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Résumé

Contribution à l’étude de l’activité antibactérienne des grains Citrullus

colocynthis plantes médicinales utilisée en médecine traditionnelles.

Les extraits de plantes et leurs constituants ont une longue histoire comme agents

antibactériens afin de combattre l’antibiorésistances qui colonise actuellement une place très

importante conduisant les chercheurs vers la recherche de nouvelle stratégie de prévention et

de lutte.

Ce travail porte sur l’étude in vitro de l’activité antibactérienne des extraits aqueux des

graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba alba,

des plantes aromatique et médicinale de la flore algérienne, vis-à-vis de quelques bactéries

pathogènes pour l’Homme. Cette activité antibactérienne est testée par trois méthodes

différentes afin de bien divulguer leurs pouvoirs antibactériens.

L’analyse phytochimique des extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis, des

feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia heba alba a révélé la présence de quelques

groupes chimiques (polyphénols totaux, terpènes et alcaloïdes) susceptibles d’exprimer les

activités antibactérienne recherchées.

Les résultats obtenus à partir de cette étude ont démontré l'effet antibactérien des

extraits aqueux de ces plantes. L’extrait aqueux d’Artemisia herba alba a montré son

incapacité à exercer un pouvoir antibactérien sur la totalité des souches bactériens. Les

extraits aqueux des grains de Citrullus colocynthis, et des feuilles de Pistacia lentiscus ont

prouvé un effet antibactérien modéré. L’inhibition par P. lentiscus est de 33.34 mm contre P

aeruginosa par la méthode des puits. Cet extrait exerce une CMB de 0.39 mg/ml contre P

aeruginosa et S. aureus.

Les résultats montrent que les extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis et

des feuilles de Pistacia lentiscus utilisés à faible concentration pourraient avoir un potentiel

important pour le contrôle biologique des bactéries pathogènes.

Mots clés : Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, extrait aqueux,

analyse phytochimique, activité antibactérienne.
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Abstract

Contribution to the study of the antibacterial activity of the Citrullus colocynthis

against medicinal plants used in medicine traditional.

The extracts of plants and their components have a long history as agent’s antibacterial in

order to fight the antibiorésistances which currently colonizes a very significant place leading the

researchers towards the search for new strategy of prevention and fight.

This work concerns the in vitro study of the antibacterial activity of the aqueous extracts

of seeds of Citrullus colocynthis and of the sheets of Pistacia lentiscus and Artemisia herba alba,

of the plants aromatic and medicinal of the Algerian flora, with respect to some pathogenic

bacteria for the Man. This antibacterial activity is ested by three different methods in order to

reveal their capacities antibacterial well.

The phytochemical analysis of the aqueous extracts of seeds of Citrullus colocynthis, of

the sheets of Pistacia lentiscus and Artemisia herba alba revealed the presence of some chemical

groups (total polyphenols, terpenes and alkaloids) likely to express the required antibacterial

activity.

The results obtained starting from this study showed the antibacterial effect aqueous

extracts of these plants. The aqueous extract of Artemisia herba alba showed its incapacity to

exert a power antibacterial on the totality of the stocks bacterial. The aqueous extracts of the

grains of Citrullus colocynthis, and the sheets of Pistacia lentiscus proved a moderated

antibacterial effect. Inhibition by P. lentiscus is 33.34 mm against P. aeruginosa by the method

of the wells. This extract exerts a CMB of 0.39 mg/ml against P. aeruginosa and S. aureus.

The results show that the aqueous extracts of seeds of Citrullus colocynthis and the sheets

of Pistacia lentiscus used with weak concentration could have a significant potential for the

biological control of the pathogenic bacteria.

Key words: Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, aqueous extract,

phytochemical analysis, antibacterial activity.
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الملخص 

.الطبیة المستخدمة في الطب التقلیديومن النباتاتمساھمة لدراسة النشاط المضاد للبكتیریا من حبوب نبات الحنظل 

المستخلصات النباتیة ومكوناتھا لھا تاریخ طویل كعامل مضادة للبكتیریا لمكافحة مقاومة المضادات الحیویة التي تشكل 

ویركز ھذا العمل جدیدة للوقایة والسیطرة.استراتیجیةالباحثین للبحث عن یؤدي بكبارحالیا موضع دراسة مھم جدا مما 

بارة عن عوھيللبكتیریا،الضرو والشیح المضاد على دراسة نشاط المستخلص المائي لبذور نبات الحنظل وأوراق نبات

ض للإنسان. یتم اختبار ھذا النشاط المضاد الجزائر لھا نشاط ضد بعض البكتیریا المسببة للأمرانباتات عطریة تتواجد في 

للبكتیریا عن طریق ثلاث طرق مختلفة لتكشف عن كامل صلاحیاتھا المضادة للجراثیم.

الضرو وأوراق الشیح اثبت وجود بعض وأوراق نباتالحنظل،التحلیل الكیمیائي للمستخلص المائي لبذور نبات 

المجموعات الكیمیائیة (البولي فینول الكلى، تربین والالكلویدات) قادرة على التعبیر عن الأنشطة المضادة للبكتیریا 

المطلوبة.

معتدل الضرو لھ تأثیر مضاد للبكتیریا وأوراق نباتالحنظل،أظھرت نتائج ھذه الدراسة إن المستخلص المائي لبذور نبات 

أما المستخلص المائي لنبات الشیح فقد اثبت عدم قدرتھ على ممارسة أي قوة مضادة للبكتیریا على جمیع السلالات البكتیریة. 

بطریقة الآبار ھذه النبتة P aeruginosaملم ضد 33.34الضرو ھو أظھرت مستخلصات المائیة أن تثبیط أوراق نبات

Pضد / مل ملغ CMB 0.39لدیھا تأثیر یصل إلى  aeruginosa.وS. aureus. وأظھرت النتائج أن المستخلص المائي

إمكانیات كبیرة للمكافحة ركیزات منخفضة یمكن أن یكون لھا الضرو المستخدمة في تلبذور نبات الحنظل وأوراق نبات

البیولوجیة من البكتیریا المسببة للأمراض.

النشاط المضاد النباتي،الكیمیائي المائي التحلیلالمستخلص الشیح،نبات الضرو،، نباتنبات الحنظل:مفتاحیةكلمات ال

للبكتیریا.
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Introduction

Introduction

L’homme a longtemps eu recours à des remèdes traditionnels à base de plantes

(tisanes, poudres, décoctions) pour qu’il se soigne, administrées par inhalations,

cataplasmes, massages ou encore par voie orale appelé aujourd’hui la phytothérapie. Même

durant les guerres de l’époque actuelle, les plantes ont servi comme première source de

médicaments pour les hommes, et elles ont continué à fournir à l’humanité, des remèdes

thérapeutiques nouveaux et originaux jusqu’à aujourd’hui, l’intérêt des études a mené à la

caractérisation et à l’identification de molécules majeures, et à l’isolation de composés

chimiques actifs d’une importance thérapeutique incontestable (Leduc et al., 2006).

La phytothérapie est une thérapeutique alternative ou parallèle dans beaucoup de

maladies aiguës et chroniques. Elle connaît un regain d’intérêt dans de nombreux pays à

travers le monde, notamment dans les pays du Maghreb. En effet, un grand nombre de

plantes sont utilisées en médecine traditionnelle en Algérie pour le traitement de diverses

pathologies (Lamba et al., 2000).

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80% de la population

mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'accès à

la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles

pour leurs soins de santé primaire. Et malgré les remarquables progrès en chimie organique

de synthèse du vingtième siècle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays

industrialisés tirent directement ou indirectement leurs origines des plantes (Newman et

al., 2000).

L’apparition de l’antiborésistances des microorganismes au différents types

d’antibiotique connus par leur large spectre d’action a autorisé au chercheurs d’explorer de

nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les maladies contagieuses, ce qui

a permis de détecter à partir de plusieurs plantes, des composés actifs responsables d’une

activité pharmacologique et même les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués

dans les effets thérapeutiques ont été partiellement ou complètement élucidés (Lamba et

al., 2000).

L’utilisation des substances naturelles dans la lutte contre les bactéries indésirables

est à l’origine du choix de notre thème qui consiste en l’extraction de quelques métabolites

à partir de quelque plantes médicinales à savoir Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus et
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l’Artemisia herba alba et la recherche de leurs effets antibactériens par différentes

méthodes contre des souches bactériennes potentiellement pathogènes.

Pour se faire, une synthèse bibliographique représentant la première partie de notre

étude a été réalisée afin de regrouper les informations essentielles sur l’antibiorésistance et

ses mécanismes ainsi que les méthodes de lutte et une étude botanique élargie sur Citrullus

colocynthis, Pistacia lentiscus et Artemisia herba alba et leurs activités biologiques.

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est représentée par les

techniques utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultats et leurs

discussions.

L’étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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Première partie Etude bibliographique

Nouvelle stratégie de lutte contre l’antibiorésistance

I. Nouvelle stratégie de lutte contre l’antibiorésistance

L’antibiorésistance est au cœur des préoccupations scientifiques et politiques

depuis une trentaine d’années. Les antibiotiques, base incontournable de la thérapeutique

anti-infectieuse, ont été et sont beaucoup utilisés. Cependant, cet usage n’est pas toujours

raisonné. L’émergence et la diffusion des bactéries résistantes aux antibiotiques inquiète

les experts. Certaines de ces bactéries sont tellement résistantes qu’elles conduisent les

médecins dans des impasses thérapeutiques. Ce constat a entrainé les scientifiques et les

politiques à prendre des mesures afin de maitriser le risque d’antibiorésistance (Guérin-

Faublée, 2010).

1. 1. Définition de la résistance bactérienne

Il existe de différentes définitions de la résistance bactérienne dans la littérature. En

effet, selon la discipline considérée, l’approche de la résistance et son expression ne sont

pas tout à fait les mêmes (Afssa, 2006) :

 Pour le clinicien, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique si le

traitement n’est pas efficace.

 Pour le pharmacologue, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique si

les concentrations atteintes au site d’action, sont inférieures à la concentration

minimale inhibitrice.

 Pour le microbiologiste, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique si

elle dispose d’un mécanisme de résistance augmentant la valeur de la concentration

minimale inhibitrice.

 Pour l’épidémiologiste, une souche bactérienne est résistante à un antibiotique si

elle a une concentration minimale inhibitrice significativement différente de celle

de la population normale.

I. 2. Modes d’émergence de la résistance bactérienne

La résistance aux antibiotiques apparait selon différentes modalités à savoir : l’une

naturelle, l’autre acquise. Il est important de les distinguer car leurs enjeux ne sont pas les

mêmes (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

I. 2.1. Résistance naturelle

Les bactéries peuvent présenter une résistance naturelle à certaines familles

d’antibiotiques. Ces mécanismes de résistance sont spontanés et assez constants. Cette
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résistance peut être due à l’absence de la cible (comme l’absence de paroi chez les

mycoplasmes les rendant insensibles aux β-lactamines) ou à l’absence de pénétration de

l’antibiotique (rôle de la membrane externe chez les bactéries Gram négatifs résistantes à

la vancomycine) (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

Cette résistance concerne l’ensemble des souches d’une même famille. Ainsi, elle

définit le spectre d’activité naturelle des différentes familles et sous-familles

d’antibiotiques. Par exemple, la pénicilline G est naturellement active sur des coccis Gram-

positifs, sur les bacilles Gram-positifs anaérobies mais elle est inactive sur les bactéries

Gram-négatives (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

I. 2.2. Résistance acquise

Cette acquisition peut avoir un support chromosomique (mutation) ou plasmidique

(acquisition d’un élément mobile porteur de la résistance). Suite à cette modification

spontanée, la bactérie peut alors échapper à l’action de l’antibiotique. La résistance acquise

concerne une proportion variable de souches appartenant à une même espèce. Elle est

imprévisible sur le plan individuel. Une fois cette résistance acquise est établie, elle peut

diffuser rapidement dans une population surtout par la transmission horizontale d’éléments

mobiles (Afssa, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

Des phénomènes de tolérance sont aussi décrits, notamment chez des streptocoques

pour les antibiotiques de la famille des β-lactamines. Ainsi, suite à une mutation,

l’antibiotique perd son effet bactéricide mais conserve son effet bactériostatique (Guérin-

Faublée, 2010).

I. 3. Les mécanismes de la résistance bactérienne

Trois mécanismes fondamentaux confèrent aux bactéries une résistance aux

antibiotiques. Ils sont présentés dans la Figure 01.
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Figure 01. Les différents mécanismes de la résistance bactérienne (Millemann, 2012).

I. 3.1. Résistance par modification de la cible d’antibiotique

Tout d’abord, une bactérie peut modifier la cible de l’antibiotique. Ce changement

peut porter sur la structure de la cible ou sur le développement d’une voie métabolique

alternative. Il fait entrer en jeu les ribosomes, les parois ou les enzymes. Par exemple, les

macrolides agissent en se fixant sur les ribosomes des bactéries. Pour résister à cette

famille d’antibiotiques, les bactéries peuvent opérer une mutation des gènes codant le

ribosome ce qui empêche l’antibiotique de le reconnaître (Guérin-Faublée, 2010 ;

Collectif, 2008 ; Scott, 2009).

La modification de la cible est une stratégie utilisée contre toutes les familles

d’antibiotiques. Ce mécanisme est bien développé par les bactéries Gram négatif, car grâce

à des modifications dans les cibles primaires et secondaires, ces bactéries parviennent à

développer des hauts niveaux de résistance (Guérin-Faublée, 2010 ; Collectif, 2008 ;

Scott, 2009).

I.    3.2. Résistance par l’inactivation enzymatique

Les bactéries peuvent aussi utiliser l’inactivation enzymatique via la production

d’enzymes détruisant ou modifiant l’antibiotique. Ce dernier ne peut plus se fixer sur sa

cible. Cette modification enzymatique est l’un des mécanismes de résistance aux β-

lactamines, macrolides, aminosides et chloramphénicol (Guérin-Faublée, 2010 ;

Collectif, 2008 ; Scott, 2009).
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I.    3.3. Résistance par l’inaccessibilité à la cible

Le dernier mécanisme d’acquisition de la résistance est l’inaccessibilité à la cible.

C’est la diminution de la perméabilité membranaire ou le phénomène d’efflux. Cette

modification peut passer par une mutation des gènes codant pour les porines

membranaires. Ces dernières contrôlent les molécules passant par la paroi. Elles

constituent la porte d’entrée des antibiotiques. La modification des porines passe souvent

par une réduction de leur taille empêchant ainsi le passage des antibiotiques. Cette stratégie

est particulièrement développée par les bactéries Gram négatif et concerne de multiples

antibiotiques. Les bactéries développent aussi des mécanismes actifs de rejet des

antibiotiques via des pompes membranaires. Ce type de résistance concerne plusieurs

familles d’antibiotiques dont les β-lactamines, les tétracyclines, les macrolides et les

fluoroquinolones (Guérin-Faublée, 2010 ; Collectif, 2008 ; Scott, 2009).

I. 4. Résistances bactériennes les plus inquiétantes actuellement

I.   4.1. Résistances des Staphylococcus aureus à la méticilline

Le premier cas abordé concerne les Staphylococcus aureus résistants à la

méticilline (SARM). Les staphylocoques dorés (Staphylococcus aureus) sont des bactéries

commensales. Elles peuvent devenir des pathogènes opportunistes des mammifères. Elles

sont à l’origine d’infections suppuratives et toxiniques. La méticilline est un antibiotique

de la famille des bêta-lactamines. Cette famille est un des traitements de première intention

contre les staphylocoques. La résistance de ces bactéries à cet antibiotique a évolué par

vagues depuis les années 1960. Ces résistances ont rapidement touché les hôpitaux puis les

communautés (plus de 90% des résistances font suite à une infection nosocomiale). La

résistance à la méticilline est conférée par l’acquisition d’une cassette chromosomique

codant une protéine membranaire dont l’affinité pour les bêta-lactamines est très faible.

Ainsi, un staphylocoque acquérant cette résistance devient résistant à l’ensemble des

antibiotiques de la famille des bêta-lactamines (French, 2010 ; Leclercq, 2010 ; Haenni

et al., 2012).

I.   4.2. Résistances des entérobactéries à la bêta-lactame

Le deuxième cas porte sur les bêta-lactamases à spectre étendu chez les

entérobactéries (BLSE). Les entérobactéries sont une grande famille comportant de

nombreuses espèces avec une importance clinique (Escherichia coli, Salmonella,

Enterobacter, Klebsellia pneumaniae…etc). La plupart des études porte sur les Escherichia
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coli. Ces bactéries provoquent des maladies communautaires et nosocomiales. Les bêta-

lactamases sont des enzymes conférant une résistance élevée à la plupart des bêta-

lactamines thérapeutiques (à l’exception des carbapénèmes chez l’Homme). Ces gènes de

résistance ont la capacité de diffuser très rapidement entre bactéries et s’échange

facilement entre espèces (animales et humaine) (Leclercq, 2010 ; Madec et al., 2012).

La première BLSE a été mise en évidence en 1985. Depuis cette date, leur nature a

évolué. Si les premières BLSE ont rapidement été contrôlées, le développement de

nouveaux mécanismes de résistance les rendent de moins en moins gérables. Les

résistances les plus inquiétantes sont celles aux céphalosporines de 3ème et 4ème

générations. En effet, ces antibiotiques sont utilisés pour le traitement d’infections sévères.

Ils sont utilisés tant en médecine humaine que vétérinaire. Pour Escherichia coli, les

premiers résultats scientifiques s’orientent vers l’existence de deux réservoirs distincts.

Cependant, l’échange de plasmides de résistance entre ces deux réservoirs a été mis en

évidence. Par contre, pour Salmonella, la transmission des gènes de résistance BLSE peut

être directe via la chaîne alimentaire (French, 2010 ; Leclercq, 2010 ; Madec et al.,

2012).

I.   4.3. Résistances du Pseudomonas aeruginosa à la bêta-lactame

Le troisième cas c’est Pseudomonas aeruginosa qui a toujours été considérée

comme un micro-organisme difficile à traiter en raison de sa résistance aux antibiotiques. Il

n’est sensible naturellement qu’a un nombre restreint d’antibiotiques. Les principales

infections causées par cette bactérie en termes de fréquence, de morbidité et de mortalité

sont les pneumopathies (Poole. 2004).

Pseudomonas aeruginosa possède une résistance naturelle aux ß-lactamines, en

raison de la production d’une s-lactamase chromosomique inductible de classe C. Cette

résistance naturelle est due aussi à une mauvaise perméabilité membranaire. Il est donc

naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A, à la plupart des

céphalosporines de troisième génération et aux quinolones de première génération. P.

aeruginosa est aussi généralement résistant à la kanamycine (Poole. 2004).

Pseudomonas aeruginosa et aussi résistante aux Aminoside (Yoshida et al., 1990).

Le mécanisme majeur de la résistance aux aminosides repose sur la modification

enzymatique de certains groupements chimiques de ces antibiotiques. Cette modification

participe à la résistance de cette espèce à la plus part des aminosides utilisés en
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thérapeutique (gentamicine, Tobramycine, Nétilmicine et Amikacine, la streptomycine, la

Spectinomycine,) (Bush et Jacoby, 1995). Elle est aussi résistante aux fluoroquinolones

(Yoshida et al., 1990).

I.   4.4. Résistances de Listéria monocytogenes

Les infections à Listéria monocytogenes sont sérieuses mais heureusement « rares

». La bactérie pouvant contaminer un certain nombre d’aliments, de nombreuses personnes

ingèrent assez fréquemment de petites quantités de L. monocytogenes sans qu’aucun

symptôme n’apparaisse. De rares souches résistantes à un ou plusieurs antibiotiques ont été

décrites, notamment au triméthoprime, au chloramphenicol, à l'érythromycine, à la

streptomycine, à la kanamycine, à la rifampicine, la résistance la plus fréquente étant la

résistance à la tétracycline (Catteau. 2006).

I.   5. Lutte contre l’antibiorésistances

I. 5.1. La phytothérapie

a- Médecine traditionnelle classique africaine, et arabe

L'Afrique est considérée comme le berceau de l'humanité, elle est d’une diversité

biologique et culturelle très riche. La médecine traditionnelle africaine est la plus ancienne

et peut-être la plus diversifiée de tous les systèmes de médecine. Le continent africain est

reconnu. Pour avoir un taux d'endémisme élève contre l’un des taux de déforestation les

plus élèves dans le monde. Malheureusement et jusqu’à ce jour, les systèmes

médicamenteux sont mal enregistres (Rechardin ,1996).

La médecine traditionnelle africaine dont l’usage est très répandue en Afrique et

sous ses formes variées, est une approche holistique impliquant à la fois le corps et l'esprit.

Le guérisseur généralement diagnostique et traite la base psychologique d'une maladie

avant de prescrire des médicaments pour traiter les symptômes (Vigneau, 1985).

Contrairement aux soins modernes, la médecine traditionnelle est accessible,

disponible et populaire, dans la mesure où environ 80 % d’Africains y ont recours pour

leurs besoins de santé (OMS, 2003).

La médecine traditionnelle arabe est issue de deux courants majeurs ; l’un, ayant

reçu les influences des médecines indienne et mésopotamienne, l’autre, appelé la Médecine

du Prophète (Iserin, 2001).
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Dans le Maghreb-Machrek, la médecine traditionnelle et la médecine moderne ont

souffert de rapports problématiques et conflictuels à cause d’un héritage colonial

douloureux. En dépit des défis de la médecine moderne, la médecine traditionnelle est

largement plébiscitée tant son efficacité est prouvée dans de nombreux domaines. En plus,

les soins traditionnels sont très peu couteux et peuvent bénéficier à des populations qui

n’ont pas de couverture médico-sociale (Iserin ,2001).

b- Types de la Phytothérapie

b1- Aromathérapie

Aromathérapie est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles

essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces

huiles sont des produits complexes à utiliser souvent à travers la peau (Strang, 2006).

b2- Gemmothérapie

Se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que

les bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).

b3- Herboristerie

Correspond à la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.

L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée. Il utilise soit la plante entière, soit une

partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le

plus souvent à base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi

sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante sèche que le sujet avale (Strang,

2006).

b4- Homéopathie

À recours aux plantes d'une façon prépondérante, mais non exclusive ; les trois

quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale

(Strang, 2006).

b5- Phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués

dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités

suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop,

de gouttes, de gélules, de lyophilisats…etc (Strang, 2006).
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I. 5.2. Principe de la phytothérapie

La médecine traditionnelle revêt une importance capitale pour les pays en voie de

développement. Pour des raisons le plus souvent économiques, 80% de la population

mondiale se soigne par les plantes, sans que la nature chimique des principes actifs soit

réellement élucidée (Meriah, 2008).

A l’heure actuelle, la recherche de nouveaux médicaments d’origine naturelle passe

par l’inventaire des plantes et l’examen systématique de leur activité biologique. Un des

guides du chercheur dans une étude phytochimique est la recherche à l’empirisme et plus

particulièrement aux usages traditionnels liés aux activités humaines (Meriah, 2008).

Les plantes contiennent des centaines, voire des milliers de substances chimiques

actives. Souvent, déterminer en détail l’action d’une plante est très difficile, même si son

effet médicinal est bien connu. En parallèle, la notion de dose est d’une extrême

importance. La rhubarbe de Chine (Rheum palmatum) exerce une action irritante purgative

sur la paroi intestinale et stimule l’évacuation des selles due à la présence de dérivés

anthracéniques, cependant, elle n’est efficace qu’à haute dose. A plus faible concentration,

d’autres constituants comme les tanins exercent un effet anti-diarrhéique dû à leur

astringence. De cette manière, la rhubarbe de Chine produit donc un effet contradictoire

selon la quantité absorbée. Cette exemple démontre que l’expérience du praticien

combinée à celle du patient est souvent le guide le plus sûr pour connaitre l’effet

thérapeutique des plantes entières (Verdrager, 1978 ; Bruneton, 1999 ; Fernandez,

2003).

I. 5.3. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires à la défense de la plante

contre les agressions extérieures. Ils sont produits en très faible quantité, et présentent une

grande variété structurale (plus de 200 000 structures définies) (Hartmann, 2007).

Les produits naturels sont les principales sources de molécules bioactives (Priya et

Aparna., 2012).

Parmi les métabolites secondaires bioactifs présents dans les plantes :

 Les composés phénoliques : tanins, quinones, coumarines, flavonoïdes.

 Les composés azotés : alcaloïdes.

 Les terpènes (Priya et Aparna, 2012).
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a- Les composés phénoliques

Durant ces dernières années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux

composants phénoliques à cause de leur pouvoir à piéger les radicaux libres et les bienfaits

potentiels de leur consommation sur la santé humaine (Manach et al ; 2004).

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000

molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point en

commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique à 6 carbones, lui-

même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al ;

2004).

Les composés phénoliques diffèrent dans leur structure selon le nombre et la

position deshydroxylations et méthylations du cycle aromatique (Bourgou et al ; 2008).

On les retrouve dans de nombreux fruits, légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le

raisin et les pommes. Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires

sont l’acide caféique, l’acide gallique et l’acide chorogénique (Bossokpi, 2002).

a1- Tanins

Ce sont des polymères phénoliques complexes hydrosolubles qui ont certains

propriétés spécifiques telles que le pouvoir de précipiter les protéines du derme, propriétés

utilisée pour le tannage des peaux en les rendre imputrescibles (Keil et al ; 2004).

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes : les tanins condensés

(tanins catéchiques = proanthocyanidols) qui sont des polymères d’unités de flavan-3-ols et

les tanins hydrolysables. Ces derniers sont des esters d’un sucre (généralement le glucose)

ou d’un polyol et un acide phénol (acide gallique ou ellagique) (Harvey, 2006).

Les tanins sont notamment rencontrés dans les caroubes, les fèves sèches, le thé,

l’écorce des grenades, les graines, tels que le sorgho et l’orge Les tanins sont doués d’un

pouvoir antioxydant. C’est ainsi que les tanins hydrolysables inhibent la péroxydation des

lipides (Ekoumou, 2003).

Scalbert a passé en revue les propriétés antimicrobiennes des tanins en 1991

(Scalbert, 1991). Il a énuméré 33 études qui avaient documenté les activités inhibitrices

des tanins. Selon ces études, les tanins peuvent être toxiques aux bactéries, aux levures, et

aux champignons filamenteux.
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Les tanins condensés ont été déterminés pour lier des parois des cellules

bactériennes, empêchant la croissance et l'activité de protéases (Biaye, 2002).

Les tanins (proanthocyanidines et tanins hydrolysables) sont dotés d’un certain

pouvoir astringent, par lequel on explique leurs propriétés vasculo protectrices et

cicatrisantes (Hennebelle et coll., 2004).

a2- Quinones

Les quinones sont reconnues par leurs effets antimicrobiens (Naoya et Naotaka,

2014). Kazmi et ces collaborateurs ont décrit en 1994 une anthraquinone d’Italica de casse

(arbre pakistanais) qui est bactéricide contre de nombreux germes et bactériostatique

contre bacillus anthracis, et Pseudomonas aeruginosa.

Récemment, l’hypericin, une anthraquinone a suscité beaucoup d’attention dans la

pression populaire en tant qu’antidépresseur. En 1985, des études ont montré ses propriétés

antimicrobiennes (Macheix et al., 2005).

a3- Coumarines

Les coumarines, composés phénoliques non volatils, sont très répandues chez les

végétaux, notamment dans les racines et les écorces ; d’odeurs agréables, certaines servent

en parfumerie ; d’autres sont très toxiques telles que les aflatoxines des champignons

inférieurs. Ce sont des dérivés du phénylpropane dont les précurseurs sont des acides

hydroxycinnamiques (Moussaoui et Bensalem, 2007). En 1996, au moins 1300

coumarines ont été identifiées (Cowan, 1999). Warfarin une coumarine particulièrement

bien connue, est employée comme anticoagulant oral. Cette dernière peut également avoir

des effets antiviraux. La plupart des coumarines possèdent des propriétés antimicrobiennes

(Anderson et al ., 1996).

Les acides hydroxycinnamiques liés aux coumarines, semblent être inhibiteurs aux

bactéries Gram (+). En outre, des phytoalexines, qui sont les dérivés hydroxylés des

coumarines, sont produites dans les carottes en réponse à l’infection fongique et peuvent

être présumées d’avoir des molécules à activité antifongique (Hoult et Paya, 1996).

a4- Flavonoïdes

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments

responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Les
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flavonoïdes sont rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus où ils représentent

jusqu’à 1 % des fruits frais) et les légumes. (Derbel et Ghedira., 2005).

Des boissons telles que le thé, le café,…, en contiennent également des quantités

importantes. Les flavonoïdes sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales.

Des remèdes à base de plantes renfermant des flavonoïdes ont été (et sont) utilisés en

médecine traditionnelle de par le monde (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

Il existe plusieurs groupes de flavonoïdes dont les principaux sont les flavones, les

flavonols, les flavan-3ols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines Figure 02.

Figure 02. Les structures chimiques des principales familles de flavonoïdes (Fraga et

Oteiza, 2011).

b- Les composés azotés

b1- Alcaloïdes

Les alcaloïdes ont des structures très diverses ; ce sont des composés azotés au gout

amer qui ont des propriétés chimiques basiques (Roberts et wink, 1998).

On distingue trois principales classes d’alcaloïdes : les alcaloïdes vrais (dérivant

d’acides aminés), les pseudo-alcaloïdes (présentant les caractéristiques des alcaloïdes vrais
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mais ne dérivant pas d’acides aminés) et les proto-alcaloïdes (amines simples où l’azote

n’est pas impliqué dans le cycle) (Omulokoli et al., 2000).

Le premier exemple médicalement utilisé, d’un alcaloïde était la morphine isolée en

1805 de l’oeillette Papaver somniferum (Fessenden, 1982).

Les alcaloïdes furent parmi les principes actifs les plus importants en

pharmacologies et en médecine. L’intérêt qu’on leur porte reposait traditionnellement sur

leur action physiologique et psychologique particulièrement violente chez l’homme (Iserin

et coll., 1997).

Certains sont des médicaments connus qui ont des vertus thérapeutiques avérés.

C’est le cas d’un dérivé de la pervenche de Madagascar (Vinca rosea) employé pour traiter

certains types de cancer. D’autres alcaloïdes, comme l’atropine, ont une action directe sur

le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux (Maladie de Parkinson) (Faure,

2008).

Plusieurs types d’alcaloïdes s’avèrent avoir généralement des propriétés

antimicrobiennes (Omulokoli et Coll., 1997).

c- Les terpènes et les stéroïdes

Ce sont des produits naturels, formés de l’assemblage d’un nombre entier d’unités

isoprènique à l’exception des sesquiterpènes (Connoly et Hill, 1991). Les terpènes sont

actifs contre les bactéries (Barre et al., 1997 ; Tassou et al., 1995), les mycètes (Rana et

al., 1997). En 1977, il a été signalé que 60% de dérivés d’huiles essentielles examinés

étaient inhibiteurs aux mycètes tandis que 30% empêchaient la croissance des bactéries

(Chaurasia et Vyas, 1977). Deux autres diterpènes isolés par Batista, se sont avérés actifs

contre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et les espèces de Candida

(Batista et al., 1994).
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II. Aperçu sur les plantes médicinales sélectionnées

Les plantes médicinales continuent à répondre à nos besoins important malgré

l'influence croissante du système sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007). La définition

d'une plante médicinale est très simple. En fait, il s'agit d'une plante qui est utilisée pour

prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues

végétales dont au moins une partie possède des propriétés médicamenteuses (Farnsworth

et al., 1986).

II. 1. La Citrullus colocynthis

II. 1.1. Présentation de la plante

La coloquinte est une plante herbacée, vivace de la famille des cucurbitacées. Sa

tige est munie de vrilles et son fruit est une grosse baie sphérique de couleur ocre à

maturité, de la dimension d’une grosse orange, lisse à sarcocarpe spongieux. Ses feuilles

sont multilobées et velues et ses fleurs sont jaunes. Le fruit est d’un goût très amer (Figure

03), (photos 01) (Baba Aissa, 2000).

Figure 03. Description des différentes parties de Citrullus Colocynthis (Zoro et al., 2003).

a = rameau ; b = fruit ; c = fleur mâle ; d = vrille ; e = feuille
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Photo 01. Fruits Citrullus colocynthis (Baba Aissa, 2000).

II.   1.2. Noms vernaculaires

Les différents noms vernaculaires de cette plante sont les suivants :

 Arabe: Handal, Hadag, Handhal; Hantal, Hadjja.

 Berber : Taberka, Tefersite, Tadjellet.

 Français : coloquinte, chicotin.

 Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourd, egusi (John et Cincinnati, 1898 ;

Chiali, 1973 ; Batanouny et al., 1999).

II. 1.3. Classification botanique

Citrullus colocynthis appartient à la famille des cucurbitacées qui comprend à peu

près 100 genres et 750 espèces. Cette famille est connue pour sa grande diversité génétique

et sa grande adaptation aux régions tropicales, subtropicales et les déserts arides (Giwa et

al., 2010).

La botanique à laquelle incombe la classification des espèces végétales, différencie

la famille des cucurbitacées de la façon suivante :

 Règne : Végétale

 Sous règne : plantes vasculaires

 Division : spermaphytes

 Division : angiospermes

 Classe : dicotylédones

 Sous classe : dialypétales
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 Ordre : violales

 Famille : cucurbitacées

 Genre : Citrullus

 Espèce : Citrullus colocynthis

II. 1.4. Origine et répartition géographique

La coloquinte, originaire des sols arides, est très fréquente dans les régions

tropicales humides ou modérément sèches, elle est peu présente dans les zones tempérées

(Bruneton, 1996). Elle occupe une région très vaste qui s’étend du Nord-Africain, du

Sahara, Egypte, Arabie Saoudite jusqu’au Inde, ainsi que la région méditerranéenne

(Batanouny et al., 1999).

II. 1.5. Actions thérapeutiques

Les graines de la coloquinte sont largement répandus dans la médecine

traditionnelle, car elles possèdent diverses propriétés thérapeutiques : purgatives et anti-

tumorale (Darwish- Sayed et al., 1973 ; Ziyyat et al., 1997 ; Abdel-Hassan et al., 2000 ;

Al-Yahya et al., 2000). Anti-inflammatoire (Barth, et al., 2002 ; Al Ghaithi et al., 2004).

Antirhumatismal (Adam et al., 2001). Laxative (Al Faraj, 1995).

Cette plante est utilisée contre la leucémie, l’ictère, la fièvre, l’ascite, les désordres

biliaires et les hémorroïdes (Duke, 2008 ; Ziyyat et al., 1997), même contre l'oedème, les

infections bactériennes et le cancer (Delazar et al., 2006).

Les feuilles sont employées pour le traitement de l’ictère et l’asthme (Baquare et

Tasnif, 1984 ; Kirtikar et Basu, 1984). Elles sont utilisées contre l’hémorragie et

prescrites pour soulager les douleurs des membres inférieurs, le dos et les articulations

(Banarjee et Dandiya, 1967).

II. 1.6. Toxicité

Depuis les périodes bibliques, les fruits de la coloquinte sont considérés comme

poison mortel (Yanif et al., 1999). La poudre de pulpe est toxique à 0,6-1g/Kg ; les

recherches ont montré que le fruit a une activité cancérogène (Khare, 2007).

II. 1.7. Composition chimique

Le screening phytochimique de différentes parties de la coloquinte (racines, tiges,

graines et feuilles) permet de caractériser les familles de composés chimiques existants

dans la plantes.
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Les graines de coloquinte contiennent 26,6% d’huiles, 13,5% des protéines, 2,1%

des cendres, 52,9% des fibres brutes, 4,9% d’azote libre et contient 322 mg/100g de

potassium, 119 mg/100g de phosphore et 3,3 mg/100 g de fer (Sawaya et al., 2006). Elles

contiennent aussi la phytosteroline (ipurand), 2 phytostérols, 2 hydrocarbures, saponines,

alcaloïdes, polysaccharides, glycosides, et des tanins, comme métabolites secondaires

(Duke, 2008).

II. 2. La Pistacia lentiscus

II. 2.1. Présentation de la plante

Le lentisque ou Pistacia lentiscus L., est un arbuste poussant dans les garrigues et

surtout les maquis des climats méditerranéens. C’est une plante de la famille des

Anacardiaceae. Le nom pistachier vient du grec « pistakê ». Le nom lentisque vient du

latin « lentus » qui signifie visqueux (Quezel et Santa, 1963).

Les feuilles sont persistantes paripennées, avec 4 à 10 paires de folioles oblongues,

elliptiques, obtuses, coriaces, luisantes en dessus, mates et pâles en dessous, elles prennent

en hiver une teinte pourprée, pétiole étroitement ailé. Les fleurs sont en grappes

spiciformes denses, naissant 1 ou 2 à l'aisselle d'une feuille et égalant au plus la longueur

d'une foliole, elles sont unisexuées d’environ trois mm de large et sont très aromatiques, de

couleur rougeâtre. Le fruit petit (2 à 3 mm) est une drupe sub-globuleuse, apiculée, d’abord

rouge, puis noir à la maturité  pendant l’automne (Octobre- Novembre), Son odeur de

térébenthine est forte, et sa saveur est amère, camphrée (Benoît Bock, 2009 ; Delille,

2007).

Figure 04. Arbuste de Pistacia lentiscus L.
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II. 2.2. Classification de la plante

La botanique à laquelle incombe la classification des espèces végétales, différencie

la famille des cucurbitacées de la façon suivante :

 Règne : Végétale

 Sous règne : Tracheobionta -Plantes vasculaires

 Division : Magnoliophyta ou Spermaphytes

 Classe : Magnoliosida-Dicotylédones - Dialypétales, Disciflores

 Sous classe: Rosidae

 Ordre : Sapindales (Rutales)

 Famille : Anacardiacées- Térébinthacées

 Genre : Pistacia

 Espèces : Pistacia lentiscus L (Quezel et Santa, 1963).

II. 2.3. Répartition géographique de Pistacia lentiscus L

Généralement, il se trouve dans les lieux arides de la région méditerranéenne de

l'Europe, de l'Asie, de l'Afrique jusqu'au Canaries (Benoît Bock, 2009 ; Bonnier et Douin,

1990). Selon Dogan et al (2003), cette espèce de plante est adaptée au stress consécutif au

manque hydrique et est capable de lutter contre l’érosion qui représente un facteur

primordial de désertification de l’écosystème des régions méditerranéennes semi arides.

II. 2.4. Composition chimique

La phytochimie de la plante est relativement peu étudiée (Grosjean, 2007), elle est

composée de résine, connue également sous le nom de mastic (ou Mastix). C’est une

substance aromatique et résineuse qui suinte du tronc et des branches principales du

lentisque ou arbre à mastic. Elle est récoltée comme une épice de ces arbres cultivés dans

le Sud de l'île grecque de Chios en mer Egée (Benoît Bock, 2009 ; Delille, 2007 ; Iserin,

2001).

Les analyses chimiques sur la résine ont révélé la présence d’un polymère le cis-1

,4-poly-β- myrcène, une petite fraction d’huile essentielle (environ 2%), des triterpénoïdes

sous forme de deux types de squelettes : squelette de tétracyclines euphane et dammarane

et le squelette de pentacycliques oleanane et lupane. Des triterpénoïdes bicycliques et

tricycliques ont été identifiés également (Belfadel, 2009).
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Cette plante est composée aussi de l’huile essentielle, plusieurs auteurs ont étudié la

composition chimique de cette l'huile. Selon Ahamdi et al (2009) les principaux

constituants sont les suivants :

 Myrcène (39,2%), qui est le composé majeur de cette huile essentielle.

 L’alpha pinène est le principal composant des huiles.

 Le terpinène-4-ol.

 D’autres chémotypes ont également été signalés : longifolène, l’alpha-

caryophellene.

II. 2.5. Utilisation thérapeutique de Pistacia lentiscus L

Duru et al (2003) rapportent que les espèces de Pistacia sont utilisées,

généralement, dans le traitement de l'eczéma, la paralysie, la diarrhée, les infections de la

gorge, les calculs rénaux, la jaunisse, l'asthme et les maux d'estomac, elle possède une

activité anti-Heliocobacter pylori et peut être bénéfique dans le traitement d’ulcère de

l’estomac (Delazar et al., 2004).

Par Ailleurs, cette plante est utilisée comme astringents, anti-inflammatoires,

antipyrétiques, antibactériennes et antivirales (Kordali et al., 2003). Les feuilles sont

pourvues d’une action antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire, antipyrétique,

hépatoprotective, astringente, expectorante et stimulante (Kordali et al., 2003).

II.   3. Artemisia herba alba

II. 3.1. Présentation de la plante

Le genre Artemisia appartient à la famille des Astéracées (Composites), avec plus

de 350 espèces différentes qui se trouvent principalement dans les zones arides et semi

arides d'Europe, d'Amérique, d'Afrique du Nord et d’Asie. Les espèces d’Artemisia sont

largement utilisées comme plantes médicinales en médecine traditionnelle (Nikolova et

al., 2010).

L’armoise la plus connue en Algérie. C’est une plante en forme de touffe de plus de

20 cm de hauteur ; odeur aromatique ; saveur amère ; tige tomenteuse et très ramifiée ;

feuilles blanches et les rameaux se terminent par des capitules assez petits, globuleux ou

ovoïdes, regroupant deux à quatre fleurs jaunâtres ; le fruit est un akène oblong (Rabbas et

al., 2012).
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II. 3.2. Description botanique et systématique

L’armoise blanche est une plante herbacée à tiges ligneuses, ramifiées et

tomenteuses de 30 à 50 cm de long. Les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et

argentées. Les capitules sont groupés en pannicules de petite taille de 1,5 à 3 mm allongés

et étroits contenant de 3 à 6 des fleurs jaunâtres. Les bractées externes de l’involucre sont

orbiculaires et pubescentes (Quezel et Santa, 1962) (Figure 05).

Figure 05. Armoise blanche (Rabbas et al., 2012).

II. 3.3. Classification de la plante

La botanique à laquelle incombe la classification des espèces végétales,

différencie la famille des cucurbitacées de la façon suivante :

 Règne : Plantae

 Sous-règne : Tracheobionta

 Division : Magnoliophyta

 Classe : Magnoliopsida

 Sous-classe : Asteridae

 Ordre : Asterales

 Famille : Asteraceae

 Genre : Artemisia

 Espèce : A. herba alba (Asso)

II. 3.4. Propriété thérapeutique et usage traditionnel

L’Artemisia herba alba est très utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre

gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que

remède de l’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand, 2008). Plusieurs
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études scientifiques ont également prouvées l’efficacité de l’armoise blanche en tant

qu’agent antidiabétique (Tastekin et al., 2006), leshmanicide (Hatimi et al., 2001),

antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien, antipyrétique,

antispasmodique et antihémorragique (Yin et al., 2008).

Les feuilles broyées sont très efficaces pour la migraine et les douleurs des dents.

Les gouttes issues de la mastication de certaines feuilles de cette plante sont utilisées pour

traiter le bourdonnement des oreilles (Rabbas et al., 2012).

II. 3.5. Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de l’Artemisia herba

alba dont les plus importants sont les sesquiterpènes lactones tels que les eudesmanolides

et les germacranolides (Marco, 1989). Les flavonoïdes détectés dans l’armoise montrent

aussi une diversité structurale allant des flavonoïdes communs (flavones glycosides et

flavonols) jusqu’aux flavonoïdes méthylés qui sont très inhabituel. Les flavonoïdes

glycosides comprennent les O-glycosides tels que quercitine-3-glucoside et des flavones C-

glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi que dans l'ensemble des Astéracée

(Salah, 2005).
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Ce travail est réalisé au sein du laboratoire de « Bactériologie » Département de

Biologie-Faculté des Sciences- Université Ammar Tlidji-Laghouat.

Ce travail porte sur une extraction aqueuse suivi d’un screening phytochimique

pour détecter les substances bioactives et l’étude in vitro de l’activité antibactérienne des

extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de Pistacia lentiscus et

d’Artemisia herba alba.

I. Matériel et méthodes

I.   1. Matériel végétal

I.   1.1. Graine de Citrullus colocynthis, feuilles de Pistacia lentiscus et feuilles

d’Artemisia herba alba

Les fruits maturé de Citrullus colocynthis proviennent de la commune d’Al Asafia

(Wilaya de Laghouat) situé à environ 12 km de la ville de Laghouat, les feuilles de

Pistacia lentiscus proviennent de la commune de Balloul (Wilaya de Saida), et enfin, les

l’Artemisia herba alba, est collecté de la région de Boussaâda (Photo 02, 03,04) (Figure

06).

Les dates, les lieux d’échantillonnages, le nombre et le poids des échantillons

étudiés sont consignés dans le tableau 01.

Tableau 01. Origine et date de prélèvement des échantillons.

Echantillons
Date de

prélèvement

Lieu du

prélèvement

Quantité de chaque

échantillon (g)

Fruit de Citrullus colocynthis 29/12/2014
Commune

d’Al Asafia
500 g

Feuille de Pistacia lentiscus
01/01/2015 Commune

de Balloul
500 g

Feuille d’Artemisia herba alba 03/03/2015
Région de

Boussaâda
500 g

L’identification botanique des espèces végétales est effectuée au niveau du

laboratoire de physiologie végétale à l’université de Laghouat par les enseignants sur

l’appui de leur expérience et de certaines documentations relatives à la taxonomie de ces
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espèces au sein du règne végétal, telles que la caractérisation botanique et agronomique de

trois espèces de cucurbites consommées en sauce en Afrique de l’Ouest : Citrullus sp.,

Cucumeropsis mannii Naudin et Lagenaria siceraria (Molina) Standl.

Photo 04. Feuille de Artemisia herba alba

Photo 02. Fruit de Citrullus colocynthis. Photo 03. Feuille de Pistacia lentiscus.
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Figure 06. Situation des différentes stations de prélèvements des échantillons (Encarta,
1998)

I. 2. Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées pour tester l’activité biologique des extraits sont

des bactéries pathogènes. Elles sont à l’origine d’importantes maladies infectieuses

fréquentes. Ces souches sont regroupées dans le Tableau 02.

Tableau 02. Souches bactériennes utilisées pour tester l’activité biologique des extraits

Les cinq souches bactériennes ont été choisies soigneusement pour :

 Les différences de la structure de la paroi.

 Les problèmes potentiels qu’ils posent en clinique et le défi qu’ils opposent à

l’antibiothérapie moderne.

Souches testées Origine

Bactéries

Bactéries à
Gram (+)

Staphylococcus aureus ATCC
6538

MNHN

Listeria monocytogenes ATCC
19111

LAPRONA

Bactéries à
Gram (-)

Escherichia coli ATCC
8739

MNHNKlebseilla pneumaniae
Strasbourg  IBMC

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

c
v

Station de
prélèvement des

feuilles de Pistacia
lentiscus.

c
v

Station de prélèvement
des fruits de Citrullus

colocynthis et des feuilles
d’Artemisia herba alba

c
v
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I. 3. Préparation des extraits et étude phytochimique

Dans ce volet de notre travail, nous avons essayé de recueillir un ensemble

d’informations sur notre matériel végétal qui est les graines de Citrullus colocynthis, les

feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba alba. Les graines et les feuilles ont été

nettoyées et lavées avec de l’eau du robinet puis séchées à l’ombre. Elles ont ensuite été

pesées et broyées grossièrement (Figure 07). Et conservée à la température du laboratoire

dans un bocal hermétiquement fermé pour préserver leur qualité initiale.

Figure 07. Préparation de la poudre des plantes sélectionnées pour extraction (photo

originale).

I.   3.1. Préparation des extraits aqueux

a- Extraction par macération à l’eau

Les extractions ont été effectuées seulement sur les graines de Citrullus colocynthis

et les feuilles de Pictacia lentiscus d’Artemisia herba alba. La technique appliquée pour

l’extraction à l’eau est celle utilisée par (Senhaji et al., 2005).

Une quantité de 20 g est prise dans un erlenmeyer, à laquelle nous avons ajouté 100

ml de solvant (Eau distillé). Après 3 heures de macération sous agitation continue à 200

Poudre de
Pistacia lentiscus.

Poudre d’Artemisia
herba alba

Poudre de
Citrullus

colocynthis.
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tours/min, le mélange est ensuite centrifugé à 3600 g pendant 30minutes. Le surnagent est

récupéré puis filtré sur papier filtre Wattman N° 01.Cette opération est répétée quatre fois.

A la fin de l’extraction, les fractions obtenus sont récupérées dans un flacon et conservées

à 4°C à l’abri de la lumière jusqu’au moment de leurs utilisations. La figure 08 résume les

étapes de l’extraction aqueuse.

Figure 08. Schéma du procédé d’extraction utilisé dans cette étude

I. 3.2. Détermination du rendement des extraits secs

Afin de pouvoir calculer le rendement de chaque extrait aqueux, les extraits sont

récupérés sec par évaporation de l’eau dans une étuve à 50°C. Le rendement est déterminé

par le rapport du poids de l’extrait sec après évaporation sur le poids de la matière végétale

sèche utilisée pour l’extraction, multiplié par 100% (Bekhechi-Benhabib, 2001).

 m1 : masse en gramme de l’extrait sec.

 m0 : masse en gramme de la matière végétale sèche.

 Rd : rendement.

I.   3.2. Tests phytochimiques

Les composés chimiques sont déterminés par une étude phytochimique qui consiste

à caractériser les différentes catégories de molécules existantes dans les extraits de plantes.

Ces dernières vont servir à obtenir des principes actifs utilisés comme agents

thérapeutiques (Bruneton, 1996).

Rd % = (m1 X 100) / m0

20 g de poudre de plante
additionné à 100 ml d’eau distillé

3 heures de macération sous
agitation continue à 200

tours/min

Centrifugation é à 3600 g
pendant 30 minutes

Filtration sur papier filtre

Evaporation dans l’étuve à 50°C Répétition des mêmes étapes
quatre fois successive
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Pour ce faire, les différents extraits obtenus ont été soumis aux tests

phytochimiques. Ces derniers sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de

colorations et de précipitations, ainsi que des examens en lumière ultraviolette. Les

différentes familles de composés chimiques recherchées dans cette étude sont les

suivantes :

a- Détection des polyphénols

a1- Détection des tanins

Les tanins sont mis en évidence à partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en

présence de quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au méthanol). Après agitation de

l’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdâtre en

présence de tanins catéchiques (karumi et al., 2004).

a2- Détection des flavonoïdes

Un mélange de quelques gouttes de mg2+ et de gouttes d’HCL concentré, placé

dans un tube, est ajouté à 2ml d’extrait. L’apparition de la coloration rose, orange ou rouge

indique la présence des flavonoïdes (Malec et Pamelio, 2003).

a3- Détection des saponosides

Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube à essais sont

agités pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse

persistante, supérieure à 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009).

b- Détection des alcaloïdes

Les alcaloïdes ont été caractérisés à partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml

d’extrait sont évaporés jusqu'à l’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCl

à (2%) sont ajoutés. Après agitation de la solution acide, 1 à 2 gouttes du réactif de Mayer

ou Wagner sont ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunâtre ou brun indique la

présence d’alcaloïdes (Mojab et al., 2003).

c-Détection des tèrpènes

c1- Détection des stéroïdes

Les stéroïdes sont révélés après addition de 5 ml d’anhydride acétique à 5 ml d’extrait à

chaud. Le mélange est ajouté à 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. Après agitation

l’apparition, à l’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert,

indique une réaction positive (Bruneton, 1999).
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I. 4. Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits de plantes

La présence des composés volatiles, des flavonoïdes, des tanins et des alcaloïdes

peut conférer à la plante une activité antimicrobienne. C’est pourquoi, Nous avons testé

l’activité des différents extraits vis-à-vis les bactéries.

I. 4.1. Techniques d’évaluations de l’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des différents extraits a été évaluée par trois méthodes de

références :

 La technique de diffusion sur gélose Muëller Hinton (méthode des disques).

 la technique de diffusion sur gélose Muëller Hinton (méthode de puits).

 La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les concentrations

minimales inhibitrices (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).

a. Technique de diffusion sur gélose Muëller Hinton (méthode des disques)

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des extraits sur gélose (méthode de

disques). L’obtention de l’inoculum final pour les bactéries s’effectue à partir d’une

préculture jeune sur gélose Muëller Hinton, nous avons prélevé quelques colonies que nous

avons resuspendu dans 5ml de bouillon nutritif. L’inoculum est ajusté à 108 cellules/ml

(une DO de 0,08 à 0,1) par lecture de la densité optique à une longueur d’onde de 625 nm.

La concentration cellulaire finale, fixée à 106 cellules/ml, est obtenue par dilution de

l’inoculum initial à 1/100ème dans de l’eau physiologique (0,9% de NaCl).

Les boites de Pétri contenant de la gélose Muëller Hinton sont ensemencées

aseptiquement par inondation. Ensuite elles sont séchées à proximité de la flamme. Des

disques de 6 mm de diamètre préparés à base de papier filtre, puis stérilisés par

autoclavage sont imprégnés de l’extrait à tester puis placés sur la gélose préalablement

ensemencée par les bactéries à tester. Les disques sont préparés en extemporané.

Les boites ainsi préparées sont pré incubées pendant 15 minutes à température

ambiante avant d’être placées dans une étuve à 37°C pendant 18 à 24 heures. La lecture se

fait par mesure des diamètres des zones d’inhibition autour du disque (Clinical and

Laboratory Standards Institute, 2006).
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Figure 09. Evaluation de l’activité antibactérienne par la méthode des disques (CLSI,

2006).

b. Technique de diffusion sur gélose Muëller Hinton (méthode de puits)

Des boites de Pétri contenant du milieu Muëller Hinton sont ensemencées

aseptiquement par une suspension bactérienne de106 cellules/ml (une DO de 0,08 à 0,1)

qui provient d’une préculture jeune sur gélose Muëller Hinton. Après séchage des boites, la

gélose Muëller Hinton est perforée à l’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur.

Les cavités ainsi formées sont remplies chacune des fractions des extraits bruts à tester

(environ 20 µl par puits), avec une gamme de concentration allons de 10 mg/ml jusqu’à

100 mg/ml Les boites sont mises à incubées dans une étuve à 37°C pendant 48h.

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour du puits. La

lecture des résultats s’effectue par mesure des diamètres des zones d’inhibitions. Un

produit est considéré actif, si le diamètre de la zone d’inhibition est supérieur à 8 mm (Ela

et al., 1996).

C. La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La technique utilisée a été décrite par Eucast en 2003. Elle est basée sur la capacité

des microorganismes à produire une croissance visible à l’œil nu au sein d’une série de

dilution de la substance antimicrobienne. Cette méthode est réservée uniquement pour les

bactéries aérobies non exigeantes.
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Le bouillon Muëller Hinton (MHB) supplémenté en cation est largement utilisé

comme milieu standard pour la micro-dilution en plaque. Il permet une meilleure

croissance de la plupart des bactéries pathogènes non exigeantes, en plus de son faible effet

antagoniste vis-à-vis des extraits. Ce bouillon répond à l’exigence standard du NCCLS en

2003, il est considéré comme milieu de référence.

A partir d’une préculture bactérienne en milieu solide (Muëller Hinton gélosé) de

24 h à 37°C, nous avons prélevé quelques colonies à l’aide d’une anse de platine que nous

avons resuspendu dans du bouillon nutritif ou bien TSB (Tryptic Soy Broth). Elles sont

ensuite placées dans une étuve à 37°C jusqu’à l’obtention d’une concentration cellulaire de

108 cellules/ ml (une DO de 0.08 à 0.1, ƛ=625nm).Nous avons effectué ensuite une dilution

au 1/100ème pour avoir un inoculum final de 106 cellules/ ml.

a- Préparation de la microplaque

Pour chaque ligne de la microplaque, nous avons déposés 100µL de MHB dans les

12 puits à l’exception du puits N°2 qui servira de témoin négatif (croissance sans

antibactérienne). Nous avons ensuite ajouté 100µL de l’extrait à tester dans les puits N°2 et

3.

Après avoir bien mélangé le contenu du troisième puits, nous avons prélevé 100µL

que nous avons mis dans le quatrième puits, puis du quatrième au cinquième et ainsi de

suite jusqu’au dernier puits de façon à obtenir des dilutions successives de demi en demi.

Les 100µL du dernier puits qui restent doivent être éliminé (Figure 10). Enfin, nous avons

introduit 100µL de l’inoculum dans chaque puits.

Les plaques sont scellées et placées dans une étuve à 35°C pendant 24 heures.

Après une incubation de 24h à 37°C, nous avons ajouté l’indicateur de croissance ou de

viabilité des bactéries qui est le p-iodonitrotétrazolium (INT).

Ce colorant est présent sous forme de sel violet. Lorsqu’il est dissout dans l’eau, il

devient incolore. Cet indicateur coloré est préparé en extemporané à 0,4 mg/ml dans l’eau

distillée. 40µl de la solution de INT sont rajoutés dans chaque puits. La microplaque est

incubée à nouveau à 37°C pendant 30 minutes.

Le tétrazolium sert comme un accepteur d’électrons, sous sa forme réduite il prend

une couleur rouge. Lorsqu’il est ajouté aux puits où il y a une croissance microbienne avec

libération d’électrons, il se transforme sous une forme réduite et le contenu de puits devient
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rouge. Quand les bactéries sont inhibées, le contenu des puits reste clair après l’incubation

en présence de tétrazolium (Al-bayati, 2008).

La plus faible concentration de chaque extrait ne montrant aucune croissance est

considérée comme la plus faible concentration inhibitrice (CMI), elle est confirmée par la

recherche de CMB.

b- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est définie comme la plus faible concentration de l’antibiotique qui détruit

99,9% de la concentration cellulaire finale. Après la détermination de la CMI (durant 24h

d’incubation à 37°C), les deux puits contenant les concentrations en substance antibiotique

strictement supérieures à la CMI vont servir pour la détermination de la CMB.

Pour ce faire, un échantillon de 10µL de chaque puits (ne présentant pas de

croissance) va être transféré dans des boites de Pétri contenant du milieu Muëller Hinton

Agar (MHA). Les boites sont incubées dans une étuve à 37°C pendant 24 h.

Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La

boite de celle de la CMB renferme un nombre de colonies inférieur à 3 (Prescott et coll ;

1995).

Figure 10. Evaluation de l’activité antibactérienne par la méthode de microplaque (Berche

et al., 1991 ; EUCAST, 2003).
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II. Résultats et discussion

II.   1. Extraction et étude phytochimique des extraits des plantes

II. 1.1. Rendements des extractions aqueuses

Le résultat de cette expérimentation a permis l’obtention de trois extraits différents

au moins dans leur couleur. Pour l’extrait aqueux du P. lentiscus, la couleur ressemblée est

le vert foncé avec un aspect poudreux après l’évaporation de l’eau. Pour l’extrait aqueux

de C. colocynthis, la couleur ressemblée est le jaune avec un aspect poudreux toujours

après l’évaporation de l’eau. L’extrait aqueux d’Artemisia herba alba est lui-même

poudreux avec une couleur qui migre vers le marron.

Le calcul du rendement par rapport au poids total de la poudre sèche utilisée dans

l’extraction montre que, les plantes ont donné des masses en extraits secs supérieures à 1 g

/ 100 g de poudre. Du point de vue rentabilité en poids, l’extrait aqueux de P. lentiscus a

donné les proportions les plus élevées en le comparant avec les deux autre extraits aqueux

(A. herba alba et C. colocynthis), les proportions sont respectivement 17.44%, 12% et

2.05% (Figure 11).

Figure 11. Rendements des extraits aqueux.

II. 1.2. Tests phytochimiques effectués sur les extraits aqueux

Le résultat des tests phytochimiques effectués sur la poudre des extraits aqueux

obtenus après évaporation des extraits est reporté dans le tableau 03.
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Tableau 03. Tests phytochimiques effectués sur les extraits aqueux des graines de Citrullus

colcoynthis. Pistacia lentiscus et Artemisia herba alba.

Famille photochimiques
Extrait aqueux

de Citrullus
colocynthis

Extrait aqueux
de Pistacia
lentiscus

Extrait aqueux
de Artemisia
herba alba

Alcaloïdes + + +

Polyphénols

Tanins + + -

Flavonoïdes + + +

Coumarines - - -

Saponosides - + +

Terpènes + + +

Les résultats obtenus révèlent que les trois extraits aqueux possèdent presque la

même composition chimique. Les flavonoïdes, les alcaloïdes et les terpènes sont présents

dans tous les extraits aqueux, alors que les coumarines sont absentes dans ces extraits. La

caractérisation des tanins est positives seulement sur les extraits aqueux de C. colocynthis

et P. lentiscus. Les saponosides sont aussi distincts sur les extraits aqueux d’A. herba alba

et P. lentiscus. L’extrait aqueux de C. colocynthis est pauvre en saponosides (Tableau 03).

DISCUSSION

La méthode d’extraction effectuée sur la poudre de P. lentiscus, C. colocynthis et A.

herba alba menée à une température ambiante permet d’extraire le maximum de composés

et de prévenir leur dénaturation ou modification probables (Yagoub, 2008).

Il est difficile de comparer les résultats d’extraction avec ceux de la bibliographie.

Le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles

l’extraction a été effectuée (Lee et al., 2003).

Le rendement d’extraction aqueux effectué sur les graines de C. colocynthis que

nous avons obtenu est nettement similaire à ceux de Marzouk et al (2009) .Le rendement

d’extraction aqueuse de P. lentiscus est très supérieur en le comparant avec les travaux de

Remila et al (2015) qui ont utilisé l’éthanol comme solvant d’extraction. Par ailleurs notre

rendement est inférieur à celui de Cheurfa et Allem (2015) qui ont utilisé l’eau distillé

comme solvant.
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Le screening phytochimique des extraits aqueux révèle que les graines de C.

colcoynthis, les feuilles de P. lentiscus et d’A. harba alba sont une source importante de

polyphénols. Cette classe regroupe essentiellement les tanins, les flavonoïdes et les

saponosides avec l’absence des coumarines dans les trois extraits aqueux. Les terpènes et

les alcaloïdes sont également présents dans la composition chimique des trois extraits.

Les résultats obtenus dévoilent la richesse des graines de Citrullus colocynthis du

point de vue qualitatif en métabolites secondaires tels que les tanins. Ces composés ont été

signalés dans le fruit de Citrullus colocynthis par Najafi et al (2010), Gurudeeban et al

(2010) ainsi que Adebayo-Tayo et al (2010) ont marqué la présence des tannins dans les

extraits aqueux et de Citrullus colocynthis.

La présence des tanins dans l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus a été signalée

dans les travaux de Remila et al (2015) qui ont dévoilé que le fruit de cette plante contient

une quantité importante en le comparant avec celle des feuilles. Cette classe de métabolites

secondaires est aussi présente dans l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba avec une

quantité indéterminée. Les études effectuées par Ksouri et al (2015) et Khlifi et al (2013)

ont signalé la présence de cette classe de métabolite secondaire dans les extraits

l’Artemisia heba alba.

La présence des flavonoïdes dans les extraits aqueux des graines de Citrullus

colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba alba sont également

rapportée par plusieurs auteurs (Najafi et al., 2010 ; Gurudeeban et al., 2010 ; Adebayo-

Tayo et al., 2010 ; Ambi et al., 2007 ; Khlifi et al., 2013). Il s’agit d’une classe très

diversifiée ayant une multitude de structures distinctes par leurs propriétés chimiques

(Derbel et Ghedira, 2005).

Malgré l’absence des saponosides dans l’extrait aqueux de Citrullus colocynthis

plusieurs auteurs ont marqué leurs existences dans les feuilles et les fruits de cette plante

(Najafi et al., 2010 ; Gurudeeban et al., 2010 ; Adebayo-Tayo et al., 2010). Nos

résultats indiquant la présence des saponoside dans l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus

est en accord avec l’étude réalisé par Bammou et al (2015).

Plusieurs études ont montré que les terpènes sont largement répandus dans le genre

Citrullus (Ali et Pandey, 2007 ; Gurudeeban et al., 2010 ; Adebayo-Tayo et al., 2010)

ont révélé leur existence dans les feuilles de cette espèce. Cette classe de métabolite

secondaire regroupe également des substances stéroliques qui sont présents sous forme
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d’alcools libres ou sous forme d’esters associés à d’autres molécules. Bammou et al

(2015) ont aussi enregistré la présence de cette classe dans les extraits aqueux de Pistacia

lentiscus.

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de la dernière classe de métabolites

secondaires, montrent que les alcaloïdes sont présents dans les trois extraits aqueux. Ce

résultat est confirmé par Ambi et al (2007) qui ont détecté les alcaloïdes au niveau des

graines de cette espèce et Marzouk et al (2011) qui ont démontré que, les graines de

Citrullus colcoynthis contiennent 1.64 mg d’alcaloïde par 100g de matière sèche. La

présence des alcaloïdes dans les graines de Citrullus colcoynthis indique son intérêt

pharmacologique et médicinale tel que signalé par Iserin et al (1997). Certains de ces

métabolites secondaires ont aussi été identifiés, tel que signalé par Darwish-Sayed et al

(1973) qui ont pu identifier la présence de trois alcaloïdes dans les graines de cette espèce.

La présence d’alcaloïdes dans les extraits de Pistacia lentiscus est aussi signalée

dans les travaux de Bammou et al (2015).

CONCLUSION

La méthode d’extraction à température ambiante permet d’extraire le

maximum de molécules bioactives avec une éventuelle protection contre les

dénaturations ou les modifications probables des constituants chimiques de la plante.

Les examens phytochimiques effectués sont d’une extrême importance. Ils

démontrent que les extrait aqueux de P. lentiscus, C. colocynthis et A. herba alba sont

une source privilégiée de molécules biologiquement actives tels que les polyphénols,

les terpènes et les alcaloïdes.

II. 2. Activité antibactérienne des extraits aqueux

II. 2.1. Activité antibactérienne des extraits aqueux par la méthode de disque

Les résultats obtenus avec la gamme de concentration réalisée pour chaque extrait

aqueux indiquent une absence totale d’inhibition de la croissance bactérienne jusqu’à la

concentration 75 mg/ml pour les deux extraits aqueux de P. lentiscus et C. colocynthis. Au-

delà de cette concentration, ces deux extraits en marqué une bonne inhibition sur la

majorité des souches bactérienne sélectionnées.
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En ce qui concerne l’extrait aqueux d’A.herba alba, les résultats obtenus n’ont

enregistré aucune inhibition de la croissance sur la totalité des souches bactériennes

sélectionnées même pour les fortes concentrations.

Les résultats affichés sur la figure 12 démontrent que l’extrait aqueux de P.

lentiscus exerce un bon pouvoir antibactérien en se référant à la méthode décrite par

Sheng-Hsien et ses collaborateurs (2007) :

 ≤ 6.4mm  pas d’activité antibactérienne.

 6,5 ≤  ≤ 6,9mm  activité antibactérienne faible.

 7 ≤  ≤ 7,4mm  activité antibactérienne modeste.

 7,5 ≤  ≤ 7,9mm  activité antibactérienne moyenne.

 ≥ 8mm  bonne activité antibactérienne.

La souche P. aeruginosa ATCC 27853 est la souche la plus sensible dans

l’ensemble des souches sélectionnées avec un diamètre d’inhibition de 33.34 mm suivie

par K. pneumaniae IBMC Strasbourg et S. aureus ATCC 6538 qui un diamètre d’inhibition

proche. L. monocytogenes ATCC 19111 est apparue aussi sensible à cet extrait avec une

zone d’inhibition de 10.90 mm. E. coli ATCC 8739 est semblée la souche bactérienne la

plus résistante avec absence totale d’une zone d’inhibition (Figure 12).

Figure 12. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentitscus

par la méthode des disques à la concentration 100mg/ml.
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Le résultat concernant l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de C. colocythis

est affiché sur la figure 13. Selon ces résultats, E. coli ATCC 8739 est apparue toujours

résistantes à cet extraits bien que la concentration est très élevé. P. aeruginosa ATCC

27853 est la souche la plus sensible suivie de S. aureus ATCC 6538 et de K. pneumaniae

IBMC Strasbourg les zones d’inhibition sont 22.86, 15.57 et 9.81 mm respectivement.

Selon la méthode décrite par Sheng-Hsien et ses collaborateurs (2007), cet extrait ne

possède aucune activité antibactérienne contre L. monocytogenes ATCC 19111.

Figure 13. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Citrullus

colocynthis par la méthode des disques à la concentration 100mg/ml.

II. 2.2. Activité antibactérienne des extraits par la méthode des puits

Cette méthode permet aussi d’évaluer l’activité antibactérienne des extraits aqueux

de nos plantes. Selon les résultats affiché sur la figure 14 démonte que l’extrait de P.

lentiscus exerce une très bonne activité biologique contre la majorité des souches

bactériennes. P. aeruginosa ATCC 27853 est la souche la plus sensible avec un diamètre

d’inhibition de 37.37 mm suivie de L. monocytogenes ATCC 19111 et K. pneumaniae

IBMC Strasbourg, et enfin S. aureus ATCC 6538. Les diamètres des zones d’inhibition

sont respectivement 15.23, 15.51 et 8.93 mm. La souche E. coli ATCC 8739 est toujours

résistante devant cet extrait.
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Figure 14. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentitscus

par la méthode des puits à la concentration 100mg/ml.

Les résultats relatifs à l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de C.

colocynthis évalué par la méthode de puits est affiché sur la figure 15. Cette dernière révèle

que les P. aeruginosa ATCC 27853 sont les plus sensibles suivies de S. aureus ATCC

6538 et de K. pneumaniae IBMC Strasbourg, L. monocytogenes ATCC 19111 et E. coli

ATCC 8739 sont apparues résistantes.

Figure 15. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Citrullus

colocynthis par la méthode des puits à la concentration 100mg/ml.
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Photo 05. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus sur

L. monocytogenes ATCC 19111.

Photo 06. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus sur

S. aureus ATCC 6538.

Photo 07. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus sur

K. pneumaniae IBMC Strasbourg.
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Photo 08. Résultat de l’activité antibactérienne de l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus et

de Citrullus colocynthis sur P. aeruginosa ATCC 27853.

II.   2.3. Détermination de la CMI et la CMB des extraits aqueux

Tableau 04. Détection de la CMI et la CMB des extraits aqueux des graines de Citrullus

colcoynthis. Pistacia lentiscus contre les souches bactériennes sélectionnées.

P. aeruginosa S. aureus L. monocytogenes K. pneumaniae

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Eaq de C. colocynthis 0.390 0.781 0.195 0.390 2.08 3.12 16.66 25

Eaq de P. lentiscus 0.195 0.390 0.195 0.390 0.520 0.781 8.33 12.5

Selon les résultats affichés sur le tableau, la CMB la plus faible est celle de l’extrait aqueux

de P. lentiscus sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et S. aureus ATCC 6538 elle

est de 0.390 mg/ml. L’extrait aqueux de C. colocynthis exerce la même CMB sur S.

aureus. La souche K. pneumaniae Strasbourg IBMC nécessite une concentration

bactéricide assez élevé (25 mg/ml).

DISCUSSION

La recherche des effets antibactérienne de la coloquinte, l’armoise, et du lentisque

les souches rencontrées dans les milieux hospitaliers a révélé une efficacité des extraits

aqueux de ces plantes sur la majorité des souches bactériennes sélectionnées, ce qui

confirme que les substances bioactives des plantes sont considérées comme des composés

potentiellement efficaces contre les souches pathogènes.
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Les effets antibactériens des extraits aqueux des graines de la coloquinte et les

feuilles de l’armoise et du lentisque peuvent être attribués aux différentes substances

phytochimiques détectées lors du screening phytochimique. Parmi les substances

phytochimiques douées d’une activité antibactérienne, on cite principalement les

alcaloïdes, les flavonoïdes, les polyphénols et les stéroïdes (Irobi et Daranola, 1994 ;

Brantner et al., 1996 ; Yan et al., 2008). L’absence totale des hétérosides

cyanogénétiques diminue fortement les risques toxicologiques liés à l’usage de Pistacia

lentiscus (Andersen et Markham, 2010), Dans leur étude, Abdel Ghani et al (2008)

mettent en relation l’activité antimicrobienne des extraits avec les substances bioactives de

la plante. La tendance de ces substances phytochimiques d'avoir une activité plus élevée

sur l'ensemble des souches est en fonction de leurs concentrations dans les extraits

(Fogliani et al., 2005 ; Yan et al., 2008).

Le pouvoir antimicrobien élevé enregistré chez Pistacia lentiscus est due

essentiellement a la présence des tanins (Romani et al., 2002). Cette plante est largement

utilisée dans le traitement de pathologies, notamment celles du tube digestif (Bammou et

al., 2015).

L’importance de ces familles phytochimiques est influencée par la répartition

géographique des plantes, ce qui influe par la suite sur leurs activités biologiques.

L’activité antimicrobienne des extraits dépend donc de la plante, de sa composition, de

l’organe végétal à tester, de la nature de l'extrait et de la souche bactérienne à étudier

(Graven et al., 1992).

Les travaux de Scalbert (1991) et Banso et Adeyemo (2007) ont démontré que les

tanins isolés des plantes médicinales possèdent une activité toxique contre les

microorganismes. Les saponines sont une classe spéciale de glycosides qui ont d’une part,

une caractéristique savonneuse et d’autre part, une très bonne activité antibactérienne

(Sadipo et al., 1991).

Plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits

de plantes. Plusieurs chercheurs attribuent cette fonction aux composés phénoliques. Ces

composés peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires

et provoquant la fuite de matériaux cellulaires et finalement la mort des microorganismes

(Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ; Abdel Ghani et al., 2008).
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Résultats et discussion.

Les composants des extraits tels que les terpènes affectent non seulement la

perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellulaires. Ces composés

peuvent traverser les membranes cellulaires, pénètrent ainsi à l'intérieur de la cellule et

interagissent avec des sites critiques intracellulaire tels que les enzymes et les protéines, ce

qui conduit à la mort cellulaire (Omidbeygi et al., 2007 ; Cristani et al., 2007).

Selon Farag et al (1989), la présence des groupements OH dans les composés

phénoliques est capable de former des liaisons hydrogènes avec les sites actifs des

enzymes et d'accroître l'activité antimicrobienne.

Les flavonoïdes sont également responsables de l’inhibition des microbes (Linuma

et al., 1994). Ils sont responsables des processus de balayage ou chélateurs et peuvent

également perturber les membranes microbiennes (Kessler et al., 2003). Par ailleurs, les

alcaloïdes renferment un effet détoxifiant et possèdent une très bonne activité (Zee-Cheng,

1997). Selon Sadipo et al (1991), les tannins sont responsables de la précipitation des

protéines indispensables des micro-organismes.

CONCLUSION

L’étude de l’activité antibactérienne des extraits des graines de Citrullus

colocynthis et des feuilles d’Artemisia herba alba et de Pistacia lentiscus par la

méthode de diffusion sur gélose ainsi que la méthode des microplaques a révélé que

les extraits aqueux de Pistacia lentiscus possèdent une remarquable activité

biologique liée à leur richesse en composés bioactifs largement répandus dans les

plantes médicinales.

L’extrait aqueux de Pistacia lentiscus possède une forte activité

antibactérienne contre les souches sélectionnées. L’extrait aqueux d’Artemisia herba

helba n’exerce aucune activité antibactérienne. L’extrait aqueux de Citrullus

colocynthis a démontré lui aussi son effet bactéricide.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de notre étude, menée sur l’activité antibactérienne des extraits aqueux

des graines de Citrullus colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba

alba sur quelques souches bactériennes réputées pathogènes, le premier objectif identifié

fut l’extraction et l’étude phytochimique des extraits après évaporation du solvant.

Pour répondre à cet objectif, une quantité suffisante de chaque plante est collectée

dans les différentes régions du pays.

Selon les analyses phytochimiques effectuées après extraction aqueuse, les

différents extraits brute obtenus sont une source privilégiée de molécules biologiquement

actives, présentes sous forme d’alcaloïdes, des terpènes et des polyphénols dont certains

sont abondantes tel que les tannins et les flavonoïdes et d’autre sont absentes comme les

coumarines.

Pour répandre au second objectif évaluant l’activité antibactérienne des extraits des

trois plantes, nous avons testé cette activité par trois méthodes différentes dont les deux

premières ont dévoilé que l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba ne possède aucune

activité antibactérienne contre toutes les souches sélectionnées. L’extrait aqueux de

Pistacia lentiscus a dévoilé une très bonne activité antibactérienne contre la majorité des

souches sélectionnées et surtout le Pseudomonas aeruginosa.

Malgré la résistance et la pathologie connue de Listeria monocytogenes, cette

dernière est apparue très sensible à l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus.

L’extrait aqueux de Citrullus colocynthis a exercé lui aussi une bonne activité

antibactérienne sur la majorité des souches, mais cette activité apparue très faible en la

comparons avec celui de Pistacia lentiscus.

La dernière technique nous a permis de déterminé la CMB et la CMI de nos

extraits. La plus faible concentration minimale bactéricide est divulguée contre S. aureus et

P aeruginosa exercée bien sûr par l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus.

A l’issue de cette étude et afin d’élucider certains points restés peu claires, il

apparait nécessaire d’effectuer d’autres études approfondies qui se résument dans les

points suivants :

 Extraction et caractérisation des composés actifs par des méthodes plus

spécifiques.
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 Réalisation d’une étude toxicologique avant l’application des extraits.

 Une étude in vivo pour obtenir une vue globale sur l’activité antibactérienne

des extraits aqueux de nos plantes.
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I. Composition des milieux de culture

Bouillon nutritif

Extrait de viande 3g

Peptone 5g

Chlorure de sodium 5g

Eau distillée qsp 1L

pH 7,2 (±0,2) à 37°C

Gélose nutritive

Extrait de viande 1g

Extrait de levure 2g

Peptone 5g

Chlorure de sodium                                                                                                                   5g

Agar 15g

Eau distillée qsp 1L

PH 7,2 (±0,2) à 37°C

Milieu Mueller-Hinton

Extrait de viande 4g

Hydrolysat de caséine 17,5g

Amidon 1,5g

Agar 15g

Eau distillée qsp 1L

PH 7,4 (±0,2) à 37°C

Préparation : 38g/L Stérilisation à 121°C/15mn

Eau physiologique

NaCl 9 g

Eau distillée 1000 Ml



II. Quelques Matériels de laboratoire

Photos 11. Etuve Photos 12. Centrifugeuse

Photos 09. Spectrophotomètre
Photos 10. Balance analytique



III. Activité antibactérienne

Photos 13. Activité antibactérienne d’extrait aqueux de Pistacia lentiscus et C. colocynthis

Photos 14. L’extrait aqueux de Pistacia lentiscus et C. colocynthis



Photos 15. La filtration et la centrifugation des différents extraits aqueux.



Abstract

Contribution to the study of the antibacterial activity of the Citrullus colocynthis against medicinal plants used in medicine

traditional.

The extracts of plants and their components have a long history as agent’s antibacterial in order to fight the antibiorésistances which

currently colonizes a very significant place leading the researchers towards the search for new strategy of prevention and fight.

This work concerns the in vitro study of the antibacterial activity of the aqueous extracts of seeds of Citrullus colocynthis and of the sheets

of Pistacia lentiscus and Artemisia herba alba, of the plants aromatic and medicinal of the Algerian flora, with respect to some pathogenic bacteria

for the Man. This antibacterial activity is tested by three different methods in order to reveal their capacities antibacterial well.

The phytochemical analysis of the aqueous extracts of seeds of Citrullus colocynthis, of the sheets of Pistacia lentiscus and Artemisia herba

alba revealed the presence of some chemical groups (total polyphenols, terpenes and alkaloids) likely to express the required antibacterial activity.

The results obtained starting from this study showed the antibacterial effect aqueous extracts of these plants. The aqueous extract of

Artemisia herba alba showed its incapacity to exert a power antibacterial on the totality of the stocks bacterial. The aqueous extracts of the grains of

Citrullus colocynthis, and the sheets of Pistacia lentiscus proved a moderated antibacterial effect. Inhibition by P. lentiscus is 33.34 mm against P.

aeruginosa by the method of the wells. This extract exerts a CMB of 0.39 mg/ml against P. aeruginosa and S. aureus.

The results show that the aqueous extracts of seeds of Citrullus colocynthis and the sheets of Pistacia lentiscus used with weak

concentration could have a significant potential for the biological control of the pathogenic bacteria.

Key words: Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, aqueous extract, phytochemical analysis, antibacterial activity.

ملخصال

من النباتات الطبیة المستخدمة في الطب التقلیدي.ومساھمة لدراسة النشاط المضاد للبكتیریا من حبوب نبات الحنظل

جدا مما یؤدي  بكبار الباحثین للبحث عن التي تشكل حالیا موضع دراسة مھم حیویةمضادات الالالمستخلصات النباتیة ومكوناتھا لھا تاریخ طویل كعامل مضادة للبكتیریا لمكافحة مقاومة 

طریة المضاد للبكتیریا ، وھى عبارة عن نباتات عالضرو والشیح نبات الحنظل وأوراق نباتمستخلص المائي لبذور الویركز ھذا العمل على دراسة نشاط إستراتیجیة جدیدة للوقایة والسیطرة.

مضادة للجراثیم.البعض البكتیریا المسببة للأمراض للإنسان. یتم اختبار ھذا النشاط المضاد للبكتیریا عن طریق ثلاث طرق مختلفة لتكشف عن كامل صلاحیاتھاضدنشاطلھا تتواجد في الجزائر

یدات) قادرة على لكلولاا، تربین والكلىفینولجود بعض المجموعات الكیمیائیة (البوليواثبتشیحالوأوراقالضرو الحنظل ، وأوراق نباتنباتالتحلیل الكیمیائي للمستخلص المائي لبذور

التعبیر عن الأنشطة المضادة للبكتیریا المطلوبة.

على ھ عدم قدرتاثبتفقدلشیحانبات لالمستخلص المائي أمامعتدلبكتیریاللتأثیر مضادلھ الضرو لبذور نبات الحنظل ، وأوراق نباتمستخلص المائي الإنأظھرت نتائج ھذه الدراسة

تأثیر الدیھةتنبالبطریقة الآبار ھذهP aeruginosaملم ضد 33.34ھو والضرنباتأوراقتثبیطأنتیریة. أظھرت مستخلصات المائیةعلى جمیع السلالات البكبكتیریاللقوة مضادةأيممارسة 

Pضد ملغ / مل CMB 0.39یصل إلى aeruginosaو.S. aureus. الضرو المستخدمة في تركیزات منخفضة یمكن الحنظل وأوراق نباتنباتمستخلص المائي لبذورالوأظھرت النتائج أن

للمكافحة البیولوجیة من البكتیریا المسببة للأمراض.ات كبیرة یإمكانلھا أن یكون

النشاط المضاد للبكتیریا.النباتي،الكیمیائي تحلیلالالمائي شیح، المستخلص النبات،والضر، نباتالحنظلنبات :مفتاحیةكلمات الال

Résumé

Contribution à l’étude de l’activité antibactérienne des grains Citrullus colocynthis plantes médicinales utilisée en médecine
traditionnelles.

Les extraits de plantes et leurs constituants ont une longue histoire comme agents antibactériens afin de combattre l’antibiorésistances qui
colonise actuellement une place très importante conduisant les chercheurs vers la recherche de nouvelle stratégie de prévention et de lutte.

Ce travail porte sur l’étude in vitro de l’activité antibactérienne des extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de
Pistacia lentiscus et d’Artemisia herba alba, des plantes aromatique et médicinale de la flore algérienne, vis-à-vis de quelques bactéries pathogènes
pour l’Homme. Cette activité antibactérienne est testée par trois méthodes différentes afin de bien divulguer leurs pouvoirs antibactériens.

L’analyse phytochimique des extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis, des feuilles de Pistacia lentiscus et d’Artemisia heba
alba a révélé la présence de quelques groupes chimiques (polyphénols totaux, terpènes et alcaloïdes) susceptibles d’exprimer les activités
antibactérienne recherchées.

Les résultats obtenus à partir de cette étude ont démontré l'effet antibactérien des extraits aqueux de ces plantes. L’extrait aqueux
d’Artemisia herba alba a montré son incapacité à exercer un pouvoir antibactérien sur la totalité des souches bactériens. Les extraits aqueux des
grains de Citrullus colocynthis, et des feuilles de Pistacia lentiscus ont prouvé un effet antibactérien modéré. L’inhibition par P. lentiscus est de
33.34 mm contre P aeruginosa par la méthode des puits. Cet extrait exerce une CMB de 0.39 mg/ml contre P aeruginosa et S. aureus.

Les résultats montrent que les extraits aqueux des graines de Citrullus colocynthis et des feuilles de Pistacia lentiscus utilisés à faible
concentration pourraient avoir un potentiel important pour le contrôle biologique des bactéries pathogènes.

Mots clés : Citrullus colocynthis, Pistacia lentiscus, Artemisia herba alba, extrait aqueux, analyse phytochimique, activité antibactérienne.
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