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Introduction

Introduction

Dans le Sahara algérien, la population est dispersée et une partie de cette derniere reste
nomade. Les structures sanitaires ne sont pas tres efficaces. Cependant, la population a recourt
au savoir ancestral des remedes de tous les jours (Hammiche et al., 2006).

L'histoire de la médecine a base de plantes a été connue depuis 1’antiquité. Presque
toutes les cultures et civilisations de l'antiquité a ce jour, ont dépendu totalement ou
partiellement de la phytothérapie pour son efficacité, son cofit abordable, sa disponibilité, sa
faible toxicité ainsi (Akharaiyi et al., 2010).

Les plantes médicinales représentent une riche source d'antimicrobiens et
d’antioxydants. Un certain nombre de plantes médicinales ont été consacrées pour traiter
différentes maladies chez I'homme et les animaux (Siddiqui et al., 2010) ; ceci est di a la
présence de molécules bioactives. Parmi ces composés bioactifs on trouve les alcaloides et les
composés phénoliques (Hota et al., 2007). Les plantes ont été utilisées d’abord sur une base
folklorique et plus tard développées de maniere scientifique en unique agent médicamenteux
(Shuvanich et al., 2012).

Les infections dues a des agents pathogenes a résistance multiple sont compliquées a
traiter en raison des facteurs de virulence et d’un choix relativement limité des agents
antimicrobiens. Ainsi, il est extrémement important de trouver de nouveaux antimicrobiens
qui sont efficaces pour le traitement des maladies infectieuses causées par des
microorganismes résistant aux antibiotiques (Aiyegoro et al., 2011). Une des possibilités est
de combiner des antibiotiques avec des adjuvants ou des antimicrobiens choisis dans le
réservoir des composés bioactifs dans la nature (Bush et al., 2011).

Matricaria pubescens fait partie des plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle
dans le nord du Sahara, elle est mentionnée dans les enquétes ethnobotaniques menées par
Maiza, (1996) et Ould El Hadj, (2003) en Algérie. Cette plante endémique est tres répondue
dans le sud-ouest de I'Algérie.

Les dattes (Phoenix dactylifera) représentent un repas essentiel dans certaines régions
arabes (Miller et al., 2003 ; Al-Qarawi et al., 2003). Ces fruits ont une place importante dans
la religion ; ils sont utilisés pour rompre la journée de jeline pendant le mois sacré du
Ramadan en Islam. Pour les juifs, c'est I'un des sept fruits saints dans le monde (Baliga et al.,

2011 ; Ahmed et al., 2016 ).



Introduction

Dans certaines régions du Sahara, les dattes sont associées a d’autres plantes a valeur
thérapeutique et la préparation est ainsi destinée pour le traitement de maux comme la toux,

les allergies et les maladies infectieuses.

Le but de cette présente étude est d’explorer les remedes traditionnels et les pratiques
basées sur le savoir ancestral des populations sahariennes. On s’intéresse au mélange de dattes
Deglet Nour (Phoenix dactylifera L.) et de la plante médicinale Matricaria pubescens, qui est
une étude jamais entreprise.

L’étude est axée sur une synthése bibliographique renfermant 1’essentiel des
informations sur le sujet et une étude expérimentale suivi des résultats et de leur discussion.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

v’ Extraction des alcaloides totaux a partir de M.pubescens, des dattes, ainsi que de leur
mélange.

v Evaluation de Dactivité antibactérienne par la méthode des puits de D’extrait
méthanolique de M .pubescens, des dattes et du mélange sur diverses souches.

v La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ainsi que 1’activité
bactéricide ou bactériostatique.

v La détermination de la synergie entre les extraits et des antibiotiques.
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I.Antibiotiques

Un antibiotique est une substance chimique formée comme sous-produit métabolique
dans les bactéries ou les champignons, qui tue (effet bactéricide) ou inhibe (effet
bactériostatique) la croissance des bactéries, sans avoir un effet néfaste sur les cellules de
I’hdte. Les antibiotiques appartiennent au groupe de composés antimicrobiens utilisés pour
traiter les infections causées par des microorganismes, y compris les champignons ou les
protozoaires.

Les antibiotiques peuvent étre produits naturellement a l'aide de microorganismes ou
synthétiquement dans les laboratoires (Chaudhary et al., 2004 ; Meyer et al.,2004) et
peuvent étre classés selon ’origine, la nature chimique, le mécanisme d’action et le spectre
d’action (Yala et al., 2004).

Les antibiotiques agissent a de faibles concentrations et interagissent d’une maniere
spécifique au niveau d’une structure, d’une voie métabolique ou d’une enzyme, perturbant
de ce fait la vitalité et inhibent la croissance microbienne (Meyer et al., 2004).

I.1. Résistance aux antibiotiques

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. La résistance antibactérienne peut étre atteinte a
travers des mécanismes intrinseques ou acquis. Les mécanismes intrinseques sont spécifiés
par les phénomenes naturels des genes trouvés sur le chromosome de 1'hte (mutations
chromosomiques). Les mécanismes acquis impliquent des mutations dans les génes ciblés
par l'antibiotique et le transfert des déterminants de la résistance (€léments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons)). Ces résistances peuvent conduire a
une diminution du nombre d’options thérapeutiques, voire étre a I’origine d’échecs
thérapeutiques (Alekshun et Levy, 2007 ; Kempf et Zeitouni, 2012).

La résistance chromosomique ne concerne qu’un antibiotique ou une famille
d’antibiotiques. Les résistances plasmidiques peuvent concerner plusieurs antibiotiques,
voire plusieurs familles d’antibiotiques, entrainant une multirésistance, et sont les plus
répandues. Le transfert de mécanismes de résistance peut survenir d’une souche a 1’autre
ou d’une espece a ’autre (Meyer et al., 2004 ; Madhavan et Murali, 2011). Dans ce
scénario, un sous-ensemble de cellules bactériennes dérivées d'une population sensible
développe des mutations dans les genes qui affectent l'activité du médicament, ce qui
entraine une survie cellulaire préservée dans la présence de la molécule antimicrobienne en

modifiant la cible antimicrobienne, en diminuant I'absorption du médicament ou par

3
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l'activation de I'efflux, mécanismes pour extruder la molécule nocive (Munita et Arias,

2016).
II.Alcaloides

Le terme «alcaloide» a d'abord été mentionné en 1819 par W. Meissner. Il a observé
que ces composé€s sont apparus "comme alkalis", et il les a donc nommés alcaloides
(Clayden et al., 2001). La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein
et Trier en 1910 : un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine
végétale), hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire
complexe plus ou moins alcaline (de 1’Arabe al kaly qui signifie soude, et du Grec eidos
qui signifie aspect) (Bruneton, 1995). Les alcaloides sont doués de propriétés
physicochimiques prononcées méme a faible dose (Bruneton 1999 ; Zenk et Juenger,
2007).

Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que
produits de différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés
tels que la lysine, 1’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Harborne, 1995 ; Dewick ,
2001 ; Bhat ; 2005).Quelques structures sont relativement simples, par contre d'autres sont
complexes.

La synthese des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, puis les
alcaloides se concentrent dans la vacuole. Généralement, les alcaloides sont produits dans
les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux
différents et, lors de ces transferts, ils peuvent subir des modifications. Chez de
nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou les

graines (Krief, 2003).

Les alcaloides sont divisés en trois genres :

¢ Les alcaloides vrais qui dérivent de I'acide aminé partagent un cycle hétérocyclique
avec ’azote. Ils sont en nombre limité d’especes et de familles. Ces alcaloides sont des
substances hautement réactives a activité biologique méme a faible dose. La plupart
sont des substances cristallines bien définies qui s'unissent avec des acides pour former
des sels. Ils sont présents dans les plantes soit sous forme libre, de sels ou de N-oxyde

(Aniszewki, 2007).
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¢ Les pseudo-alcaloides qui présentent le plus souvent les caractéristiques des alcaloides
vrais mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Les alcaloides stéroidaux et les
purines sont les représentants principaux de cette classe d’alcaloides. Il s’agit, dans la
majorité des cas connus, de dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du
métabolisme de 1’acétate.
¢ Les proto-alcaloides qui sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans
un systeme hétérocyclique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés. Ils sont
souvent appelés «amines biologiques» et sont solubles dans 1’eau (Bruneton 1999 ;
Bruneton 2009 ; Maldonado 2012).
I1.1. Propriétés physicochimiques des alcaloides
Les alcaloides sont des substances azotées avec des masses moléculaires tres variables
de 100 a 900 g/mol. La plupart des bases non oxygénées sont liquides a température
ordinaire (nicotine, sparténite, coniine) ; celles qui comportent dans leur formule de
I’oxygene sont normalement des solides cristallisables, rarement colorés. Ces derniers
dévient la lumiere polarisée et ont des points de fusion nets, sans décomposition et surtout
au dessous de 200 °C. Les alcaloides bases, sont insolubles ou tres peu solubles dans 1’eau,
solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires, solubles dans les alcools de
titre élevé. La basicité des alcaloides est tres variable, étroitement fonction de la
disponibilité du doublet libre de 1’azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a
I’atome d’azote diminuent la basicité, des groupements électro-donneurs 1’exaltent. La
basicité est également influencée par des contraintes stériques, elle est un facteur
d’instabilité pour ces molécules qui, a 1’état de base et en solution, sont sensibles a la

chaleur, a la lumiere, a I’oxygene. (Bruneton, 2009).

I1.2. Utilité et usages pharmacologiques des alcaloides

Les alcaloides sont recherchés pour leurs effets physiologiques constituant ainsi des
substances particulierement intéressantes pour les activités pharmacologiques qui
s’exercent dans les domaines les plus variés.

Les différentes propriétés conferent aux plantes alcaloidiques une place de choix, tant
traditionnelle que moderne, compte tenu d’un panel d’activités thérapeutiques (Badiaga,

2011).
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I1.3. Propriétés antibactériennes des alcaloides

Les activités antibiotiques sont communes aux alcaloides et quelques un sont méme
utilis€s comme antiseptiques en médecine (Cordell, 1983).

Il faut mentionner que l'activité antimicrobienne des alcaloides a été largement étudiée
méme pendant les années 1940-1980. Ces études ont rapporté pres de 50 stéroides
différents et plus de 100 isoquinolizidines, et au moins 90 alcaloides indole terpénoides
pour avoir une activité antimicrobienne. La recherche a relaté une grande diversité de
lI'activité antimicrobienne contre les bactéries, les levures et les champignons. Dans les
années 1990, les alcaloides les plus connus et largement utilisés étaient la berbérine et la
sanguinarine, en raison de leur activité antimicrobienne (Aniszewski, 2007).

La berbérine est douée de propriétés bactériostatiques a faible dose, bactéricides a dose
plus élevée, elle est active sur de nombreux germes (staphylocoques, streptocoques,
salmonelles, proteus, vibrions...) (Khalid et al., 2004).

En 1998, Caron et al, ont étudié 34 alcaloides de type indole en utilisant 8
microorganismes différents (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Aspergilus niger). 1l a été constaté que parmi les alcaloides
étudiés, 31 ont une activité biologique contre ces microorganismes.

En 2005, Sawer et ses collaborateurs ont démontré que les alcaloides indoloquinoline,
cryptolépine provoquent la lyse cellulaire et des changements morphologiques sur
Staphylococcus aureus, mais ces effets sont peut étre dus a d’autres mécanismes puisque
ce composé est connu pour étre un agent intercalant de I’ADN et un inhibiteur de la
synthese d’ADN par inhibition de la topoisomérase (Bonjean et al., 1998; Dassonneville et
al., 2000; Lisgarten et al., 2002 ; Guittat et al., 2003; Karou et al, 2006).

Dans une étude plus récente, Ozgelik et al., (2011) ont rapporté un effet antibactérien
tres élevé de 10 alcaloides différents contre des souches standard et des souches isolées.
Parmi les composé testés : la yohimbine, la vincamine, la scopolamine, 1’atropine et la

colchicine.
III.Présentation de Matricaria pubescens
I11.1. Description morphologique et répartition géographique
Matricaria pubescens appartenant a la famille des Asteraceae, est une petite plante
spontanée et endémique tres connue en Afrique du Nord. C’est une plante annuelle de 10 a

20 cm de hauteur, plus rarement atteignant 40 cm. Elle posséde de nombreuses tiges

couchées, minces et tres peu ramifiées de couleur vert foncé. Les feuilles sont 1égerement
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charnues, entre 10 et 20 mm de long, profondément découpées, présentant des lobes qui se
terminent par une pointe blanche. Les fleurs sont tubulaires jaunes regroupées dans des
tetes discoides hémisphériques. Les capitules de 5 a 8 mm de diametre sont fixés a
I’extrémité des tiges. Les fruits sont des akenes équipés de Pappus favorisant sa dispersion.
La floraison a lieu au printemps dans le nord du Sahara algérien, et en tout temps apres la
pluie dans le centre du Sahara. Cette plante est commune au Sahara septentrional (Negre,

1962 ; Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004).

Figure 1 : Photographie de Matricaria pubescens Algérie - Tassili N'Ajjer - Oued Hell
http://etudiants.touggourt.org/flores-doued-righ.html

I11.2. Noms vernaculaires
Le nom scientifique de la matricaire, Matricaria pubescens, dérive du latin, Matricaria
dérive de Matrix désignant matrice ; pubescens signifiant velu.
Matricaria pubescens est appelée Guertoufa a El Goléa, Ainasnis a Tassili ; par contre
a Béchar, elle est appelée Ouazouaza ou Guertoufa Khadra (Maiza et al., 1993).
II1.3. Classification de Matricaria pubescens
La classification botanique de Matricaria pubescens est décrite par Ozenda (2004)
comme suit :
Embranchement : Angiospermes ;
Classe : Dicotylédones ;
Ordre : Astérales ;
Famille : Asteraceae (Compositae) ;
Genre : Matricaria ;

Espece : pubesens .
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II1.4. Utilisation pharmacologique de Matricaria pubescens

Matricaria pubescens est une herbe médicinale traditionnelle tres appréciée par les
habitants des régions sahariennes, utilisée comme remede contre les rhumatismes, les
courbatures, la toux, les allergies, les affections oculaires, la dysménorrhée, les piqilires de
scorpion et les troubles gastro-intestinaux. Chez les enfants contre la rougeole, les maux

liés a la dentition, la fievre et les dermatose (Maiza et al., 2011).

II1.5. Composition chimique de Matricaria pubescens

Les études pétrochimiques sur Matricaria pubescens ont permis de mettre en évidence
différents types de composés chimiques : tannins, flavonoides (flavonoides aglycones et
flavonoides glycosés), alcaloides, saponines, terpenes, stéroides, cardénolides (Djellouli et
al., 2013) et huiles essentielles (Boutaghmane et al., 2011 ; Makhloufi et al., 2012).

IV.Généralités sur les palmiers dattiers

Le palmier dattier, Pheenix dactylifera L a été décrit pour la premiere fois par Linné en
1734. Le nom est composé de deux mots «Pheenix » qui signifie dattier chez les phéniciens
et dactylifera dérive du terme grec «dactulos » signifiant doigt, allusion faite a la forme du

fruit (Djerbi, 1994).

Le palmier dattier, Phoenix dactylifera, est parmi les especes les plus importantes dans
la famille des palmiers (Arecaceae), qui englobe environ 200 genres et plus de 2 500
especes (El Hadrami et EI Hadrami, 2009). C'est une plante de taille moyenne 15-25 m de
hauteur, se développe seul ou forme des touffes avec d'autres tiges de la méme racine
(Bahmanpour et al., 2006). Ses feuilles sont 4-6 cm de long ayant des épines sur les
pétioles et pennées avec 150 folioles de 30cm de long et 2cm de large, portées sur des
couronnes de 6 a 10 m. Les fruits sont ovales et cylindriques de 3 a7 cm de longet2 a7
cm de diametre (Ahmed et al., 2016).

IV.1. Palmier Dattier en Algérie

Le Sahara algérien est le plus grand désert du monde au climat tres chaud et offrant
ainsi ’environnement adéquat pour le développement du palmier dattier. Sa culture s’étend
des frontieres marocaines aux frontieres tuniso-libyenne, et allant de 1'atlas saharien vers
I'ouest Reggane, et Djanet a l'est passant par Tamanrasset au centre (Bougeudora et al.,

2010). Pour une superficie de 120 830 hectares, il est seulement cultivé au niveau de 17

wilayas (Messaid, 2008).
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IV.2. Description morphologique de Pheenix dactylifera L

La datte est le fruit du palmier dattier qui est constituée de deux parties, une partie
comestible qui est la pulpe et la deuxieme partie non comestible qui est le noyau. Le fruit
est composé d'un mésocarpe charnu couvert par un épicarpe mince et endocarpe autour du
noyau (Munier, 1973 ; Espiard, 2002).

La Deglet Nour (figure 2) est une datte demi molle, d’une longueur moyenne de 6 cm ;
le diametre moyen est de 1.8 cm ; le poids moyen est de 12 g (Maatallah, 1970). Cette
datte est de forme fuselée, ovoide, légerement aplatie du coté périanthe. Au stade Tmar, la
datte devient ombrée, avec un épicarpe lisse, brillant. Le mésocarpe est fin, de texture

fibreuse, la plus succulente est la plus appréciée des dattes (Belguedj, 2002) (Figure 1).

Figure 2 : photographies de grappes de dattes (Pheenix dactylifera L) d’ Algérie.
IV.3. Nomenclature

Dans les langages conversationnels, les dattes sont connues sous le nom de Sugar Palm
(anglais), Nakhal (arabe), Khajur (Hindi et Urdu), Karchuram (Tamoul, Malayalam) et
Karjura (Kannada) (Al-Shahib et Marshall, 2003; Zaid, 1999).
IV 4. Classification de Pheenix dacylifera L

Selon Djerbi (1994), la place du palmier dattier dans le regne végétal est comme suit :

Groupe : Spadiciflore.S ;
Embranchement : Angiospermes ;

Classe: Monocotylédones ;
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Ordre: Palmales ;
Famille: Coryphoidées ;
Tribu: Phoenixées ;
Genre: Pheenix |
Espece: Pheenix dactylifera L.
IV.5. Composition chimique de Phaenix dactyliféra L

Phytochimiquement, toute la plante contient des hydrates de carbone, alcaloides,
stéroides, flavonoides, vitamines et des tanins. Le profil phénolique de la plante a révélé la
présence d'acides principalement cinnamiques, glycosides de flavonoides et des flavanols
(Seelig, 1974; Dowson, 1982; Biglari et al., 2008).
IV.6. Utilisation des fruits de Pheenix dactyliféra L

Depuis toujours les dattes ont été un élément trés essentiel pour I’homme que ce soit
pour son alimentation ou pour ses vertus thérapeutiques. Les dattes ont été utilisées
comme détersives et astringentes pour les troubles intestinaux, traitement des maux de
gorge, des thumes, catarrhe bronchique, fievre, gonorrhée, cirrhose du foie et des troubles

abdominaux et contre l'intoxication alcoolique (Barh et Mazumdar, 2008).
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L.Préparation du matériel végétal

La plante ; Matricaria pubescens a été récoltée dans la région de Hassi Messaoud
wilaya de Ouargla (Algérie) au mois d’avril 2015. Une fois ramenée au labo, la plante a été
séchée dans un endroit sec a 1’abri du soleil et de la lumiere. L’échantillon a été broyé en
poudre fine grace a un broyeur électrique puis tamisé par le moyen de deux tamiseurs de
granulométries différentes (500 pm et 250 pm). Les fractions obtenues sont conservées
dans des boites en verre pour les préparations ultérieures.

Le matériel végétal a été authentifié par J.P.Lebrun (Museum National d’Histoire
Naturelle, Paris). Un spécimen de la plante a été déposé au laboratoire d’ Alger, Algérie.

Les fruits du palmier dattier Phoenix dactylifera L., variété Deglet Nour ont été
recueillis au stade Tamr (pleine maturité) dans le sud-est de 1’Algérie dans la région de
Touggourt wilaya de Ouargla au mois d’octobre 2016. Les fruits ont été transportés au
laboratoire du département de biologie-physicochimique et maintenus a 10°C. La chair des
dattes est séparée du noyau, découpée en petits morceaux puis congelée a une température
de -80 °C. Apres 24 heures de congélation, le matériel végétal est séché par lyophilisation
puis moulu en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique puis tamisé afin d’avoir des
particules de 250 pum de diameétre. La poudre obtenue est conservée dans des boites en

verre, pour servir par la suite, pour la préparation des différents extraits.

II.Extraction des alcaloides totaux
Dans le but d’extraire le maximum d’alcaloides totaux, un protocole d’extraction dans
un milieu alcoolique est utilisé et appliqué a I’ensemble du matériel végétal et le mélange

des plantes.

I1.1. Extraction par soxhlet avec le méthanol

Les alcaloides sont obtenus selon la méthode de Ross et Rain (1977), rapportée par
Harborne (1998). La poudre délipidée par I’hexane (10 g) est extraite au soxhlet par 300 ml
d’alcool (méthanol) pendant 8h. La solution extractive méthanolique est évaporée a sec et
le résidu est repris par 50 ml d’eau distillée additionnée a une solution d’acide
chloridrique a 5% mélangée avec de ’eau distillée au pH=4. 30 min apres, la solution
aqueuse est alcalinisée par ’ammoniac au pH=9. La fraction est reprise dans une ampoule

a décanter pour ’extraction des alcaloides avec 50 ml de chloroforme. La phase organique
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chloroformique est récupérée et évaporée a sec. Le résidu obtenu qui représente les

alcaloides totaux est récupéré au DMSO puis conservé a 4 °C.

ITI.Détermination du taux d’extraction
Le rendement de I’extraction en alcaloides est déterminé par le calcul de la différence
entre le poids du bécher plein et le poids du bécher vide. Le pourcentage d’extraction est

calculé comme suit :

Taux d’extraction (% )= [(P;-Py)/E] 100

Py : poids du bécher vide (g).
P, : poids du bécher apres évaporation du solvant (g).

E : poids de I’échantillon initial (g).

IV.Test phytochimique

La présence des alcaloides est confirmée par un test phytochimique spécifique. Pour
I’analyse, 1 ml de la solution méthanolique de I’extrait a été mélangée avec 1 ml de HCl et
traité avec quelques gouttes du réactif Dragendorff. Dans ce test, le précipité orangé

indique la présence d’alcaloides (Roberto et al., 2016).

V.Détermination de ’activité antibactérienne

L’étude de D’activité antibactérienne a consisté a déterminer 1’efficacité du pouvoir
antibactérien des extraits alcaloidiques vis-a-vis des souches bactériennes. Différentes
concentrations de 1’extrait alcoolique (méthanol) sont soumises au test antibactérien selon

la méthode des puits.

V.1. Souches bactériennes utilisées

L’activité antibactérienne des 5 concentrations de I’extrait méthanolique (5 mg/ml, 10
mg/ml, 15 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml) de M. pubescens, P.dactylifera et du mélange est
testée sur des souches référenciées obtenues aupres du laboratoire d’Ecologie Microbienne
(LEM) incluant : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus méticilline
résistant ATCC 43300 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. Les souches sont

maintenues sur bouillon nutritif a 4°C.
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V.2. Préparation de la suspension bactérienne

Une colonie isolée de chaque souche a été prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur et
homogénéisée dans 5 ml de bouillon nutritif puis incubée dans une étuve a 37 °C pendant
18 heures. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée 2 environ 10° UFC (Konaté et

al., 2012).
V.3. Aromatogramme

L’activité antibactérienne des différentes concentrations a été étudiée pour chaque
souche a partir d’une culture de 18 heures. L’ensemencement de 1’inoculum a 1’aide d’un
écouvillon est réalisé en surface du milieu Mueller Hinton préalablement coulé dans des
boites de Pétri. Apres 15 min, des puits ont été découpés a 1’aide d’une pipette Pasteur
(I’extrémité épaisse de 6 mm de diametre). Une goutte de la méme gélose fondue a servi a
obturer le fond des puits pour limiter la diffusion des extraits sous la gélose. Ces puits ont
été ensuite remplis avec 50 pul de chaque extrait. La gentamicine est utilisée pour le test
positif et le DMSO pour le test négatif. Apres diffusion (2 heures a 4 °C), les boites sont
incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures et les zones d’inhibition sont mesurées
et le diametre du puit (6 mm) est inclus dans le tableau des résultats exprimés par la

moyenne des 3 tests.

V.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de facon générale est la plus faible
concentration d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible a I’ceil nu apres
un temps d’incubation de 18 a 24 heures (Moroh et al., 2008). La CMI est déterminée en
utilisant la méthode de dilution en milieu solide gélosé (Mueller Hinton). Seul 1’extrait
ayant la meilleure activité sur chaque souche est testé. La solution mere subit une série de
dilution allant de 1/2 a 1/64, donnant des concentrations de 25 mg/ml, 12.5 mg/ml, 6.25
mg/ml, 3.125 mg/ml, 1.562 mg/ml et 0.781 mg/ml.

Apres ensemencement des boites a I’aide d’écouvillons, 50 pl de chaque dilution des
extraits précédents sont répartis dans des puits de 6 mm de diametre. Apres diffusion de 2

heures a 4 °C, les boites sont par la suite incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
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V.5. Détermination de I’activité bactéricide ou bactériostatique

Selon Lewus et al. (1992), I’activité bactéricide ou bactériostatique est déterminée en
découpant un carré de la gélose a partir des zones d’inhibition obtenues. Le carré prélevé
est re-suspendu dans 5 ml de bouillon nutritif.

La lecture des résultats est effectuée chaque jour, au bout d’une semaine d’incubation,
les bouillons restant clairs ont été ensemencés en stries sur milieu TSA (Tripticase Soja
Agar). La lecture est réalisée apres une incubation de 18 a 24 heures a 37 °C.

Un témoin négatif (tube contenant du bouillon nutritif seul) et un témoin positif (tube
contentant du bouillon nutritif et un carré de la gélose) sont pris pour test pour interpréter
les résultats.

V.6. Etude de la synergie entre extraits et antibiotiques

Pour mettre en évidence la présence ou 1’absence de 1’effet synergique des extraits de
M.pubescens, P.dactylifera et du mélange, les disques d’antibiotiques sont imprégnés avec
50 pl de chaque extrait de concentration de 50 mg/ml. Les antibiotiques testés sur les trois

souches dans ce travail sont : la ceftazidime (CAZ), la gentamicine (GM), I’amoxyclave,

(AMC) et I’amikacine (AMK).
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I.Taux d’extraction

La présente étude a été consacrée a ’extraction des alcaloides de la matricaire, des
dattes et de leur mélange en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, ainsi que
I’étude de 1’activité antibactérienne de tous les extraits obtenus.

La technique d’extraction est une étape trés importante dans I’isolement et la
récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végétal (Quy Diem
Do et al., 2014). Elle est influencée par la nature chimique, la méthode utilisée, la taille
d’échantillon étudié, ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

Dans le présent travail, il est procédé a 1’extraction par soxhlet des alcaloides totaux a
partir du matériel végétal.

Le taux d’extraction (I’extrait sec obtenu apres évaporation du solvant, contenant les
alcaloides) a été déterminé par rapport a 10 g de matiere végétale (broyat). C’est le rapport
de la quantité de substances naturelles extraites par I’action extractive d’un solvant et la
quantité de ces substances contenues dans la maticre végétale. Il dépend de plusieurs
parametres tels que : la période de récolte de la plante, 1’age de la plante, la procédure de
séchage, le solvant, le pH, la température, le temps d’extraction et la composition de
I’échantillon (Eloff, 1998 ; Pinelo, 2005; Sipgno et al., 2007; Badiaga, 2011 ; Quy Diem
Do et al., 2014). Ces parametres sont susceptibles d’affecter I’activité antibactérienne des
extraits.

Afin de confirmer la nature des composés extraits, un test phytochimique spécifique est
réalisé. Apres I’ajout de quelques gouttes du réactif de Dragendorff, un précipité orangé est

constaté pour I’ensemble des extraits, ce qui affirme la présence d’alcaloides.
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Figure 3 : Résultats du test phytochimique par le réactif de Dragendorff.
1 : extrait de M.pubesens, 2 : extrait du mélange, 3 : extrait de P.dactylifera.

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans 1’histogramme 1 (figure 4).
Ces résultats, montrent que le rendement en alcaloides le plus important a été obtenu a
partir de la matricaire suivi du mélange et enfin des dattes avec des valeurs de 3.2% ; 1.2%
et 0.8% respectivement.

3.50%

3.00% -

2.50% -

2.00% -

MW Extrait MP

M Extrait dattes

1.50% -
M Extrait mélange

Taux d'extraction

1.00% -

0.50% -

0.00% -

Extrait MP Extrait dattes Extrait mélange

Figure 4 : Taux d’extraction en alcaloides de Matricaria pubescens, Phoenix dactylifera et
du mélange par méthanol.
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Les différences constatées entre les teneurs en alcaloides obtenues a partir de M.
pubescens, P. dactylifera et le mélange pourraient étre expliquées par la nature des
alcaloides de la matricaire et des dattes et leur solubilité dans le solvant d’extraction.

Benhammou et ses collaborateurs, ont rapporté dans leurs travaux en 2013 sur
Anabasis articulata un taux d’alcaloides de 5.47% pour I’extrait méthanolique. Ces
résultats sont supérieurs a ceux obtenus a partir de M. pubesens. Tandis que Maatalah et al.

(2012), ont obtenu un rendement de 1.25 % pour la méme plante.

II.Détermination de I’activité antibactérienne

I1.1. Aromatogramme

La présente étude vise également a évaluer 1’activité antibactérienne des alcaloides
contenus dans chacun des trois extraits.

L’aromatogramme a révélé que tous les extraits testés avaient une activité contre
toutes les souches étudiées (tableau I).

Les résultats montrent que les extraits méthanoliques de M .pubenscens, Phoenix
dactilyfera et leur mélange, ont présenté des diametres d’inhibition compris entre
10,6+0,57 mm et 16,3+0,57 mm, contre la souche SARM ATCC43300. Ces diametres
varient entre 11,3 +0,57 mm et 16 +1,0 mm sur la souche S.aureus ATCC25923 et entre
13+1,0 et. 16,3%1,15 contre E. coli ATCC25923. Pour ces trois extraits, les diametres
d’inhibition obtenus présentent des différences significatives (p < 0,05) sur S. aureus
ATCC25923 et SARM ATCC43300 (annexe 2). Toutefois ces trois extraits a différentes
doses produisent sur E.coli ATCC25923 des diametres d’inhibition qui ne sont pas

statistiquement différents (p > 0,05).
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Tableau I: Activité antibactérienne des extraits de Matricaria pubenscens, Phoenix

dactilyfera et leur mélange.

Extraits végétaux SARM ATCC43300 S.aureus E.coli
ATCC25923 ATC(C25923
M.pubescens 5 mg/ml 10,6+0,57* 11,3 £0,57¢ -
M.pubescens 10 mg/ml 13,610,57b 11,6 £0,57° -
M.pubescens 15 mg/ml 14+1,0° 12,3+1,15* -
M.pubescens 25 mg/ml 14,3+0,57° 13,640,57"¢ 14,3+0,57 "
M.pubescens 50 mg/ml 16+1,0° 15 +1,73°¢ 16+1,0€
P.dactilyfera 5 mg/ml - - -
P.dactilyfera 10 mg/ml 11,3+2,08° 10 +0,0° -
P.dactilyfera 15 mg/ml 11,6+1,15° 12,6 0,57 ¢ -
P.dactilyfera 25mg/ml 11,6+1,15° 14 +1,0° 13+1,0°
P.dactilyfera 50 mg/ml 14,6+0,57 € 14 +1,0° 15+0,0°
MP/MD 5 mg/ml 10,6+1,52° 10 £1,0° -
MP/MD 10 mg/ml 13,3+1,15" 11 +0,0° -
MP/MD 15 mg/ml 13,3+1,15° 12,6 £0,57° -
MP/MD 25 mg/ml 14,3+1,15"¢ 14,6 +0,57° 14+0,0°
MP/MD 50 mg/ml 16,3+0,57 16 +1,0° 16,3+1,15°¢

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

MP/MD : le mélange M. pubescens | P. dactilyfera. -: aucune inhibition.

a, b, c et d sont des lettres portées en indice des moyennes pour le test de comparaison. Elles sont issues du
test statistique appliqué. Ainsi, dans chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne présentent pas

de différences significatives au seuil 5%.

Sur la souche SARM ATCC 43330, I’effet inhibiteur le plus fort a été trouvé avec
I’extrait du mélange concentré a 50 mg/ml avec une zone d’inhibition de 16.3 mm suivi de
I’extrait alcaloidique et de Matricaria pubescens a la méme concentration, avec un
diametre d’inhibition de 16 mm. Cependant une zone de 14.66 mm est observée avec
I’extrait P. dactylifera a la dose de 50 mg/ml. Les zones les plus faibles sont observées

avec les concentrations les plus faibles de 5, 10 et 15 mg/ml (figure 5).
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A B

Figure 5 : Activité antibactérienne des extraits de M.pubescens, P.dactylifera et du
mélange sur la souche SARM ATCC 43330 avec les concentrations de 5 mg/ml (A), 10
mg/ml (B), 15 mg/ml (C), 25 et 50 mg/ml (D).

MP : extrait de M.pubescens avec les concentrations (A), (B) et (C).
MP; : extrait de M.pubescens avec la concentration 25 mg/ml.

MP, : extrait de M.pubescens avec la concentration 50 mg/ml.

D : extrait de Phoenix dactylifera avec les concentrations (A), (B) et (C).
D, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 25 mg/ml.

D, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 50 mg/ml.

M, : extrait du mélange avec la concentration 25 mg/ml.

M, : extrait du mélange avec la concentration 50 mg/ml.

L’effet antibactérien le plus important vis a vis de S.aureus ATCC25923 a été obtenu
avec I’extrait du mélange d’une concertation de 50 mg/ml avec une zone d’inhibition de 16

mm, alors que 1’effet le plus faible a été constaté avec ’extrait des dattes et le mélange aux

19



Résultats et discussion

concentrations respectives de 10 mg/ml et 5 mg/ml avec une zone d’inhibition de 10 mm

(figure 6).

Figure 6 : Activité antibactérienne des extraits de M. pubescens, P. dactylifera et du
mélange sur la souche S. aureus ATCC25923 avec les concentrations de 5 mg/ml (A), 10

mg/ml (B), 15 mg/ml (C), 25 et 50 mg/ml (D).

MP : extrait de M.pubescens avec les concentrations (A), (B) et (C).

MP; : extrait de M.pubescens avec la concentration 25 mg/ml.

MP; : extrait de M.pubescens avec la concentration 50 mg/ml.

PD : extrait de Phoenix dactylifera avec les concentrations (A), (B) et (C).
PD, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 25 mg/ml.

PD, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 50 mg/ml.
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M, : extrait du mélange avec la concentration 25 mg/ml.

M, : extrait du mélange avec la concentration 50 mg/ml.

L’activité antibactérienne la plus élevée sur E. coli ATCC 25922 a été constatée en
utilisant le mélange a une concentration de 50 mg/ml, avec une zone d’inhibition de 16,3
mm tandis que ’activité inhibitrice la plus faible a été observée en utilisant 1’extrait de
dattes a 25 mg/ml ol la zone d’inhibition était de 13 mm. Les trois extraits de Matricaria
pubenscens, Phoenix dactilyfera et leur mélange dont la concentration est inférieure a 25

mg/ml n’ont montré aucune activité sur cette souche (figure 7).

A B

Figure 7 : Activité antibactérienne des extraits de M.pubescens, P.dactylifera et du
mélange sur la souche E.coli ATCC 25922 avec les concentrations de 5 mg/ml (A), 10
mg/ml (B), 15 mg/ml (C), 25 et 50 mg/ml (D).
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MP : extrait de M.pubescens avec les concentrations (A), (B) et (C).
MP; : extrait de M.pubescens avec la concentration 25 mg/ml.

Mp, : extrait de M.pubescens avec la concentration 50 mg/ml.

D : extrait de Phoenix dactylifera avec les concentrations (A), (B) et (C).
D, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 25 mg/ml.

D, : extrait de Phoenix dactylifera avec la concentration 50 mg/ml.

M, : extrait du mélange avec la concentration 25 mg/ml.

M, : extrait du mélange avec la concentration 50 mg/ml.

La gentamicine a montré un effet plus puissant que les extraits testés avec des zones
d’inhibitions de 21 mm, 19 mm, 17 mm sur SARM, S. aureus, E. coli respectivement.

Dans cette étude, 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de M. pubescens, Phoenix
dactilyfera et leur mélange sur des germes responsables de nombreuses infections
bactériennes a €té réalisée a partir des extraits alcaloidiques de ces plantes. Les résultats
montrent que ces extraits sont actifs sur les souches étudiées ce qui est en accord avec les
études menées par Clark (1981) et Mather et Gonzalez (1982) sur I’inhibition de la
croissance bactérienne par plusieurs composés tels que les alcaloides, les flavonoides et les
tannins.

Les résultats d’Ayachi et al. (2009), ont montré que les extraits des fruits de dattes ont
un faible pouvoir antibactérien contre E. coli, ou le diametre d’inhibition ne dépassait pas
9.5 mm. Des études plus récentes de Sooad Al-daithan et Ramesa Shafi Bhat (2012), ont
montré que la zone d’inhibition de I’extrait méthanolique brut des dattes sur E. coli n’était
que de 11 mm et que S. aureus est plus sensible par rapport a E. coli avec une zone de 16
mm. Cependant dans notre présente étude les résultats s’averent différents ; 1’extrait
alcaloidique du fruit de dattes est plus actif sur la souche E .coli ATCC 25922 (zone
d’inhibition de 15 mm), qui est probablement due a la dose élevée d’alcaloides présente
dans D’extrait utilisé ; tandis que pour S.aureus (zone d’inhibition de 14 mm), cette
différence observée est peut-&tre causée par 1’absence de certains composés tels que les
flavonoides, les phénols et les tannins qui sont des métabolites bioactifs aux activités

antibactériennes.

Makhloufi et al. (2012), dans leur travail sur I’activité antibactérienne de 1’extrait brut
de Matricaria pubescens ont rapporté que la souche E. coli ATCC25922 et S. aureus
ATCC25923 étaient sensibles a 1’extrait brut de la matricaire, ce qui concorde avec nos
résultats.
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L’analyse des résultats révele que 1’extrait du mélange Phoenix dactilyfera avec
Matricaria pubescens a induit une amélioration de I’effet antibactérien sur toutes les
souches testées, ce qui serait probablement due a la combinaison entre les alcaloides de la
matricaire et des dattes.

Notre résultat montre également que la souche SARM présente un profile tres

similaire avec la souche S.aureus.

I1.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée par la méthode de dilution
sur milieu solide. Les trois extraits M. pubescens, Phoenix dactilyfera et leur mélange ont
montré des activités antibactériennes vis-a-vis des trois souches testées. Les résultats sont
résumés dans le tableau II.

Tableau II : Résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) mg/ml.

Bactéries M.pubescens Phoenix dactilyfera M.pubescens/P.dactilyfera
S.aureus 5 12.5 0.781
ATCC25923
E.coli 25 25 25
ATCC25922
SARM 5 12.5 1.562
ATCC43300

Perveen et al. (2012), ont rapporté que la souche P. aeruginosa est sensible a 1’extrait
brut de Phoenix dactilyfera L dont la CMI est de 1.3mg/ml. Cependant S. aureus ATCC
25923 (CMI=12.5 mg/ml), SARM ATCC 43300 (12.5 mg/ml) et E.coli ATCC 25922 (25
mg/ml) s’averent plus résistantes

Makhloufi et al. (2012), avaient obtenu avec ’extrait brut de Matricaria pubenscens,
une CMI de 8 mg/ml sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; résultat qui n’est pas loin
de celui obtenu dans la présente étude avec les alcaloides de la méme plante, a savoir 5
mg/ml.

La meilleure activité inhibitrice est représentée par la plus faible CMI. Le meilleur effet
inhibiteur a été observé contre la souche S. aureus et SARM exercé par I’extrait du
mélange M. pubescens et P. dactilyfera avec des CMI respectives de 0.781 et de 1.562
mg/ml.

Sur E.coli, une méme CMI de 25 mg/ml a été obtenue avec les extraits de Matricaria

pubescens, Phoenix dactilyfera et leur mélange.
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I1.3. Effet bactéricide ou bactériostatique

Un agent antimicrobien, est un produit chimique qui tue ou inhibe la croissance des
microorganismes. Cela s'applique également aux "antibiotiques"”, qu'ils définissent comme
«une substance chimique produite par un microorganisme qui tue ou inhibe la croissance
d’un autre microorganisme » (Madigan et al., 2009). Les produits naturels antibactériens
peuvent étre classés selon une source biogénétique générale ; les terpénoides, les

alcaloides, les flavonoides et les phénols simples (Chung et al., 2011).

Tous les extraits de Matricaria pubescens, de Phoenix dactilyfera ainsi que leur
mélange ayant montré une activité antibactérienne ont été soumis a 1’étude pour tester
I’effet bactéricide ou bactériostatique sur toutes les souches testées. Apres 24h
d’incubation un trouble est observé dans tous les tubes ou les différents extraits exercent un
effet bactériostatique sur les souches testées. Les résultats obtenus sont illustrés dans le

tableau III ci-dessous :

Tableau III : Résultats du test de 1'effet bactéricide ou bactériostatique.

E.coli S.aureus SARM
MP 5 mg/ml (-) (-) (-)
dattes 5 mg/ml (-) (-) )
mélange 5 mg/ml (-) (-) )
MP 10 mg/ml (-) (-) (-)
dattes10 mg/ml (-) (-) )
mélange 10 mg/ml (-) (-) (-)
MP 15 mg/ml (-) (-) (-)
dattes 15 mg/ml (-) (-) )
mélange 15 mg/ml (-) (-) (-)
MP 25 mg/ml (-) (-) (-)
dattes 25 mg/ml (-) (-) )
mélange 25 mg/ml (-) (-) (-)
Mp 50 mg/ml ) ) )
mélange 50 mg/ml (-) (-) )

(-) Bactériostatique (+) Bactéricide

Les résultats montrent que tous les extraits aux différentes doses présentent des effets

bactériostatiques sur I’ensemble des souches testées.
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I1.4. Etude de la synergie entre extrait et antibiotiques

La synergie a été définie comme un phénomene dans lequel deux composés différents
sont combinés pour améliorer leur activité individuelle. Si la combinaison entraine un effet
détérioré, on parlera alors d’antagonisme. L’effet moins synergique mais non antagoniste

est appelé addition ou indifférence (Rani et al., 2009).

Afin de pouvoir optimiser et améliorer I’effet antimicrobien d’un extrait, des
associations ont été effectuées avec des antibiotiques, 1’effet synergique peut fournir une
thérapie efficace contre les bactéries résistantes.

Nous avons combiné chaque extrait d’alcaloides avec la ceftazidime, la gentamicine,
I’amikacine et ’amoxyclave afin de déterminer d’une maniere quantitative la capacité
éventuelle des alcaloides d’augmenter 1’effet antibactérien pour tous les extraits étudiés ; la
concentration des extraits, était égale a 50 mg/ml.

Tableau IV : Résultats de I’antibiogramme sur les souches E. coli, S.aureus et SARM.

E. coli S.aureus SARM
AMC 20 20 17
AMK 22 22 19
CAZ 12 20 20
GEN 23 20 21

Les antibiotiques testés ont inhibé la souche E.coli 25922 avec des zones d’inhibitions
de 12, 23, 22 et 20 respectivement. Les résultats des synergies réalisées entre les extraits de
M. pubescens, de Phoenix dactilyfera et de leur mélange avec les quatre antibiotiques.
testés sur E.coli 25922, révelent une légere amélioration de 1’effet antibactérien (Tableau
IV) dont la meilleure récupération est de 5 mm de diametre obtenue avec 1’extrait
alcaloidique de M. pubescens, avec I’amikacine, suivie par celle de 1’extrait de Phoenix
dactilyfera et du mélange avec 3 mm de récupération avec 1’amoxyclave. L’association du

mélange avec la gentamicine a augmenté 1’effet antibactérien de 3 mm.
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Tableau V : résultats des synergies extraits /antibiotiques sur E. coli 25922 (mm).

Extrait Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence

+ + + +
AMC GM AMK CAZ
Mp 16 20 0 22 -1 27 5 14 2
Pd 15 23 3 22 -1 23 1 ND /
Mp/pd 1633 23 3 25 3 22 0 ND /
A B

Figure 8 : synergie entre les extraits et AMC (A) ; GM (B) ; AMK (C) et CAZ (D) sur
la souche E. coli 25922.
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La zone d’inhibition obtenue avec I’amoxyclave, la gentamicine ainsi que la
ceftazidime contre la souche S. aureus ATCC 25923 était de 20 mm, tandis que celui
obtenu avec I’amikacine était de 22 mm.

Les résultats de la combinaison entre I’extrait du mélange M. pubescens /Phoenix
dactilyfera avec 1’amoxyclave et la gentamicine montrent une amélioration de 1’activité
antibactérienne d’une valeur de 4 mm de diametre. Cependant 1’extrait de datte a diminué
’effet antibactérien de la ceftazidime de 3 mm.

Tableau VI : Résultats des synergies extraits /antibiotiques sur S. aureus ATCC25923.

Extrait Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence

+ + + +
AMC GM AMK CAZ
Mp 15 20 0 20 0 22 0 20
Pd 14 21 1 20 0 25 3 17 -3
Mp/pd 16 24 4 24 4 24 2 18 -2

Les zones d’inhibitions obtenues par I’amoxyclave, la gentamicine, 1’amikacine et la
ceftazidime contre SARM ATCC43300 sont : 17, 21, 19 et 20 mm, respectivement.

Les deux extraits M. pubescens et le mélange M. pubescens/Phoenix dactilyfera
induisent la gentamicine et I’amikacine a augmenter leur efficacité qui se traduit par un
gain de 4 mm avec la gentamicine, allant jusqu’a 6 mm associés a 1’amikacine ; alors
qu'un rétrécissement de 3 mm est obtenu avec ces derniers une fois combinés a la
ceftazidime. L’extrait de P. dactilyfera a réduit 1’activité inhibitrice de la ceftazidime de 7
mm.

Tableau VII : Résultats des synergies extraits /antibiotiques sur SARM ATCC43300.

Extrait Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence Extrait Différence
+ + + +
AMC GM AMK CAZ
Mp 16 17 0 25 4 25 6 17 -3
Pd 14.6 17 0 20 -1 20 1 13 -7
MP/Pd 16.3 19 2 25 4 25 6 17 -3
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L’effet synergique peut étre di a la formation d’un complexe plus efficace dans
I’inhibition d’une espece particuliere de microorganismes, soit par inhibition de la synthese
de la paroi cellulaire ou en provoquant la lyse ou la mort de ces microorganismes (Chanda
et Rakholiya, 2011).

Ces combinaisons synergiques représentent une grande source inexploitée de
nouveaux produits pharmaceutiques avec des mécanismes d’action nouveaux et multiples

qui peuvent surmonter la résistance microbienne (Ncube et al., 2008).
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Conclusion et perspectives

L’utilisation des antibiotiques a constitué une révolution importante dans le traitement des
maladies infectieuses. Cependant, de par leur utilisation excessive par les patients, il y’a eu
I’accroissement des résistances aux antibiotiques, ce qui présente un réel probleme dans le

domaine de la santé.

Les chercheurs ont donc tourné le regard vers la médecine traditionnelle, particulierement
vers 1’aromathérapie. Donc, plusieurs études ont ét€ menées sur les composés de ces plantes
dont les alcaloides, en étudiant plusieurs activités notamment ’activité antibactérienne, dans
le but de confirmer I'utilisation traditionnelle des plantes dites médicinales et leur pouvoir

guérisseur sur nombre infections, qui s’avere tres efficace d’apres les tradi-praticiens,

L’objectif de cette présente étude est d’extraire les alcaloides d’une plante médicinale
Matricaria pubescens , des fruits Phoenix dactilyfera L et de leur mélange par soxhlet en
utilisant le méthanol comme solvant d’extraction dont le but est la détermination de I’effet
antibactérien des extraits obtenus contre les trois souches ; S.aureus ATCC 25923, SARM
ATCC 43300 et E.coli ATCC 25922, et de mettre en évidence une éventuelle synergie par
association a des antibiotiques. Les résultats se sont avérés positifs, tous les extraits possedent
un pouvoir antibactérien contre les trois souches testées. L’extrait alcaloidique du mélange est

plus actif sur S. aureus et SARM avec des CMI respectives de 0.781 et 1.562 mg/ml.

L’étude de la synergie entre les divers extraits et les antibiotiques s’avere également
positive, une amélioration allant jusqu’a 6 mm est mise en évidence par deux extraits M.
pubescens et le mélange M.pubesens /P.dactilyfera en combinaison avec I’amikacine sur la
souche SARM ATCC 43300. Alors qu’un effet contraire est obtenu avec les alcaloides de
Phoenix dactilyfera, un antagonisme qui se traduit par le rétrécissement du diametre

d’inhibions de 7 mm associé a la ceftazidine sur cette méme souche.

Il serait captivant de faire une étude de 1’activité antibactérienne des alcaloides de M.
pubescens, de Phoenix dactilyfera et de leur mélange contre les bactéries responsables de
nombreuses maladies infectieuses traitées par ces deux plantes. Il serait intéressant également
de faire un fractionnement des alcaloides totaux afin d’identifier le ou les principes actifs
responsables du pouvoir antibactérien. L’étude de toxicité de ces alcaloides permettrait, de

déterminer la dose efficace pour une utilisation thérapeutique.

Et enfin, I’utilisation des alcaloides en combinaison avec un antibiotique sur une souche

résistante permettrait d’évaluer leur pouvoir de réversion de la résistance a 1’antibiothérapie.
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Annexe 1

» Composition des milieux

Bouillon nutritif (g/1)

Muller-Hintone(MH) (g/1)

Macération de viande
(ou extrait de viande + eau distillée)....1litre

Peptone trypsique..........ccoeeviininnn... 15

NaClouKCl...ooovieiii i, 5

Infusion de viande de beeuf............... 300

Hydrolysat de caséine..................... 17,5

Amidon.........oooooiiiiii 1,5

YN ) 17
pH 74

» Antibiotiques utilisés :

Amoxyclave : 30 microgrammes de HiMedia Laboratorie, India. SD063-1CT.

Ceftazidime : 30 microgrammes de HiMedia Laboratorie, India. SD062-1CT.

Amikacine : 30 microgrammes de TITAN Media.

Gentamicine : 10 microgrammes. Cypress Diagnostics. lot 160524c (ref) 1.90, 26.

> Matériel et réactifs

Matériel Réactifs
- pH metre (HNNAA instruments). - Méthanol (SIGMA-ALORICH).
- Tamiseur (Retsch). - Chloroforme (BIOCHEM).
- Balance (RADWAGQG). - Hexane (BIOCHEM).
- Vortex (BOECO). - Acide chloridrique (HCI).

- Hotte (Telstar Bio II Advance 3).

- Appareil de soxhlet (behi Labotechnik).

- Acide acétique.

- Ammoniac.

- Diméthylsulfoxyde (DMSO).

- Dichlorométhane.

- Hydroxyde de Sodium (NaOH).




Annexe 2

m 5mg/ml
B 10mg/ml
18 &
16 m 15 mg/ml
14 H 25mg/ml
12 m 50 mg/ml
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zones d'inhibition (mm)
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M. pubescens P. dactylifera MP/PD

Figure 1 : Activité antibactérienne des extraits de M. pubescens, P. dactylifera et du
mélange sur la souche S. aureus ATCC25923 avec les concentrations de 5 mg/ml, 10
mg/ml, 15 mg/ml, 25 et 50 mg/ml.
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Figure 2 : Activité antibactérienne des extraits de M.pubescens, P.dactylifera et du
mélange sur la souche SARM ATCC 43330 avec les concentrations de 5 mg/ml, 10 mg/ml
,15 mg/ml 25 et 50 mg/ml.
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Figure 3 : Activité antibactérienne des extraits de M.pubescens, P.dactylifera et du
mélange sur la souche E.coli ATCC 25922 avec les concentrations de 5 mg/ml, 10 mg/ml ,
15 mg/ml, 25 et 50 mg/ml.



Résumé

Dans la recherche de nouvelles molécules bioactives, nous avons tourné le regard vers 1’aromathérapie dans
le but d’une action antibactérienne et synergique avec des antibiotiques. Nous avons donc choisi d’extraire
les alcaloides d’une plante médicinale Matricaria pubescens et de Phoenix dactilyfera et de leur mélange par
soxhlet en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, les résultats obtenus révelent que M. pubescens
présente le taux d’extraction le plus élevé avec un rendement de 3.2 %.Nous avons pu démontrer d’apres des
aromatogrammes réalisés, I’effet antibactérien des trois extraits aussi bien sur des souches gram+ que sur une
souche gram-, a savoir E.coli ATCC 25922, SARM ATCC 44300 et S. aureus ATCC 25923. La plus forte
zone d’inhibition de 16.3 mm est obtenue avec 1’extrait alcaloidique du mélange M. pubescens/Phoenix
dactilyfera a la concentration de 50 mg/ml sur la souche E.coli ATCC 25922 et SARM ATCC 44300. Ce
dernier est plus actif sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une CMI égale a 0.781 mg/ml suivie de
celle de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ATCC 43300 (1.562 mg/ml). Tous les extraits
posseédent un effet bactériostatique sur toutes les souches étudiées. Une amélioration de 1’activité
antibactérienne est démontrée suite a la réalisation de combinaisons synergiques entres les différents extraits
avec des antibiotiques; CAZ, AMK, AMC et la GM sur les souches testées. L’extrait méthanolique de
M.pubescens et son mélange avec les dattes présentent une récupération de 6 mm associés a 1’amikacine, la
combinaison des alcaloides de Phoenix dactilyfera avec la ceftazidine a montré un effet antagoniste, avec une
réduction de 7 mm de diametre sur la souche SARM ATCC43300.

Mots clés : Matricaria pubescens, Phoenix dactilyfera, alcaloides totaux, activité antibacterinne, synergie
Abstract

In the search for new bioactive molecules, we turned our attention to aromatherapy for the purpose of
antibacterial and synergistic action with antibiotics. Therefore, we have chosen to extract the alkaloids from a
medicinal plant Matricaria pubescens and Phoenix dactilyfera and their mixture by soxhlet using methanol
as extraction solvent, the results obtained reveal that M. pubescens shows the highest extraction rate with a
yield of 3.2%.We were able to demonstrate, from aromatograms, the antibacterial effect of the three extracts
on both gram and gram strains, namely E.coli ATCC 25922, MRSA ATCC 44300 and S. aureus ATCC
25923. The largest zone of inhibition of 16.3 mm is obtained with the alkaloid extract of the M. pubescens
[Phoenix dactilyfera mixture at the concentration of 50 mg /ml on the strain E.coli ATCC 25922 and SARM
ATCC 44300. It is more active on Staphylococcus aureus ATCC 25923 with a MIC of 0.781 mg / ml
followed by the activity on methicillin-resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 with a MIC of 1.562
mg /ml. All the extracts have a bacteriostatic effect on all the strains studied. An improvement in the
antibacterial activity is demonstrated following the realization of synergistic combinations between the
various extracts with antibiotics; CAZ, AMK, AMC and GM on the strains tested. The extract of
M.pudescens and its mixture with the dates showed a 6 mm recovery associated with amikacin, the
combination of the alkaloids of Phoenix dactilyfera with ceftazidin showed an antagonistic effect, with a
reduction of 7 mm in diameter on the Strain MRSA ATCC43300.

Key words: Matricaria pubescens, Phoenix dactilyfera, total alkaloids, antibacterial activity, synergy.
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