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Introduction

Introduction

La résisitance du certaines souches bacteriennes au ATBs est devenue une
préoccupation majeure dans le domaine de la santé. Ce phénoméne a engendré une perte
d'efficacité de l'antibiothérapie. La découverte de nouveaux agents antibactériens, est devenue

donc plus qu'indispensable.

Depuis des siécles, nos ancetres avaient I'habitude d'utiliser les plantes comme remede
ou médicament pour plusieurs maladies sans vraiment savoir pourquoi ou comment. Et avec
le temps les pharmacologistes ont développés de multiples recherches afin de découvrir la
partie active réspansable de I'effet thérapeutique et pour essayer d'amplifier et controler cet
effet.

Actuellement les plantes médicinales possédent un atout considérable et jouissent d'une
popularité grace a la decouverte progressive de leurs propriétés médicinales antibactériennes,

anti_inflammatoires, antifongiques et antioxydantes.

Les pistes de recherche de substances naturelles a activité antibactérienne sont
nombreuses, parmi les quelles I'association des extraits avec les antibiotiques pourrait étre tres

prometteuse.

Parmi les plantes les plus répandues dans le sahara algerien I'espéce pergularia
tomentosa (ghellaka), les chercheurs ont mis en evidence ses effets benefiques anti

microbiens et anti fongiques.

Le présent travail s'inscrit dans le cadre d’évaluer les activités antimicrobiennes de

différents extraits de la partie aérienne de la plante P. tomentosa.
Dans ce contexte, nous avons fixé les objectifs suivants :

e Criblage phytochimique des polyphénols et des flavonoides dans les quatres
extraits de Pergularia tomentosa : aqueux, méthanolique, d’acétate d’éthyle et

acétonique.
e Evaluation de ’activité antibactérienne et antifongique de ces extraits.

Le premier chapitre est une mise au point bibliographique basé sur les infection et
activité antimicrobienne. Le deuxiéme chapitre décrit génénralité sur la plante étudiée

paergularia tomentosa. Troisieme chapitre parle des métabolites sécondaire. Quatriéme
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chapitre décrit la méthodologie adoptée. Le cinquieme chapitre consiste & une analyse des

résultat obtenus et leur discussion.



Partie

bibliographie
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Chapitre 1 Infections et activité antimicrobienne

1.1. Infections microbiennes

Les infections microbiennes sont des inflammations et des dommages tissulaires
causeées par les bactéries pathogenes, virus, parasites ou champignons (Page et al., 1999). En
effet, tous les micro-organismes n’ont pas les mémes capacités a provoquer des infections
microbiennes, ou certains étant pratiquement toujours associés a des manifestations cliniques
ou maladies (Tab.1) alors que d’autres ne provoquent qu'exceptionnellement des maladies
(Petignat et al., 2006).

Tableau 5: infections bactériennes et leurs agents causals.

Nom d’agent causal Infection (s) références

Staphylococcus Septicemia, infection de plaies Cronberg et al. (1988)

aureus Arthrite infection osseuse;
Ostéomyelite
Mycobacterium Tuberculose Petingnat et al. (2006)

tuberculosis

Pseudomonas Pneumonie infections nosocomiales | Delmas, (2007)
aeruginosa
PneumocoqueHaemo | Sinusite-Otites, Pneumopathie
philus
Escherichia coli Pneumonie , infection urinaire Flandrois et al. (1997)

Schaechter et al.

Méningite (1999)

Klebsiella,

Enterobacter,

méningées et septicémiques
Citrobacter,Proteus

1.1.1. Agents chimio thérapeutiques

Les agents chimiothérapeutiques tuent les micro-organismes pathogénes en inhibant
leur développement a des concentrations suffisamment faibles pour éviter d’occasionner des
dommages chez I’hdte. La plupart de ces agents sont des antibiotiques (du grec anti, contre et
bios, la vie), des produits microbiens ou leurs derivés, capables également de tuer les micro-

organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance (Prescott et al., 2007).
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1.2. Antibiotiques ATBs et agents antifongiques

1.2.1. Antibiotique ATBs

Les antibiotiques (Tab.2) sont des substances semi-synthétiques naturellement élaborées
par des microorganismes ou chimiquement synthétisées en entier (Bousseboua, 2002). En
effet,ces substances possédent le pouvoir d’inhiber la croissance et la multiplication d’un
microorganisme, dit effet bactériostatique ou de detruire ce dernier en exercant un effet
bactéricide (Boulahbal, 2002 ; Vanbambek et Tulkens, 2009).

Tableau 6: Mode d’action et les secondaires des antibiotiques (Prescott et al., 2010).

folique compétition avec
I'acide p- amino benzoique.

Antibiotique Meécanisme d’action Effets secondaires

Pénicilline Inhibe la synthese de la paroi | Réactions allergiques,
bactérienne diarrhée, anémie, nausée,
Active les enzymes lytiques | toxicité rénal.
de la paroi.

Sulfamide Inhibe la synthése de I'acide | Nausée, vomissement et

diarrhée.

Vancomycine

Inhibe la transpeptidation.

Réactions allergiques.

Aminoglycoside

Inhibe Iq synthése protéique
et provoaue des erreurs de
lecture de I’ARNm.

Perte d'équilibre, réaction
allergieques, lésion rénal.

de I'acide folique.

Macrolide Inhibe I'élongation de la Dérangement intestinal,
chaine péptide. Iésion hépatique, anémie

Rifampine Inhibe la synthése des ARN | Nausée, vomissement,
en agissant sur I'ARN diarrhée, fatigue,
polymérese. somnolence.

Polymyxine B Perturbe la structure et Lésion rénal grave,
perméabilité de la membrane | somnolence, vertige.
cytoplasmique.

Dapsone Interférerait avec la synthése | Douleurs au dose,

décoloration des ongles,
fievre.

1.2.2. Substances antifongiques

Les agents antifongiques sont utilisés dans différents domaines principalement en
thérapeutique humaine et vétérinaire (les antifongiques systémiques ou topiques), dans
I'industrie alimentaire (les conservateurs) et en alimentation animale, pour la prévention et le
traitement des atteintes fongiques chez les plantes, du bois de construction ou d'autres
matériaux;En effet, les antifongiques d'origine microbiologique (Tab.3) utilisés actuellement
en clinique sont essentiellement de structure polyénique, notamment I'amphotéricine B et la
nystatine (Bastide et al., 1986).
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On outre, la recherche permanente affirment qu'il ya quatre classes de molécules
synthétiques, ciblant trois voies métaboliques distinctes, sont utilisées aujourd'hui en clinique
. les fluoropyrimidines, les polyenes, les dérivés azolés et les échinocandines (Vandeputte,
2008).

Tableau 7: Classification des antifongiques et leurs modes d’action selon la cible (Geursen et

al., 2008).
Structure Mode d’action Exemples
Polyenes (macrolldes Rupture de la membrane Polybutadiéne
cycliques)
Azolés Inhibition de la synthése de Imidazoles, ketonazole,
(diviséesd’imidazoles) I’ergostérol Triazoles, fluconazoles
. Inhibition de la synthésede e .
Allylamines l'ergostérol Terbinafine, butenafine
Rupture de la membrane et de o .
Pyradone la paroi Ciclipiroxolamine
Echinocandine naturel Inhibition de la synthése du Ca_spofunglr]e,
glucane Anidulafungine
Autres Anti-mitotique, rupture du Griséofulvine
fuseau cellulaire

1.2.3. Mécanismes de résistance des microbes

L’exemple le plus connu de résistance est 1’hydrolyse du noyau f3-lactame de
nombreuses pénicillines (Prescott et al., 2007), par la souche Staphylococcus aureus qui
produise la pénicillinase, une enzyme qui détruit la molécule de pénicilline (Perry et al.,
2002). Cependant, L’antibiotique rentre dans la bactérie, mais avant qu’il puisse se fixer sur
sa cible, il est pris en charge par des protéines membranaires et une protéine périplasmique
chargée d’assurer la liaison entre les précédentes, entrainant son excrétion vers 1’extérieur de

la bactérie (ex :Pseudomonas aeruginosa) (Gaudy et al., 2005).

On outre, une accumulation graduelle de mutations sur ’ADN chromosomique peut
rendre les structures cellulaires inaptes a la fixation de I’antibiotique ou d’un autre composé

chimique (Perry et al., 2002).
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Chapitre 02 Généralités sur la plante

2.1. Généralités sur de la plante Pergularia tomentosa

La famille de l'asclépiade (Asclépiadaceée) comporte environ 200 genres et 2500
especes, essentielles herbacées ou buissonnantes propres aux régions tempérées et
subtropicales (Francois, 2008). Cette famille est connue par sa richesse en meétabolite
sécondaire, notamment les genres : Asclépias, Pergularia, Gomphocarpus et Calotropis
(Gohar et al., 2000). le Pergularia tomentosa est une plante vivace des pays secs, elle pousse
sur les sols dans les déserts Généralement sableux et couvre de vastes régions allant

du sud Algeérien jusqu'en Afrique du Nord. Elle fleurit en printemps (Neuwinger, 1994).
2.2. Description botanique de Pergularia tomentosa

Le Pergularia tomentosa c’est une plante herbacée ou semi-ligneuse, arbrisseau vivace
pouvant déepasser 1 m d’hauteur (Fig.1), Cet arbrisseau vivace peut dépasser Im d’hauteur.
Les jeunes rameaux Vvolubiles de cette plante s’enroulent fréquemment autour les plus anciens
lui donnant un aspect touffu (Ozenda, 2004). Les caractéres botaniques de déférents organes
de P. tomentosa sont figurés dans (Tab.4).

= _—

Figure 1: Photographie du Pergularia tomentosa (originale).
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Tableau 8: Caractéres des organes de P. tomentosa (Schmelzer et Gurie-Fakim, 2013).

Organe Caractéres

Ovoides cordéein florescences corymbiformes
(encceurala base) longuement pédonculées, 5 cm

de diamétre.

Feuilles

Blanche pourpres et ordoriférantes avec une corolle
tubulaire vert jaunatres ou violet brunitre, 8 mm de

longueur.

Follicules groupés par paire, fusiformes, divergents et

couverts derugosité, pubescents et crochus a leurs somme

et 7 cm delong et contiennent des graines.

Fruits

2.3. Classification systématique

Systimatiquement, le P. tomentosa est classifiée comme une plante appartient a
Embranchement: Spermaphytes

Sous Embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotylédones

Sous classe: Rosidae

Ordre: Gentianales

Famille: Asclepiadaceae

Genre: Pergularia

Espece: Pergularia tomentosa L (Ozenda, 1991).
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2.4. Composition chimique du P.tomentosa

L’étude phytochimique effectuée par Hassan et al, (2007) sur le P. tomentosa a
affirment sa richesse en meétabolites secondaires, essentiellement, les polyphénols en
particulier les flavonoides, les tanins, les glycosides cardiaques et les glycosides cyanogenes
et aussi des saponines. D’autre étude a indiqué que presque toutes les parties de cette la
plante méme ses racines sont riches en hétérosides cardénolides, avec l'uzariénine, et le

ghalakinoside, la pergularine, et la calactine (Hifnawy et al., 2014).

Cependant, Les extraits de tiges du P. daemia et du P. tomentosa d’autre espéces
appartenants au meme genres, semblen tavoir les mémes flavanols glycosides dans leur
composition, y compris les kaempférol, et malonylhexosides de quercétine, kaempférol et
Isorhamnetin (Heneidak et al., 2006).

Par ailleurs, La composition minérale de la plante P. tomentosa montre une grande
quantité de phosphore et de potassium dans la racine et la tige. Des teneurs importantes de
sodium, de magnésium et de calcium sont relevées dans les extraits des feuilles (Sheded et al.,
2006).

2.5. Usage traditionnels du P. tomentosa

Tableau 5 : Utilisation traditionnelles du Pergularia tomentosa.

Régions Partie utilisee mode Usages Références
d’utilisation
Désert du , s Angine, teigne, | Ould el hadj et al.
nord de Feuilles et Décoction dermatose (2003)

I'Algérie | fleurs

Hypoglycémia Kemssi et al.

.. Décoction
Partie aérienne nt (2014)
Tassili U int Bronchite
Racine sage interne o
Constipation
Décoction et | Helminthiases I-_|ammiche et
Feuilles et usage interne Abortive Maiza. (2006)
fleurs Décoction Maladies de la
usage externe peau
,COt? feuille Jus Les maux de
d'lvoire
téte.
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2.6. Activités biologiques et theérapeutiques du P. tomentosa

Les extraits aqueux et a plusieurs solvants organiques des feuilles, des tiges et des
racines de la plante P. tomentosa semblent avoir une activité antifongique importante contre
une serie des champignons pathogénes, en particulier,son activité protectrice démontrée par
les études qu’ont été menées par Bekheet et al. (2011) sur des organes chez le crapaud Bufo
regularis infecté par cette souche fongique. En plus, les travaux effectués par Hussein et al.
(1999) ont montré que les deux cardenolides extraites a partir du P. tomentosa présentent une
activité molluscicide. Cependant, les alcaloides extraits de la partie aérienne du P. tomentosa
peuvent excercé un effet larvicide considérable avec un taux de mortalité dose-dépendante
contre les larves de criquets (Acheuk et Doumandji, 2013).

La teneur du P. tomentosa en tanins, flavonoides, alcaloides et les saponines,
glycosides, saponinglycosides, cardiacglycosides, anthraquinones et stéroides peut étre
responsable de I'activité anti dermatophytique quelle présente cette plante contre la plupart
des dermatophytes testés dans I’étude de Shinkafi (2013).

Par ailleurs, l'inhibition de la croissance de souches cancéreuses par les glycosides

cardénolides isolée des racines de P. tomentosa €té prouveée in vitro (Piacente et al., 2009).
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Chapitre 3 métabolismes secondaires

3.1. Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes médicinales sont utilisees traditionnellement pour leurs vertus
thérapeutiques. Cela signifie qu’au moins I’une de ses parties (feuille, tige, racine) peut étre
employée dans le but de soigner divers maux. En effet, les organes de vegétaux sont trés
riches en métabolites secondaires naturels contribuent aux plantes leurs activités biologiques
(Macheix et al., 2005). ils appartiennent aux grande catégories de composés chimiques a base
de plantes qui sont les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les huiles essentielles et
les terpénes, les alcaloides et les saponines. Ces composés phénoliques forment alors une
grande famille de polyphénolsqui sont trés divers,de plus de 8000 composés connus, depuis
les simples acides phénoliques jusqu’aux grands polymeéres complexes par exemple les tanins,
lignines (Hopkins, 2003). Ils ont tous en commun un ou plusieurs cycles benzéniques portant

une ou plusieurs fonctions hydroxyles dans leurs structures (Pascale et Veronique, 2006).

Chez I'nomme, ces molécules traces jouent un rdle important en agissant directement
sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des
consommateurs, en exercant des effets antimicrobienne, antioxydant, anti-inflammatoire
(Macheix et al., 2005).

Ce métabolisme, en tres faibles quantités, ne paraissent pas essentielles a la vie de la
plante mais, ils participent frequemment aux mécanismes de défense les végétaux contre les
microorganismes pathogenes. Ces produits, a structure chimigue souvent complexe, sont tres

déversés en fonction d’especes (Raven, 2003).
3.2. Métabolites secondaires a activité antimicrobienne

Les composeés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs de ces effets
sont les acides cinnamiques et caféiques. On les retrouve présents dans le thym et la téragone.
Ces composes sont particulierement efficaces contre de nombreuses souches de bactéries, de
champignons et de virus (Cheng et al., 2008). Tandis que, la capacité des tanins a créer des
complexes avec les protéines par des liaisons hydrogenes, des liaisons hydrophobes ou des
liaisons covalentes, leur permet alors de désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques

et les enveloppes cellulaires transportant les protéines des microorganismes (Cowan, 1999).

Une étude réalisée par Xia et al. (2011) a montré que certaines plantes médicinales ont
une capacité intrinseque a synthétiser des métabolites secondaires dont certains sont des
composés aromatiques de types phénols. Ces composes jouent un role de protection des

plantes contre les invasions microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte
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contre les champignons, les bactéries et les virus. En effet, 1l a été reporté que les raisins
Vitisvinifera possedent des propriétés pharmacologiques importantes, en particulier des
activités antimicrobiennes grace a la présence de nombreux polyphénols, notamment d’acide
gallique, d’acide hydroxycinammique, de flavanols, et de tanins (Nassiri et Hosseinzadeh,
2009).

Les composés phénoliques possedent un large spectre d’activités biologiques parmi ces
composés les flavonoides. En effet, une flavone et une flavanone, isolés des fruits de
Terminalia Bellerica et de I’arbuste Esyenhardtia texana respectivement semblent avoir une
activité contrele microbe pathogene opportuniste Candida albicans (Wéchter et al., 1999).
Les flavonoides, au sens strict sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont
en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Gu, 1996).
Martini  (2011) a reporté que certains flavonoides peuvent inhiber la synthése des
prostaglandines. Cette action leur confére une activité anti-inflammatoire, ils seront donc
particulierement appréciés pour une action préventive contre le vieillissement de la peau.
Cependant, les tanins provoguent une réaction générale avec toutes les protéines (Miller et
Ricklefs, 2005).

On outre, les alcaloides sont des substances basiques azotées, et douées a faible dose de
propriétés physiologiques marquées (Zenk et Juenger, 2007). De nombreuses recherches ont
d’ailleurs affirmées I’intérét des alcaloides dans 1’activité antiplasmodique, antispasmodique,
anticancérale, antimycobacteriale. Leurs effets laxatif et anti- rhumatismal, antalgique et

analgésique ont aussi été révélés (Santhosh et suriyanarayanan, 2014).

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des plantes, qui sont
extraites par distillation par la vapeur ou des solvants (Smallfield, 2001). Un grand nombre

d’entre eux posséde des propriétés antiseptiques (klaas et al., 2002).

L’activité antimicrobiens d’une I’HE est liée a sa composition chimique aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires. Les composés possédant la plus grand efficacité
antimicrobiens et le plus large spectre sont des phénylpropanes (le thymol, le carvacrol et
I’eugénol) et des mono terpéniques (Zhiri, 2006 ; Dadasoglu et al., 2011).

Généralement les composés phénoliques, utilisés contre les bactéries et les fongiques,
sont appelés les composeés antibactériens et antifongiques comme les acides phénols tels que
les cinnamiques et les benzoiques (Hopkins, 2003). Les polyphénols notamment les

flavonoides et les tanins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis de certains microorganismes.
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En effet, leurs mécanismes de toxicité peuvent étre liés a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques comme les protéases et les carbohydrolases ou a I’inactivation des adhésions

microbiennes, des protéines du transport et celles de I'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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4.1. Matériel biologique

4.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal comprend la partie aérienne (tige, feuilles, et fleurs) de la plante
Pergularia tomentosa, récoltées de la région de Lichana (la wilaya de Biskra), en Novembre
2018 au stade pleine floraison.

Apres nettoyage des impuretés, la matiére vegétale est séchée a température ambiante
et a I'abri de la lumiére du soleil dans un endroit sec et aéré, pendant une semaine. La partie
aerienne a été broyee avec un mixeur manuelle et conservée dans des sacs foliacés jusqu’a son

utilisation.

4.1.2. Souches microbiennes testées

Les souches testées au cours de cette étude sont des souches a I’origine de plusieurs
infection (urinaire, nosocomial...etc.). Elles proviennent du laboratoire de microbiologie
Elhakim saadan, et sont conservées a 4°C dans des boites de Pétri contenant le milieu solide
nutritive jusqu’a I’utilisation. Cependant, les souches fongiques utilisées sont: Cladosporium
spp, Alternaria spp, et Penicillium spp (isolées a partir des aliments de vaches), Aspergillus
spp (isolées a partir du sol) isolée par les étudiants encadrés par docture REDOUANE
SALAH Sara (Promotion 2017/2018).

Tableau 6: les caractéristiques des souches bactériennes utilisé.

Espece microbienne Caracteristiques Références
Escherichia coli Bacille a Gram positif ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Bacille & Gram négatif ATCC 27853
Staphylococcus aureus Cocci a Gram positif ATCC 25923
Klabsiella pneumonie Capsulés a Gram négatif Souche inconnu

12



Chapitre 4 Matériels et méthodes

4.1.3. Produits chimiques

Les réactifs et les solvants utilisés dans le présent travail sont : Ethyle Acétate, Acétone,
Méthanol, Diméthylesulfoxyde (DMSO), Ether de pétrol, Galerie Api20 E, H,0,, Hcl, FeCls,
Formaldéhyde, Bouillan nutritife, les milieux culture utilisés sont: gélose Mac conkey,
chapman, Muller Hinton (MH), PDA, PDB. Cependant le teste d’antibiogramme implique les
antibiotiques:  Gentamicine (CN), I’amoxicilline (AML), co-trimoxazole (SXT),
chloramphénicol (C) , Céfazoline (CZ), Ticarcilline (TCC).

4.2. Méthodes

4.2.1. Extraction Aqueuse

L'extrait aqueux de P.tomentosa (EAQ) a été obtenu par une décoction pendant 15 min
de 200g du broyat de la partie aérienne de la plante (tiges et feuilles et fleures) dans d'eau

distillée, la procédure a été effectuée selon la méthode décrite par Thenmozhi (2011), comme

elle montre la figure 2.

200g de la partie aérienne du P. tomentosa dans de 1’eau distillée
20% (w:v)
[ Aprés décoction pendant 15min ]

Iy

[ Filtration sous vide suivie par un séchage a }

I'étuve 40°C

!

Extrait aqueux sec en poudre
jaune conservés a 4°C

Figure 2: Plan d’extraction aqueuse de la partie aérienne du P. tomentosa (Thenmozhi, 2011).

13
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4.2.2. Extraction hydro-alcoolique

L'extrait P.tomentosa (EMet) a été préparé a partir de broyat des tiges, des feuilles et
fleures qui ont été mis en macération dans du systeme méthanol 80 % selon la méthode de
Bekheet et al. (2011) a la température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 48h, avec un
maximum d’agitation (Figure 3 ). Aprés filtration, le filtrat a subi une évaporation a I’aide

d’un évaporateur rotatif (Heidolph, Germany).

[ 100g de la partie aérienne du P. tomentosa 10% (w.v) dans du Méthanol/ Eau 80% }

Macération 48 h a T°aJﬁT%iante sous agitation

[ Filtration sous vide et évaporation sous pression a 40°C ]

11

[ Séchage dans I'étuve a 40°C ]

iy

[ Extrait brut (EMet) en }

poudre conservé a 4°C

Figure 3: Plan d’extraction méthanolique de la partie aérienne du P. tomentosa (Bekheet et
al., 2011).

4.2.3. Extraction par I’acétate d’éthyle et par I'acétone

La méme méthode d’extraction de celle de I’extrait méthanolique est appliquée sur la
partié aérienne du P. tomentosa (EACE), en remplacant a chaque fois le systeme hydro-
alcoolique par I’acétate d’¢thyle ou 1’acétone. La macérat est ensuite filtré, et le filtrat a subi
I’évapeuration suivie par la décantation, en ajoutant 1’éther de pétrole afin d’¢liminer des la
matiére lipidiques indésirables (Senthilkumar et al., 2005). Lorsque la matiere graisse est
¢liminée, ’extrait a soumis I’évaporation sous pression a 40°C a 1’aide d’un évaporateur
rotatif (Heidolph, Germany) et il a été ensuite séché dans I’étuve a 40°C pour récupérer en fin

un extrait en pate verdatre. L extrait est ensuite conservé a 4°C.

14
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Le rendement d'extraction apres chaque procédure est calculé selon la formule suivant:

RDT% =[masse de résidu extrait obtenu (Mf)/masse de la matiere végétale (Mi)]
x100

RDT: rendement (%)
Mf : la masse en g d'extrait obtenue apres le séchage
Mi : la masse en g de matiere végétale a extraire

4.2.4. Screening phytochimique des extraits de Pergularia tomentosa
La caracterisation des groupes chimiques bioactifs dans les différents extraits de la

partie aérienne de la plante P. tomentosa a été effectuée par une série des réactions en tubes.

4.2.4.1. caractérisation des polyphénols

Qualitativement, la présence des composés phénoliques dans les différents extraits de P.
tomentosa a été révelée selon la méthode au trichlorure ferrique (FeCls3) décrite par N'Guessan
et al. (2009). Une goutte de solution méthanolique de FeCl; a 2% a été ajoutée a 2 ml de
chaque extrait (EAQ, EMet, EACE et EAc). L'apparition d'une coloration bleu-noiratre ou

verte plus ou moins foncée est le signe de la présence de polyphénols.

4.2.4.2. Caractérisation des flavonoides (Test de Shibata ou Shinoda test)

la présence des flavonoides dans la partie aérienne étudiée de P. tomentosa a éteé
caractérisée par (Aliyu et al., 2011). 0,5g de chaque extrait a été dissoute dans 1.5ml du
méthanol (50%) et chauffée dans bain d'eau bouillante. Une volume de 5ml d'HCI et quelques
fragments de magnésium ont été ensuite ajoutés. Aprés dégagement d'hydrogéne par

réduction des flavonoides aglycones en anthocyanes, une coloration rouge est observée.,

4.2.4.3. Caracteérisation des tanins (Test au FeCly3)
Selon Dohou et al., (2003), une guantité de 2 a 3 gouttes de FeCl; (1%) a été ajoutée a
1ml de chaque extrait. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun

verdatre en présence de tanins catéchiques.
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Le réactif de Stiansy a été utilisé afin de différencier convenablement entre les tanins
galliques et catéchiques. Pour cela, un volume de 15ml du réactif de Stiasny (10ml de
formaldéhyde + 5 ml d'HCI concentre) a été additionné a chaque extrait. Le melange est
ensuite incubé au bain marie a 80°C pendant 30min. L'observation d'un précipité en gros
flocons reflete la présence des tanins catéchique. Pour les tanins galliques, la solution
précédente a été filtrée, le filtrat est recueilli et saturé d'acétate de sodium. L'addition de 3
gouttes de FeClz provoque l'apparition d'une coloration bleu-noir intense, qui constitue un

signe de la présence de tanins galliques (N'Guessan et al., 2009).

4.2.4.4. Identification des quinones libers

Une quantité de 0.5g de chaque extrait a été additionnée a 10 ml de chloroforme. Aprés
un agitation manuelle d’une minute et un repose de 24h, les extraits sont filtrés. Une quantité
de KOH (10% ; M/v) a été ensuite ajouté a chaque extrait. Aprés agitation, la présence des
anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au rouge (Dohou et al.,
2003).

4.2.4.5. Caractérisation des saponosides (Frothing test)

La présence des saponosides a été¢ déterminée qualitativement par I’apparition, apres
agitation de mousse persistante pour plus de 15 a 30 min. une quantité de 1g de chaque extrait
a été solubilisée dans 10 ml I’cau distillée et la solution a été agitée vigoureusement dans le
sens vertical pendant 15 a 30 sec (Dohou et al., 2003 ; Aliyu et al., 2011). Aprés 15 min,
I’hauteur de mousse est mesurée. Hauteur de la mousse >1cm singifie a la présence la

saponoside (N’Guessan et al., 2009).

4.2.4.6. Caractérisation des stérols et polyterpenes (Lieberman-Burchard’s test)

Un quantité de 0.5g de extrait sont additionnes de 1ml d’anhydride acétique puis de 0.5
ml de chloroforme, apres dissolution, les solution sont transférés dans des tubes a essai
auxquels sont ajoutés 0.5ml d’acide sulfurique concentré. 1’apparition a I’interphase d’un
anneau pourpre ou violet qui indique la présence des stérols,cette couleur vive au bleu puis au

vert indique la présence des terpenes (N’Guessan et al., 2009).
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4.2.5. Evaluation des activités antimicrobiennes du P. tomentosa

4.2.5.1. Repiquage et identification des souches testées

Les souches, qui sur les quelles,la capacité antibactérienne de différents extraits du P.
tomentosa sera évaluer, ont été identifiées a 1’aide d’une série des tests biochimiques se

commence par 1’étapes d’isolement.

Pour obtenir des colonies pures isolées, une masse bactérienne est suspendue dans I'eau
physiologie, puis I’inoculum est déposé a 1’aide d’une anse de platine pour etre ensemencé, en
stries serrées, sur une boite de pétri contenant un milieu de culture solidifiée et sélectif pour
chaque souche bactérienne par exemple: le milieu Mac Conkey est spécifiguement utilisé
pour les bactéries Gram- (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
et) et Chapman pour (Staphylococcus aureus). Les boites inoculé sont ensuite incubées a
37°C pendant 24h.

La transplantation d’une culture pure sur un milieu de culture neuf c¢’est 1’indispensable
de répéter la procédure d’isolement par stries au moins 2 a 3 fois sur les boites fraichement

préparées et le méme incubation pour donner une culture pure.

Avant d’etre testées, les souches bactériennes purement isolées ont été finalement
identifiées a ’aide d’une série de tests biochimiques pour déterminée 1’espéce bactérienne

exacte, en s’appuyant sur leurs caracteres biochimiques.

a. Test de catalase
Prendre une lame porte objet propre, déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée et
émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose. la lecture de

résultat est immédiate.

b. Coloration de Gram

la suspension bactérienne a été préparée par I’ajout d’une colonie isolée a 1’aide d’un
anse de platine dans de 10ml d’eau distillée stérile, dans un tube a essais, puis une simple
agitation est fait pour assurer son homogénéisation. une goutte de chaque suspension
bactérienne préparées est ensuite déposée, sur une lame bien dégraissée a la chaleur ou a
I’alcool, étalée puis fixée. Sur un bac de coloration, la lame a été recouvert avec le violet de
gentiane, lugol, alcool, fushine puis I’eau, ou chaque colorant ou solvant est laissée réagir
avec ’echantillon pendant 1min avant d’etre rejeté Denis et al. (2004). Apres séchage,

I’examen microscopique est effectuée sur I’immersion (10 x 100).
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c. Galerie API

les tubes et les cupules des tests: CIT, VP et GEL ont été inoculés de suspension
bactérienne. En outre, une anaérobiose a été créée dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE et
H,S en remplissant leur cupule d’huile de paraffine. Finalement, la boite est refermeée et mise
en incubation a 37°C pendant 24h (Dellaras, 2007).

4.2.5.2. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits du P. tomentosa

L’effet antibactérien de différents extraits de la partie aérienne du P. tomentosa a été
évalué par la méthode en disques Rahal (2005), autrement dit la méthode de diffusion. les
extraits EAQ et EMet sont préalabelemnt solubilisés dans de I'eau distillée stirile. Par contre,
I’EAc et ’EACE sont dissous dans de DMSO, a différentes concentrations de 100, 200 et de
300mg/ml pour les extraits EAc et EACE, (100, 300 et 450 mg/ml) pour EAQ et 100, 300,
500mg/ml pour EMet.

Une suspension bactérienne en solution stérile d’eau physiologie équivalente au 0.5 de
Mc Ferland (UFC/ml) a été préparée a partir d’une culture jeune de 24h dont la densité
optique est fixée & 625nm entre 0.08 et 0.1 (Chabbert et al., 2002).

Sur des boites de pétri contenant la gélose Mueller Hinton écouvillon né par une
suspension microbienne, les disques, imprégnés de 10ul de chacun d’extraits EAQ, EMet,
EACc et EACE aux différentes concentrations, sont ensuite déposes a la surface. Deux autres
disques imprégnés avec de I'eau distillée et du DMSO sont utilisés comme témoins négatifs.
Par contre, les disques d’antibiotiques de référence, préts a 1’emploi, sont utilisés comme
témoins positifs. Aprés une incubation de 24h a 37°C, les diamétres des zones d’inhibition
produites par les extraits étudiés sont mesurés. Toutes les expériences sont faites en triplicata
(n=3). L’activité antibactériennes exprime par le diametre des halos d’inhibitions au tour les
disques inbébés d’extraits. Plus la zone d’inhibition est grand, plus 1’activité antibactérienne

d’extrait est importante en comparaison aux antibiotiques (Rahal, 2005).
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4.2.5.3. Détermination de CMI

Une gamme de concentrations décroissantes de chaque extrait de P. tomentosa a été
effectuée par dilutions successives de raison 1/2 (31.25, 62.5, 125, 250 mg/ml) a partir d’une
solution mére de 450 et/ou 500mg/ml. Dans des tubes a hémolyse, I’ensemble d’inoculum
bactériens, correspondent & une concentration bactérienne de 10 a 10 bactéries/ml, ont été
préparées a partir d’une culture jaune de 24h dans un bouillon nutritif Mueller-Hinton.
Chague inoculum a subi une dilution en milieu liquide (v:v), en présence de ’extrait dissout
dans de DMSO, et la croissance bactérienne se visualise par un trouble ou un culot bactérien.
Aprées 24h d’incubation a 37 °C, la CMI est estimée comme la faible concentration, parmi les
cing concentrations examinées de chaque extrait, correspond a celle en premier tube ne

présentant ni trouble ni culot bactérien (Ericsson et Sherris, 1971).

4.2.5.4. Evaluation de I’activité antifongique des extraits du P. tomentosa

Sur la croissance mycélienne des souches fongiques téstees, le pouvoir antifongique
exercee par les extraits EAQ, EMet et EAc du P. tomentosa a été évalué par une méthode
quantitative microspectrophotométrique décrite par Broekaert et ses collaborateurs (1990) et
optimisée par Dellavalle et al. (2011). Brievement, Différentes concentrations (31.25, 62.5,
125, 250mg/ml) de chaque extrait de cette plante, sont appliquées sur des plagues de

microtitration a 96 puits inoculées par la suspension en spores.
a. Préparation de la suspension des spores

La suspension en spores a été préparée par addition de 10 ml d’eau physiologie a la
souche cultivée, 7 jours sur le milieu PDA. Ensuite, les spores sont récupérés
superficiellement en utilisant une pipette pasteure sous des conditions a septiques (Sandhya et
al., 2005). A 1ml de suspension de spores préalablement agitée, 6ml de PDB sont ajouté et le
nombre de spores est en premier temps déterminée sur la cellule de Mallassiez, 1’examen
s’effectue au microscope au grossissement x 40 sur une serie de dilution. La suspension est
diluée d’une maniére 4 obtenir un nombre des pores de 2x10° spores/ml. De plus, lame sure
de I’absorbance de chaque dilution a 650 nm au spectrophotometre a été prise afin de
confirmer que la suspension a été correctement dilué dans de PDB jusqu’a une concentration
de 2 x106 spores/ml (Sumantha et al., 2008).
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a. Détermination de I’effet antifongique

Dans chaque puits d’une microplaque de 96puits, 100ul de chaque concentration des
extraits sont mélangés avec 100ul de suspension de spores fongiques (2x10°spores.ml-1 dans
du frais PDB). Cependant, les puits témoin négatif recoivent 100ul de DMSO et le méme
volume de la suspension de spores dans du PDB. Aprés une délicieuse agitation, les plaques
ont été incubées dans les premiers 30min & 27°C. Apres 48h d'incubation a 27°C, la
croissance a été enregistré par la mesure de I'absorbance de culture a 630nm. Toutes les
expériences sont faites en répété 3 fois (Fig.4). La lecture microspectrophotométrie est
effectuée a 1’aide un lecteur de microplaques d’ELISA a 630nm (BIOTEK,Vermont). Les
pourcentages d’activité antifongique (ou d’inhibition de croissance) ont été calculés, en basant

sur la formule suivante :

1% : AC— AT/ AC x 100 J

AC :variation correctedans 1’absorbance de microculture des puits Control négatif a 630nm.

AT : variation correcte dans 1’absorbance de microculture des puits Test & 630nm.

-
ek

Figure 4: Microplaque remplie des uspension 2x 10%spores/ml Pénicillium spp et des
différents extraits du P. tomentosa.
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4.3. Etude statistique

A I’aide d’un logiciel de Excel Stat, la signification statistique entre les quatre extraits
est déterminée par « le test t student » (teste permet a la comparaison entre deux échantillons

seul), et les différences sont considérées significatives au seul de 5 %( p <0.05).
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5.1. Extraction

Les différentes extractions ont été faites sur la partie aérienne de P. tomentosa, en
utilisant des solvants a polarités décroissante, il s'agit de I'eau distillée, méthanol 80%, I'éthyle
acetate et de I'acétone, ce qui nous permet d'obtenir I'extrait aqueux EAQ (Thenmozhi, 2011),
I'extrait méthanolique EMet (Bekheet et al., 2011), et I'EACE et I'EAc (Senthilkumar et al.,
2005), respectivement.

La méthode d'extraction choisi doit permettre d'extraire le maximaum des composants
bioactifs et les prévenir contre la dénaturation ou les modifications probables. En outre,
L'utilisation des solvants a polarité différentes permet de séparer des composées selon leur
dégrée de solubilité dans le systeme solvant d'extraction.

Dans le présent travail, nous avons obtenu quatre extraits avec des rendement et des
aspects différents. Le rendement de 1’extrait brut EMet, qui est caractérisé par un aspect
cristallin, semble étre le plus élevé égal a 9.97%, suivi par celui enregistré par ’EAQ en
poudre (8.6%), et en fin ceux-ci d’extraits EAc et EAcCE, en aspect pateux verdatre, qui sont

les plus faibles de 1’ordre de 2.98% et de 1.23%, respectivement.

Le rendement obtenu d'EMet (9.97%) dans la présente études’avere supérieur que
celui apporté (5.6%) par les études de Bekheet et al. (2011) sur la méme espece de P.
tomentosa. En effet, le rendement d’extractions des plantes dépend essentiellement de leur
propriétés génotypiques (Ebrahimzadeh et al., 2008), la variété, la saison de récolte, la
localisation géographique, les différentes maladies que peuvent affecter la plante, la maturité
de la plante (Park et Cha, 2003), la maniére et la durée de la conservation (Ozgiivenet Tansi,
1998).

5.2. Criblage phyto-chimique de différents extraits du P. tomentosa

L'apparition d'une coloration ou d'une précipitation par l'intermédiaire de certains
réactifs spécifiques va affirmer la présence ou I'absence des différentes classes de métabolites
secondaires existantes dans les extraits etudiés. Les résultats des tests de screening
phytochimiquedes quatre extraits de la partie aérienne de I'espece P. tomentosa sont présentes

dans le tableau 7 ci-dessous.
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Tableau 7: Screening des métabolites secondaires contenant dans les extraits de I'espece de P.

tomentosa
: Tanins i
Polypheno Flavonoides Intra quinon Saponines | Terpénes
Is quinon libre
Cat | Gal
EMet + + - + - - - +
EAQ + + + + - - - +
EAC + + + + - - - +
EACE + + - + - - - +

Les résultats obtenus (fig.5) montrent que les différentes fractions préparées de la plante
P. tomentosa sont riches en polyphénols, en flavonoides, en tanins et notammenten terpenes.
Par contre, I'absence de certains composés tels les anthraquinones, les quinones libres, les
saponines a été constaté. la richesse des extraits EAc et EACE en composés phénoliques a été
confirmé par I’apparition d’une couleur verte foncée aprés l'addition de FeCl® (N'Guesson et
al., 2009) en comparaison des extraits EMet et EAQ qui semblent étre moins riche avec une
couleur moins foncée ou elle est plus claire pour ’EAQ (Fig. A).Les recherches de James et
al. (2011) a indiqué que I'extrait EAc de P. tomentosa semble avoir une teneur trés élevée en
polyphénols et en flavonoides. Ces résultats ont eété également démontrés par les travaux

effectués par Lahmer et al. (2012).

Heneidak et ses collaborateurs (2006) a révélé, dans leur étude menée sur la plante P.
tomentosa, la présence des flavonoides sous formes d'aglycones flavoniques combinés avec
des glycosides, ou les molécules déterminées, par cette équipe de recherche, sont
essentiellement des flavonols. De plus, Une étude antérieure de Karthishwaran et Murunalini
(2012) sur la méme plante P. tomentosa a prouvé la présence des flavonoides dans l'extrait

méthanolique, aussi dans I'extrait Met de I'espéce P. daemia est riche de flavonoides.

D'apres nos résultats, les quatre extraits obtenus de la partie aérienne de I'espece P.
tomentosa s’aveérent contenant des espéces térpéniques. Hassan et al., (2007) ont eu des

résultats similaires sur la méme espéce récoltée de la région de Sokoto(Nigeria).

On a également noté la présence des deux types de tanins catéchiques et galliques dans
les extraits EAQ et EAc, Tandis que les extraits EMet et EACE ne contiennent qu'un seul type
de tanins, les tanins galliques. Ce qui peut se lier la nature chimique et la solubilité de ces

composés phénoliques dans chacun de systemes solvants utilisés.
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Figure 5: Représentation photographique des Résultats du screening phytochimique
qualitatif sur les différents extraits du P. tomentosa. Caractérisation de polyphénols
(A),Flavonoide (B), Tanin catéchique (C), Tanin galique (D).
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5.3. Evaluation d’activités antimicrobiennes des extraits du P. tomentosa
5.3.1. Identification des souches testées
I’identification des souches de k. pneumoniae et E. coli a été confirmée au
laboratoire a I’aide d’une série de tests biochimiques, comme elle présente la (fig.6)

v la galerie biochimique API20E. (Leyral et al., 1998).

| cesEe "L”@@P@@H@@@ 1 g
| AL UL e |
| T o > i e 1

Figure 6 : Tests biochimiques d’identification de la souche Klebsiella pneumoniae.
Le profil numérique est : 5215773.

v Production de catalase (Fig.A) (Joffin et Leyral, 2006).

v Coloration de Gram, comme (Fig. B) (Dellaaras, 2007).

Figure 7: Teste catalase (A) et coloration de gram (B) de la souche S. aureus.
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5.3.2. Activité antibactérienne et Détermination de CMI

le pouvoir antibactérien d’EAQ, EMet, EACE et d’EAC de P. tomentosa a été examiné
in vitro vis-a-vis quatre souches pathogenes (E. coli, S. aureus, K. pneumonie, P. aeruginosa).
L’évaluation a été effectuée par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé solide, Mueller-
Hinton (Rahal, 2005), en utilisant des disques imprégnés de différents extraits a trois doses
différentes. L'activité antibactérienne des extraits a été estiméee en termes de diametre (en mm)
de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits testé ou l'antibiotique. Le test
a été réalisé en triplicata. Les extraits sont complétement dissolvent dans du DMSO, en

consequence, son activité a été également teste.

Les résultats obtenus ont révélé que le DMSO, comme un solvant approprié, ne présente
aucun effet inhibiteur sur la croissance normale des souches microbiennes testées, de ce fait, il
est employé comme un témoin négatif T®. Par ailleurs, les souches testées ont montré de
différentes sensibilités aux antibiotiques standards, utilisés comme des témoins positifs T,
tels I’Amoxisilline, Gentamicine, co-trimoxazole, Ticarcilline, la Cefazoline et le
Chloramphénicol. En effet, on dit que I'extrait a une action bactériostatique, si le diametre de
la zone d'inhibition est supérieur a 12mm (Sagdac, 2003), si le diamétre d'inhibition dépasse

le 12 mm, I'extrait est considéré comme bactéricide.
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Figure 8: Zone d'inhibition de la croissance bactérienne induites par I'extrait EACE et EAQ

de La plante P. tomentosa (m £SD).
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Figure 9: Zone d'inhibition de la croissance bactérienne induites par I'extrait EAc et
EMet de La plante P. tomentosa (m £SD).

Les résultats expérimentaux obtenus dans la présente étude ont montré que I'EMet, EAQ
et I'EACE exercent significativement (P< 0.05), a concentration de 500 mg/ml, 450 mg/ml et
300 mg/ml respectivement, une inhibition sur la croissance bactérienne tres importante pour
I'ensemble des souches commence a s'apparaitre a 100 mg/ml pour I'EAQ et I'EACE et I'EMet
a l'exception de P. aeruginosa qui ne présente aucune sensibilité. Les diametres de zones,
correspondants a I’inhibition induite par les différentes doses de chacun d’extraits, sont
représentés dans les histogrammes comparatifs (fig.8 et fig.9). Cependant, les quatre souches
testées n’ont révélé aucune sensibilité a DI’extrait EAc de P. tomentosa. La différence

statistique entre le dernier résultat et le T est non significative (P>0.05).

Néanmoins, la souche K. pneumonie semble étre statistiquement significative (p<0.05)
plus sensible envers 'EAQ a 450 mg/ml que vis-a-vis I'EMet a 500 mg/ml, avec une
inhibition correspond au 18mm et 15mm de diametre, respectivement (Fig.11). Ce qui peut
indiquer que l'efficacité antibactérienne de I'EAQ est significativement tres importante que

celle engendrée par I'EMet contre cette souche bactérienne.
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ATBs/P. aeruginosa ATBs/K.pneumoniae

Figure 10: Effet des ATBs de P. tomentosa sur K. pneumonia, E.coli, S. aureus, P.

aeruginosa.
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(e h « 9

EAQ/K. pneumoniae

EMet/K.pneumonia

Figure 11: Effet des ATBs et EAQ, EACE et EMet de P. tomentosa sur K. pneumonia, E..coli

et S. aureus.

Afin de détérminer la concentration minimale inhibitrice, qui par laquelle chacun
d’extraits de P. tomentosa a inhibé la croissance bactérienne d’une souche donnée, 1’activité
antibactérienne de toute une gamme de concentrations décroissantes (31.25, 62.5, 125,
250mg/ml) de ceux-ci a été évaluée selon la méthode standardisée par Ericsson et Sherrsis
(1971). la CMI est alors exprimée comme la faible concentration, parmi les quatre
concentrations examinées de chaque extrait, correspond au premier tube dans la série qui ne
présente ni trouble ni culot bactérien. De ce fait, les résultats obntenus lors de la

détérmination de CMI des différents extraits de P. tomentosa sont envisagés dans le ( Tab. 8).
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Tableau 8: Concentrations minimales inhibitrices enregistrées par les différents extraits
du P. tomentosa contre les souches testées.

EAQ EMet EAcC EACE

K. pneumoniae | 62.56 mg/ml | 62.56 mg/ml | 250 mg/ml 62.5 mg/ml

E. coli 125 mg/ml Culot culot 62.56 mg/mi
S. aureus 125 mg/ml Culot Culot Culot

Par ailleurs, les souches testées ont montré de différentes sensibilités aux antibiotiques
standards (tab.9), utilisés comme des témoins positifs T(+), tel 1’Amoxisilline (AML),
Gentamicine(CN), co-trimoxazole(SXT), Ticarcilling(TCC), la Cefazoline(CZ) et le
Choramphénicol (C), (fig.8).

D’aprés les résultats obtenu (Tab.9), la souche Escherichia coli est trés sensible a la
SXT, CN, CZ et C, avec des diamétres de zones d’inhibition de 25 et 18, 15, 14mm,
respectivement, alors qu’elle est résistante 8 TCC et AML. En outre, CN, C, SXT et CZ ont
exercé un effet bactéricide, avec des diameétres de zones d’inhibition de 1’ordre de 25, 25, 24
et 20mm, respectivement, sur la souche Staphylococcus aureus qui semble étre alors moins
sensible a TCC et résistante a AML. Pour la souche K. pneumoniae, Sa sensible enregistrée
est aussi bien différentielle contre CN, C, SXT, CZ et TCC avec des diametres allant jusqu’au
25mm. Cependant, la P. aeruginosa, parmi les souches testées, serevele la souche la plus

sensible & tous les ATBs examinés comme T )| a I’exception de AML.

Tableau 9: Antibiogramme vis-a-vis les germes testés (m+SD). les résultats sont exprimés en

(mm).
ATBs AML SXT TCC C Cz CN
Souches
K. pneumoniae | 10+ 0.01 25+ 0.12 | 14+0.00 | 25+0.00 | 20 £ 0.00 | 25+0.15
E. coli 7+0.58 25+ 0.00 6+0.15 |14+£057|15+0.00 | 18+1.73
P. aeruginosa 6 +0.00 6+ 0.12 12+0.00 | 6+1.15 | 6+£0.15 | 25+0.58
S. aureus 6+1.15 24+057 | 14+£0.15 | 25+0.54 | 20+ 0.00 | 25+£0.75
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En comparaisons des ATBs, I'effet bactériostatique significatif quel montrent I'EAQ et
I'EMet de P. tomentosa sur la K. pneumoniae est supérieur (P<0.05) que celui engendré par
la AML (fig.11). Comme il semble étre inférieur (P<0.05) a celui de SXT, C et CN.
Cependant, l'activité antibactérienne de ces extraits EAQ et EMet, a CMI de I’ordre de 62.5
mg/ml et 125 mg/ml, s’avere similaire (p<0.05) a celle produite par CZ et TCC contre K.

pneumoniae respectivement.

Concernant I'EAQ, il présente un pouvoir inhibiteur considérable, avec une CMI est
égale a 125 mg/ml contre la souche S. aureus, supérieure a I’AML, et inferieur que celui de
SXT et TCC et CN, Cependant, son activité apparait équivalente a celle exercée par CZ. La
différence entre I’effet de ’EAQ et ces ATBs est statistiquement significative (P<0.05).

D'apreés les résultats obtenus, E. coli est sensible a SXT et C et CZ et CN, alors qu'elle
est résistante a AML et TCC. L'extrait EACE représente une activité inhibitrice contre I'E.coli
(@ CMI de 62.5 mg/ml) équivalente a celle exercée par CN. Concernant la souche P.
aeruginosa, les quatre extraits et tous les ATB examinés, a I’exception de la Gentamicine et

la Ticarcilline, ne présentent aucun effet bactériostatique sur sa croissance bactérienne.

Nos travaux confirment I'ensemble des résultats de Dangoggo et al., (2002) et Jabri et
al., (2013), qui ont démontré que les extraits des feuilles du Pergularia tomentosa possédent
une activité antibactérienne intéressante contres nombreuses souches. De plus, Les études
effectuées par Ignacimuthu et ses collaborateurs (2009) sur I'espéce P. deamia ont montré que
cette espece semble également un agent inhibiteur de la croissance bactérienne, vis a vis les

souches Bacillus subtilis, Staphylococus aureus, Proteus vulgaris.

I’effet antimicrobien que possédent les feuilles de Pergularia tomentosa sur les
différentes souches examinés, avec cette efficacité, peut s’attribuer probablement a leur
richesse en polyphénols, flavonoides et en tanins qui sont des métabolites secondaires réputes
pour leurs effets antimicrobiens (Xia et al., 2011). Cowan (1999) a rapporté également que
différentes classes de polyphénol, essentiellement les tanins, les flavonoides et les terpénes,

peuvent augmenter la toxicité en vers les microorganismes.

Selon de Thenmozhi (2011) les extraits aqueux et méthanolique de la partie aérienne de
I’espéce Pergularia daemia, appartenant du genre Pergularia, présentent également une
activité antibactérienne contre Bacillus subtilis, E. coli, Stapphylococcus aureus, Klabsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa. La méme équipe de recherche a expliqué cette

activité par les capacités de composés de polyphénols, essentiellement les tanins et les
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flavonoides de favoriser la rupture de la membrane bactérienne. D'aprés Hadi (2004), les
flavonoides pourraient exerces des effets antibactérienne puisqu'ils sont puissants inhibiteurs
in vitro de I'ADN gyrase.

5.3.3. Evaluation de I’activité antifongique des extraits de P. tomentosa

le pouvoir antifongique des extraits EAQ, EMet et EAc du P. tomentosa a été évalué par
une méthode microspectrophotométrique décrite par Broekaert et ses collaborateurs (1990) et
optimisée par Dellavalle et al. (2011). Différentes concentrations de chacun d’extraitallant a
une dose de 250mg/ml, sont examinées sur les plaques de microtitration a 96 puits inoculées
par les suspension enspores d’Aspergillus spp, Alternarias pp, Penicillium spp etde
Cladosporium. la croissance a été enregistrée par la mesure de l'absorbance de culture a
630nm et les pourcentages d’activité antifongique (ou d’inhibition de croissance) ont été
calculés, par rapport & la différence entre la variation correcte dans 1’absorbance de
microculture de puits control négatif et celle de puits test a 630nm.

Jusqu'a dose de 250mg/ml, aucun effet fongistatique d'extrait EAc et EMet n'a été
observé sur la croissance de Alternaria spp et Aspergillus spp (Fig.11), les quelles sont
inhibés par l'extrait EAQ aux concentrations minimales CMF de I’ordre de 125 mg/ml et de
62.5 mg/ml avec une inhibition maximale égale a 91% et 98%, respectivement. Ce qui
indique que la fraction aqueuse semble étre un agent fongicide excellant contre ces deux

champignons.
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Figure 11 : l'activité antifongique de trois extraits de P. tomentosa sur les souches Alternaria
et Aspergillus (m £ SD).
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Une inhibition fongicide excellente est engendree par I'extrait EAQ sur la croissance de
la souche Penicillium et avec un pourcentage d'inhibition de 98% correspond a la CMF de
250 mg/ml. Devant I'extrait EMet et EAc de P. tomentosa a concentration de 250mg/ml la
souche précédemment discutée semble étre trés resistante (fig.12). De méme, la souche
fongique Cladosporium, présente une forte résistance envers I'ensemble d'extraits EAQ, EMet
et EAc a la dose maximale testée 250mg/ml qui ne révéle aucune efficacité d'inhiber la
croissance de cette souche ou la différence statistique entre les absorbances depuits test et

celles de puits contrdle s’avére non significative (P> 0.05).

Nos résultats sont en accord avec ceux-ci reportes par les travaux de Hassan et al.
(2007) dans I'étude de I'activité antifongique de I'extrait EAQ de P. tomentosa a partir d’une
concentration de 8 mg/ml, cet extrait constitue un agent fongicide excellent (96%) sur les
souche fongique tell que Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Aspergillus niger et
Aspergillus flavus. Selon Hassan et Umar (2007), le pouvoir antifongique d'extrait de
Pergularia contre Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Trichophyton rubrum, peut étre dd a

leur efficacité dans la dégradation de la paroi cellule fongique.
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Figure 12: Activité antifongique des trois extraits de P. tomentosa sur la souche

Penicillium (m + SD).
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Le mécanisme d'action de I'extrait aqueux de P. tomentosa contre les souches fangique
pathogenes peut étre due a leur contenu en flavonoide, tanin, saponin, terpenoides, alcaloides
(Hassan et al., 2007 ; shinkafi, 2013). que semble avoire une capacité de lyser la paroi
cellulaire fongique par la formation des pores dans la cellules et la fuite des constituants
cytoplasmique et faires une repture dans la chaine de transport d'électrons (Shelton, 1991;

Dominguez et Martin, 1998).
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Conclusion

Le présent travail s’est porté sur P. tomentosa: espéce végétale tres connues pour ses
vertus thérapeutiques variées. Il a permis de mettre en évidence a travers une analyse

phytochimique, la richesse de ces plantes en composés phénoliques.

La determination du rendement en extraits brut sa montré que les rendements
d’extractions varient considérablement entre les especes végétales et pour la méme espéce
veégétale en fonction du solvant utilisé pour 1’extraction. Les meilleurs résultats sont
enregistrés chez Emét 9.97% et EAQ 8.6% et un faible rendement pour EAc 2.98% et EACE
1.23%.

La qualitification en polyphénols totaux et en flavonoides des différents extraits nous a
permis de déduire que les plantes testées source prometteuse des composés phénoliques,
riche en polyphénols, flavonoides, tanins et terpénes et I'absance des intra cinons, cinons

libres et saponines.

L'étude de pouvoir antibactérien des extraits bruts issus de P. tomentosa a permis de
conclure que nos extraits sont relativement actifs sur les souches bactériennes testés ;
K.pneumonie,S.aureus et E. coli sont sensibles envers ces extraits, par contre la souche

Pseudomonase aeroginosa est résistanse.

Concernant le pouvoir antifongique, l'effet des extraits de P. tomentosa se traduit en
pourcentage important d'inhibition de la croissence des champignon testé (Penincillium,
Alternaria, Aspergillus),notant que ces souches sont inhibées uniquement par I'extrait EAQ.

En outre, il faut noter que la souche Cladosporium est résistante envers tout les extraits.

Enfin, I'ensemble de nos résultats obtenus nous permettre de conclure que la plante P.
tomentosa est riches en molécules bioactives qui ont le pouvoir d'inhiber la croissance de
plusieurs microorganismes pathogénes. Ces molécules sont considérés comme des agents

antimicrobiens naturels qui peuvent étres utiles pour des applications thérapeutiques.
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Annexes

Annexe 1: Composition de milieu de culture

Mac conkey:

Péptone caséine ..............ccoeeiiiiiiiiinnnnn. 17¢g
Péptonede viande.................ooiiiinnnnl. 3g
Lactose....o.vvveiiiiiii 10g
M¢élange de sels bilaires........................ 1.5¢
Chlorure de sodium..............ccccovivnninnnn.. 5¢g
Rougedeneutre.............covviiinnn.n 0.03g
Les cristales violet.................cocvvueen, 0.001g
AT . i 13.5g
Ph. e 7.1
Muler-Hinton:

Extrait de viande de beeuf ....................... 2¢g
Peptone de casine.................cooeeennnnn. 17.5g
Amidon de mais...........ooeeiiiiiiiiiiiin 1.5g
AGar. . i 17¢g

PDA (Potato dextrose agar):

Pomme de terre...........oooeviiiiiiininnnnns. 200g
Saccharose.........ooooeviiviiiiiiiiiiii 10g
AT . i 15¢g
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Annexes 2: Lecteur de la galerie API 20 E

RESULTATS
SUBSTRA REACTIONS/ENZYMES
Ry i NEGATIF POSITIF
ONPG :%ﬁ:ﬁ.‘cw_m bota-galaciosdase incolore jaune (1)
Am arginine arginine dihydeolase jaune rouge’ orangé (2)
i m lysine lysine JéCRboxylase mune orangé
n§ ornithine aecar e rouge’ orangd (2)
["=31] citrate de sodium utilisation du citrate weort pdie/ jauna bleu-vert / bleu (3}
S thiosulfate de sodium production dH.S incolore/ grisitre Sépit maw! fin hiserd
E urée uréaseo aune rouQe’ orangéd
TOR / imenédial
TOA tryplophane tryptophane dosamingse
PUnO I marron foncé
IAMES: immédiat ou INDY 2 mn
IND tryplophane production gincole RS MRS
incolore S
Vert phiejaune
IND NOD
jaune Anneau Rouge
VisVPR! 10mn
Lvey pyTuvate de sodium production dacetone incotore rosé-rouge
L GEL' pgélatine de Kohn geat-nase non SHNSSOn M\‘umo'a::
GLL gluccse t foxy s Blou/ Diou-vert Jauno
MAN manmtol ¥ {4 Doy’ Dieu-vert Jauno
INO Inositol for / oxyd: 4) bleu/ bieu-vert Jaune
SOR sordito! for ! oxy ) Dieu’ bleu-vert Jaune
RHA Ramncse fermentation’ oxydation (4) biew/ bieu-vert Jacgne
SAC saccharose fermentation/ oxydaton (4) Diew/! Dleu-veort Jaune
MEL melhibiose formentation’ oxydation (4) Dlew/ bleu-ver: Jaone
AMY amygdaiine for / oxy “) blou/ tieu-ven Jaune
ARA arabinose ter J oxy a) Dieu/ Dieu-vert Jaune
ox/ 12 mn
ox sur papies fitre cytochrome-oxycase ncolore J vicket
NMT1 +NTR/ 23mn
NO4-NO2 ube GLU production de NO3  reonie 2 L fouge
In
réduction au stade Ny rouge Jaune
“Mos (APL M) (mucroscope) mobuité immobse mobis
MAC miheu de MacConkey culture sur absence présence
fermantation - sous Puile vert Bune
©F Glucose (AP OF) oxydation - & 'air vert Pune
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Résumeé

Notre travail s'inscrit dans le cadre de la recherche de nouveaux agents antimicrobiens
naturels dans I'extrait: agueux, méthanolique, éthyle acétate et acétonique de la partie aérienne
de la plante Pergularia tomentosa qui pousse dans la région de Lichana, le criblage
phytochimique des extraits a été effectué et a montré une richesse en polyphenols,
flavonoides, tanins et terpénes. L'étude de l'activité antimicrobienne d'extraits de Pergularia
tomentosa a montré que ses extraits ont une activité antimicrobienne trés importante plus

particulierement sur les différentes souches testées.

Mot clés : pergularia tomentosa, activité antimicrobienne, polyphénols

Abstract

Our Work lies the scope of the search for new natural antimicrobic agent in the extract:
aqueous, methanolic, ethyl acetate et l'acetone of the air part of the plant Pergularia
tomentosa which pushes in the area of Lichana, the phytochimic sifting of the extracts was
carried out and showed a high contenent in polyphenol flavonoids, tgnins qnd terpenes. The
study of the antimicrobic activity of extracts of pergularia tomentosa showed that is extracts

more particulary have a very Imprtant antimicrobic activity on the various stocks tested.

Key words : Pergularia tomentosa, antimicrobial activity, polyohenol.



