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Résumé

Thymelaea, aussi connue sous le nom de « Methenane abiadh, Methnene el kharchi », est
une plante médicinale trés répandue dans le sud de I'Algérie. Cette étude vise a étudier les
propriétés antimicrobiennes des extraits phénoliques des deux espéces T. Microphylla et T.
Tartonraira. Plusieurs extractions sont réalisées avec des solvants a polarités croissantes
(Acetate d'éthyle, Méthanol) sur les deux plantes.

On a évalué l'activité antimicrobienne des deux extraits pour trois souches bactériennes et
une souche de levure en utilisant la méthode de diffusion sur un milieu solide et la méthode
de micro dilution des deux extraits. Les diamétres des zones d'inhibition different en
fonction de la sensibilité des souches a I'égard des deux extraits. Les résultats obtenus
montrent que l'extrait de méthanol du Thymelaea tartonraira possede un pouvoir
antibactérien plus ou moins élevé contre les bactéries Gram (-) K. pneumoniae, S.
enteritidis et Y. Enterocolitica et un pouvoir antifongique peu élevé contre Candida
albicans .

Mots clés : Thymelaea microphylla, Thymelaea tartonraira, extraits phénoliques, activité
antibactérienne, activité antifongique, Acétate d’éthyle, Méthanol.



Abstract

Thymelaea, also known as «Methenane abiadh, Methnene el kharchi », is a very
common medicinal plant in southern Algeria. This study aims to study the antimicrobial
properties of phenolic extracts of the two species T. Microphylla and T. Tartonraira.
Several extractions are made with solvents with increasing polarities (Ethyl Acetate,
Methanol) on both plants.

The antimicrobial activity of the two extracts for three bacterial strains and one yeast strain
was evaluated using the solid medium diffusion method and the two extract microdilution
method. The diameters of the inhibition zones differ depending on the sensitivity of the
strains to the two extracts. The obtained results show that the methanol extract of
Thymelaea tartonraira has a more or less high antibacterial power against the bacteria
Gram (-) K. pneumoniae, S. enteritidis and Y. Enterocolitica and a low antifungal power
against Candida albicans .

Key words: Thymelaea microphylla, Thymelaea tartonraira, phenolic extracts,
antibacterial activity, antifungal activity, Ethyl acetate, Methanol.
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Les abréviations

ATCC: American Type Culture Collection.

CO0 : Concentration initiale.

ClI : Concentration initiale.

CIP : Ciprofloxacin.

CMB : concentration minimale bactéricide.
CMI : concentration minimale inhibitrice.
DMSO : dimethyl sulfoxide.

DPPH : Le radicale libre 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle.
FOX : Cefoxitin

FRAP : Capacité ferrique réductrice du plasma.
HSV : Le virus Herpés simplex.

INT: iodonitrotétrazolium chloride.

IPM: Imipenem.

Meoh: methanol.

MH: Muller Hinton.

Mm : millimétre.

OMS : organisation mondiale de la santé.

SAB : Sabouraud.

Th.m : Thymelaea microphylla.

Th.t : Thymelaea tartonraira .

UFC : Unité Formant Colonie.
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Introduction

Introduction

L’Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de paturage, regorge de plantes
condimentaires et médicinales qui sont encore méconnues et exploitées de fagcon artisanale
(Abdelguerfi et Ramdane., 2003). Evaluation des besoins en matiére de renforcement des
capacités nécessaires a la conservation et 1’utilisation durable de la biodiversité importante

pour I’agriculture.

Depuis fort longtemps, les ressources naturelles constituent la source principale de remede
pour soigner différentes maladies et infections, et demeure jusqu’au présent, la source
principale pour I’obtention des nouvelles molécules actives dans le domaine
pharmaceutique. Dans la tradition populaire, des plantes sont mentionnées pour étre des
remedes de différentes maladies dont le diabete. Les recherches modernes ne font que

redécouvrir ce savoir acquis au cours des siécles. ( Josserand , 1970)

L’ Algérie, par sa situation géographique, bénéficie d’un climat treés diversifi¢, les plantes
poussent en abondance dans les régions cétiéres, montagneuses et également sahariennes.
Ces plantes constituent des remedes naturels potentiels et peuvent étre utilisées en
traitement curatif et préventif. (Mahmoudi .,1987 ; Belouad, ,1998).

La plante, organisme vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques, a

I’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées a des voies de
biosynthéses inédites, représentant I’intérét de 1’usage des plantes médicinales.

(BRUNETON ,1987)

Les végétaux sont capables de produire diverses molécules organiques appelées
métabolites secondaires. Les propriétés essentielles des métabolites secondaires sont leur
structure unique et leur squelette de carbone. Les métabolites secondaires ne sont pas
indispensables pour la survie dune cellule (organisme), mais interviennent dans
I'interaction de la cellule (organisme) avec ses environnements, garantissant ainsi la
pérennité de l'organisme dans ses écosystémes. Leur role est de préserver les plantes des
stress, qu'ils soient biotiques (bactéries, champignons, nématodes, insectes ou paturages
par les animaux) ou abiotiques (température et humidité, ombrage, blessures ou présence

de métaux lourds). (Pagare et al.,2015)

-



Introduction

Les derniéres décennies ont été marquées par un grand intérét pour les composeés bioactifs
provenant de sources naturelles. La biodiversité végétale est tres variée, ce qui implique
une grande diversité de composés bioactifs. La majorité des produits bioactifs sont des
métabolites secondaires spécifiques qui possedent des propriétés antioxydantes,
inflammatoires, immunomodulatrices, antimicrobiennes, et ainsi de suite. (Sytar, &
Smetanska, 2022).

La classification des métabolites secondaires comprend trois groupes principaux : les
terpenes (substances volatiles végétales, glycosides cardiaques, caroténoides et stérols), les
composés phénoliques (composés phénoliques). Les composeés contenant de l'azote
comprennent des acides, des coumarines, des lignanes, des stilbénes, des flavonoides, des

tanins et de la lignine. ( Agostini-Costa et al ,2012)

Dans le but de valoriser les plantes médicinales algériennes, nous sommes intéresses dans
ce travail a I’évaluation du I’activité antimicrobienne de deux espéces locales Il s’agit de

Thymelaea tartonraira et Thymelaea microphylla.

Notre travail est subdivisé en trois sections :

e La premiére est concernée par 1’étude bibliographique sur les plantes médicinales,
notions sur les plantes étudies, les métabolites et les activités biologiques.

e La deuxieme section est en deux parties : la premiére partie, les matériaux et

méthodes détaillant les procédures expérimentales y compris la récolte et la
description botanique des plantes, la préparation des cultures microbiennes, les
techniques d'extraction.
Aprés dans la deuxiéme partie on a évalué l'activité antibactérienne et antifongique
des extraits méthanoiques et d’acétate d’éthyle du Thymelaea tartonraira et
Thymelaea microphylla vis-a-vis des souches microbiennes (bactéries : Yersinia
enterocolitica, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae, champignons :
Candida albicans).

e La troisieme partie présentera et discutera les résultats obtenus a partir des
expériences menées, notamment les résultats des tests d'activité antimicrobienne,

les comparaisons entre les différentes especes etudiées, l'efficacité des extraits

-
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testés, on finira avec une conclusion de I'étude et discussion des implications de ces

résultats, ainsi que des perspectives pour des recherches futures dans ce domaine.

g
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I. Etude bibliographique

I. Etude bibliographique
I.1. Généralités

I.1.1.Les plantes médicinales :
Les plantes médicinales ont été reconnues depuis longtemps par leur capacité a améliorer

et guérir la santé de I'homme. Aujourd'hui, elles sont utilisées dans différents domaines,
notamment dans le domaine thérapeutique. Les récentes études scientifiques n'ont fait que
confirmer 1’efficacité des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes medicinales
utilisées de maniére empirique depuis des millénaires. De nos jours, malgré I'évolution de
la chimie de synthese, I'emploi des plantes médicinales a maintenu une place tres grande et
importante en raison de leur fiabilité dans différentes approches thérapeutiques. Elles
forment un ensemble numérique vaste et renferment des composants actifs employés dans
le traitement de différentes maladies. En plus de servir de remede direct, ils sont également

utilisés dans I'industrie pharmaceutique et cosmétique. (Volak et Stodola, 1983).

D’apres la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, La pharmacopée européenne
définit les plantes médicinales comme des drogues végétales dont au moins une partie
présente des propriétés médicamenteuses. L’emploi de ces plantes médicinales peut aussi

étre alimentaires, condimentaires ou hygiéniques ( Debuigne et Couplan, 2019).

De nombreuses recherches prestigieuses ont révélé I'activité biologique et les propriétés
thérapeutiques des métabolites provenant des plantes. Grace a elles, Les traitements
peuvent étre abordés de maniére globale et moins agressive en éliminant le maximum des
effets secondaires connus chez certains médicaments dits modernes (Josserand, 1970),
pourtant en France la jurisprudence attribue une définition officielle : "une plante est dite
médicinale lorsqu'elle est décrite dans la pharmacopée et qu'elle est utilisée uniquement
pour des fins médicinales, c'est-a-dire que les plantes sont présentées pour leurs propriétés
préventives ou soignantes a I'égard des maladies humaines ou animales.” (Cox et Balick,
1994).

En d’autres termes on peut affirmer qu'une plante médicinale est une plante dont I'un des
organes, comme la feuille ou I'écorce, a des particularités curatives lorsqu'il est utilisé a

une certaine posologie et de maniére précise (Moreau,2003).

Les propriétés médicinales des plantes proviennent de molécules chimiques. Les plantes

produisent divers composés connus sous le nom de métabolites primaires qui sont

-
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obligatoires a leur survie, ainsi qu'une diversité exceptionnelle d'autres composés appelés
métabolites secondaires. La fonction capitale de ces derniers est de protéger contre les
microorganismes, les animaux et méme d'autres plantes. Ces métabolites jouent donc un
role treés important dans la lutte contre différentes maladies et herbivores (Cox & Balick,
1994).

De plus, Les utilisateurs sont préoccupes par les effets secondaires provoqués par les
médicaments et se tournent vers des traitements moins agressifs pour leur organisme.
Toutefois, I'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques diminuent en raison de la
résistance et l'adaptation des microorganismes aux médicaments (Andew, et al. 2001).

1.1.2.La phytothérapie :

1.1.2.1. Définition :
D'origine grecque, le terme « phyton » signifie « plante » et « therapein » signifie « soigner
». La phytothérapie consiste a utiliser des plantes dans des thérapies et elle présente
aujourd'hui une diversité de méthodes, (JORITE et al .,2015). La phytothérapie est 1’une
de médecine les plus ancienne utilisés par toutes les ethnies a travers le monde, L’OMS
estime que 70 % de la population mondiale utilise les plantes médicinales. (EISENBERG
et al.,1998).

1.1.2.2. Les différents types de la phytothérapie :
On distingue ;

1.1.2.2.1.La méthode classique traditionnelle de la phytothérapie :
C'est une méthode de traitement alternative des symptdmes d'une maladie, dont l'origine

peut étre tres ancienne et qui repose sur l'utilisation de plantes. Elle est particulierement
adaptée aux maladies saisonnieres, allant des problemes légers de santé mentale aux
maladies du foie et du foie, en passant par les problémes gastro-intestinaux et cutanés.
(Jean-Yves.,2010)

1.1.2.2.2.La pratique moderne de la phytothérapie :
Il s'agit d'une pratique fondée sur les progres scientifiques : cette méthode repense les soins

thérapeutiques de maniére originale, bien gu'elle utilise des plantes médicinales selon des
usages validés par les donnees traditionnelles et les connaissances scientifiques actuelles.

Pour identifier les espéces, mesurer la contamination bactérienne, évaluer l'efficacité et
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génerer un certificat d'analyse pour le matériau, on utilise généralement la chromatographie
liquide HPLC et la chromatographie en phase gazeuse CPG. (GAD et al ., 2013)

Parmi les pratiques modernes de la phytothérapie il y a :

a. Aromathérapie :

L'aromathérapie est une méthode thérapeutique naturelle qui est basé sur I'emploi d'huiles
essentielles provenant de plantes fraiches. En aromathérapie, les substances utilisées ne
sont pas des parfums ou des mélanges aromatiques, mais plutét des huiles essentielles
pures volatiles obtenues par distillation a partir des différentes parties des plantes.
(DELGARO.,2005)

b. La gemmothérapie :

Les plantes étaient principalement utilisées en phytothérapie a I'état adulte, les tissus
embryonnaires des végétaux sont utilisés dans la gemmothérapie. Depuis lors, ces auteurs
ont développé l'idée que les tissus embryonnaires renferment des substances plus actives
que les plantes adultes, ce qui leur a permis d'ajouter l'avantage de nécessiter des doses
moins élevées que dans la phytothérapie traditionnelle. (ELLIE.,2022)

c. L’homéopathie :

Samuel Hahnemann a développé I'hnoméopathie, elle est basée sur la loi des analogies, ou
loi des identiques (c'est-a-dire qu'une substance peut guérir, chez un patient, les symptémes
mémes qu'elle cause chez un sujet sain). On sélectionne une plante, un minéral ou un autre
produit car il peut entrainer les premiers symptomes du patient chez un volontaire sain.

Par exemple, une solution homéopathique issue des coquerelles peut étre utilisée pour
soigner une forme d'asthme qui se manifeste par une suffocation due a une accumulation
de mucus. Il serait possible de traiter une autre forme d'asthme en utilisant une autre
méthode (Paediatrics & child health.,2005) .

1.1.2.3. La phytothérapie en Algérie :
L'Algérie dispose d'une grande richesse en plantes médicinales et de la médecine

traditionnelle. Le marché pharmaceutique algérien connait une croissance importante car la
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plupart de sa part de marché repose sur les importations. L'Algérie a pour objectif de
développer la production locale et de devenir une plateforme de production nationale en
organisant les aspects réglementaires de tous les produits pharmaceutiques.
(BOUZABTA.,2016)

1.1.2.4. Les risques liés a la phytothérapie :
Les thérapies complémentaires a base de plantes peuvent avoir un risque accru d'effets

secondaires et d'interactions par rapport aux médicaments a base de plante. La plupart du
temps, I'nerbe a été prescrite par soi-méme, achetée en vente libre ou obtenue d'une autre
source que celle d'un médecin. Outre leur impact direct sur la santé, les produits a base de
plantes peuvent étre contaminés, frelatés et mal identifiés, ce qui rend essentiel de bien
identifier la plante utilisée. La phytothérapie est actuellement utilisée par environ 80
personnes dans le cadre de leurs soins médicaux de base. D'apres I'OMS, la sécurité et
I'efficacité de I'utilisation des plates restent des préoccupations majeures. (Abdel-Aziz et
al.,2016)

1.1.3. Métabolisme :
Le métabolisme englobe toutes les transformations chimiques qui se produisent dans les

cellules des organismes vivants et ces transformations sont essentielles pour la vie d’un

organisme.(Anonyme)

1.1.3.1. Métabolites :
Le produit final des processus métaboliques et des intermédiaires formés lors des

processus métaboliques est appelé métabolites. .(Anonyme)

1.1.3.2.Métabolites primaires :

Un métabolite primaire correspond a un métabolite qui joue un réle direct dans la
croissance, 1’évolution et la reproduction normale. Il joue généralement un rdle
physiologique dans I'organisme (c'est-a-dire un rdle intrinséque), on le trouve souvent dans
de nombreux organismes ou cellules. Il est également appelé métabolite fondamental, qui a
une signification encore plus limitée (présent dans toute cellule ou organisme a croissance
autonome). Quelques exemples frequente de métabolites primaires comprennent :

I’éthanol, 1’acide lactique et certains acides aminés. Dans les plantes supérieures, ces

-



I. Etude bibliographique

composés sont genéralement présents dans les graines et les plantes. Ils sont essentiels au

développement physiologique en raison de leur r6le dans le métabolisme cellulaire de base.

Une plante synthétise des métabolites primaires qui sont impliqués dans la croissance et le
métabolisme. Un métabolite primaire assure un réle trés important dans le métabolisme des
plantes, il est indispensable a leur survie. Certains métabolites primaires sont des

précurseurs de métabolites secondaires. .(Anonyme)

1.1.3.3. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires ne sont pas vraiment importants en tant que métabolites
primaires car ils ne participent pas a la croissance, le développement et la reproduction des
organismes. Il s'agit de substances organiques qui ne jouent pas un role direct dans la
survie des plantes, mais ils synthétisent des substances qui favorisent leur croissance et leur
développement normaux. Les métabolites secondaires sont des composés bio

synthétiquement dérivés de métabolites primaires. .(Anonyme)

1.2. Apercu des plantes étudiées :

1.2.1. Systématique du genre Thymelaea :
Thymelaea est un genre méditerranéen appartenant a une famille essentiellement tropicale

et subtropicale. Ce genre est ici présenté comme un cas particulier sur lequel I'nypothese
d'une évolution in situ de la flore méditerranéenne a partir d'un stock subtropical tertiaire
peut étre testée phylogénétiquement. Le genre Thymelaea est l'un des genres les plus
connus, qui regroupe environ 31 especes d'arbustes et d'herbes xérophylles a feuilles tres-
petites et a fleurs jaunatres ou verdatres. (GALICIA -HERBADA ., 2006)
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Figure 1:La répartition géographique du genre Thymelaea. (GBIF Secretariat, 2023)

La classification botanique classique donné par (MARMOUZI et al .,2021) :

Régne Plantae
Classe Magnoliopsida
Division Magnoliophyta

Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales
Famille Thymelaeaceae

Tableau 1: La systématique botanique du genre Thymelaea.




I. Etude bibliographique

1.2.2 La systématique du Thymelaea Tartonraira :

La classification botanique classique est donnée par (Bean,2023):

Regne Plantae
Sous-regne Streptophyta
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Malvales
Famille Thymelaeaceae
Genre Thymelaea
Espece Thymelaea tarton-raira

Tableau 2: La systématique botanique du I'espece Thymelaea tartonraira.

Figure 2: Thymelaea tartonraira . (Pavon et al ., 2009)

10


https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:50000375-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:332016-2
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1.2.3. Systématique du I’espéce Thymelaea microphylla :

Thymelaea microphylla est une espece endémique du désert, qui se développe dans des
conditions difficiles dans la région saharienne, fait partie du genre Thymelaea, avec des
feuilles et des fleurs plus petites, sous le nom vernaculaire « Methnane ».

(BENCHEIKH et al.,2022).

La classification botanique ¢’est aprés est donné par (GBIF Secrétariat, 2023).

Regne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe magnoliopsida
Famille Thymeleaceae
Genre Thymeleaea
Espece Thymelaea microphylla Coss.et
Durieu

Tableau 3:Systhématique botanique de I'espéce Thymelaea microphylla.

Figure 3: Thymelaea microphylla observée dans la région de Béchar. (Site web 2)

o
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1.2.4. Propriété thérapeutique des espéces étudiées :

1.2.4.1. Propriétés thérapeutiques de Thymelaea Tartonraira :

A. Activité anti-leishmanienne :
Selon I'Organisation mondiale de la Santé en 2023, la leishmaniose est une maladie

animale qui affecte plus de 98 pays. On le considere comme un probleme de santé publique
majeur qui entraine des déces et des maladies catastrophiques dans les régions
méditerranéennes, en Afrique, en Amérique latine et en Asie. Les extraits de Thymelaea
tartonraira ont été évalués biologiqguement contre deux types de parasites leishmanial,
appelés L donovani 9 axenic amastigote et L donovani 9 forme intramacrophage
amastigote. Tous les extraits, a I'exception de 1’extrait de dichlorométhane, ont une activité
modérée contre les deux formes de parasite Leishmania, selon les résultats. Les extraits
polaires des feuilles ont été proposés comme plus actifs que ceux des tiges (Soltani, et
al.2023).

B. Activité cytotoxique contre les macrophages Raw 264.7 :
L’activité cytotoxique des extraits de Thymelaea tartonraira. A été testée contre les

cellules Raw 264,7. Les résultats indiquent que tous les extraits testés présentent une faible
cytotoxicit¢ contre Raw 264,7. L’obtention d’extraits slrs est une -caractéristique
intéressante lors du développement d’agents anti-infectieux dans le contexte de

I’interaction hote-pathogéne (Soltani, et al.2023).

C. Activité antifongique :
Des extraits de feuilles et de tiges de Thymelaea tartonraira. Ont été testés contre

Candida albicans et Aspergillus fumigatus souches. Les résultats proposent que seul
I’extrait de dichlorométhane des tiges soit efficace contre Candida albicans, les autres

extraits n'‘ont pas montré d'activité contre les deux micro-organismes (Soltani, et al.2023).
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1.2.4.2. Propriétés thérapeutiques de Thymelaea microphylla :
Le genre Thymelaea est utilisé pour ses nombreuses et bien documentées propriétés

antiseptiques, anti-inflammatoires, anti-mélanogénese et antihypertensives. L'ensemble de
I'extrait a démontré une activité intéressante pour capturer les radicaux libres in vitro, qui

est liée a la présence de dérivés des acides phénoliques et chlorogéniques.
( KERBAB.,2015)

La pratique meédicinale traditionnelle de cette plante n'est pas fondée sur des études
scientifiques et il existe peu de données concernant sa composition phytochimique et ses
propriétés biologiques. Des flavonoides, une bis-coumarine, une lignine, une huile
essentielle (NOMAN et al . ,2015).

En médecine traditionnelle Thymelaea microphylla a été utilisé pour traiter le diabéte type
2 et comme remede anti-inflammatoire, 1’étude de (DAHAMNA et al .,2015) a montré que
I’extrait de la plante a un bon potentiel antioxydant et son extrait aqueux avait un léger
effet hypoglycémiant in vivo. Et selon (TELLI et al.,2016) la décoction de la partie
aérienne de Thymelaea microphylla avait des propriétés antidiabétiques élevées.

Les extraits d’huile essentielle de Thymelaea microphylla ont montré une bonne activité
antioxydante. La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour évaluer I’activité
antibactérienne sur cinq souches différentes. L'huile a montré un effet significatif contre les
bactéries Gram-négatives et positives. (BOUNAB et al .,2017)

En outre, la présence de terpénoides peut étre responsable a 1’activité Thymelaea
microphylla sur HSV-1 plus précisément Les diterpénes de type daphnane qui
appartiennent a la famille Thymelaeaceae ont démontré une capacité antivirale puissante.
(BEN MANSOUR et al .,2022)

(Chermat et al ., 2015) ont montrés quelques propriétés médicinales de Thymelaea
microphylla. Les feuilles avaient une grande capacité antiparasitaire et étaient employées
pour traiter les problemes de cheveux et la chute des cheveux, ainsi que pour traiter la
dépression. L’infusion de la partie aérienne séchée de Thymelaea microphylla a été utilisé
pour traiter les crises hémorroidaires (YABRIR et al.,2018). La plante entiére était utilisée

pour soigner les infections des voies urinaires (MOUHADJIR et al .,2001).
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1.2.5. Travaux antérieurs :

1.2.5.1. Travaux antérieurs sur Thymelaea Tartonraira :

Travail réalisé

Référence

Une étude réalisée sur les feuilles, tiges et racines de Thymelaea tartonraira et
isolement des lipides, des sucres libres et de I'amidon .

(Meletiou-Christou

et al.1998)

Une étude phytochimique sur les parties aériennes de la plante Thymelaea tartonraira
et identification des composes suivants: orientine, iso-orientine, vitexine,v icénine-2,
kaempférol, daphnorétine, genkwanine, 5-O-D-primevérosylgenkwanine .

(Meletiou-Christou

et al.1998)

L’étude phytochimique des feuilles de Thymelaea tartonraira et isolement et
caractérisation de six Composés .

(Soltani et al.2023)

Teste de la propriété antioxydante de tous les composés isolés sur la base de tests de
DPPH, FRAP et de capacité antioxydante totale .

(Soltani et al.2023)

L’extraction des feuilles séchées et pulvérisées de T. tartonraira par I’hexane, le
dichlorométhane, acétone et méthanol a 1’aide d’un appareil Soxhlet .

(Soltani et al.2023)

L’isolement d’un nouveau flavonoide identifié sous le nom d’hypolaetine 8-O-f-D-
galactopyranoside avec cinq composés connus des feuilles .

(Soltani et al.2023)

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des isolats de T. tartonraira en utilisant trois
méthodes .

(Soltani et al.2023)

Identification des acides phénoliques et les flavonoides .

(Soltani et al.2023)

Isolement et identification de 7 composes: orientine, isoorientine, vitexine, 2-
vitexine, kampeferol, genkwanine, 5-O-beta-D-primenerosyl .

(Soltani et al.2023)

Tableau 4:Travaux antérieur sur Thymelaea tartonraira.
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11.2.5.2. Travaux antérieurs sur Thymelaea microphylla :

Travail réalisé

Référence

11 composés volatils ont été identifiés dans I'huile essentielle de T.
microphylla, avec la D-menthone (41,86 %), suivie de la 2-undécanone
(23,74 %), la pulégone (11,94 %) et le périllal (9,34 %). La majorité des
composés volatils étaient composés de monoterpénes, en particulier les

composés oxygénés (62,94 % de I'huile totale).

(Labib ,et al., 2010)

La chimio-analyse des racines et des parties aériennes de T. microphylla,
deux glycosides de spiro-y-lactone (microphynolides (A et B) ont été
identifiés.

(Ghanem ,et al. ,2014)

L'isolement de de six composés:vanilline 1, (+)- syringaresinol 2,
daphnorétine 3, (Z)- 8-hydroxylinalol 4, chrysoériol 5, lutéoline 6 et un
mélange de trans-tiliroside7 et cistiliroside 8 (respectivement 97 et 3 %) de
la partie aérienne de Thymelea microphylla.

(Mekhelfi ,et al.,2014)

Un nouveau composé (microphybenzimidazole, 7) ainsi que les six
composés connus matairesinol (1), prestegane B (2), umbelliferone (3),
daphnorétine (4), microphynolide A (5) et microphynolide B (6) ont été

isolés de Thymelaea microphylla.

(NOMAN et al.,2017)

Selon la phytochimie de Thymelaea microphylla il a été démontré que la
partie aérienne renferme une grande quantité de composés phénoliques tels
que le tésorcinol,la cathéchine , I'acide chlorogénique,l'acide
syringique,l'acide sinapicique,l'acide tras-3-
hydroxycinnamique,l'isoquercitrine,l'acide ellagique,laméricétine, le
kaemférol3-o-rutinoside,l'acide tras-cinnamique,lutéolineet apigéenine.

(Allam et al.,2020)
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L'effet antiviral potentiel de différentes fractions de T. microphylla a été
déterminé in vitro contre le virus de 1’herpés simple de type 1.

(Benmansour, et al
,2022)

L'extrait de partie aérienne Thymelaea microphylla a un effet
néphroprotecteur, les résultats biochimiques et histologiques ont démontré
qu’il améliore les parametres altérés lors de la néphrotoxicité .

(bencheikh, et al.,2022)

L'isolement de prestegane B de Thymelaea microphylla, I'a évalué pour ses
propriétés antiprolifératives contre les lignées cellulaires C6 et Hela et a
découvert qu'il présentait une capacité antiproliférative et de piégeage des
radicaux plus élevée que certains des autres médicaments connus.

(NAEEM et al.,2022)

Tableau 5:Travaux antérieurs sur Thymelaea microphylla.
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1.3. Les activités biologiques :

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés biologiques treés importante et
sont largement utilisées dans différents domaines tels que la médecine, la pharmacie, la
cosmétologie, I'agriculture et I'agro-alimentaire (AMMARA et al.,2019) . Les extraits des
plantes possedent des propriétés antifongiques, anti bactériennes et antivirales ont été
étudiées a travers le monde comme des sources potentielles de nouveaux composés
antimicrobiens, d'agents de conservation des aliments et d'alternatives pour le traitement
des maladies tel que les maladies infectieuses. (SAFAEI-GHOMI , et al .,2010)

1.3.1. L’activité antibactérienne :
Les industries pharmacologiques ont développé plusieurs nouveaux antibiotiques, ce qui a

entrainé une augmentation de la résistance des micro-organismes a ces médicaments,
entraine des situations cliniques préoccupantes dans le traitement des infections. Les
bactéries ont généralement la capacité génétique de transmettre et de développer une
résistance aux drogues synthétiques qui servent de médicaments. (TOWERS et al .,2001)

Les composés naturels provenant de plantes supérieures peuvent représenter une nouvelle
source d'agents antimicrobiens possédant des mécanismes d'action potentiellement
innovants. Un grand nombre de chercheurs dans diverses régions du monde ont étudié les
effets des extraits de plantes sur les bactéries (BHALODIA, et al .,2011)

Selon (DZOTAM et al .,2016), l'activité n'est pas seulement conditionnée par la présence
de métabolites secondaires dans les extraits de plantes, mais également par leur

concentration et leur éventuelle interaction avec d'autres composants.

Les plantes produisent plusieurs métabolites secondaires de structures relativement
complexes, ces structures sont responsables de leurs propriétés antimicrobiennes. En plus ,
les flavonoides ont une activité antibactérienne en se liant aux protéines intracellulaires

solubles et en se liant aux parois cellulaires bactériennes (HEMEG et al .,2020).

Les alcaloides ont un effet antibactérien en s'intercalant avec I'ADN des bactéries Gram
positif et négatif , ce qui interfére avec la division cellulaire (BUKAR ., 2015), la capacité
des tanins a réagir avec les protéines pour créer des composants stables et insolubles dans
I'eau est expliquée par leur effet antibactérien, car la paroi cellulaire des bactéries est
composée de protéines (DANGOGGO et al ., 2012) .
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1.3.2. L’activité antifongique :
Les propriétés fongicides des métabolites secondaires permettent une activité biologique

contre les champignons phytopathogenes, ce qui en fait une option de contrdle viable. Ce
sont des produits non toxiques qui peuvent étre biodégradables et qui pourraient servir de
biopesticides durables dans les programmes de lutte intégrée contre les ravageurs
(Hernandez-Ceja et al .,2021).

Candida albicans est la principale cause des infections fongiques invasives, qu'elles soient
localisées ou systémiques (HORN et al .,2009). Le secteur de la santé publique est
sérieusement menace par ces infections, tant sur le plan économique que médical, car elles
entrainent des taux de mortalité élevés, une augmentation des dépenses et une durée
d'hospitalisation accrue (LAl et al . ,2012) .

Parmi les éléments de virulence responsables de la pathogénicité des espéces fongique tel
que Candida sont : leur adhésion, la promotion des hyphes, la formation de biofilms (tissus
de I'hote et dispositifs médicaux) et la production d'enzymes hydrolytiques causant des

dommages aux tissus, comme les protéases. (PFALLER , et al.,2001)

Les polyenes, les pyrimidines, les échinocandines et les triazoles sont des agents
antifongiques qui ont éte identifiés et sont utilisés pour traiter les infections fongiques
invasives. Les antifongiques les plus freguemment employés sont le fluconazole et le
voriconazole. Mais les micro-organismes pathogénes sont en constante évolution et

développent une résistance a ces agents. (SANGLARD.,2016)

Les médicaments antifongiques ont la capacité de provoquer des effets secondaires ou
d'étre trées toxiques, de provoquer des interactions médicamenteuses ou de favoriser la
formation de résistances. Certains médicaments sont également inefficaces et méritent
moins de succes en tant que traitements. Ainsi, la recherche de médicaments antifongiques

alternatifs a été trés préoccupante ces dernieres années. (De las Mercedes et al .,2011)

Plusieurs plantes médicinales ont été étudiées de maniére approfondie afin de trouver des
médicaments sOrs, moins toxiques et plus efficaces. Il est essentiel de trouver de nouveaux
agents antifongiques plus efficaces et moins toxiques afin de surmonter ces désavantages.
(ALYOUSEF, et al ., 2021)
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1. Matériels et méthodes
I11.1.Matériels
I1.1.1.Matériel végétal :

11.1.1.1.Récolte des espéces étudiées :

L'objectif de notre étude est d'évaluer les propriétés antimicrobiennes de I'extrait
phénolique de Thymelaea microphylla et Thymelaea tartonraira, deux espéces de la
famille des Thymelaeaceae, provenant de la wilaya de Djelfa, située dans la partie centrale
au cceur de 1'Algérie. Elles ont été testées sur trois souches de bactéries pour leur activité
antibactérienne et sur un seul champignon pour leur activité antifongique. Les vertus
médicinales de ces deux especes endémiques sont tres communes dans la flore algérienne.

11.1.1.2. Description botanique de plantes étudiées

111.1.1.2.1. Description botanique de Thymelaea microphylla
Nom scientifique : Thymelaea microphylla.

Nom en francais : Thymelée ou passerine a petites feuilles.

Nom vernaculaire :°¢ Methnane’, ‘Methnane Ghazal’ ou ‘Methnane Labiadh’
(BelKrarroubi, Boussaid .,2017)

Les feuilles méales ont un calice cylindrique de 4 & 6 mm et les femelles ont un calice
cylindrique de 3 @ 4 mm sur des pieds distincts. Cette espéce est tres répandue dans les
Hauts-plateaux et les zones désertiques de I'Algérie (plante endémique de I'Afrique du
Nord) (GHANEM ,2015).
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Figure 4:Schéma représentatif des tiges feuillées et fleuries (fleurs méles) de Thymelaea
microphylla . (GBIF Secretariat, 2023)

Figure 5: Schéma représentatif de Thymelaea microphylla bien feuillée apreés la pluie.
(GBIF Secretariat, 2023)
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Figure 6:Thymelaea microphylla de la région de M’Sila . (bounab et al .,2017)

11.1.1.2.2. Description botanique de I’espece Thymelaea tartonraira :

Sur toute son aire, le Thymelaea Tartonraira présente des variations morphologiques
aisément  décelables (Gerard.,2014). Thymelaea tartonraira est un arbuste
nanophanérophyte dit trimonoique (TAN ., 1980), car présentant parfois des fleurs males,
femelles et hermaphrodites sur un méme individu. Cette espece fréquente des garrigues
généralement littorales, souvent nommées « phryganes ». Xérophile et héliophile, elle se
développe préférentiellement sur des sols rocailleux a sablonneux, voire totalement
sableux, et semble plutét indifférente a la nature chimique du substrat (MALCUIT,1942 ;
RAMEAU et al., 2008) .

Nom scientifique : Thymelaea tartonraira

Nom en francais : Passerine tartonraira (AYMONIN, 1971 et 1974).

o
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11.1.1.3.Répartition géographique :

a. Répartition géographique de Thymelaea microphylla :

Tunisa

Morocco

Algeria
Lit

Figure 7:Localisation de Thymelaea microphylla. (GBIF Secrétariat, 2023)

b. Répartition géographique de Thymelaea tartonraira :
Le tarton-raire (Thymelaea tartonraira) habite la zone de la sabliére de maniére tout a fait

particuliére, car ¢’est une plante habituellement liée a ’arriére littoral (zone faiblement
soumise aux embruns). Il trouve dans cette station des conditions de sol (sable)
compensatoire (COULOMB,1995) est une espéce polymorphe (AYMONIN, 1971 et
1974) qui présente une aire de répartition globale méditerranéenne. Ainsi, elle a été
signalée en Espagne, en France continentale, en Corse, en Italie continentale et insulaire,

en Tunisie, en Algérie, au Maroc, en Grece et en Turquie (Bolos et Vigo, 1984).
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11.1.2.Les souches microbiennes utilisés :
Les souches microbiennes utilisés sont des souches (ATCC) .

11.1.2.1.Klebsiella pneumoniae :
Klebsiella pneumoniae est une bactérie a Gram négatif, encapsulée et non mobile de la

famille des Enterobacteriaceae. La bactérie est tres virulente en raison de divers facteurs
qui peuvent entrainer une infection et une resistance aux antibiotiques. Klebsiella
pneumoniae est I'une des rares bactéries qui présentent actuellement une forte résistance
aux antibiotiques due a des modifications du génome central de I'organisme. (Rgnning et
al .,2019)

11.1.2.2. Salmonella Enteritidis :
Salmonella enterica serovar Enteritidis a ét¢ une cause mondiale d’épidémies majeures

d’entérocolite, qui ont été fortement associées a 1’élevage intensif de volailles et a la
production d’ceufs. Ce sérovar est généralement considéré comme un généraliste en termes
de gamme d’hétes et a un faible indice d’invasivité humaine, provoquant généralement une
entérocolite auto-limitante (Nicholas, et al, 2016), Le sérotype de Salmonella enterica
Enteritidis est 'un des sérotypes de Salmonella les plus courants dans le monde, en
particulier dans les pays développés. Au cours des années 1980, S. Enteritidis est devenue

une cause importante de maladie humaine aux Etats-Unis (Patrick,2004).

11.1.2.3.Yersinia enterocolitica :

L’organisme maintenant appelé Yersinia enterocolitica était Premiére déclaration en
1934 (Mclver, et al. 1934). La premiere description reconnue était que par Schleifstein et
Coleman en 1939, de cing humains isolats. En tant que pathogéne humain, Y.
enterocolitica est le plus souvent associ¢ a la diarrhée aigu€, a I’iléite terminale, a la
lymphadénite mésentérique et a la pseudoappendicite. Y. enterocolitica se trouve dans
I’environnement et dans un large éventail d’hotes animaux, y compris la nourriture,
chinchilla, vison, chien, galago, vache, castor, et de nombreuses espéces de petits rongeurs
(Bottone, et al. 1977). Y. enterocolitica a été isolé dans tous les pays ou il a été recherche
(Bercovier, et al. 1980) .
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L'agent commensal inoffensif Candida albicans est un pathogene fongique opportuniste

présent dans les voies gastro-intestinales et genito-urinaires chez environ 70 % des

individus, tandis que 75 % des femmes sont infectées par Candida au moins une fois dans

leur vie. (KABIR ,et al.,2012). L'espece Candida albicans est principalement liée aux

infections systémiques des muqueuses causees par les levures. (MARTINS et al .,2016)

Le tableau si dessus présente les souches microbiennes et leurs familles.

Nom scientifique

Klebsiella

- neumoniae
Bactéries  Gram (-) P

Salmonella
Enteritidis

Yersinia
enterocolitica

Levures Candida albicans

Code Famille

ATCC 70603

ATCC 13636 Enterobacteriaceae

ATCC 9610

ATCC 26790 = Saccharomycetaceae

Tableau 6: Références des souches microbiennes et leurs familles.
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11.2. Méthodes expérimentales :

11.2.1.Extraction de la plante (Soxhlet) :
En 1879, Franz von Soxhlet a proposé et développé la méthode de I'extraction Soxhlet. Il

s'agit d'une méthode fréquemment utilisée, dans laquelle le matériau végetal est placé dans
un support en papier filtre ou en cellulose, appelé “cartouche". Par la suite, ce support est
placé dans un porte-dosette contenant du solvant d'extraction. On chauffe le solvant dans
un ballon situé en dessous. Lorsque le solvant est chauffe, les vapeurs s‘échappent dans le
sac d'échantillon, puis se condensent sous l'effet du systeme de refroidissement et
retournent dans le support pour étre extraites. Lorsque le niveau de liquide atteint le niveau
de débordement, un siphon se forme. On utilise ce dispositif afin de déplacer le liquide
présent dans la cartouche vers le ballon de distillation. Dans ce processus, les substances
extraites sont entrainées dans le liquide. L'opération se poursuit jusqu'a obtenir une

extraction complete. (Handa et al., 2008) .

e d
Flux d'eau

Réfrigérant
a boules

Thermomeétre }—-\

Cartouche
contenant I'oPEKK |

Réservoir
supérieur

Réservoir | \.
\s
\

Bain d'huile
de silicone

|
_[_ Extracteur de Soxhlet

4]
°
- 4
o
3

inférieur

Agitateur magnétique
chauffant

Figure 8:Schéma du principe de I'extraction par Soxhlet. (Alexandre, 2017)
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11.2.2. Etude des activités antimicrobienne :

Nous avons pour objectif principal 1’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique
des extraits phénoliques de Thymelaea microphylla et Thymelaea tartonraira par deux
méthodes :

e La méthode de diffusion sur milieu solide
e La méthode de diffusion en milieu liquide.

Extrait Thymelaea
tartonraira

Extrait Thymelaea
microphyilla

Acétate d'éthyle

Acétate d'éthyle

Y

Evaluation de I'activité antibactérienne et
antifongique

f Y
Technique de J

diffusion sur gélose microdilution

'
t Technique de
J

Figure 9:0Organigramme des principales étapes de notre travail.
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11.2.2.1. Préparation de milieu de culture solide :

Dans un erlenmeyer de 2 L, nous avons mis 500 ml d'eau distillée avec 42 g de poudre
de Muller-Hinton sur un agitateur magnétique a 225°C. Nous avons ensuite versé la
quantité d'eau jusqu'a ce qu'elle atteigne les 2 L. Afin de solidifier le milieu, il sera
nécessaire d'ajouter 40 g d'agar jusqu'a ce que la mousse apparaisse a la surface du liquide,
accompagnée d’un changement de couleur. Les milieux préparés sont versés dans des
flacons, puis stérilisées dans un autoclave semi-automatique a une température de 120 °C
pendant une durée de 20 minutes.

Figure 10:Les flacons contenant le Milieu de culture Muller Hinton.

11.2.2.2. Préparation des cultures microbiennes :

11.2.2.2.1. Préparation des souches :

Les souches ont été prises dans des tubes de conservation, puis elles ont été ensemencées
sur une gelose MH, puis incubées pendant 24 heures. Ensuite, nous avons commencé a
travailler avec directement le lendemain.

11.2.2.2.2. Ajustement de I’inoculum :
A partir de la surface des boftes de pétri ensemencées avec un écouvillon, on préléve

environ 3 a 4 colonies microbiennes, puis on les dissout dans des tubes stériles contenant
10 ml deau physiologique stérile. On a mesuré [l'absorbance a I'aide d'un
spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 625 nm, avec une DO comprise entre 0,08 et

0,1. La charge bactérienne est environ 108 UFC/ml.

2
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11.2.2.2.3. Ensemencement :
Nous avons fait fondre les flacons de milieu de culture dans un bain mari ou dans un

micro-ondes, puis les boites de pétri sont coulées a seulement le quart, les boites ont été
placées au réfrigérateur jusqu'a ce qu'elles deviennent rigides, ensuite nous avons effectué
des mouvements en forme de tapis a 1’aide d’un écouvillon. Une fois que la masse s'est
solidifiée, les bois de pétrie sont incubés dans I'étuve a une température de 37 °C pendant

24 heures.

Figure 11:Etape d’ensemencement.

11.2.2.3. Préparation des dilutions d’extraits des plantes
A T’aide d’une balance analytique, nous pesons 100 mg de chaque extrait des deux plantes

( Meoh , Acétate d’éthyle) et on les solubilise dans un 3ml de DMSO . On obtient ainsi une
solution mére CO (33,33 mg/ml). Ensuite, on introduit 1 ml de la solution mére dans des
tubes contenant 0,5ml et 2 ml de DMSO pour obtenir respectivement des dilutions de

0,015g/ml et 0,006g/ml.
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\M%

€0=0.03 g/ml

2000p! i 500
DMSO DMSO
+ - +
5004l 5004l
GLOET extrait

bt
C1/5=0.006g/ml C1/2=0.015 g/ml

Figure 12: préparation des dilutions d’extraits des plantes.

Préparation des disques :

Le papier Wattman N°3 a été utilisé pour préparer des disques de 5 mm de diametre en
utilisant un emporte-piece en se basant sur les diameétres des disques d'antibiotiques

disponibles sur le marché.

Le dimethyl sulfoxide ‘DMSO’ :

DMSO « Dimethyl sulfoxide » est un soufre organique de formule C2H60S , ce liquide
transparent est un solvant aprotique polaire essentiel qui permet de dissoudre les composés
polaires et non polaires. Il est miscible avec de nombreux solvants organiques ainsi que
I'eau (HASSAN.,2014) .

Le DMSO a été choisi pour diluer les extraits naturels en raison de son absence de réaction
et d'activité sur la souche microbienne.
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H;C 0
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Figure 13: La structure du DMSO .(réalisé par chemDraw)

Le test d’antibiogramme est utilisé pour testés la sensibilité des souches microbiennes en
comparant avec nos extraits, le choix a été selon le type des souches, le spectre d’activité et
la disponibilité.

Nom Dose
Ciprofloxacin CIP-5 5ug
Cefoxitin FOX -30 30 ug
Antibiotique
Imipenem IPM-10 10 pg
Céfazoline 1g
Antifongique Fluconazole 200 mg/100ml

Tableau 7: Les antibiotiques et antifongique utilisés .
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Figure 14:Les antibiotiques et antifongique utilises.

11.2.2.4. Technique de diffusion sur gélose :

La méthode de diffusion sur gélose est une approche qualitative qui permet d’évaluer la

sensibilité et la résistance des micro-organismes aux extraits des plantes.

Apreés ’assurance d’un champ stérile (mains, surface du travail bien nettoyés et flamme

stérile pour éviter les contaminations).

» Le disque papier Wattman N°3 est disposé sur le tapis bactérien et fongique a I’aide
d’une pince stérile et puis I’ajout délicate de d’extrait (10 pl /disque) et faut laisser
le disque se sécher avant I’incubation.

> Le test est réalisé 3 fois (C0, C1/2, C1/5) pour chaque échantillon, faut séparer les
dilutions chacun dans une boite pétrie pour avoir une bonne moyenne parce que
I’extrait est volatil.

> On utilise le DMSO comme control négatif (-) et les antibiotiques (IPM-10, CIP-5
, FOX-30) et I’antifongique (fluconazole) comme control (+) .

> Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures . Aprés l'incubation, nous avons
enregistré l'activité des extraits en mesurant les zones d'inhibition claires autour des

disques a l'aide d'un pied a coulisse.
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Les résultats de la lecture se manifestent a travers trois niveaux d'activité :

» Résistant (D = 6 mm)
» Intermédiaire (6 mm <D < 13mm)

> Sensible (D > 13mm) (Billerbeck, 2007).

Tapis

bactérien
1ére 2éme L.
essai essai  Incubation 337 °C
pendant 24h

Milieu de —
culture MH

ou SAB ' Zone

3eme d'inhibition

essai

Figure 15:Principe de méthode de diffusion par disque.
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Figure 16:Schéma de la méthode de diffusion sur gélose en utilisant des disques.
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11.2.2.5. Technique de micro-dilution sur milieu liquide (détermination du CMI et
CMB) :

La micro-dilution sur milieu liquide est utilisé pour déterminer CMI (concentration
minimale inhibitrice) , CMB (concentration minimale bactéricide) a partir des extraits de
plantes. La micro-dilution est réalisée dans des microplaques transparente de 96 puits en
polystyrene de haute qualite.

La CMI de chaque composé est égale a la concentration du premier puits ou il n'y a pas de
croissance bactérienne observée (absence du couleur rose).

Nous avons préparé une solution mére en faisant dissoudre notre extrait dans une solution
de DMSO, pour obtenir une concentration de CO (33,33 mg/ml). La solution obtenue est
agitée au vortex pour avoir une bonne homogénéisation, une dilution successive de (16.66
a 0.52 mg/ml) est réalisée puits par puits avec le milieu MH et SAB.

Control

positif
co Gy . ’ C+ Les dilutions de C+
Les dilutions d’extraits r\ {\m
1 2 3 4 = 6 7 ’a\{g\ 10 ’11\ 12 —
,
Y.e A \ ( \ ‘ ( ( ’ &
Kp | B Acétate
S.e C
Ca2z6 D
Y.e E
s & : > s : = Me-OH
Se | G i ‘ » d
ca26 H | DY TN )

100 pl Essais 100 pl jeté Control

Figure 17: Schéma représentatif d’une microplaque a 96 puits.
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Protocol
Premiére étape :

100 pl de milieu de culture ont été distribués dans tous les puits . Les rangés (A ,B,C,
E,F,G ) bouillon MH pour les souches bactériennes et rangés (D et H) bouillon SAB pour

la souche fongique.

Deuxieme étape :

Ajout de 100 pl de la solution mére d’extrait a une concentration de C=33,33g/ml, Dans les
puits de la premiére colonne, de A a D. I’extrait acétate dans A a D et I’extrait MeOH de E
aH.

Par la suite, une série de dilutions successives a été réalisée de la colonne 2 a 6 a l'aide du
milieu de culture liquide comme un diluant. Pour maintenir une concentration constante de

100 pl dans chaque puits, 1'excédent de la derniére concentration (100 pl) a été éjecté.

Pour le control positif, 1’ajout de 100 ul d’antibiotique céfazoline (1g) en poudre diluée
dans le solvant chlorhydrate de lidocaine (0.04g) pour les puits de rangés (A, B ,CE ,F, G
),et 1’antifongique fluconazole ( 200mg /100ml )pour les puits de rangés D et H de
,colonne 7 diluée en série jusqu’aux puits de la colonne 12 (on jette 100 ul du dernier

puits).

Troisiéme étape :

L’ajout de 50 pl de suspension microbienne ajustées avec une charge de 10*8 UFC/ml
dans tous les puits. (Les suspensions ont été préparées de la méme maniere décrite
précedemment et dilué dans du bouillon MH et SAB).

Le volume total de chaque puit est 150 pl.

Quatrieme étape :

Aprés une incubation de 24h a 37 °C de la microplaque dans 1’étuve microbienne. On ajout
40 pl dans chaque puit le réactif iodonitrotétrazolium chloride INT de concentration 0.2
mg/ml , et on attend 30min .

On utilise I' INT « iodonitrotétrazolium chloride » un sel de tétrazolium, comme indicateur
de croissance bactérienne il forme un colorant formazan stable lors de la réduction par les
micro-organismes , ce qui le rend adapté pour évaluer la croissance microbienne afin de
déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI des extraits de plantes pour les
bactéries et méme les champignons.(ELOFF. ,2019)
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Z=—0o

Figure 18:Structure du I’iodonitrotétrazolium chloride INT. (Réalisé par chem Draw)
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Figure 19:Le réactif iodonitrotétrazolium chloride INT.
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On procéde a la lecture a I'eeil nu afin de déterminer la CMI. Ensuite, on repiquant sur un
milieu solide des puits non colorés pour déterminer la CMB.

Culture bactérienne
pour determiner CMB

Milieu de culture

Anse de
platine

Boite petri

Figure 20:La culture sur un milieu solide pour déterminer la CMB.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Résultats de ’activité antimicrobienne :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur milieu solide et la méthode de micro
dilution sur microplaque pour examiner I'efficacité antimicrobienne des extraits des plantes
Thymelaea tartonraira et Thymelaea microphylla contre trois bactéries (Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis, et Yersinia enterocolitica) et une levure (Candida
albicans 26). L'évaluation du potentiel antimicrobien a été réalisé en mesurant les
diametres des zones d'inhibition et les valeurs de CMI.

I11.1.1. Résultat du contrdle positif (antibiogramme) :

L'analyse de sensibilit¢ aux antibiotiques est réalisée par [l'utilisation de
I’antibiogramme. Cette technique permet d’évaluer la réaction des souches bactériennes en
la comparant a des antibiotiques de référence. Cette réaction se traduit par la formation de
zones d'inhibition autour des disques (Figure 21). Les résultats de I’effet antimicrobien de
nos extraits sont présentés dans le tableau 8.

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm)

Souches testés Antibiotiques Antifongique
FOX IPM CIP Fluconazole
Klebsiella pneumoniae 17 12 34
Salmonella enteritidis 30 20 36
Yersinia enterocolitica 22 26 31
Candida albicans 26 14

Tableau 8:Résultats des tests antibiotiques et antifongiques.
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Figure 21 : L’effet des antibiotiques sur différentes souches de bactéries et de levures.

Y.e : Yersinia K.p : Klebsiella S.e : Salmonella
enterocolitica pneumoniae enteritidis
C.a 26 : Candida albicans
26
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111.1.2. Résultat du contréle négatif :

Le DMSO ne modifie pas la prolifération des bactéries et des levures, dans le milieu
gélosé. (La figure 22) illustre les résultats des contrdles négatives.

Figure 22:Effet de DMSO sur la croissance des bactéries et des levures.

Y.e : Yersinia K.p : Klebsiella S.e : Salmonella
enterocolitica pneumoniae enteritidis
C.a 26 : Candida albicans
26
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111.1.3. Résultats de ’activité antimicrobienne testée par la méthode de disque
Nous avons utilisé la méthode de Vincent pour évaluer la sensibilité de trois souches

bactériennes et d'une souche de levure a nos extraits (Acétate d'éthyle, méthanol) de
Thymelaea tartonraira et Thymelaea microphylla. Des disques en papier de 5 ou bien 6
mm de diamétre imbibés avec 10 pl d’extrait (pure, dilution 1/2 et dilution 1/5) sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencencé avec une suspension
microbienne ajustée. Trois disques ont été disposés par boite et pour chaque concentration.
Apres incubation pendant 18 a 24 heures, des zones transparentes se sont formées autour
des disques indiquant une inhibition de la croissance des micro-organismes (bactéries et
levures) due aux propriétés antimicrobiennes de nos extraits. Les diametres des zones
d'inhibition exprimés en millimétres autour des disques pour les trois concentrations

d'extraits ont été mesurés et présentés dans le tableau 09 , la figure 23 et la figure 24.

Les variations dans la composition chimique des extraits expliquent la variation de
leur activité antimicrobienne ; ce qui entraine une variation du diamétre des zones
d'inhibition de I'extrait d'acétate d'éthyle de Th.m sur Klebsiella pneumoniae, Salmonella
enteritidis, Yersinia enterocolitica et Candida albicans 26. Les diameétres varient de 6,67 a
9,3 mm, de 9 a 9,33 mm, de 7,33 a 10,67 mm, et de 8,66 a 10 mm, respectivement. Et de 8
a 10 mm, de 8,332 9,6 mm, de 6 a 10 mm, et de 8,3 a 9,67 mm pour l'extrait au méthanol.

Le diamétre des zones d’inhibition de 1’extrait acétate du Th.t sur Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica et Candida albicans 26 sont de
6,66 a 8,67 mm, de 8,33 a 9 mm, de 8,8 a 10,33 mm, 8,33 a 9 mm, respectivement. Pour
I’extrait méthanol, ils sont de 8 a 10,33 mm, de 8 a 10,33 mm, de 7,67 a 10 mm, et de 8,67

a 8,33 mm, respectivement.

D'apres les résultats obtenus, I'extrait d'acétate d'éthyle de Th.m présente un meilleur
pouvoir antimicrobien a I'encontre de Y. enterocolitica (7,33 mm, 10,67 mm). Suivi par
I’extrait méthanol sur K. pneumoniae (8, mm, 10 mm). Les autres souches ont été les

moins sensibles, avec des zones d'inhibition inférieures a 10 mm.

Pour Th.t, ’extrait acétate a montré un pouvoir antimicrobien puissant a I'encontre de Y.
enterocolitica (8,8 mm, 10,33 mm), comparées aux autres souches. Quant a I’extrait
méthanol, la zone d'inhibition mesurée est de 8 mm et 10,33 mm, sur K. pneumoniae et S.

enteritidis.
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Les bactéries a Gram négatif (K. pneumoniae et S. enteritidis) ont présenté une
grande sensibilité a I'extrait méthanoique du Tht Les diamétres d’inhibition sont trés élevés
(10,33 mm) par rapport. Les souches Y. enterocolitica et C. albicans 26 sont les moins
sensibles vis-a-vis des deux extraits (Acétate d’éthyle et méthanol) et pour les trois
dilutions, avec des zones d’inhibition ne dépassent pas 9,67 mm. Cependant, ces deux
espéces présentent une grande sensibilité a I'extrait acétate d'éthyle, concentration CO. Les

diameétres des zones d'inhibition sont de 10,67 mm et 10 mm, respectivement.

Afin d'évaluer l'activité antimicrobienne des plantes Thymelaea microphylla et
Thymelaea tartonraira, nous avons effectué une comparaison de nos résultats avec ceux de
(ZEDAIK , SOQUICI) réaliseé dans le méme laboratoire de recherche (Laboratoire des
Sciences Fondamentales, Université Telidji Amar, Laghouat). Ils ont mis en évidence
I’effet antibactérien de différents extraits (acétate d’éthyle, méthanol) de Thymelaea
virgata vis-a-vis de trois souches bactériennes et une levure. Ils ont révélé une activité
moyennement importante avec des zones d’inhibition de 7,33 mm a 10,33 mm sur des
bactéries a Gram négative (K. Pneumoniae, S. Enteritidis et Y. enterocolitica) et de 10 mm

a10.67 mm sur un champignon (Candida albicans 26), pour Thymelaea virgata.

Pour Thymelaea hirsuta, le travail de (ZEKKAD et SELLAH ) ont obtenu des diametres
d’inhibition de 7 mm a 9 mm, pour les souches bactériennes, et 8 a 9 mm pour Candida

albicans 26. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude.

(ADDA et al.,2022) ont mis en évidence 1’effet antibactérien de différents extraits
(Acétate d’éthyle et méthanol) des organes aériens de Thymelaea virgata, vis-a-vis de cing
souches bactériennes, qui ont révélées une activité plus importante contre la bactérie a
Gram négative (K. Pneumoniae) . Ces résultats sont presque similaires a ceux obtenus dans

notre




Tableau 9:Les diamétres des zones d’inhibition des extraits des plantes Th.m et Th.t vis-a-vis des souches étudiees.
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Diamétre de la zone d'inhibition en (mm)

Thymelaga microphylla Thymelaga tartonraira

Extraits Acétate déthyle Meoh Acétate déthyle Meoh

Souches (0 Cl Cls Co CL2 Cl5 (0 CL Cll5 (0 Cl2 Cll5
Klebsiella

| 93057 | 900 | 667057 | 1000 | 867400 | BL15 | 867057 | 867057 | 6.66:057 | 10334057 | 900 ol
pneumoniag
Salmonella
i 03121 | 933183 | %173 | 962057 | 900 | 833057 9+00 000 | 833057 | 1033115 | 6800 ol
Yersinia

.| 10674057 [ 967:058 | 7.33:058 [ 10¢1 [ 867057 | 600 1033115 | 933153 | 88115 1011 03 | 767057
enterocolitica
Candida
b 26 1000 01 | 866057 | 9671057 | 9l 8.3t0.57 01 8674057 | 833057 | 967057 01 | 8674057

Les résultats sont exprimeés en moyenne = SD (n = 3 essais pour chaque concentration).
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Thm (Acétate) Thm (Méthanol)

Figure 23:L’effet des extraits du Thymelaea microphylla sur les quatre souches testées.

Y.e : Yersinia enterocolitica K.p : Klebsiella pneumoniae S.e : Salmonella enteritis
C.a 26 : Candida albicans 26 Th.m : Thymelaea microphylla Acet : Acétate d’éthyle
Meoh : méthanol.
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Tht
MeOh

Tht( Acétate) Tht( méthanol)

Figure 24:1’effet des extraits du Thymelaea tartonraira sur les quatre souches testées.

Y.e : Yersinia enterocolitica K.p : Klebsiella pneumoniae S.e : Salmonella enteritis
C.a 26 : Candida albicans 26 Th.t : Thymelaea tartonraira Acet : Acétate d’éthyle
Meoh : méthanol.

&
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Figure 25: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-
vis les extraits th.t et th.m.

I11.1.4.les résultats de la détermination de la CMI par la méthode de la micro-
dilution :

Une fois que I’activité antibactérienne a été déterminée sur un milieu solide, une
étude supplémentaire a été menée pour mesurer la CMI et la CMB de nos extraits, vis-a-
vis des quatre souches microbiennes testées, en présence du réactif coloré (INT), avec

différentes concentrations des extraits (Tableau 11 et 12).

La concentration la plus faible de I'inhibition de la croissance bactérienne CMI est
mesurée par micro-dilutions sur des microplaques. On vy distingue des puits transparents et
d'autres teintés de rose violet. La raison de cette coloration résulte d’une concentration
insuffisante de I’extrait végétale qui empéche la croissance bactérienne ; ce qui signifie que

la bacteérie est toujours en vie.
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Le tableau suivant présente les concentrations des extraits utilisés.

Position (puits) \ 01 02 03 04 05 06

Les concentration Co Y, A Te Y16 Yaa Yea

Conceptratlon de 3333 16,66 8,33 4,16 2,08 1,04 0,52
I’extrait (mg/ml)

Tableau 10 : Les dilutions des extraits et leurs positions dans la microplaque.

D'aprés (Djabou et al., 2013) les valeurs de la CMI en mg/ml sont évaluées de la maniére

suivante :

Insensible (-) pour des valeurs allant de 25,0 a 50.0 mg/ml,

Moyennement sensible (+) pour des valeurs allant de 3,0 a 12,5 mg/ml.
Sensibilité (++) pour une valeur allant de 0,4 a 2 mg/ml et

Sensibilité extréme (+++) pour une valeur inférieure ou égale a 0.2 mg/ml

o O O O
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Les résultats des extraits de plantes sur les souches etudiées ont été alors déterminés et
regroupees dans les deux tableaux 11 et 12 .

Plus la CMI est faible, plus le microorganisme est sensible a 1’extrait de plante.

Ce qui pourrait constituer une option thérapeutique. Cependant, des valeurs élevées de la
CMI reflétent I’ampleur de la résistance des microorganismes et la faible activité de

I’extrait.

Les concentrations minimales d’inhibition déterminées dans cette étude varient entre 2,08
mg /ml et 8,33mg/ml, chez Thymelaea microphylla et entre 1,04mg/ml et 8,33mg/ml, chez

Thymelaea tartonraira.

Une inhibition importante est constatée chez les deux extraits acétate d’éthyle et méthanol
pour 1I’espéces Thymelaea tartonraira contre une CMI de 1,04 mg/ml, pour Candida
albicans. Quant a Thymelaea microphylla, la CMI est de 2,08 mg/ml.

Yersinia enterocolitica est la souche bactérienne la plus sensible a 1’extrait de Thymelaea

tartonraira (Extrait acétate) comparée aux autres souches bactériennes.

Selon le rapport CMB/CMI, l'effet antibactérien a été considéré comme bactéricide ou

bactériostatique.

En effet, nous avons I’interprétation, selon la référence ci-apres :

o [ ’effet est bactéricide lorsque le rapport de CMB/CMI est compris entre 1 et 2 ;
o L’effet est bactériostatique lorsque le rapport de CMB/CMI est compris entre 4 et
16 (BOUHARSB et al .,2014).

Dans notre cas, nous avons révéelé une seule CMB de I’extrait acétate de la plante
Thymelaea microphylla contre la souche bactérienne Klebsiella pneumoniae. Le rapport
CMB /CMI correspondant est 16,665/4,16 =4. Ainsi, I’effet de ’extrait Th.m acétate est

bactériostatique.




Extrait de Th.t

Souches

Yersinia enterocolitica

Bactéries = Klebsiella pneumoniae
Salmonella enteritidis
Levures Candida albicans 26
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Acétate d’éthyle

CMI CMB
(mg/ml) (mg/ml)
208
4166 __—
4,166 /
1,08

Méthanol
CMI
(mg/ml)
8,332
8,332
8,332
1,04

Tableau 11: Les résultats des concentrations minimales inhibitrices et les
concentrations minimales bactéricides de Th.t en mg/ml.

Extrait de Th.m

Souches

Yersinia enterocolitica

Bactéries = Klebsiella pneumoniae
Salmonella enteritidis
Levures Candida albicans 26

Acétate d’éthyle

CMI CMB
(mg/ml) (mg/ml)
4166 @ __—
4166 __—
4166 __—
208

Méthanol
CMI
(mg/ml)
4,166
8,332
8,332
2,08

Tableau 12 : Les résultats des concentrations minimales inhibitrices les concentrations
minimales bactéricides de Th.m en mg/ml.
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~

-

W Yersinia enterocolitica W Klebsiella pneur i m Sal lla enteritidis W Candida albicans 26

Figure 26:Comparaison des valeurs de CMI entre les extraits Thymelaea microphylla et
Thymelaea tartonraira.
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Conclusion et perspectives

Le travail présent nous a été réalisé afin d’évaluer ’activité antimicrobienne des plantes
locales de la région de la famille Thymelaeaceae sont la Thymelaea tartonraira et
Thymelaea microphylla.

Le test antimicrobien in vitro par la méthode de diffusion en milieu gélosé a permis
d’estimer I’action de nos extraits Vis-a-vis les trois souches bactériennes (Yersinia
enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Enteritidis) et la levure candida
albicans 26 avec différentes concentrations.

Cette evaluation indiquant des zones d'inhibition moyennes montre bien que ,cette plante
possede une activité antimicrobienne modéré . La souche bactérienne la plus sensible été la
Yersinia enterocolitica avec des zones d’inhibition allant de 8.8 jusqu’a 10.33 pour
I’extrait Thymelaea tartonraira (acétate).

Ces tests antimicrobiens ont également permis de mesurer les CMI en utilisant la méthode
de micro-dilution sur les mémes souches microbiennes, ce qui suggere que nos extraits
posseédent un pouvoir bactériostatique sur une seule souche bactérienne c’est la Klebsiella
pneumoniae.

La souche de Candida albicans 26 présentent de faibles concentrations minimales de
inhibitrices des deux extraits. Elle a montré une meilleure sensibilité a nos extraits par
rapport aux bacteéries.

Les résultats obtenus ne représentent qu'un premier pas dans la recherche de substances
biologiquement actives d'origine naturelle. Des études supplémentaires seront nécessaires
aprés avoir isolé et identifié les différentes molécules responsables des activités

biologiques. Cela aidera a valoriser les plantes médicinales de la région algérienne.

Dans le cadre des perspectives de ce travail, il serait intéressant :
* D’analyser de maniére approfondie la composition chimique des divers extraits
obtenus, dans le but de determiner les especes chimiques qui sont responsables de

leurs activités biologiques pour trouver une utilisation thérapeutique.

» Valorisation des extraits obtenus par d’autres tests biologiques telles que 1’activité

antioxydante , antidiabétique ,antitumorale , antiinflammatoire ... etc.

« Augmenter de la variété des espéces microbiennes testées (bactéries, levures et

moisissures, hospitalieres et de référence), testés autres especes pathogenes.




Conclusion et perspectives

Actuellement, de nombreuses recherches se tournent vers d’autres méthodes
nouvelles dont I’efficacité serait plus élevé , parmi lesquelles nous pouvons citer,
par exemple, la méthode d’extraction par microonde qui semble moins destructive

visa- vis les métabolites secondaires .
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Résultats du control de CMI sur milieu solide :

Thymelaea tartonraira :

CMI
Tht(Acet)

CMI
Tht(Acet)

CwMI
Tht(Acet)

CMI
Tht(Acet)
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CMI
Tht(MeOh) CMI

Tht(MeOh)

CMI
Tht(MeOh) CMI

Tht(Meoh)

Thymelaea microphylla :

CMI CMI
Thm(Acet) CMB cMI Thm(Acet) oM

Thm(Acet) Thm(Acet) Thm(Acet)
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M oMl cMI CMI

Thm(MeOh) Thm(MeOH) Thm(MeOh) Thm(MeOh)

Y.e : Yersinia enterocolitica K.p : Klebsiella pneumoniae S.e : Salmonella enteritis

C.a 26 : Candida albicans 26 Th.m : Thymelaea microphylla Meoh : méthanol

Acet : Acétate d’ethyle

Bécher Once de platine Tube a essai
Agitateur magnétique / Erlenmeyer Spectrophotomeétre
Barreau magnétique
Autoclave Micropipette Portoirs
Spatule Papier aluminium Microplaques
Balance Pince Papier transparent
Ecouvillon Pied a coulisse Bec bunsen
Boite pétri Pipette pasteur Vortex
Flacons Les embouts de Etuve

micropipette (bleu / jaune )

Tableau 1 : Equipement et matériels utilisés.
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DMSO Sabouraud broth
Eau distillé Muller Hinton agar
Eau physiologique Nacl Muller Hinton broth
0.9%
Sabouraud agar INT

Tableau 2 : Les produits chimiques utilises.

Meéthodes de Stérilisation du matériel

Stérilisation du

matériel
Autoclave Four pasteur
Eau physiologigue
Eau distillé
Les disques Tubes a essai
Flacons vides Pipette pasteur

Ambout blew
Ambout jaune







