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RESUME
Les composes phénoliques et les alcaloides sont des molécules bioactives, qui présentent un

sujet d’intérét scientifique grace a leurs activités biologiques. Dans ce travail, les extraits
phénoliques des feuilles de Marrubium vulgare et ceux du champignon Inonotus hispidus, les
alcaloides de fruits Punica granatum L, ainsi que les trois molécules pures harmaline,
hispidine, quercétine ont été investigués pour leurs activités antimicrobiennes in vitro. Le
pouvoir antimicrobien a été testé suivant la méthode de diffusion sur disque contre quatre
souches microbiennes a savoir les bactéries Staphylococcus aureus (Gram +), Escherichia
coli (Gram -) et la levure Candida albicans (IPA 200 et IPA 400). Les résultats obtenus ont
révélé que ces extraits ayant montré une faible activité antimicrobienne.

Mots clés : composés phénoliques, alcaloides, Marrubium vulgare, Inonotus hispidus, Punica

granatum L, harmaline, hispidine, quercétine, activité antimicrobienne.
ABSTRACT

Phenolic compounds and alkaloids are bioactive molecules exhibiting a lot of scientific
attention due to their multiple biological activities. In this study, phenolic extracts of
Marrubium vulgare leaves and Inonotus hispidus fungus with alkaloids of Punica granatum L
fruits, indeed of three pure molecules hispidin, harmaline, quercetine were investigated for
their antimicrobial activities in vitro. Antimicrobial activity of these extracts has been tested
using agar diffusion method of four microbial strains: bacterial strains Staphylococcus aureus
(Gram +), Escherichia coli (Gram -), yeast Candida albicans (IPA 200 et IPA 400). Results
revealed that these extracts have a weak activity against these species.
Key words: phenolic compounds, alkaloids, Marrubium vulgare, Inonotus hispidus, Punica
granatum L, harmaline, hispidin, quercetine, antimicrobial activity.
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Liste des abréviations

Ac-O-Et: Acétate d’éthyle

ATCC: American Type culture Collection
BN : Bouillon nutritif

DCM : Dichlorométhane

DMSO : DiMéthylSulfOxyde.

DO : Densité Optique

E15: Erythromycine 15ug

Fluc: Fluconazol

Gram +: Gram positif

Gram - : Gram positif

GYP: gélose yeast peptone

h: heure

lh: Inonotus hispidus

IPA: Institut Pasteur d’Alger
L2: lincomycine 2 ug

MH : Mueller Hinton

Mvp : Marrubium vulgare poudre
Mvct Marrubium vulgare cotonné
OXA 1: Oxacilline 1 ug

P10: Pénicilline 10 pg

S10: Streptomycine 10 ug
UFC: Unité formant colonie

ul Microlitre

VA 30: Vancomycine 30
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INTRODUCTION

L’homme a longtemps eu moyens a des remedes traditionnels a base de plantes (tisanes,
poudres, décoction) pour qu’il se soigne, administrés par inhalations, cataplasmes, massages
ou encore par voie orale appelé aujourd’hui la phytothérapie. Méme durant les guerres de
I’époque actuelle, les plantes ont servi comme premiére source de médicaments pour les
hommes, et elles ont continué a fournir a I’humanité, des remedes thérapeutiques nouveaux et
originaux jusqu’a aujourd’hui, I’intérét des études a mené a la caractérisation et a
I’identification de molécules majeures, et a 1’isolation de composés chimiques actifs d’une
importance thérapeutique incontestable (Leduc et al., 2006).

La phytothérapie est une thérapeutique alternative ou parallele dans beaucoup de maladies
aigués et chroniques. Elle connait un regain d’intérét dans de nombreux pays a 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).

En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voir des milliers
de composes naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires. Ces derniers sont par la
suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante
(Boudjouref, 2011).

Ces métabolites sont des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en
petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en trois grandes
familles : Les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Boudjouref, 2011).

A I'heure actuelle, Les plantes sont également utilisées pour leur propriété antibactérienne et
antifongique. Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes restent encore sous
exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale. Un grand nombre de ses
composés sont de tres bons agents antifongiques (Mohammedi, 2013).

Le mémoire commencera par une introduction générale. Second, rappels bibliographiques ou
nous avons apporté a abrégés sur les métabolites secondaire et activité antimicrobienne
ensuite, nous avons décrit tous le matériel et les méthodes utilisés et nous avons étudié
I’activité antimicrobienne des extraits phénoliques des feuilles de Marrubium vulgare et le
champignon d’Inonotus hispidus et les alcaloides de fruits Punica granatum L et les
molécules pures harmaline, hispidine et quercétine sur la candidose avec 2 souches Candida
albicans et des souches bactériennes : Staphylococcus aureus et Escherichia coli, suivies des

résultats et leur discussion et se terminera par une conclusion générale.




RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales ont été utilisées comme une source importante de médicaments pour
des milliers d'années dans I'histoire humaine, et méme aujourd'hui, ils constituent une base de
la pratique de la médecine traditionnelle systematique dans plusieurs pays partout dans le
monde.

Aujourd’hui on observe a nouveau un regain d’intérét pour la phytothérapie, avec plus de cing
cents produits promus comme remedes inoffensifs dans de multiples indications comme la
constipation, la fatigue, I’obésité et des affections cutanées. Les plantes médicinales, tirent
leurs effets thérapeutiques grace a leur richesse de ce qu’on appelle « métabolites
secondaires » (Pinto et al., 2002).

2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés non structuraux, localisés dans certaines
parties des plantes. Généralement, de faibles poids moléculaires, leurs structures tres variables
dérivent des métabolites primaires et ne semblent pas essentiels a la croissance végétale
(Dahl., 2003)

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-
inflammatoires, diurétiques gastro- intestinales, antioxydants (Cuendet et al., 1999).

Ces substances, qui n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales
de la plante (Guignard., 1996; Hanson., 2003).

D’apres leur biosynthese, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes :

[J Phénols et polyphénols ;

0 Alcaloides ;

[1 Huiles essentielles.

1.1. Phénols et polyphénols

Les composés phenoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisé
en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point commun : la présence dans
leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).

Les polyphénols peuvent étre divisés en différents groupes selon leur nombre de cycle phénol
ainsi que des éléments de structure qui lient leurs anneaux les uns aux autres.

Les composes phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (figure 1).
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Figure 1. Classification générales des composés phénoliques (Macheix et al., 2005).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A 1’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur
la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques sont doués
d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et

Gram positif (Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al., 2007).

2.2. Alcaloides

Parmi les premiers produits naturels isolés de plantes médicinales sont les alcaloides. Quand
ils ont d'abord été obtenus a partir de la matiere végétale durant les premieres années du
19eme siecle, il a été constaté qu'ils contiennent des bases azotées qui forment des sels avec
les acides. Le nom d’alcaloide date du pharmacien allemand Meissner. Ils sont chimiquement

des matieéres organiques composés de carbone, d’hydrogene, d’azote et d’oxygene

(Schauenberg et al., 2005).




En raison de leur puissante activité biologique, la plupart des alcaloides connus, environ
12.000, ont été exploités en tant que médicaments, des stimulants, des narcotiques, et des
poisons. Contrairement a la plupart des autres types de metabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques (Ziegler et al.,
2008).

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

Au niveau du systeme nerveux central, qu’ils soient antidépresseurs (morphine, scopolamine)
ou stimulants (strychnine, caféine) ;

Au niveau du systtme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et ganglioplégiques.

On notera aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants,
d’antitumoraux, et d’antipaludiques (Bruneton., 1999).

2.3. Huiles essentielles

Ce sont des substances odorantes, concentrées, obtenues a partir de plantes par entrainement a
la vapeur d’eau ou expression. Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16 °™ siécle par
le médcin suisse Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede
naturel (Oussalah et al., 2007).

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne. Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou
leurs composés actifs sont employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires, respectivement
(Ochoa., 2005).

3. Activité antimicrobienne

Dés la naissance I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3
groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquise (Kaufmann., 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches

vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux




médicaments a base des plantes (Billing et al., 1998).

3.1. Antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais on
inclut généralement parmi eux les derives semi-synthétiques et les produits entierement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage
des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les
distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et al., 1995).

3.2. Méthodes d’étude de I’activité antimicrobienne

Les méthodes d’étude des activités antibactérienne et antifongique sont trés nombreuses. Dans
notre cas nous ferons allusion aux méthodes in vitro.

A T’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance donnée peut étre mise
en évidence par un grand nombre de techniques classiques, les plus utilisées sont :

a. Méthode de diffusion sur gélose

Cette méthode consiste a la détermination de ’activité anti microbienne d’une substance ou
d’un extrait agissant sur un microorganisme.

Les solutions d’extraits sont déposés sur des petits disques en papier de dimensions bien
déterminées, ces disques sont placés en suite sur de la gélose préalablement ensemencée en
surface a I’aide d’une suspension microbienne.

Apres une incubation de 18 a 24 heures, les zones d’activités apparaissent circulaires sur le
fond opaque de la gélose, la lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition (Chenni., 2010).

b. Méthode de diffusion en puits

C’est une méthode qui a été proposée par Cooper et Woodman en 1946, et reprise par la suite
par Schroder et Messing eb 1949, elle assure une diffusion radiale de 1’extrait a partir d’un
puits en donnant une zone d’inhibition claire et facilement mesurable. La méthode consistait a
découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser une solution de 1’extrait de
concentration connue. L’extrait diffus radialement créait une zone d’inhibition circulaire a la
surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman et
Deans., 2000).




c. Antibiogramme

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a prédire la sensibilité d’un germe a
un ou plusieurs antibiotiqgues dans un but épidémiologique ou thérapeutique. Un
antibiogramme permet donc de tester sur milieu de culture, 1’action de molécules
antibiotiques sur une souche bactérienne. Il donnera des indications sur I’efficacité in vitro de

ces antibiotiques (Daas., 2009).




MATERIELS ET METHODES

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie, département de biologie,
université de Laghouat. Le présent travail a pour objectif d’évaluer 1’activité antimicrobienne
des composés phenoliques et alcaloides de quelques plantes médicinales locales et trois
molécules pures. Le matériel et les méthodes expérimentales utilisés dans cette étude, sont
décrits comme suit.

1. Matériel biologique

1.1. Plantes médicinales

Pour notre étude, nous avons utilisé trois espéces de plantes médicinales, qui sont :
Marrubium vulgare, Inonotus hispidus et Punica granatum L.

a. Marrubium vulgare

Le marrubium, un genre de plantes a fleurs dans la famille des Lamiaceaes, comprend
environ 40 espéces. (Meyre-Silva et Cechinel Filho., 2010). Marrubium vulgare L. une
herbe vivace, est indigene en Europe, en Méditerranée et en Asie (Mabberley., 1997).

M. vulgare est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter les infections respiratoires, y
compris la bronchite, la toux et I'asthme (Knoess et Zapp., 1998) On prétend que la plante
posseéde une activité hypoglycémie (Roman et al., 1992), analgésique (De Souza et al.,
1998), anti-inflammatoire (Sahpaz et al., 2002), antioxydante (Weel et al., 1999) et des

activités antibactériennes (Masoodi et al., 2008).

Régne : Plante
Famille : Labiées (Lamiacées)
Genre : Marrubium
Espéce : Marrubium vulgare
Appellations locales : Marriouet, ¢« s »

Partie utilisée : Feuilles

Figure 2. Le Marrube blanc, Marrubium vulgare et sa classification (Benarous, 2010).

b. Inonotus hispidus

Inonotus hispidus (Basidiomycetes), communément appelé «Sorret el btoum», est un
champignon parasite vivant de préférence sur une variété d'arbres a feuilles caduques et se
trouve sur Pistacia atlantica Arbre en Algérie. (Nasser Ali et al., 1996; Benarous et
al.,2013).




Ce champignon est utilisé dans la médecine folklorique pour le traitement de l'ulcere
gastrique (Yousfi et al., 2009) et il est connu de son activité antivirale (Awadh Ali et al.,
2003).

Régne : Fungi
Famille : Basidiomycetes
Genre : Inonotus
Espece : Inonotus hispidus

Appellations locales : Sorret Elbtoum, skl 3

Figure 3. Le polypore hérissé, Inonotus hispidus et leur classification.
c. Punica granatum L

Punica granatum L. est un petit arbre de la famille Punicaceae. C'est un arbuste se développe
également dans les régions climatiques chaudes des Amériques et d'autres parties du monde
(Vidal et al., 2003).

En plus de l'utilisation de ses fruits (grenade), Punica Granatum est également utilisé dans
plusieurs systemes de médecine traditionnelle. Les études précédemment rapportées ont révelé
plusieurs activités biologiques telles que les anti-cancérigénes, antimicrobiens, antioxydants et
antiviraux (Cassano et al., 2011 ; Malik et al., 2005 ; Turfan et al., 2011).

Regne : Plante
Famille : Punicaceae
Genre : Punica
Espece : Punica granatum L.
Appellations locales : gl

Partie utilisée : Fruits.

Figure 4. Grenadier, Punica granatum L et leur classification




1.2. Souches microbiennes

Pour 1’étude de I’activité antimicrobienne, notre choix a été porté sur deux souches
bactériennes et deux fongiques qui sont pathogénes (tableau 1). Les souches fongiques de
Candida albicans (IPA200, IPA400) isolées et identifiées par 1’Institut Pasteur d’Alger. Les
deux souches bactériennes de référence ont été obtenues a partir du Laboratoire Vétérinaire
Régionale Laghouat (LVRL).

Tableau 1. Pathogénicité des souches microbiennes utilisées.

Souches microbiennes Codes Pathogénicite
Intoxication alimentaire, nausées, séveres,
crampes, vomissement, diarrhée (1-2 j).
Infection superficielle : figurent I’impétigo, la
Staphylococcus aureus o .
ATCC 25923  folliculite, les abcés, les furoncles et les
(Gram +) o
lacérations infectées.
Infection profondes: la méningite, 1’arthrite
septique, la pneumonie et 1’ostéomyélite.
Escherichia coli ATCC 25922 Infection intestinale, diarrhée liquide, fievre,
(Gram -) crampes abdominale vomissement, acidose.
I1 s’agit d’un pathogéne opportuniste trés
polyvalent : il peut étre responsable d’infection
Candida albicans superficielle cutanée, causer un érythéme fessier
IPA 200, 400

(Levure)

chez les nouveau-nés, une bronchopneumonie
et/ ou une pneumonie, une vaginite, une balanite

ou étre responsable d’infection profondes.

2. Matériel chimiques et milieux de culture

2.1. Matériel chimiques

Les produits chimiques utilisés dans ce travail, sont mentionnés dans le tableau 2.




Tableau 2. Matériel chimiques.

Harmaline : isolée a partir de Peganum harmala
(Benarous et al., 2015).
Molécules pures Hispidine : isolée & partir d’Inonotus hispidus (Benarous
et al., 2015).
Quercétine : a partir de Sigma Aldrich.
Vacomycine (VA 30)
Oxacilline (OXA 1)
Pénicilline (P 10)

Lincomycine (2)

Antibiotiques

Streptomycine (10)
Erythromycine (E 15)

Fluconazole gélule 150 mg

Antifongiques , - N
Fluconazole gélule 50 mg (médicaments commercialisés)

DMSO A partir de Fluka.
Chlorure de sodium A partir de Fluka.

2.2. Milieux de culture
Les milieux de culture et les réactifs nécessaires pour 1I’étude microbiologique sont cités dans
le tableau 3 (Voir les compositions en Annexe 1).

Tableau 3. Milieux de cultures utilisés pour les bactéries et la levure

Milieux de culture Utilisation

Gelose Sabouraud
Milieu GYP

Pour les levures

Muller-hinton (MH)
Bouillon nutritif (BN)

Pour les bactéries.

3. Extraction des métabolites secondaires

Les extraits de trois plantes ont été obtenus par Benarous (2010 ; 2014) selon les protocoles
d’extraction cités ci-dessous.

3.1. Extraction des composés phénoliques par fractionnement liquide-liquide

Une quantité de 5 g de chague poudre de plante est macérée dans un mélange hydroalcoolique
(éthanol /meéthanol/eau 50/40/10 : viviv) pendant 30 h a température ambiante et a 1’obscurité.

Aprés filtration et evaporation sous pression réduite a une température de 55°C, la phase
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aqueuse de chaque extrait est lavée une ou plusieurs fois avec un demi-volume de
I’éther de pétrole dans une ampoule a décanter afin d'éliminer toutes traces de composés
apolaires (pigments, lipides, etc.). La phase aqueuse ainsi obtenue est ensuite lavée une ou
plusieurs fois avec un méme volume d’acétate d’éthyle. La phase organique obtenue est
séchée par le sulfate de sodium anhydre Na,SO,4 pour éliminer toutes traces d'eau. Apres
filtration le solvant est évaporé a sec sous pression reéduite a 55°C. Le résidu est conservé a

+4°C donnant 1’extrait phénolique brut (figure 5).

5 g de la poudre végétale est macérée avec un mélange
EtOH/MeOH/Eau 50/40/10 pendant 30 h

Aprés filtration, la fraction alcoolique est évaporé sous pression
réduite a 55°C

Lavage de la phase aqueuse restant avec 1’éther de pétrole

Fraction aqueuse Fraction organique
Extraction avec 1’acétate d’éthyle

Fraction aqueuse Fraction aqueuse

Apreés séchage avec Na2SOs et filtration,
évaporation sous pression réduit a 45°C

Résidu sec conservé a +4 °C Composés phénoliques

Figure 5. Procédure d’extraction des composés phénoliques.

3.2. Extraction des métabolites par un fractionnement solide —liquide
Afin d’étudier la capacité des solvants organiques a extraire des métabolites de différente
polarité, nous avons réalisé des extractions solide —liquide successives en utilisant des

solvants a polarit¢ croissante a savoir 1’hexane, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle,

1’acétone et le méthanol (figure 6).
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2g de la poudre végétale est macérée avec I'hexane jusqu’a
épuisement

Extrait hexanique

La poudre végétale résiduelle est macérée avec le
dichlorométhane jusqu’a épuisement

Extrait dichlorométhane

La poudre végétale résiduelle est macérée avec I'acétate
d’éthyle jusqu’a épuisement
Extrait I'acétate d’éthyle

La poudre végétale résiduelle est macérée avec I'acétone
jusqu’a épuisement
Extrait acétonique

La poudre végétale résiduelle est macérée avec le methanol
jusqu’a épuisement

Extrait méthanolique

Figure 6. Procédure d’extraction par fractionnement solide-liquide.
3.2. Extraction des alcaloides par la méthode de Ross et Rain (1977)
Les alcaloides ont été obtenus par une triple extraction liquide — liquide selon la méthode de
Ross et Rain (1977) ; In Harborne (1998, modifié), 100 g de jus de fruits Punica granatum
ont ¢ét¢ macérées dans 500 ml d’éthanol absolu a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 48 h, apres filtration, le filtrat éthanolique est évaporé sous pression réduite a sec a
une température de 55°C.
Ce résidu sec est solubilisé dans 100 ml de chloroforme en ajoutant par la suite 50 ml de
I’acide chlorohydrique 5 % et a pH=1, plusieurs lavages ont été effectués par le chloroforme
pour la dépigmentation. L’alcalinisation de la phase aqueuse acide est faite par 1’ajout de 50
ml d’une solution aqueuse de NH,OH 25% a pH=10, pour récupérer les alcaloides, un second
lavage est effectué par le chloroforme qui est par la suite évaporé a sec et sous pression
réduite dans le rotavapeur et a une température de 55 °C.
Enfin, aprés la pesé du résidu sec, il est conservé a basse température (+4°C) jusqu’a la date

des tests biologiques (figure 7).
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100 g de la poudre végétale est macérée avec 500 ml d’EtOH
pendant 40 h

Apreés filtration, la fraction alcoolique est évaporé a sec sous
pression réduite a 50°C

Solubilisation de résidu sec dans 100 ml chloroforme et ajout de 50
ml de HCI1 5%, pH=1

Fraction aqueuse acide +50 ml
de NH4+OH 25%,
pH =10
Extraction avec le chloroforme

Fraction organique

Fraction aqueuse Fraction organique

Apres séchage avec Na2SO:s et filtration,
évaporation a sec sous pression réduit a 45°C

Résidu sec conserve a +4°C Alcaloides

Figure 7. Procédure de I’extraction des alcaloides de Punica granatum
4. Evaluation de Pactivité antimicrobienne
4.1. Préparation des cultures microbiennes
Une pré culture des souches microbiennes était préparée dans des milieux liquides afin
d’avoir une concentration microbienne de 108 UFC/mI, avec une incubation dans le BN
pendant 24 heures a 37° C et dans le milieu GYP pendant 48 heures a 30 °C pour les bactéries
et la levure, respectivement.
Aprés incubation, La suspension microbienne est bien homogénéisée, sa turbidité doit étre
équivalente a une densité optique comprise entre 0,08 a 0,10 mesurée a 625 nm pour obtenir
une suspension de charge 10° CFU/ml (Digrak et al., 2002).
4.2. Ensemencement
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de Pétri. Un écouvillon est trempé
dans les suspensions bactériennes et fongiques, puis 1’essorer en pressant fermement sur la
paroi interne du tube. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 90°.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface pour

avoir un tapis homogene de croissance microbienne.
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4.3. Preparation des dilutions
Le solvant choisi pour les dilutions des extraits naturels est le DMSO, ou il est testé par la

méthode décrite ci-apres en imbibant le disque en papier par le solvant.

4.4. Méthode de diffusion sur gélose

Pour tester 1’activité antimicrobienne des extraits, nous avons adopté la technique de diffusion sur
milieu solide a partir des disques en papier Wattman stériles (6 mm de diameétre) sont chargés
avec 10 pl de chaque dilution des extraits (3 disque par la boite pour le méme extrait) , en suite et
pour permettre une bonne diffusion des extraits, les boites sont mises sous 4°C pendant 2h
puis aprés 24 h d’incubation & 37 °C pour les souches bactériennes, et 48 h a 30 °C pour les levures
L’activité antimicrobienne est déterminée en termes de diameétres de la zone d’inhibition produite
autour des disques a I’aide d’un pied a coulisse (Tepe et al., 2004 ; Lesueur et al., 2007; Klan¢nik et
al., 2010).

4.5. Test d’antibiogramme et d’antifongigramme

Nous avons testé I’effet antimicrobien des antibiotiques (VA 30, OXA 1, P 10, L2, S10, E 15)
et des antifongiques (Fluc 150 mg, Fluc 50 mg) couramment utilisés en médecine sur les
souches pathogénes. Ces tests ont été réalisés pour étudier I’antibiogramme et
antifongigramme standard des germes utilisés et le comparer avec I’effet de nos extraits
naturels. Les disques sont déposés a la surface d’un milieu solide, préalablement ensemencé

avec une culture pure des souches étudiées.

RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats de ’activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose

Les résultats de 1I’évaluation antimicrobienne des extraits de trois plantes (Marrubium vulgare,
Inonotus hispidus, Punica granatum L.), des extraits a partir du fractionnement et de trois
molécules pures (harmaline, hispidine, quercitine) par la méthode de disques sont enregistrés
ci-aprés (Tableaux 4 et 6). Les diameétres de zones d’inhibition en millimetre (mm) sont
montrés, ces dernieres représentent la grandeur du halo formé par les microorganismes
(bactéries et levure) détruits par I’activité antimicrobienne des extraits naturels et des

antimicrobiens commercialisés.
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Tableau 4. Diamétres des zones d’inhibition des extraits et des molécules pures sur les

souches de C. albicans.

Concentrations

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

Plantes Extraits )
(Hg/disque)  ~—goiche IPA 200 Souche IPA 400
Marribium vulgare 250 10+0 P.l
Mvcr Ac-O-Et 500 9+0 7,751+0,35
(cotonné) 1000 9,25+1,76 7,510
500 9+0 P.l
Ac-O-Et 1
1000 7,510 P.l
Inonotus hispidus
250 8,75+0,35 P.l
Ac-O-Et 2
500 9+0 P.l
250 940 P.l
Extrait 1 500 8,751+0,35 P.I
1000 9+0 P.l
Punica granatum
250 710 P.l
Extrait 2 500 9,754+0,35 P.I
1000 10,7540,35 P.I
S 95 1040 P.l
Hispidine
380 8,16+0,28 P.I
75 8+0 8,510
Molécules pures )
Harmaline 150 7,75+0,35 8,25+0,35
300 P.lI 10,66+0,28
Quercétine 62 7,75+0,35 P.1
250 11 20
Fluconazole
500 19 33
150 mg
1000 26 40
Antifongiques
Fluconazole 125 17 38
50 mg 250 23 27

P.l1 : pas d’inhibition.
Extrait 1 : la macération 24 h.

Extrait 2 : la macération 48 h.
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Tableau 5. Diametres des zones d’inhibition sur C. albicans par rapport a différentes

références bibliographiques.

Concentration CMmI Zone
Plante Extrait Référence
(Mg/disque) (ug/ml)  d’inhibition
Cyclohexane 10+1,1
Inonotus . Smolskaité et
o Dichlorométhane 9,54 0,7
hispidus , / 100 al., 2015
Méthanol 1540,5
Extrait aqueux -
Méthanol 100 100 23,05 +1,73
Marrubium Hexane 100 100 28,16+0,76  Bouterfas et al.,
vulgare Chloroforme 100 100 26,93+1,40 2016
Acétate d’éthyle 100 500 26,22+1,40
Satureja ) ) Mahboubi et al.,
) ) Extrait éthnolique 1500 2,99 11,3+0,62
khuzistanica 2016
Tamarix ) Boulaaba et al.,
) Méthanol 3000 2900 12,33+0,58
gallica 2015
Glycyrrhiza ) Martins et al.,
Hydroalcolique 1250 1000 10
glabra L. 2015
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Dans ce travail, nous avons testé un ensemble des extraits obtenus par trois méthodes
d’extraction différentes, 1’objectif est d’investiguer leurs pouvoirs d’inhiber la croissance de
quelques microorganismes a savoir : Candida albicans (2 isolats), Staphylococcus aureus et
Escherichia coli en utilisant la méthode de diffusion sur milieu solide, nous révélons une
variation des diameétres des zones d’inhibition allant de 7 a 13 mm, selon les souches
microbiennes testées et les concentrations de chaque extrait (figure 8 et 9).

Les extraits phénoliques de la plante Marrubium vulgare ont présenté des zones d’inhibition
différentes selon le microorganisme étudié. Nous avons enregistrés des zones d’inhibition de
7,5 a 10 mm pour I’extrait Ac-O-Et pour les deux souches de Candida albicans, Si nous
comparons ces résultats avec ceux publiés et montrés dans le tableau (5), nous pouvons dire
que les extraits étudiés ont présenté une faible activité par rapport a 1’extrait d’Ac-O-Et de la
méme plante (Bouterfas et al., 2016) avec une zone d’inhibition importante d’une valeur
moyenne de 20 mm contre Candida albicans, ceci peut étre expliqué par le profil de
résistance différent des isolats fongiques.

Les extraits phénoliques de 1’Ac-O-Et d’'Inonotus hispidus provoque une faible activité pour
une seule souche IPA 200 avec des diamétres d’inhibition de 7 a 9 mm (figure8).

Nos résultats a été confirmé par les travaux de Smolskaité et al., 2015, 1’é¢tude de 1’effet de
I’extrait dichlorométhane d’IH montre que la levure C. albicans moins sensible (9,5 mm).

La souche C. albicans IPA 200 a présenté une sensibilitt modérée contre les extraits
alcaloides de la plante PG (extl, 2, figure 8) avec des diamétres d’inhibition allant de 7 a
10,75 mm et ’autre souche présente une résistance a ces deux extraits. Nous comparons nos
résultats avec (Mahboubi et al., 2016) qui utilisent une autre espéce de plante (Satureja
khuzistanica), on remarque que la concentration de 1,5 mg/disque donne une zone
d’inhibition de 11,3 mm=+0,62 , nous pouvons conclure que nos extraits possedent presque une

méme activité avec 1’extrait de ce plante.
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MVCT Ac-O-Et : ‘BIH Ac-O-Et 2
0,25 mg 8 S
Ly

Extrait 2 e R Hispidine .
A 0,38 mg_4

/

MVCT Ac-O-Et
0,5 mg

200.

Harmaline __—=

IH Ac-O-Et

Figure 9. Photos illustrant 1’activité antifongique des extraits sur la souche C. albicans IPA
400.
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Fluc 150 Fluc 50
1, 0,5; 0,25img 0,25; 0,1254mg

Figure 11. Photos illustrant I’antifongigramme de la souche de C. albicans IPA 400.
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2. Résultats de ’activité antibactérienne

Apres incubation pendant 24h a 37°C, les diamétres obtenus des zones d’inhibition sont

résumés dans le tableau 6.

Tableau 6. Les diamétres des zones d’inhibition des extraits et des molécules pures sur les

souches de S. aureus et E. coli.

Concentrations

Diameétres des zones d’inhibition

Plantes Extraits ) (mm)
(ng/disque)
S. aureus E. coli
250 P.l P.1I
Ac-O-Et 500 P.l P.1I
1000 P. P.I
Marribium vulgare DCM 500 8,83+1,25 P.1
MVCT 1500 9+0 P.I
500 10+ 0 P.I
Acétone 1500 940 P.I
3000 10+0 P.I
250 8,5+0,70 7,75+1,06
Act 500 8,16+ 0,28 7,66+ 0,57
Marribium vulgare
g 1000 8,25 + 0,35 P.I
MVP
500 8,83+1,25 7,75+1,06
DCM
1500 9+0 P.I
] 500 P.l P.I
Punica granatum .
Extrait 1 1000 P.l P.1
PG
2000 P.l P.I
Hispidine 400 1340 P.l
) 250 P.1 P.l
Molecules pures
Quercetine 500 P.l P.1
1000 P.1 P.l
E15 35 26
S10 26 P.lI
Antibiotiques VA 22 195
(témoin positif) OX 18 P.lI
P10 31 10
L2 38 16

P.l : pas d’inhibition.

20



L’extrait Ac-O-Et de la plante Marrubium vulgare (aspect cotonné) n’ont présenté aucune
activité contre les deux espéces : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Les résultats expérimentaux de 1’effet antibactérien des deux extraits phénoliques d’Acétone
et DCM de Marrubium vulgare cotonné montrent que la bactérie & Gram (-) (E. coli)
présentent une résistance a ces deux extraits, par contre la bactérie & Gram (+) (S. aureus) a
donné une zone de 8,83 a 10 mm. Mais les mémes extraits DCM et Acétone de la plante
Marrubium vulgare (poudre), nous avons enregistrés une faible activité pour les deux
bactéries (figure 13 et 14).

Comparativement aux travaux de (Khaled-Khodja et al.,2014) ayant concerné I’étude de
’activité antibactérienne en utilisant un extrait méthanolique de Marrubium vulgare contre les
souches S. aureus, E. coli avec une zone d’inhibition 15, 18 mm respectivement. Nous
observons que nos extraits présentent une inhibition moins importante, cette différence
d’action peut étre expliquée par les protocoles d’extraction suivis dans chaque test.

L’extrait 1 des alcaloides de I’espéce Punica granatum n’ont montré aucun effet sur les
souches bactériennes S. aureus et E. coli. En revanche, Pagliarulo et al., (2015) ont étudié
I’effet antibactérien de 1’espéce Punica granatum, ils ont détecté que 1’extrait des polyphénols
de I'éthanol de cette espéce présentent une activité antibactérienne faible prononcée contre les
souches E .coli et S. aureus.

Pour les souches bactériennes, on a utilisé les deux molécules pures (hispidine et quercétine),
les résultats obtenus n’ont donné aucune inhibition de la croissance de la bactérie E. coli par
contre S. aureus a montré une sensibilité moyenne avec ’hispidine (13 mm) (figure 13).

La souche bactérienne S. aureus est révélée la bactérie la plus sensible aux extraits. Cette
sensibilité plus marquée de bactérie a Gram (+) par rapport a la bactérie a Gram (-) vis-a-vis
certain extraits de plantes appartenant aux différentes especes a été observée par plusieurs
auteurs (tableaux 7,8).

Les travaux d’Ourlad et al., 2016, sur les extraits méthanoliques des plantes Vitex parviflora,
Cyanthillium cinereum testées par la méthode des disques sur S. aureus et E. coli a
concentration 500 pg/disque, mentionnent que pour E. coli résiste contre les extraits de ces
plantes, par contre la bactérie S. aureus possede une sensibilitt moyenne contre 1’extrait
méthanolique de la plante Cyanthillium cinereum (13,47 mm de diameétre), mais elle ne

montre aucune sensibilité avec Vitex parviflora (voir la figure 12).
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(mm)
© R N W A U1 & N ®
1

Diamétres des zones d'inhibition

| HS. aureus
EE. coli
MVCT MVCT DCM MVP Acétone MVP DCM Vitex Cyanthillium
Acétone parviflora cinereum

Methanol

Figure 12. Comparaison ’activité antibactérienne de nos extraits avec les extraits de deux
plantes (les données présentées sans les diametres des disques).

Selon les résultats de 1’antibiogramme présent dans les figures 15 et 16, les antibiotiques :
E15, S10, VA, OX, P10, L2 ont montré une forte activité contre Staphylococcus aureus avec
des diameétres de zone d'inhibition respectivement de 35mm, 26 mm, 22mm ; 18mm, 31mm,
38mm. Les antibiotiques S10, OX ne possédent aucun effet inhibiteur sur E. coli pour les
autres antibiotiques les diamétres varies entre 10 mm et 26mm.

Les bactéries Gram (-), ayant une membrane externe composée de phospholipides, de
protéines et riche en molécules de lipopolysaccharides, leur membrane formant une barriére
impermeéable (Bouterfas et al., 2014) qui empéche I’entrée de substance environnementale
comme les antibiotiques et les inhibiteurs (Mendes et al., 2013) la membrane est également
associée a des enzyme dans 1’espace périplasmique qui sont capables de décomposer la
molécule introduite de I’extérieur (Adaykalaraj et al., 2012) en revanche, les bactéries Gram
(+) sont plus sensibles ayant seulement une couche de peptidoglycane externe qui n’est pas
une barriéere de perméabilité effective ( Abirami et al., 2012).

En comparant ces résultats aux références bibliographiques (tableaux 7, 8 et figure 12), ayant
concerné 1’étude de I’activité antibactérienne en utilisant d’autres espéces de plantes
comportant des composés phénoliques et des alcaloides sur les deux souches bactériennes :
Staphylococcus aureus (tableau 7), Escherichia coli (tableau 8). Nous pouvons constater que

nos extraits ont présente des activités antimicrobiennes moins importantes.
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Tableau 7. Diameétres des zones d’inhibition sur S. aureus par rapport a différentes références

bibliographiques.

Concentration CMI Zone
Plante Extrait ) Référence
(ng/disque) (Mg/ml)  d’inhibition
Marrubium
Khaled-
vulgare )
) Méthanol 2000 900 15,5+0,7 Khodja et
(composés
L al., 2014
phénoliques)
. Boulaaba
Tamarix
) Méthanol 1 14 11,33+ 0,58 etal.,
gallica
2015
Genista 400 9,2+0,1 Kacem et
guadriflora  Huile essentielle 200 / 71+0,2 al., 2016
100 6,0+ 0,5
Vitex 1000 - Ourlad
parviflora Méthanol 500 / 6,47 £ 0,17 Alzeus et
(Feuilles) 250 - al., 2016
Cyanthillium 1000 15,7 £1,20 Ourlad
cinereum Méthanol 500 / 13,37 +1,68  Alzeus et
(Feuilles) 250 10,97+0,95 al., 2016
) Méthanol/ 100 / 6,8+0,1
Ajuga Akhtar et
chloroforme
brateosa ) al., 2015
extrait aqueux 100 / -
Punica Pagliarulo
20000 13
granatum L. Ethanol 650 et al.,
) 4000 10
(jus) 2015
Punica Ethanol 8000 20 Pagliarulo
granatum L. 2000 ; 4000 ; 200 et al.,
(écorce) Ecorce purifié 8000 15-20 2015

—: Pas d’inhibition.
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Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition sur E. coli par rapport a différentes références

bibliographiques.

) Concentration CMmI Zone
Plante Extrait ) Référence
(ng/disque) (ug/ml)  d’inhibition
Marrubium
vulgare Khaled-Khodja et
; méthanol 1000 900 18,5+1,04
(composés al., 2014
ph)
Tamarix Boulaaba et al.,
) méthanol 3 1,4 6 + 0,001
gallica 2015
fleurs de hexane 62,5 8 Abudunia et al.,
Calendula méthanol / 125 14 2016
arvensis extraits aqueux 125 12
Vitex 1000 6,80 £ 0,05
. ) Ourlad Alzeus et
parviflora Méthanol 500 / 6,77 £ 0,09
. al., 2016
(Feuilles) 250 6,57 + 0,24
Cyanthillium 1000 6,33 + 0,09
) Ourlad Alzeus et
cinereum Méthanol 500 6,47 + 0,25
) al., 2016
(Feuilles) 250 6,70 £ 0,22
) Méthanol / 100 / 8,1+0,6
Ajuga
chloroforme Akhtar et al., 2015
brateosa ]
extrait aqueux 100 / -
Punica .
20000 13 Pagliarulo et al.,
granatum L. Ethanol 400
o 4000 10 2015
(juice)
] ) 8000
Punica éthanol 30 ]
Pagliarulo et al.,
granatum L. 300
. . - 2000 ; 4000 ; 2015
(écorce) écorce purifie 20-30

8000




MVCT Act PP i i p—

0,5mg > o, D g
¥ ¢

¥/ 4
o

Hispidine

0,4 mg « )

o

Figure 14. Photos illustrant I’activité antibactérienne des extraits sur la souche E. coli.
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Figure 16. Photos illustrant I’antibiogramme de la souche E. coli.

26



CONCLUSION GENERALE

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand intérét dans la
recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances et de composes naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une
meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

L’objet de notre travail a porté sur 1’étude de D’effet antimicrobien des extraits naturels
(alcaloides, composes phénoliques et extraits par fractionnement) de Marrubium vulgare,
Inonotus hispidus, Punica granatum L, qui utilisées en phytothérapie. Et des trois molécules
pures hispidine, harmaline, quercétine.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de nos extraits a été mise en évidence in Vvitro en
utilisant la méthode de diffusion sur gélose des souches étudiées (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans). Nous avons obtenus des résultats microbiologiques
montrant que les extraits ont une activité antimicrobienne modérée contre la majorité des
microorganismes testés, surtout contre la levure C. albicans IPA 200.

D’aprés les résultats qu’on a obtenus, 1’activité antimicrobienne est en relation avec la souche
testée, la concentration de principe actif (extrait phénolique et alcaloide ou autre) et de la
nature du solvant avec lequel sont extraits les composés naturels.

En se référant avec la bibliographie, il parait que nos extraits présentent une activité
antimicrobienne moyenne.

En perspective, il serait intéressant d’élargir le nombre de plantes étudiées et les régions de
récolte, avec une étude plus approfondie qui est nécessaire pour identifier et caractériser les

composés responsables des activités antimicrobiennes.
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ANNEXES

Annexe 1. Composition des milieux de culture

Mueller-Hinton Agar (MH)

Infusion de viande boeuf 49
Peptone de Caseine 1759
Amidon de Mais 15¢
Agar 15¢g
Eau distille 1000 ml
pH 7.4
Bouillon nutritif
Peptone 15¢
Extrait levure 30
Chlorure de sodium 60
Glucose 1lg
Eau distille 1000 ml
pH 7.2
Sabouraud Agar
Peptone 109
Glucose massé 20g
Agar-agar 159
Eau distille 1000 ml
pH 6
Bouillon GYP
Glucose 5¢
Peptone 5¢
Extrait de levure 39
Eau distillée 1000 ml
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Annexe 2. Les structures chimiques des molécules pures.

Les structures chimiques des molécules pures

e

o / N

Harmaline

OH

Hispidine
OH
HO O
OH
OH
OH O
Quercétine

35



Annexe 3. Des photos illustrant I’activité antimicrobienne des extraits.

Extrait 2
0,5mg

MVCT DCM o ~— MVCT DCM
1,5 mg (7)) Lo N : 1,5 mg

Staphylococcus aureus
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