effet inhibiteur de ces extraits sur des -lactamases isolées d’une souche bactérienne

d’ Acinetobacter baumannii.

Durant ce travail, huit plantes médicinales appartenant a différentes familles botaniques
(Artemisia absinthium, Calendula arvensis, Cupressus sempervirens, Ephedra altissima,
Marrubium vulgare, Mirabilis jalapa, Nerium oleander et Quercus ilex) ont été sélectionnées
pour évaluer in vitro |’ activité antibactérienne de leurs extraits phénoliques vis-avis de 04
souches de référence (Esherichia coli ATCC 25922, Saphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Saphylococcus aureus ATCC 43300).

Tous les extraits étudiés se sont revel és riches en polyphénols et ont présenté une bonne
activité antibactérienne sur une ou plusieurs souches testées, cependant leur efficacité differe
d une plante a une autre. Les diametres des zones d’ inhibition augmentent avec |’ augmentation
de la quantité de I’ extrait testé.

Les souches bactériennes a Gram positif sont plus sensibles aux extraits des plantes
comparativement a celles a Gram négatif. Les zones d'inhibition les plus larges ont été
obtenues avec |'extrait des feuilles de Q. ilex. La CMI la plus faible (0,41mg/ml) a éé

enregistrée pour ce méme extrait vis-a-vis de la souche S. aureus ATCC 43300.

Les tests d’inhibition des B-lactamases, réalisés sur gel d’iode, effectués pour I’extrait
enzymatique d’ Acinetobacter baumannii ont montré que les extraits des trois plantes. Artemisia
absinthium (Absinthe), Calendula arvensis (Souci des jardins) et Mirabilis jalapa (Merveille
du Pérou) inhibent les pénicillinases et les céphalosporinases de la souche d’A. baumannii et
gue I’extrait d’ Ephedra altissima (Ephédra) inhibe les céphal osporinases uniquement de cette

souche.
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Les vitesses d’hydrolyse de la pénicilline G et de la céfazoline, déterminées par
spectrophotométrie, diminuent en présence de I'un des extraits phénoliques des trois plantes
Artemisia absinthium, Calendula arvensis et Mirabilis jalapa. Les pénicillinases d A.
baumannii ont été presque totalement inhibées par les extraits des trois plantes avec des
pourcentages d’inhibition de 93.81% par M. jalapa, 87.62% par A. absinthium, 87.25% par C.
arvensis alors que les céphal osporinases sont inhibées avec des taux de 40.90% par M. jalapa,
31.81% par A. absinthium et 45.45% par C. arvensis.

Nos résultats sont trés prometteurs en ce qui concerne la lutte contre le phénomeéne de
I’ antibiorésistance qui devient aujourd’ hui un probléme de santé publique. Cette étude aura
donc permis d'un point de vue fondamental de mieux connaitre I’importance des extraits
phénoliques des plantes étudiées, mais elle reste néanmoins préliminaire, des recherches plus
approfondies s avérent nécessaires pour éclaircir certains points et découvrir d’ autres pistes de
recherche. Nos perspectives de recherche avenir sont:

= Détermination des paramétres de la cinétique enzymatique et d’ inhibition.
* Etude de I’effet inhibiteur de ces extraits sur différentes B-lactamases isolées a partir
d autres souches bactériennes pathogenes.

» Recherche d’ autres activités des extraits de ces huit plantes.
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Annexe 01: Courbe d’éalonnage d’acide gallique
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Figure 0l : Courbe d’'éalonnage d’ acide gallique utilisée pour quantifier les
Polyphénolstotaux des différents extraits de plantes.

Annexe 02 : Calcul des vitesses d’hydrolyse des antibiotiques par les p-lactamases

Selon la loi de Beer-Lambert : AA=¢ AC 1 ; Donc: AC= AA/e 1

(A : Absorbance; C : concentration; ¢ : coefficient d’extinction molaire; I : trajet optique)

Onsaitque: V=AC/At (V :vitesse d’hydrolyse; t: temps)

Sachant que :
At=to-tg dans le cas ou Ae<0

At=to-t, dans le cas ou Ae>0



Résumé

Durant cette étude, nous avons évalué |’ activité antibactérienne des extraits methanoliques de 08 plantes
médicinales locales vis-a-vis de 04 souches bactériennes de référence. Touts les extraits éaient riches
en composés phénoliques. L’ extrait des feuilles de Quercus ilex sest avéré le plus efficace sur les
quatre souches testées. La souche de S. aureus est la plus sensible alors que P. aeruginosa est la plus
résistante aux extraits des plantes. Les tests iodométriques ont montré que les extraits d’ A. absinthium,
C. arvensis et M. jalapa inhibent les céphaosporinases et les pénicillinases de la souche
d’ Acinetobacter baumannii et que I’ extrait d’E. altissma inhibe uniquement les céphal osporinases de
cette méme souche. La pénicillinase d’ A. baumannii est inhibée avec des taux de 93.81% par M. jalapa,
87.62% par A. absinthium, 87.25% par C. arvensis aors gque la cépha osporinase est inhibée avec des
taux de 40.90% par M. jalapa, 31.81% par A. absinthium et 45.45% par C. arvensis.

Mots clés: Plantes médicinales, extraits méthanoliques, composés phénoliques, activité antibactérienne,
inhibition de p-lactamases.

Summary

In this study, we have evaluated the antibacterial activity of methanolic extracts from 08 local medicinal
plants against 04 bacterial reference strains. All extracts were rich on phenolic compounds. Q. ilex leaf’s
extract was the most active one showing activity against al strains under study. S. aureus was the most
susceptible strain to plant extracts whereas P. aeruginosa was the most resistant one. lodometric essays
have demonstrated that extracts from A. absinthium, C. arvensis and M. jalapa inhibited penicillinases
and cephalosporinases of Acinetobacter baumannii however E. altissima extract inhibit
cephalosporinases only. Penicillinases of A. baumannii were inhibited at 93.81% by M. jalapa, at
87.62% by A. absinthium and at 87.25% by C. arvensis. Céphal osporinases were inhibited at 40.90% by
M. jalapa, at 31.81% by A. absinthium and at 45.45% by C. arvensis.

Keywords: Medicinal plants, methanolic extracts, phenolic compounds, antibacterial activity, f-lactamases
inhibition.
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