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Introduction

Depuis les temps anciens, I’homme s’est appuy¢ sur la nature comme source principale
de soins, notamment par 1’utilisation des plantes médicinales dans les médecines traditionnelles,
pour traiter diverses maladies telles que les infections, les inflammations et les troubles
digestifs. Avant I’apparition des médicaments modernes, il y a environ 150 ans, les plantes,
ainsi que certaines sources animales et fongiques, constituaient le principal recours
thérapeutique, grace a leurs composés bioactifs connus sous le nom de métabolites secondaires,

caractérisés par une grande diversité structurale et des propriétés biologiques variées (Wink,

2015).

Aujourd’hui, face a I’augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques et aux
effets indésirables des produits chimiques de synthese, la recherche s’oriente vers la découverte
de nouvelles substances naturelles, en particulier d’origine végétale, présentant des activités

antimicrobiennes et antioxydantes (Colalto, 2018).

Cet intérét renouvelé s’explique par la richesse chimique des plantes, qui renferment des
composés actifs tels que les flavonoides et les terpénes, largement exploités dans divers

secteurs, notamment la pharmacologie, la cosmétique et I’agroalimentaire (Harborne, 1993).

Dans le cadre de cette étude, quatre espéces végétales ont été sélectionnées pour leurs
potentiels antimicrobiens. Santolina africana est une plante endémique du Maghreb aux vertus
digestives et antidiabétiques, contenant des composés phénoliques et terpéniques a activité
antibactérienne (Khammassi et al., 2024). Citrus reticulata, ou mandarinier, est riche en huiles
essentielles aromatiques comme le limoneéne, utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes
(Musara et al., 2020). Bunium incrassatum, appelé « Talghouda », possede des graines riches
en flavonoides et acides phénoliques, connues pour leurs effets anti-inflammatoires et
antibactériens (Toul et al,2022). Enfin, Carthamus carduncellus, plante méditerranéenne
traditionnelle, présente une composition en polyphénols et flavonoides a activité antiseptique

et antioxydante (Fatma et al., 2017).

Face a la résistance croissante aux antibiotiques, les plantes médicinales peuvent-elles
offrir une alternative efficace ? Leur activité antibactérienne varie-t-elle selon I’espéce, et le

type d’extrait ?

Dans ce contexte, I’objectif de notre étude est d’évaluer I’activité antibactérienne des
extraits bruts ainsi que des huiles essentielles et fixe de quatre plantes sélectionnées pour leur
richesse en composés bioactifs et leur usage traditionnel avéré. Cette évaluation repose sur des

tests in vitro, réalisés selon la méthode de diffusion sur disque et la détermination de la

1
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concentration minimale inhibitrice (CMI), visant & mesurer I’effet inhibiteur de ces extraits sur

différentes souches bactériennes.

Notre travail, a la fois phytochimique et expérimental, s’articule autour de deux axes

principaux :

Une premicere partie consacrée a une revue bibliographique sur les plantes sélectionnées
et activité antibactérienne des extraits végétaux, et une seconde partie expérimentale dédic¢e a
I’analyse des résultats obtenus. Enfin, une conclusion vient synthétiser les principaux résultats

et ouvrir des perspectives pour de futures recherches dans ce domaine.
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Chapitre 1 Présentation des plantes étudiées

I.  Généralités sur les plantes

Les plantes constituent une pierre angulaire dans le maintien de 1’équilibre écologique et
la préservation de la biodiversité, en plus de leur importance en tant que ressource naturelle
dans les domaines de la nutrition, de la médecine traditionnelle et de I’industrie
pharmaceutique. Selon 1’Organisation mondiale de la santé, environ 80 % de la population
mondiale recourt a la médecine a base de plantes pour répondre a ses besoins de santé primaire.
Deés lors, 1’¢étude de la diversité végétale s’impose comme une nécessité, en raison de son role
crucial dans le développement de nouvelles sources thérapeutiques et la sauvegarde du

patrimoine naturel et culturel (WHO, 2013).

II. Présentation des espéces sélectionnées
1. Citrus reticulata
1.1. Taxonomie

e Nom scientifique : Citrus reticulata Blanco.
e Famille : Rutaceae.
e Nom commun : Mandarinier (Chevalier, 1947) .

1.2. Description botanique

Le Mandarinier ou Citrus reticulata Blanco 1837 (Tela Botanica, 2025), (Figure 1), est
arbre persistant pouvant atteindre 7,5 meétres, reconnaissable a son feuillage vert brillant et
parfois a des épines rigides. Ses feuilles allongées et finement dentées mesurent entre 5 et 9,5
cm. Les fleurs blanches, trés parfumées, apparaissent seules ou en grappes a 1’aisselle des
feuilles. Le fruit est rond, présente une écorce fine et renferme une pulpe sucrée. Il contient
plusieurs petites graines non comestibles. La maturation du fruit prend entre 7 et 10 mois apres

la floraison. Le mandarinier pousse entre 600 et 1300 m d’altitude (Musara et al., 2020).
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Figure 1. rbre du Citrus reticulata (Aostolides et al., 2015).

»

1.3. Composition phytochimique

Le Citrus reticulata est riche en composés phytochimiques possédant des propriétés
biologiquement actives. Cette plante contient une grande variété de métabolites secondaires,
notamment des flavonoides, des alcaloides, des tanins, des saponines, des caroténoides, des
terpenes, des limonoides ainsi que divers composés phénoliques. Ces constituants bioactifs sont
répartis dans I’ensemble des organes de la plante, notamment les fruits, les écorces, les feuilles,

les graines et les parties aériennes (Musara et al., 2020).

1.4. Utilisations

Sur le plan alimentaire, la Citrus reticulata se consomme fraiche ou cuite, notamment
dans les desserts tels que les gateaux et les confiseries. Son jus, naturellement sucré, est souvent
utilis¢é comme édulcorant. Dans les industries de la parfumerie et des cosmétiques, 1’huile
essentielle extraite de son écorce entre dans la composition de parfums et de soins cutanés grace

a ses propriétés parfumantes, antioxydantes et exfoliantes (Orwa et al., 2009).

D’un point de vue médicinal, différentes parties de la plante, le fruit, I’écorce, les graines
et méme la peau verte non mire, sont utilisées en médecine traditionnelle. Elles permettent de
traiter divers troubles tels que les problémes digestifs (comme la dyspepsie et les
ballonnements), la toux avec mucosités, les vomissements, le hoquet, ainsi que des douleurs
thoraciques, des affections hépatiques comme la cirrhose, des hernies, des douleurs lombaires,

des inflammations mammaires et des douleurs testiculaires (Musara et al., 2020).



Chapitre 1 Présentation des plantes étudiées

2.2. Bunium incrassatum

2.2.1. Taxonomie et synonymie

Bunium incrassatum, communément appelé « Talghouda » (Toul et al., 2022), est une
plante appartenant au régne Plantae, a la division Magnoliophyta, a la classe Magnoliopsida et
a Pordre des Apiales. Elle est classée dans la famille des Apiaceae, au sein du genre Bunium
(Salah, 2017).

Cette espéce est €également connue sous plusieurs synonymes, notamment Carum incrassatum
Boiss., Bunium incrassatum Lange et Bunium pachypodum P.W. Ball (Tela Botanica,2025).

2.2.2. Description botanique

Bunium incrassatum (Figure 2) est I'une des plantes aromatiques et médicinales les plus
importantes en Algérie (Chentouh ef al., 2018). 1l s’agit d’une plante vivace mesurant entre 40
et 60 cm de hauteur, glabre, caractérisée par une racine épaisse, d'abord globuleuse puis de
forme irréguliére. Ce tubercule de forme arrondie, doté une écorce noire et écailleuse. Les
ombelles portent de longs pédoncules, tandis que les pédicelles sont courts. La plante présente
également une tige robuste, des pédicelles rigides disposés en éventail, des dents calicinaires

bien développées, et un fruit de taille relativement grande (Julien, 1894).

Figure 2. Bunium incrassatum (partie aérienne et tubercule)(Chentouh et al., 2018).

2.2.3. Composition phytochimique

L’analyse phytochimique des graines de Bunium incrassatum a révélé une composition
riche et variée en composés phénoliques et flavonoidiques, reconnus pour leurs propriétés

biologiques bénéfiques. Treize composés majeurs ont ¢été identifiés, dont huit acides
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phénoliques : I’acide gallique, 1’acide caféique, 1’acide chlorogénique, ’acide syringique,
I’acide férulique, 1’acide ellagique, I’acide p-coumarique et 1’acide sinapique. Cing flavonoides
ont également été détectés, comprenant des flavonols tels que la quercétine et le kaempférol,
des flavanones comme 1’hespérétine et la naringénine, ainsi qu’un flavanol, la catéchine (Toul

etal.,2022).

2.2.4. Utilisation

Bunium pachypodum est une plante médicinale traditionnellement employée pour ses
vertus thérapeutiques. Originaire de certaines régions d’Afrique du Nord, notamment en
Algérie, elle pousse principalement dans les zones montagneuses. Ses rhizomes, souvent réduits
en poudre, sont utilisés pour soulager les troubles digestifs tels que la diarrhée, grace a leurs
effets astringents et anti-inflammatoires. Elle est également reconnue pour son rdle dans le

traitement des affections thyroidiennes (Nassima ef al., 2022).

2.3. Santolina Africana

2.3.1. Taxonomie et Synonymes
Santolina africana est une plante de la classe Magnoliopsida, appartenant a la famille des
Asteraceae. Elle reléve du genre Santolina et constitue 1’espece Santolina africana (Kew

Science, s. d.) (Lmachraa et al., 2014).

Les principaux synonymes de cette plante sont : Ormenis africana, Ormenis

pseudosantolina, Santolina ascensionis, et Santolina chamaecyparissus auct (Lmachraa ef al.,

2014).

2.3.2. Description botanique

Santolina africana (jord et fourr) (Figure 3),est un arbrisseau aromatique Il se caractérise
par une odeur marquée, des tiges ligneuses et des fleurs jaunes. Cette espece est endémique du
Nord de I’Afrique, plus précisément de la Tunisie, de 1’Algérie et du Maroc. Elle pousse
spontanément sur les montagnes et les pentes rocheuses, dans des zones séches et difficiles
d’acces. En plus de son habitat naturel, S.africana est parfois cultivée a des fins

ornementales(Khammassi et al., 2018).
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2.3.3. Composition phytochimique

L'é¢tude phytochimique préliminaire des extraits méthanoliques et aqueux de Santolina
africana a également révélé la présence de phénols, de flavonoides, de stérols, de poly terpénes,
de tanins (catéchoiques et galliques) et de quinones. Les saponines n’ont été détectées que dans

les extraits aqueux (Khammassi et al., 2024).

L'huile essentielle de Santolina africana est riche en composés secondaires, notamment
en monoterpenes (comme le B-pineéne, le 1,8-cinéole et le myrcéne) aux propriétés

antimicrobiennes (Tundis et Loizzo, 2018).

2.3.4. Utilisation

Santolina africana est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle
tunisienne pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques. Elle est reconnue pour ses effets
antidiabétiques et hypoglycémiants, et est couramment employée dans le traitement des
coliques, des douleurs abdominales et des troubles digestifs en tant que stomachique. Elle
posséde également des vertus vermifuges et anthelmintiques, permettant d’éliminer les
parasites intestinaux. En outre, un remede traditionnel consiste a la mélanger avec du miel pour

soulager les ulcéres cardialgiques(Khammassi ef al., 2024).
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2.4. Carthamus carduncellus L., 1753

2.4.1. Taxonomie et synonymes
Carthamus carduncellus L (1753) (Tela Botanica,2025) est une plante a fleurs et une
espece végétale appartenant au régne Plantae, a la classe Equisetopsida. Elle est classée dans

I’ordre Asterales, au sein de la famille Asteraceae, et rattachée au genre Carthamus L.

Parmi les synonymes botaniques, on trouve : Carduncellus monspeliensium
All, Kentrophyllum monspeliensium (All.) Ces, Pass. & Gibelli ,Onobroma monspeliense (All.)
Spreng, Carthamodes carduncellus (L.) Kuntze, Carduncellus vulgaris Loudon, Cnicus

longifolius Lam (Tela Botanica,2025).

2.4.2. Description botanique

Carthamus carduncellus L, (Figure 4), est une plante herbacée vivace a base ligneuse,
pouvant étre sans tige ou a tige courte ou longue. Elle présente des tiges €pineuses mesurant
jusqu’a 45 cm et des feuilles basales en rosette, divisées en lobes terminés par des épines jaunes.
Sa fleur solitaire est surmontée d’un calice ovoide a cylindrique, avec des bractées extérieures
vertes et épineuses et des bractées intérieures en forme de cuillére. La corolle, tubulaire, mesure
de 21 a 37 mm et est bleue ou violet rosé. Les fruits sont brun foncé, lisses ou striés, munis d’un

duvet clair facilitant leur dispersion (Benedi et Gonzalez, 2000).
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Figure 4. La plante de Carthamus carduncellus L Tela Botanica, 2025).


https://www.tela-botanica.org/bdtfx-nn-14667
https://www.tela-botanica.org/?hFR%5Breferentiels%5D%5B0%5D=bdtfx&in=flore&s=Carthamus
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2.4.3. Composition phytochimique

Carthamus carduncellus L constitue une source riche en composés phytochimiques
bioactifs. Parmi ceux-ci, on retrouve des composés phénoliques tels que 1’acide gallique et la
catéchine, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes. La plante contient également divers
flavonoides, notamment la rutine, la naringénine et I’apigénine. En outre, des composés comme
I’acide coumarique et le kaempférol ont été identifiés, et sont connus pour leurs effets anti-

inflammatoires et antimicrobiens (Fatma et al., 2017).

2.4.4 Utilisation

Dans la médecine populaire, cette plante était traditionnellement utilisée en application
locale pour traiter les plaies et les ulcéres cutanés, grice a ses propriétés antiseptiques et
cicatrisantes. Elle était ainsi considérée comme une plante vulnéraire, notamment dans les

pratiques médicinales de la région méditerranéenne (Benedi et Gonzélez, 2000).
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1. Extraits des plantes d’intérét

Les extraits de plantes d’intérét sont des substances naturelles obtenues a partir de
végétaux sélectionnés pour leurs propriétés thérapeutiques, aromatiques ou biologiquement
actives. Ils peuvent étre extraits de différentes parties de la plante telles que les feuilles, les
racines, les écorces ou les fruits, en utilisant diverses techniques comme la macération,
I’infusion, la décoction ou I’extraction a I’aide de solvants aqueux ou organiques (Chemat et

al., 2012).

Les solvants les plus couramment employés sont 1’eau, 1’alcool ou des mélanges
hydroalcooliques. Des parametres tels que le type de solvant, la température et la durée
d’extraction jouent un role déterminant dans la qualité et la composition des extraits obtenus.
Une maitrise rigoureuse de ces facteurs est indispensable pour optimiser 1’extraction des

composés bioactifs présents dans les plantes (Kumar et al., 2011).

Ces extraits sont particulieérement prisés pour leur richesse en substances actives telles
que les flavonoides, tanins, alcaloides, saponines et huiles essentielles, qui présentent souvent
une synergie d’action renfor¢ant leur efficacité biologique, notamment dans des applications

thérapeutiques et cosmétiques (Wink, 2015).

1.2. Extrait brut

1.2.1. Description

Est une préparation obtenue a partir de matériel végétal en utilisant des méthodes
d’extraction simples. Ce type d’extrait constitue une ¢étape fondamentale dans 1’é¢tude des
caractéristiques biochimiques des plantes, car il permet d’explorer leur potentiel biologique
global. Parmi les techniques fréquemment employées pour I’obtenir figurent : la macération,

la décoction et I’extraction avec des solvants comme le méthanol ou I’éthanol (Harborne,1998).

1.2.2. Composant chimique
Les extraits bruts de plantes représentent une source complexe et variée de composés
bioactifs, principalement constitués de métabolites secondaires tels que les flavonoides,

alcaloides, saponines, tanins, terpenes et composés phénoliques (Elshafie et al., 2023).

Parmi eux, les flavonoides, qui sont des composés phénoliques de type C6-C3-C6
(comme les flavones et flavonols) (Dewick, 2009). Sont bien connus pour leurs effets

antioxydants, anti-inflammatoires et antibactériens (Cowan, 1999).
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Les tanins sont des polyphénols de haut poids moléculaire, subdivisés en tanins
hydrolysables (issus de 1’acide gallique ou ellagique) et en tanins condensés (polymeres de
flavan-3-ols), et exercent une activité antibactérienne notable grace a leur interaction avec les

membranes cellulaires (Harborne, 1998).

Les alcaloides, composés basiques contenant de [’azote dans une structure
hétérocyclique, possedent une large gamme d’activités biologiques, notamment une action

antibactérienne marquée (Dewick, 2009).

Les coumarines, dérivés des benzopyrones, comprennent des molécules comme
, . , o ” . . s
I’esculetine, I’'umbelliférone et la scopolétine, qui sont documentées pour leurs propriétés

antimicrobiennes (Venugopala et al., 2013).

1.3. Huile essentielle

1.3.1. Description

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes, composés principalement
de composés volatils. Elles se distinguent par leur parfum puissant, leur capacité a se dissoudre
facilement dans 1'alcool et les solvants organiques. Ils sont obtenus par des méthodes physiques,
telles que la distillation a la vapeur, I'hydrodistillation, I'extraction par diffusion a sec, ainsi que

d'autres techniques mécaniques adaptées, sans l'utilisation de chaleur(Butnariu et Sarac, 2018).

1.3.2. Composition chimique

Les huiles essentielles (HE) présentent une composition biochimique riche, caractérisée
principalement par la présence de terpénoides, notamment les monoterpénes (C10) et les
sesquiterpenes (C15), produits majoritairement par les plantes aromatiques. Elles contiennent
également divers composés fonctionnels tels que des alcools, aldéhydes, cétones, esters,

phénols, éthers, acides carboxyliques et lactones. (Bakri et al., 2018).

1.4. Huiles fixes

1.4.1. Description
Sont des lipides naturels non volatils, principalement obtenus a partir de graines, fruits ou
noyaux de plantes oléagineuses. Leur composition est dominée par des triglycérides (Gunstone,

2011).

Contrairement aux huiles essentielles, elles sont caractérisées par une grande stabilité a

température ambiante et I’absence de composés volatils responsables d’aromes. L’extraction
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des huiles fixes s’effectue le plus souvent par pression mécanique ou par extraction

chimique(Bockisch, 1998) .

1.4.2. Composition chimique

Les huiles sont majoritairement composées de triglycérides, résultant de 1’association
d’un glycérol a trois acides gras, dont la saturation varie (saturés, monoinsaturés, polyinsaturés)
qui influengant leurs propriétés physico-chimiques. En plus de cette fraction lipidique, elles
renferment des composés insaponifiables en faible quantité tels que les stérols, les tocophérols
(ex. vitamine E), les pigments (chlorophylles, caroténoides) ainsi que des phospholipides qui

dotés de fonctions biologiques importantes (Belitz et al., 2009).

2. Activité antibactérienne

2.1. Généralité

Les antibiotiques sont des substances capables d'inhiber sélectivement la croissance des
bactéries (action bactériostatique) ou de les tuer (action bactéricide), a trés faibles doses et sans
effet toxique important pour les organismes supérieurs. Ils peuvent étre naturels (produits par
des moisissures ou bactéries), semi-synthétiques ou synthétiques. Chaque antibiotique possede
un spectre d'action spécifique : certains sont a spectre étroit, ciblant un type précis de bactéries
(Gram-positives ou Gram-négatives), tandis que d'autres a large spectre agissent sur une grande

variété de microorganismes (Karima, 2015).

Le traitement des infections bactériennes repose essentiellement sur [’utilisation
d’antibiotiques. Cependant, leur prescription massive et parfois inadéquate conduit a
I’émergence de souches bactériennes multi-résistantes. C’est pourquoi il est crucial d’orienter
les recherches vers la découverte de nouvelles pistes thérapeutiques, notamment a partir des
plantes (Billing et Sherman, 1998). Ces plantes produisent des métabolites secondaires, parmi
lesquels les composés phénoliques occupent une place importante. Ces derniers sont largement
employés dans les industries alimentaire et cosmétique, ainsi que comme agents antimicrobiens

dans les médecines traditionnelles (Cowan, 1999).

2.2. Mécanisme d’action d’extrait brut
e Perturbation de la membrane cellulaire bactérienne (Cowan, 1999).
e Inhibition de la syntheése des protéines (Cushnie et Lamb, 2005).
e Inhibition des enzymes métaboliques (Godstime et al., 2014).

e Inhibition des acides nucléiques (Cowan, 1999).
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2.3. Mécanisme d’action d’huiles essentiels

Leur action repose sur la perturbation des membranes cellulaires bactériennes par des
composés tels que le carvacrol, le thymol, le géraniol, le cinéole et I’eugénol, entrainant une
augmentation de la perméabilité membranaire et des fuites d’ions et de protéines, ce qui
compromet 1’homéostasie cellulaire et peut mener a la destruction de la bactérie (Da Cunha et

al., 2018).

L’eugénol inhibe des enzymes clés du métabolisme bactérien, notamment 1’ATPase,
I’histidine décarboxylase, I’amylase et la protéase. Par ailleurs, le carvacrol et le thymol
induisent un stress oxydatif intracellulaire via I’accumulation d’espéces réactives de I’oxygene

(ROS), causant des dommages cellulaires importants (Hyldgaard ef al., 2012).

2.4. Mécanisme d’action des huiles fixes

Les huiles fixes, riches en acides gras et en esters, présentent une activité antibactérienne
notable. Cette action est principalement due aux acides gras a chaine droite, qui perturbent la
membrane bactérienne, entrainant des fuites cellulaires et la mort des cellules. Par ailleurs,
certains acides gras contenus peuvent cibler des enzymes bactériennes spécifiques, telles que
les ADN méthyltransférases, notamment par certains acides gras a longue chaine. L’efficacité
de I’activité dépend de la longueur de la chaine carbonée, avec un maximum d’activité observé
pour des longueurs intermédiaires (entre C10 et C14), suivie d’une diminution pour des chaines

plus longues(Lamba et al., 2023).
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Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Notre travail de recherche a été réalis€ au sein des laboratoires pédagogiques de
Microbiologie et de Biochimie, ainsi qu’au laboratoire de recherche génétique, biotechnologie
et valorisation des bioressources, relevant du Département des Sciences de la Nature et de la

Vie. Université Mohamed khider de Biskra.

I. Matériel et Méthodes

1.Matériel végétal
1.1. Santolina africana
La plante Santolina africana a été récoltée en avril 2024 dans la région sud de la wilaya

de Mila.

Les parties aériennes de la plante sont mises a sécher a I’abri de la lumiére, puis la matiére

végétale obtenue est broyée apres dessiccation.

1.2. Citrus reticulata
La pate d’agrumes de Citrus reticulata ainsi que les résidus domestiques de grenade ont
été collectés en mars 2024 dans la wilaya de Batna (Algérie), a partir des déchets agro-

industriels générés par 1’usine de jus N’gaous, située a N’gaous (Batna).

La pate obtenue a été placée dans une étuve ventilée a 40 °C pendant trois jours afin de
procéder au séchage. Une fois seche, elle a été broyée en petits fragments, puis soumise au

processus d’extraction.

1.3. Bunium incrassatum
Les graines de Bunium incrassatum, récoltées en juin 2020 dans la région de Bordj Ghedir

(wilaya de Bordj Bou Arreridj).

Les graines ont ét¢ séchées a température ambiante, a 1’abri de la lumicre, pendant
plusieurs jours. Elles nettoyées ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique propre jusqu’a

obtention d’une poudre fine, utilisée par la suite pour I’extraction.

1.4. Carthamus carduncellus
La plante Carthamus carduncellus a été récoltée en avril 2024 dans la région sud de la

wilaya de Mila.

Les parties aériennes de la plante sont mises a sécher a 1’abri de la lumiére, puis la matiére
b

végétale obtenue est broyée apres dessiccation.
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2. Matériel bactérien

Pour cette étude, quatre souches bactériennes couramment rencontrées ont ¢été
sé¢lectionnées. Trois souches de référence proviennent de la collection ATCC : Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25422) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27953). Une quatriéme souche, clinique, de Staphylococcus aureus a été isolée a partir
d’échantillons humains au sein du laboratoire de bactériologie de 1’hdpital Hakim Saadane

(Biskra).

Les bactéries ont été réparties en deux groupes principaux selon leur coloration de Gram

: les bactéries a Gram positif et celles a Gram négatif.

2.1. Caractéristiques des bactéries testées

2.1.1. Bactéries a Gram positif
2.1.1.1. Staphylococcus aureus

Est une bactérie de type Gram positif, ayant une forme sphérique (Cocci), avec un
diametre compris entre 0,5 et 1,5 micrométre. Elle apparait fréquemment en amas désordonnés,
évoquant des grappes de raisin, en raison de sa division cellulaire selon plusieurs plans. Cette
espeéce bactérienne est non mobile, incapable de former des spores, et posseéde une paroi
cellulaire épaisse typique des Gram positifs, constituée principalement de peptidoglycane

(Fayisa et Tuli, 2023).

2.1.2. Bactéries a Gram négative
2.1.2.1. Escherichia coli

Est un bacille Gram négatif, mobile et aérobie, appartenant a la famille des
Entérobactéries. Elle mesure généralement entre 1 et 2 micrometres de long et environ 0,4
micrométre de large. Cette bactérie se distingue par sa double nature : elle fait partie de la flore
intestinale normale chez 1’étre humain en tant que germe commensal, tout en étant aussi le
principal agent pathogene impliqué dans les infections communautaires. E. coli joue un role
bénéfique en facilitant la syntheése de certaines vitamines et en contribuant a la dégradation de

certains aliments qui ne pourraient étre digérés autrement (Braz ef al., 2020).

2.1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Est une bactérie strictement aérobie et non fermentant, appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae et a 1’ordre des Gammaproteobacteria. Elle est impliquée dans de
nombreuses infections graves, en particulier chez les patients immunodéprimés. Sa capacité a

coloniser des environnements humides, notamment les dispositifs médicaux, en fait un agent
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fréquent des infections nosocomiales. Sur le plan thérapeutique, P. aeruginosa présente une
multirésistance intrinséque a diverses classes d’antibiotiques, attribuable a sa faible
perméabilité membranaire, a I’activité de pompes d’efflux et a la production d’enzymes

inactivantes, rendant la prise en charge clinique particulierement complexe(Qin ef al., 2022).

I1. Méthodes
1. Préparation des huiles et des extraits

Il convient de noter que les extraits et huiles utilisés dans cette étude ont été préalablement
préparés. Nous les avons obtenus grace a la collaboration des docteurs Zeroual Samir et
Deghima Amirouche, que nous remercions vivement. Leur préparation a été réalisée selon les
protocoles décrits ci-dessous, en respectant les conditions expérimentales appropriées pour

garantir la qualité et la reproductibilité des extraits.

1.1. Préparation des huiles

1.1.1. Huile de Citrus reticulata
L’huile essentielle de Citrus reticulata a été extraite par hydrodistillation selon un

protocole standard a I’aide d’un appareil de type Clevenger.

Pour I’opération, 100 grammes du résidu végétal ont été immergés dans un litre d’eau
distillée, placé dans un ballon en verre. L hydrodistillation a été conduite pendant trois heures.
A 1a fin du processus, I’huile essentielle obtenue a été soigneusement récupérée, puis transférée
dans un flacon en verre opaque. Elle a ensuite été conservée a une température de 4 °C, a I’abri

de la lumiere, afin de préserver ses propriétés physico-chimiques.

1.1.2. Huile de Bunium incrassatum

L’huile ont été préparé selon cette €tapes d’extraction des lipides totaux. Des graine
séches de bunium incrassatum a été réalisée en utilisant la méthode Soxhlet. Environ 10 g de la
maticre seche et finement pulvérisée ont été placés dans une cartouche de cellulose, puis soumis
a un processus d'extraction dans un appareil Soxhlet. Le solvant utilisé pour I’extraction était
I’éther de pétrole (point ébullition 40-60 °C). L’extraction a été effectuée a reflux pendant 3
heures, permettant ainsi une extraction complete des lipides. Apres I’extraction, I’éther de
pétrole a été évaporé sous un évaporateur rotatif, et le résidu lipidique a été séché a 105 °C pour

¢liminer toute trace de solvant.
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1.2. Préparation d’extrait

1.2.1. Extrait du Santolina africana

Une masse de 60 grammes de la plante, préalablement séchée puis finement broyée, a été
soumise a une extraction par macération. Cette opération a été réalisée a température ambiante
pendant une durée de 48 heures, en utilisant comme solvant un mélange hydroalcoolique

composé de 70 % d’éthanol et de 30 % d’eau distillée.

La plante broyée a été immergée dans le solvant, puis filtrée pour séparer le résidu végétal.
Le filtrat a été placé dans une étuve, maintenue a une température inférieure ou égale a 40 °C,

pour permettre 1’évaporation compléte de 1’éthanol.

L’extrait obtenu a été dilu¢ avec 1’eau distillée, puis reposé pendant 24 heures avant
d’étre filtré. La phase aqueuse résultante a ¢t€¢ soumise a une extraction liquide-liquide avec

trois solvants organiques successifs : diethylether, le chloroforme, et enfin I’acétate d’éthyle.

Le diethylether a été ajouté a la phase aqueuse dans une ampoule a décanter. Apres
agitation et décantation, la phase organique a été récupérée, puis évaporée a 1’étuve pour obtenir

I’extrait diéthylétherique.

Le chloroforme a été ajouté a la phase aqueuse. Apres agitation et décantation, la phase
organique a été récupérée. Le solvant a ensuite été éliminé par évaporation a 1’étuve, donnant
naissance a I’extrait chloroformique. Cet extrait a été utilisé pour 1’évaluation leur activité

antibactérienne.

1.2.2. Extrait Carthamus carduncellus
La plante seche pesant 60 g, a été immergée dans un mélange de solvants constitué

d’éthanol a 50 % et d’acétate d’éthyle a 50 %.

Cette opération de macération a froid a été réalisée a température ambiante, dans des
conditions protégées de la lumiere afin de préserver 1’intégrité des composés bioactifs, et ce,
pendant une durée de 48 heures. Une fois la macération terminée, le mélange a été filtré pour
séparer le résidu végétal du liquide. L’extrait filtré a ensuite été soumis a une concentration
dans une étuve, maintenue a une température inférieure ou égale a 40 °C, afin d’assurer

I’évaporation complete des solvants tout en préservant la stabilité des composés extraits.
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2. Rendement

2.1. Rendement de I’extraction d’extrait brut
Le rendement d’extraction (R) correspond au pourcentage de I’extrait sec obtenu par
rapport a la masse initiale de matiére végétale traitée. Il est déterminé a I’aide de la formule
suivante ,(Ouldyerou, 2020):
R (%) =(Me/ Mv) x 100

ou Me représente la masse de 1’extrait sec obtenu apreés évaporation du solvant,
Et Mv la masse de la plante utilisée pour 1’extraction.

2.2. Rendement d’huile essentiel

Le rendement en huile essentielle se mesure en pourcentage par rapport a la masse de
maticre végétale seche utilisée. Ce rendement peut varier en fonction de plusieurs parametres,
notamment le degré de dessiccation de la plante, le niveau de broyage, ainsi que la durée de

I’opération d’extraction (Hassine et al., 2011), il est déterminé a 1’aide de I’équation suivante:
Rendement de H.E (%) = ((masse de H.E) / (masse initiale de M.V)) *100
Avec MLV : matiére végétale

2.3. Rendement d’huile fixe
Le rendement d’extraction en huile (R), a été calcul¢ a I’aide de la formule (Novidzro et al.,
2019):

R (%) = (MH /MS) *100

MH= masse de I’huile extraite.

MS= masse de la poudre de graine utilisée pour faire 1’extraction.

3. Activité Antibactérienne

3.1. Méthode de diffusion des disques

La méthode de diffusion sur disque est une technique couramment employée en recherche
antimicrobienne pour évaluer ’activité d’agents antimicrobiens. Elle consiste a placer des
disques imprégnés de la substance a tester sur un milieu gélosé ensemencé avec le micro-
organisme ciblé. L agent actif diffuse alors dans 1’agar et, s’il est efficace, inhibe la croissance
du micro-organisme autour du disque. La zone claire formée autour de ce dernier, appelée zone

d’inhibition, permet d’estimer visuellement et qualitativement 1’efficacité de la substance
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testée. Cette méthode simple, économique et informative constitue un outil fondamental pour
comparer I’action de différentes molécules sur des souches microbiennes spécifiques (Hossain,

2024).

3.2. Mode opératoire
3.2.1. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation du test antibactérien sont les suivant :
- La gélose nutritive pour 1’isolement des souches bactériennes (annexel).

- La gélose Muller Hinton pour I’étude I’effet de 1’extrait et I’huile des plantes sur les

bactéries (annexel) (figure 5).

\'\7; ”
Figure 5. Milieux de culture Muller-Hinton (photo original).

3.2.2. Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées par stries d’épuisement, selon la
méthode des quadrants, dans des boites de Petri contenant de la gélose nutritive préparée au
préalable. L’ensemencement a été réalisé a I’aide d’une anse de platine, en conditions stériles.
Les boites ont ensuite été incubées pendant 24 heures a 37 °C dans une étuve, afin d’obtenir des

colonies bactériennes bien séparées.

3.2.3. Préparation des disques
Dans cette méthode, des disques circulaires d’environ 6 mm de diameétre sont découpés
dans du papier filtre Whatman n°1. Ces disques sont ensuite introduits dans un flacon en verre

afin d’étre stérilisés.

3.2.4. Stérilisation du matériel
Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés
en premier a sec dans un four pasteur, les disques en papier Wattman, et la gélose nutritive et

La gélose Muller Hinton ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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3.2.5. Préparation des dilutions

3.2.5.1. Extrait

Les extraits de la plante ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) afin de
préparer une solution mere a une concentration de 100 mg/ml. Des dilutions successives ont
ensuite été réalisées pour obtenir différentes concentrations 1/2 (50 mg/ml) et 1/4 (25 mg/ml)
et 1/8 (12,5 mg/ml). Pour cela, 100 pul de la solution mere ont été mélangés a 100 ul de DMSO
dans un premier tube, donnant une dilution au 1/2 (50 mg/ml). Aprés homogénéisation, 100 pl
de cette dilution ont été transférés dans un second tube contenant 100 ul de DMSO, aboutissant
a une dilution au 1/4 (25 mg/ml). Enfin, 100 pl de la dilution 1/4 ont été transférés dans un
troisieme tube contenant également 100 pl de DMSO, afin d’obtenir une dilution finale au 1/8

(12,5 mg/ml) (Annexe 2).

3.2.5.2. Huile essentielle

Une premiere dilution a été préparée en mélangeant 100 ul d’huile essentielle (HE) avec
100 ul de DMSO dans un tube Eppendorf, obtenant ainsi une dilution au 1/2. Apres
homogénéisation par vortex, 100 pl de cette solution ont été transférés dans un second tube
contenant également 100 ul de DMSO, permettant d’obtenir une dilution au 1/4. Cette opération
a été répétée en transférant 100 pl de la dilution 1/4 dans un troisiéme tube contenant 100 pl de

DMSO, ce qui a permis d’atteindre une dilution finale au 1/8.

3.2.6. Préparation d’inoculum

Les boites contenant les souches actives, dont la durée de vie est de 24 heures, sont
utilisées pour la préparation des suspensions bactériennes dans une solution de sérum
physiologique. Stérilement, 9 ml de sérum physiologique sont répartis dans des tubes. A ’aide
d’une anse stérile, des colonies bactériennes sont ensuite prélevées et mises en suspension dans
ces tubes. La densité de la suspension doit présenter une opacité équivalente a celle de I’étalon
de Mac Farland n° 0,5. Si la suspension est trop trouble, on ajuste 1’opacité en ajoutant du sérum
physiologique stérile. A I’inverse, si elle est trop claire, on ajoute davantage de colonies
bactériennes (Abudunia, 2018). Cette suspension est ajustée au standard Mc Farland 0,5 a I’aide
d’un spectrophotometre, a une densité optique DO entre 0,08 a 0,13 lue a 625 nm, ce qui

correspond a une suspension contenant environ 10 UFC/ml (CA-SFM, 2013).

3.2.7. Ensemencement
Est effectué par écouvillonnage. Il consiste a tremper un écouvillon stérile dans le tube

contenant la suspension bactérienne préparée puis le frotter, aprés 1’avoir essoré a I’intérieur du
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tube, sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas de fagon de former des stries serrées.
On doit répéter I’opération sur la méme boite a 3 reprises en la tournant a un angle de 60°, le

méme écouvillon doit étre rechargé pour chaque boite de la méme bactérie.

3.2.8. Application des disques
Chaque disque est d’abord imprégné avec 10 pL d’extrait ou d’huile a I’aide d’une
micropipette, puis délicatement déposé dans la boite de Pétri a I’aide d’une pince stérile, selon

le schéma établi. Selon le schéma suivant (figure 6) :

Figure 6. Application les disque (photo original).
e Le premier disque recoit la solution meére de 1’extrait (100 mg/ml) ou I’huile pure.

o Les trois disques suivants sont imbibés respectivement des dilutions successives de

I’extrait ou de I’huile (1/2, 1/4 et 1/8).
e Le cinquieme disque est traité avec du DMSO, servant de témoin négatif.
o Le sixiéme disque est de streptomycine, utilisée comme témoin positif.

Toutes les boites ainsi préparées sont ensuite incubées pendant 24 heures a 37 °C dans

I’étuve.

3.2.9. Expression des résultats
La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition apres 24 heures
d’incubation, qui sont représentés par une auréole ou des halos claire formée autour de chaque

disque.

Selon (Konan et al., 2014) , les diamétres des zones d’inhibitions de I’activité

antibactérienne sont classés en 4 catégories a savoir :
e Résistante ou Non sensible (-) : diametre < 8 mm.

e Sensible (+) : diameétre compris entre 8 a 14 mm.
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e Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 20 mm.
e Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

4. Méthodologie de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La microdilution en bouillon est l'une des méthodes les plus simples pour tester la
sensibilité bactérienne aux antibiotiques. La procédure consiste a préparer des dilutions de
I'agent antimicrobien au double (par exemple, 1, 2, 4, 8, 16 et 32 mg/ml) dans un milieu de
culture liquide, puis a les répartir d’un volume inférieur dans une plaque de micro titration a 96

puits (microdilution).

Chaque puits est ensuite ensemencé avec un inoculum microbien préparé dans le méme

milieu aprés dilution d'une suspension microbienne standardisée.

La plaque de micro titration a 96 puits sont placés dans des conditions appropriées pour
le micro-organisme a tester (généralement sans agitation) pendant l'incubation (Balouiri ef al.

2016).

4.1. Huile
Une gamme de concentration allant de 4% a 0,008% a été préparé : Dans le premier puits
de chaque ligne, 8 pl d’huile, 2ul de DMSO et 190 pl de bouillon nutritif (BN) stérile ont été

déposés de fagon aseptique. Les puits 2 a 10 ont été remplis chacun avec 100 ul de BMH stérile.

4.2. Extrait

Dans le premier puits de premier ligne, 50 pul d’une solution d’extrait a une concentration
de 100 mg/ml et 150 pl de bouillon nutritif (BN) stérile, ont ét¢ déposés de facon aseptique ce
qui donne une concentration initiale de 25 mg/ml. Les puits 2 a 10 ont été remplis chacun avec

100 pl de BN stérile.

Les dilutions en série ont été réalisées immédiatement a partir du puits 1, en transférant

100 pl de solution de puits en puits jusqu’au puits 10, en homogénéisant & chaque étape.
Le volume de 100 pul prélevé du puits 10 a été €liminé.

La colonne 11, contenant uniquement 200 pl de BN stérile, a servi de témoin négatif,
tandis que la colonne 12, composée de 192 ul d’inoculum et de 8 ul de DMSO, a été utilisée

comme témoin positif.

Afin d’éviter toute interférence entre les souches testées, les différents échantillons ont
été espacés par des lignes de puits vides.
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En raison de la faible miscibilité des huiles essentielles dans 1’eau et donc dans le milieu
de culture, celles-ci ont été préalablement émulsionnées dans le DMSO afin de favoriser le

contact entre les bactéries et I’huile essentielle.

Enfin, 100 pl de I’inoculum bactérien ont été ajoutés dans chaque puits contenant la série

de dilutions pour évaluer 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle testée.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits végétaux a été déterminée par
microdilution en microplaque, en mesurant la densité optique (DO) a 600 nm a 1’aide d’un
lecteur de microplaque (Donaldson et al., 2005). Chaque souche bactérienne a été exposée a
une série de concentrations d’extrait (1 a 10), réparties dans les puits d’'une microplaque 96

puits.

La CMI a été définie comme la plus faible concentration pour laquelle la croissance
bactérienne est totalement inhibée, c’est-a-dire lorsque la DO est proche de zéro ou
significativement inférieure a celle du témoin positif (bactérie sans extrait). Des témoins chaque

série d’essais.
4. Analyse statistique

Dans cette analyse, nous avons utilisé I’ Analyse en Composantes Principales (ACP), une
méthode quantitative permettant de simplifier un ensemble de variables tout en conservant
I’essentiel de I’information. Par la suite, la Classification Hiérarchique Ascendante (CHA) a été
appliquée afin de regrouper les données en fonction de leur similarité. Cette méthode forme un
arbre hiérarchique de groupes (clusters) que I’on peut découper a différents niveaux pour

identifier des regroupements significatifs(Wang et al., 2020).

4.1. Analyse statistique globale

Dans cette analyse utilise L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode
quantitative rigoureuse de simplification des variables et la Classification hiérarchique
ascendant (CHA) regroupe les données en clusters hiérarchiques en fonction de leur similarité,

formant un arbre que 1’on peut découper pour obtenir des groupes.

4.1.1. Identification des groupes homogénes

Pour évaluer I’effet inhibiteur des extraits et huiles testés a différentes doses sur plusieurs
souches bactériennes, nous avons utilis¢ une méthode appelée Analyse en Composantes

Principales (ACP).
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Cette technique permet de représenter de maniere claire et simultanée deux ensembles de
données : les souches bactériennes (placées en colonnes) et les produits testés a différentes
doses (en lignes). Leur objectif principal est d’identifier des groupes de produits présentant des
profils d’activité antibactérienne similaires, en se fondant sur les distances calculées a partir de

I’intensité des zones d’inhibition.

Ensuite, nous avons appliqué une Classification Hiérarchique Ascendante (CHA) sur les
résultats de I’ACP, en se concentrant sur les deux premiers axes principaux. En calculant les
distances euclidiennes entre les produits et leurs doses, cette méthode regroupe ensemble les
¢léments ayant des profils d’activité antibactérienne proches. Ainsi, elle permet d’identifier des
groupes (ou clusters) significatifs qui montrent comment les produits et leurs doses different
dans leur efficacité contre les souches bactériennes. Elle procede par agglomération itérative de

paires d’objets, générant une hiérarchie de partitions.

Les analyses ont été effectuées a I’aide du logiciel PAST (version 1.37) (Hammer ef al.,

2001), ainsi que du programme Microsoft Excel™.
4.2. Analyse partielle
Dans le but de mieux comprendre I’effet antibactérien de différents extraits de plantes,

nous avons mené une analyse statistique sur les souches bactériennes.

Quatre extraits végétaux ont été testés, chacun a quatre concentrations différentes. Pour
garantir la fiabilité des résultats chaque combinaison extrait/concentration a été répétée trois
fois de maniere indépendante. L’activité antibactérienne a été mesurée en observant le diamétre
des zones d’inhibition (en millimétres), déterminée a 1’aide de la méthode de diffusion sur

gélose.

Les données recueillies ont été analysées a 1’aide du logiciel PAST (PAlaeontological
STatistics), en appliquant une analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs avec mesures

répétées :

e Facteur A : type d’extrait végétal (4 niveaux).
e Facteur B : concentration (4 niveaux).

e Mesure dépendante : zone d’inhibition (mm).
Ce test a permis de déterminer :

*L’effet principal de chaque facteur (extrait et concentration).
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*L’interaction entre les deux facteurs.
*La significativité statistique des différences observées (Seuil de signification : p < 0,05).

Les résultats ont d’abord été analysés séparément pour chaque souche bactérienne, puis
comparés globalement pour identifier les tendances générales et les spécificités de réponse

bactérienne.
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1. Rendement des extraits et des huiles

Le rendement en huile essentielle issu des résidus de Citrus reticulata a été estimé a 1,1
%. En parallele, I’extraction de I’huile fixe a partir des graines de Bunium incrassatum a permis
d’obtenir un rendement de 3 %. Concernant les extraits des parties aériennes, Santolina africana

a présenté un rendement de 0,66 %, tandis que celui de Carthamus carduncellus a atteint 2,90%.

3.5

2.5

1.5

Rendements en %

0.5

Citrus Bunium incrassatum Santolina africana Carthamus carduncellus

Les plantes

Figure 7. Rendement des extraites (Santonila africana et Carthamus carduncellus) et I’huile
essentiel de Citrus reticulata et fixe de Bunium incrassatum).

2. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’¢étude de I’activité antibactérienne in vitro a été réalisée sur quatre plantes médicinales,
dans le but d’évaluer I’effet inhibiteur potentiel de leurs composés phytochimiques vis-a-vis de
différentes souches bactériennes. Pour ce faire, la méthode de diffusion sur disques en milieu

gélosé a été utilisée.

Cette technique qualitative permet de mesurer le diametre des zones d’inhibition
(exprimées en millimétres) autour des disques imprégnés, afin d’évaluer 1’efficacité des extraits
testés contre les souches bactériennes : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et

Staphylococcus aureus (souche de référence et souche clinique).
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2.1. Visualisation graphique des résultats de ’activité antibactérienne

Pour comparer I’efficacité des extraits végétaux étudiés contre différentes souches
bactériennes, la visualisation graphique des résultats est un outil fondamental. Les figures 8, 9
et 10 présentées illustrent I’activité antibactérienne de trois substances d’origine naturelle :
L’extrait de Santolina africana, I’extrait de Carthamus carduncellus et I’huile fixe de Bunium
incrassatum. Ces extraits ont été testés contre quatre souches bactériennes : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus de référence et Staphylococcus aureus

clinique.

Les extraits de Santolina africana ont démontré une activité antibactérienne notable a
I’encontre des souches a Gram négatif, en particulier Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa, et ce malgré la complexité structurale de leurs parois cellulaires, généralement plus
résistantes aux agents antibactériens. En revanche, une activité moins prononcée a été observée

vis-a-vis de Staphylococcus aureus clinique.

Concernant Carthamus carduncellus, les résultats indiquent une activité antibactérienne
modérée a faible, notamment contre Staphylococcus aureus avec une efficacité relative sur la

souche clinique ainsi que sur la souche a Gram négatif P. aeruginosa.

L’huile fixe extraite de Bunium incrassatum présente une activité antibactérienne variable
selon les souches testées. Elle s’est révélée inefficace contre la souche de référence et une
activité fort sur la souche clinique de Staphylococcus aureus, tandis qu’une activité modérée a

été notée a I’encontre de la souche Pseudomonas aeruginosa.

Contrairement aux autres extraits testés, 1’huile essentiel de Citrus reticulata n’a montré
aucune activité antibactérienne contre les souches testées, quel que soit le niveau de dilution

utilisé.
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2.1.1.Extrait de Santolina africana
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Figure 8. Effet des doses d’extrait de Santolina africana sur l'inhibition des souches
bactérienne.

2.1.2. Extrait de Carthamus carduncellus
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Figure 9. Effet des doses d’extrait de Carthamus carduncellus sur 'inhibition des souches
bactérienne.
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2.1.3. Huile fixe de Bunium incrassatum
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Figure 10. Effet des doses d’huile fixe de Bunium incrassatum sur l'inhibition des souches
bactérienne.

3.Traitement statistique
3.1. Analyse globale

3.1.1. Analyse en composantes principales (ACP) et La classification hiérarchique
ascendante (CHA)

Pour mieux visualiser les liens entre les différents extraits testés (ainsi que leurs
concentrations) et les souches bactériennes, nous avons utilis¢ 1’analyse en composantes
principales (ACP). Cette méthode a permis de faire ressortir des regroupements dans les

données.

Les deux premiers axes principaux, F1 et F2, expliquent a eux seuls 94.92% de la
variabilité totale des résultats : F1 représente 76.16% et 18.76% pour F2. Bien que cette part
ne couvre pas la totalité des données, elle est suffisante pour permettre une interprétation fiable

et pertinente des relations entre les extraits et les bactéries.
Le nuage des points (Figure 11) révéle deux ensembles distincts, notés Ensemble A et

Ensemble B, clairement séparés.
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La classification hiérarchique ascendante (Figure 12), basée sur les scores des deux

premiers axes, confirme ces groupements. Le seuil de troncature a été fixé a une distance

euclidienne de 0,4.
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Figure 11. Projection des produits testés (avec leurs doses) et des souches bactériennes sur
deux axes de 'analyse en composantes principales (ACP).

Produit 1 : Extrait Santolina africana ; Produit 2 : Extrait Carthamus carduncellus ; Produit 3
: Huile fixe Bunium incrassatum ; Produit 4 : Huile essentiel Citrus reticulata ; Dose 1 : pure

selon les huiles et SM selon les extraits ;

: dilution 1/8.

Dose 2 : dilution 1/2 ; Dose 3 : dllutlon 1/4 ; Dose 4
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Figure 12. Dendrogramme de la classification hiérarchique ascendante (CAH) basé sur les

scores des deux premiers axes de I’ACP.
La classification met en évidence la structure hiérarchique des groupements d’extraits selon leurs effets sur les
souches bactériennes, avec un seuil de troncature a une distance euclidienne de 4.

Ensemble A
Situé a gauche de la projection, se compose de deux sous-groupes, déterminés sur la

base d’un seuil de distance euclidienne fixé a & :

Le premier regroupe les produits présentant activité sélective uniquement sur
Pseudomonas : notamment Santolina africana (a dose 1/8), et a I’huile fixe de Bunium

incrassatum (pure).
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Le deuxiéme inclut les échantillons sans activité inhibitrice : a savoir la Carthamus
carduncellus (doses 1/4 et 1/8) et le Citrus reticulata (a toutes les doses), avec les 3 répétition

qui n'ont montré aucun effet sur les souches testées

Ensemble B

L’ensemble B, situ¢ dans la partie droite de la projection, est structuré en deux sous-

groupes distincts, déterminés sur la base d’un seuil de distance euclidienne fixé a 8.

Le sous-groupe 1 est constitué des extraits de Santolina africana aux concentrations SM,
1/2 et 1/4, chacun testé en trois répétitions. Ces extraits se distinguent par leur activité
inhibitrice spécifique a I’encontre d’Escherichia coli, suggérant une efficacité marquée vis-a-

vis des souches a Gram négatif.

Le sous-groupe 2 regroupe, d’une part, les extraits de Carthamus carduncellus aux
concentrations SM et 1/2 (trois répétitions), et d’autre part, ceux de Bunium incrassatum aux
concentrations pure (avec deux répétitions), 1/2, 1/4 et 1/8 (avec trois répétitions). Ces extraits
ont montré une inhibition ciblée vis-a-vis de la souche clinique de Staphylococcus aureus ainsi
que de Pseudomonas aeruginosa, indiquant une activité potentielle contre a la fois les bactéries

Gram positif et Gram négatif.

3.2. L’analyse partielle

Les données relatives au Produit Citrus reticulata ainsi qu’a I’effet sur Staphylococcus
aureus de référence. Ont été exclues. L’étude s’est focalisée sur trois souches bactériennes :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus (souche clinique) et Pseudomonas aeruginosa.

Trois extraits végétaux (Carthamus carduncellus, Santolina africana ; Bunium
incrassatum) ont été testés a quatre concentrations différentes (SM pour les extraits et pure pour

I’huile ,1/2 ,1/4,1/8), chaque combinaison étant répétée trois fois indépendamment.
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3.2.1. Effet des extraits végétaux et de la concentration sur la croissance de Pseudomonas

aeruginosa

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1. Résultat d’analyse statistique d’ANOVA (Two-way) des extraits végétaux a des

concentrations et votre combinaison sur le Pseudomonas aeruginosa

Source de Somme des Degrés de Carré moyen F P
variation carrés (Sumsqrs) | liberté (df) (Meansqr)
Type d’extrait 187,6 2 93,78 198,6 | 1,17x107'5
A)
Concentration 75,19 3 25,06 53,08 | 9,63x10
(B)
Interaction 112,9 6 18,81 39,4 | 2,54x10
(AxB)
Erreur 11,33 24 0,4722
(résiduelle)
Total 387 35

L’analyse statistique montre que le type d’extrait végétal a un effet tres significatif sur la

croissance de Pseudomonas aeruginosa (p = 1,17 x 107'%). Cela signifie que chaque extrait testé

influence de maniére différente, et trés marquée, le développement de cette bactérie.

De plus, la concentration des extraits joue également un role important. Les résultats

révelent un effet trés significatif de ce facteur (p = 9,63 x 10'!), ce qui indique que la

concentration d’extrait utilisée peut fortement moduler 1’activité antibactérienne.

Enfin, I’interaction entre le type d’extrait et la concentration est aussi hautement

significative (p = 2,54 x 107'"), ce qui signifie que I’effet de la concentration varie en fonction

de I’extrait végétal utilisé.
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3.2.2. Effet des extraits végétaux et de la concentration sur la croissance de

Staphylococcus aureus (souche clinique)
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2. Résultat d’analyse statistique d’ANOVA (Two-way) des extraits végétaux a des
concentrations et votre combinaison sur Staphylococcus aureus clinique

Source de Somme des Degrés de Carré moyen F P
variation carrés liberté(df) (Meansqr)
(Sumsqrs)
Type d’extrait 117,2 2 58,58 421,8 | 2,008 x10°"
(A)
Concentration 164 3 54,67 3936 | 1,559x102°
(B)
Interaction 161,5 6 26,92 193,8 | 4,099 x10"°
(Ax B)
Erreur 3,333 24 0,1389
(résiduelle)
Total 446 35

Les résultats montrent un effet extrémement significatif du type d’extrait végétal sur la
croissance de S. aureus (p = 2,008 x 107"°). Cela démontre que les différents extraits végétaux

testés ont de ’activité antibactérienne trés contrastées sur cette souche clinique.

De plus, la concentration des extraits a également un effet hautement significatif (p =
1,559 x 107%°), ce qui indique que I’intensité de 1’inhibition bactérienne est fortement influencée
par la dose appliquée. Ces résultats confirment que la concentration constitue un parametre

déterminant dans ’activité antibactérienne des extraits testés.

L’analyse révele €galement une interaction tres significative entre le type d’extrait et la
concentration (p = 4,099 x 10*°). Cela signifie que I’effet de la concentration varie en fonction

du type d’extrait utilisé.
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3.2.3. Effet des extraits végétaux et de la concentration sur la croissance de Escherichia

coli
Les résultats statistiques sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 3. Résultat d’analyse statistique d’ANOVA (Two-way) des extraits végétaux a des
concentrations et votre combinaison sur Escherichia coli

Source de Somme des Degrés de | Carré moyen F P
variation carrés liberté (df) (Meansqr)
(Sumsqrs)

Type d’extrait 248,7 2 124,3 28,51 | 4,565%107
(A)
Concentration 17,44 3 5,815 1,333 0,2869
(B)
Interaction 2142 6 35,7 8,187 | 6,919x10~°
(Ax B)
Erreur 104,7 24 4,361
(résiduelle)
Total 585 35

Les résultats montrent que le type d’extrait végétal a un effet hautement significatif sur la
croissance de E. coli (p = 4,565 x 1077). Cela signifie que les extraits végétaux testés different

considérablement dans leur capacité a inhiber ou influencer la croissance bactérienne.

En revanche, la concentration n’a pas d’effet significatif sur la croissance de Escherichia
coli (p = 0,2869). Cette absence de significativité suggere que, les variations de concentration

des extraits n’ont pas entrainé de différences marquées dans I’inhibition de cette souche.

Cependant, I’interaction entre le type d’extrait et la concentration est significative (p =

6,919 x 107%), indiquant que I’effet de la concentration dépend du type d’extrait utilisé.

5. Interprétation des résultats de la CMI

La CMI correspond a la plus faible concentration pour laquelle une inhibition nette de la
croissance bactérienne est observée, généralement indiquée par une DO proche de zéro ou
largement inférieure a celle du témoin positif. Le tableau ci-dessous résume les CMI estimées
pour chaque combinaison souche/extrait, accompagnées d’une justification basée sur

I’évolution des valeurs de DO.
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Tableau 4. Résultat de CMI basée sur 1’évolution des valeurs de DO.

Souches Huile/Extrait CMI Justification
Estimé
S. aureus Bunium Puit3 | DO passe de -0.073 (3), reste inférieure a
Clinique incrassatum témoin+ (0.454)
P. aeruginosa Bunium Aucun | DO augmente progressivement mais pas de
incrassatum effet baisse forte initiale
P. aeruginosa Santolina Puit3 | DO fortement négatifs a 3 (-3.48), puis
Africana remonte

D’apres le tableau 4, il ressort que 1’huile fixe de Bunium incrassatum présente une
activité antibactérienne. En effet, les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
sont uniformément de 1 % pour Staphylococcus aureus (souche clinique) tandis qu’aucun effet

inhibiteur n’a été observé sur Pseudomonas aeruginosa.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de Santolina africana a été déterminée a

6,25 mg/ml, correspondant a la concentration du troisiéme puits.

Les résultats combinés de 1’analyse globale (ACP et CHA) et partielle (ANOVA a deux
facteurs) permettent de mieux comprendre les effets antibactériens des extraits végétaux et la

variabilité des réponses des souches bactériennes.

L’ACP suivie de la classification hiérarchique ascendante a révélé deux groupes
principaux, A et B, distincts par leur efficacité inhibitrice. L’Ensemble A regroupe des produits
ou doses inactifs ou faiblement actifs, surtout contre Pseudomonas aeruginosa, tandis que
I’Ensemble B rassemble des extraits a large spectre avec une efficacité variable selon les
souches et répétitions, notamment pour Staphylococcus aureus clinique et Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli.

L’analyse partielle par ANOVA a confirmé que le type d’extrait influence

significativement toutes les souches (p < 0,001), validant les regroupements de I’ ACP.

La concentration des extraits a un effet significatif pour S.aureus clinique et Pseudomonas

aeruginosa, mais pas pour E. coli, soulignant la valeur d’une analyse complémentaire.

L’interaction (extrait X concentration) est aussi significative pour toutes les souches,

reflétant la complexité des réponses, en accord avec les sous-groupes de I’Ensemble B.
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Les résultats montrent que S. aureus (clinique) et Pseudomonas aeruginosa sont les

souches les plus sensibles, avec une réponse liée a la concentration.

L’extrait de Santolina africana appartenant a 1’Ensemble B, qui montre une activité
antibactérienne sélective marquée, principalement contre Pseudomonas aeruginosa, méme a
faibles concentrations. En revanche, il est moins efficace contre Escherichia coli (effet a fortes
doses) et peu actif contre Staphylococcus aureus clinique, indiquant une action ciblée surtout

dirigée contre les bactéries a Gram négatif.

Les résultats de (Khammassi et al., 2024), leur extraits méthanolique des parties aériennes
et aqueux de Santolina africana ont montré une activité antibactérienne modérée contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Qui attribuent cette

activité a la richesse en flavonoides, polyphénols et autres composés bioactifs.

(Chirane et al., 2019) leur extrait éthanolique des parties aériennes de Santolina
chamaecyparissus, ont observé une activité comparable contre Escherichia coli avec en lien
avec une teneur ¢levée en flavonoides et polyphénols. La variation d’activité selon les extraits
souligne I’importance de la composition phytochimique dans 1’efficacité antibactérienne de

cette plante.

Carthamus carduncellus présente une activité antibactérienne sélective, appartenant a
I’Ensemble B, principalement contre Staphylococcus aureus (clinique) et Pseudomonas

aeruginosa, sans effet sur Escherichia coli.

Selon les travaux de (Belkassam et al., 2020), I’extrait méthanolique des parties aériennes
Carduncellus pinnatus qui ont observé une inhibition croissante contre S. aureus grace a,
activité attribuée a la richesse en composés phénoliques et flavonoides. Par ailleurs, (Belounis
et al., 2025) ont rapporté une activité antibactérienne significative de 1’extrait racinaire de
Carthamus caeruleus notable contre Escherichia coli, liée a sa teneur élevée en flavonoides et
polyphénols. Enfin, (Karima et al., 2013) ont montré que les extraits aqueux et organiques des
feuilles et des racines de Carthamus caeruleus, inhibent efficacement S.aureus et modérément
Pseudomonas aeruginosa, sans effet sur Escherichia coli a cause de disponibilité importance
des polyphénols et flavonoides . Ainsi, la variation d’activité observée selon les extraits
souligne I’importance de la composition phytochimique dans 1’efficacité antibactérienne de

cette plante.
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Citrus reticulata a montré une absence d’activité dans ’analyse globale, contrairement
aux résultats rapportés par (Bhandari et al, 2021) ont observé une forte efficacité
antibactérienne de I’huile essentielle de Citrus reticulata contre E. coli et S. aureus et (Song et
al.,2020) contre S. aureus . Cette activité est attribuée a des composés majeurs tels que le
limonéne, le y-terpinéne et I’a-pinéne, connus pour altérer les membranes bactériennes.
L’inefficacité observée dans notre étude pourrait étre liée a une dégradation de ces constituants
bioactifs, soulignant I’importance des conditions de conservation dans le maintien des

propriétés antibactériennes.

Bunium incrassatum qui appartenant a 1’Ensemble B, présente une activité
antibactérienne intéressante contre Staphylococcus aureus (clinique) et Pseudomonas

aeruginosa, mais aucun effet sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus (référence).

Jusqu’a présent, aucune étude n’a évalué I’effet antibactérien de I’huile fixe de Bunium
incrassatum. Toutefois, selon (Lamba et al., 2023) les acides gras et leurs esters, présents dans
cette huile, pourraient jouer un rdle clé dans ’activité antibactérienne. Ces composés sont
connus pour perturber la membrane cellulaire des bactéries et inhiber certaines fonctions
vitales. Ce mécanisme d’action a été confirmé dans des études récentes, qui ont mis en évidence

I’efficacité de ces substances contre diverses souches bactériennes.

L’huile de Bunium incrassatum s’est distinguée par une faible CMI contre
Staphylococcus aureus (souche clinique) a 1%, témoignant de la présence de composés actifs a
faibles doses et soulignant son potentiel thérapeutique. En revanche, Pseudomonas aeruginosa
a montré une résistance notable, a I’exception de Santolina africana qui a révélé une activité

modérée a 6,25 mg/ml, suggérant une action ciblée contre cette bactérie.

Concernant la sensibilité bactérienne, les résultats indiquent que : Staphylococcus
aureus (clinique) et Pseudomonas aeruginosa sont les souches les plus sensibles aux extraits

testés, montrant une réponse clairement dépendante de la concentration.

En revanche, I’absence d’effet notable de la concentration sur Escherichia coli pourrait
traduire une tolérance intrinseéque plus élevée ou une saturation de 1’effet des les plus faibles

concentrations.
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Conclusion



Les plantes médicinales représentent un véritable trésor naturel riche en composés actifs qui
intéressent les chercheurs, notamment face a l'augmentation alarmante de la résistance
bactérienne aux antibiotiques traditionnels. Dans ce contexte, notre étude visait a mettre en
lumicre le potentiel thérapeutique de certaines plantes traditionnellement utilisées en évaluant

leur activité antibactérienne.

Quatre plantes connues pour leur richesse en composés bioactifs ont été sélectionnées :
Santolina africana, Carthamus carduncellus, Bunium incrassatum et Citrus reticulata. Notre
¢valuation s'est basée sur des tests in vitro utilisant la technique de diffusion sur disque pour
mesurer la capacité d'extraits de plantes et d'huiles extraites (essentielles et fixes) a inhiber la

croissance de diverses souches bactériennes importantes sur le plan médical.

Les rendements en huiles extraites ont été de 1,1 % pour I’huile essentielle des résidus de
Citrus reticulata, 3 % pour I’huile fixe des graines de Bunium incrassatum, 0,66 % pour I’extrait

aérien de Santolina africana, et 2,90 % pour celui de Carthamus carduncellus.

Les résultats obtenus ont révélé une variabilité significative de l'activité antibactérienne
selon I’espece végétale, le type d’extrait et la concentration utilisée. Parmi les produits testés,
I’huile fixe de Bunium incrassatum a montré une activité remarquable contre certaines souches
pathogenes, notamment Staphylococcus aureus (clinique) et Pseudomonas aeruginosa, tandis

que I’huile essentielle de Citrus reticulata s’est révélée inefficace dans les conditions de 1’étude.

Et selon les extraits ; Santolina africana présente une activité antibactérienne modérée
avec une efficacité sur E. coli, S. aureus (clinique) et P. aeruginosa, En revanche, 1’extrait de
Carthamus carduncellus montre une activité limitée, observée uniquement a doses ¢élevées sur

S. aureus (clinique) et P. aeruginosa, sans effet sur E. coli.

L’analyse en composantes principales (ACP) et la classification hiérarchique ascendante
(CHA) ont permis d’identifier deux groupes principaux : un ensemble A composé de produits

inactifs ou faiblement actifs, et un ensemble B regroupant les extraits les plus efficaces.

L’analyse statistique par ANOVA a montré que le type d’extrait a un effet significatif sur
toutes les souches. La concentration a influencé significativement Staphylococcus aureus
(clinique) et Pseudomonas arg, mais pas Escherichia coli. L’interaction entre extrait et
concentration est également significative, confirmant que I’efficacité dépend de la combinaison

des deux facteurs.



Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont révélé que I’huile fixe de Bunium
incrassatum est efficace a faibles doses (1%) contre Staphylococcus aureus clinique. En
revanche, Pseudomonas aeruginosa reste majoritairement résistante, excepté a Santolina

africana, qui exerce une activité modérée a 6,25 mg/ml.

Ainsi, Ces extraits végétaux présentent un potentiel intéressant en tant que sources
naturelles d’agents antibactériens, ouvrant la voie a de futures investigations pour le

développement de nouvelles alternatives thérapeutiques.

Cette ¢étude reste préliminaire et nécessite d’étre complétée par d’autres recherches
visant a : réaliser des tests in vivo sur modeles animaux pour confirmer les résultats in vitro ;
¢largir les essais a d’autres types de micro-organismes afin d’explorer un spectre antimicrobien
plus large ; utiliser des extraits et huiles fraichement préparés, car certains composés bioactifs
sont instables et sensibles a la dégradation ; et enfin, approfondir 1’étude de plantes locales peu
explorées mais traditionnellement utilisées, susceptibles de contenir des molécules bioactives

prometteuses pour le développement de traitements naturels innovants.
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Annexes



Annexe 1: Les milieux de culture

Milieu Mueller Hinton (agar)

Peser 19 g de poudre de Mueller-Hinton.

Les dissoudre dans 500 ml d’eau distillée sous agitation constante.

Chauffer le mélange jusqu’a ébullition afin d’obtenir une solution homogéne.
Répartir la solution dans des flacons appropriés.

Stériliser les flacons a I’autoclave pendant 15 minutes a 120°C.

Milieu Gélose nutritif

Annexe 2

Peser 5 g de poudre de Mueller-Hinton.

Les dissoudre dans 250 ml d’eau distillée sous agitation constante.

Chauffer le mélange jusqu’a ébullition afin d’obtenir une solution homogeéne.
Répartir la solution dans des flacons appropriés.

Stériliser les flacons a I’autoclave pendant 15 minutes a 120°C.

Annexe 2. Dilution des extraits de Carthamus Carduncellus et de Santolina africana



Annexe 3

Annexe 3. La suspension bactérienne.

Annexe 4 : les zones d’inhibition d’antibiotique streptomycine 300.

Streptomycine300

Escherichia coli 30
Staphylococcus aureus reference 27
Staphylococcus aureus Clinique 25
Pseudomonas aeruginosa 27




Annexe 5

Les diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus sont représentés dans les tableaux

suivants :

Extrait du Santolina africana et de Carthamus Carduncellus

Santolina africana

Carthamus Carduncellus

oncentration

souches SM 1/2 1/4 1/8 SM 1/2 1/4 1/8

Escherichia coli 9,3 83 76 0 0 0 0 0

Staphylopqccus 0 0 0 0 0 0 0 0

aureus référence

Staphylocpc_cus 9 76 7 0 8 7,33 0 0

aureus Clinique

Pseudomonas

aeruginosa 8.6 36 83 7 8 7 0 0

Huile fixe de Bunium incrassatum et huile essentielle de Citrus reticulata
Bunium incrassatum Citrus reticulata
oncentration
Pure 1/2 1/4 1/8 Pure 1/2 1/4 1/8

souches
Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus
aureus 0 0 0 0 0 0 0 0
référence
Staphyloc_oc_cus 3 3 37 8.7 0 0 0 0
aureus Clinique
Pseudomonas 6 8.6 8.7 10 0 0 0 0
aeruginosa
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Résumé

Avec la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques classiques, cette étude a cherché a tester
I’activité antibactérienne de quatre intéréts des plantes : extraits bruts de Santolina africana (rendement 0,66 %)
et Carthamus carduncellus (rendement 2,90 %), huile fixe de Bunium incrassatum (rendement 3 %) et huile
essentielle de Citrus reticulata (rendement 1,1 %). On a testé en laboratoire contre plusieurs bactéries. Les résultats
montrent que 1’huile fixe de Bunium incrassatum est la plus active, surtout contre la souche clinique de S. aureus
a CMI 1%, et contre P. aeruginosa. Santolina africana a aussi montré une activité modérée contre E. coli, S. aureus
(clinique) et P. aeruginosa a CMI 6.25 mg/ml, tandis que Carthamus carduncellus a eu un effet plus faible juste
sur S. aureus (clinique) et P. aeruginosa, et I’huile essentielle de Citrus reticulatan’a pas été efficace. Les analyses
statistiques ont confirmé que le type d’extrait et la concentration jouent un réle important dans cette activité. En
résumé, cette étude met en lumicre le fort potentiel de certaines plantes locales, pour développer de nouveaux

traitements naturels contre les bactéries.
Mots clés : Santolina africana, Carthamus carduncellus, Bunium incrassatum, Citrus reticulata, CMI.

Abstract

With the increasing resistance of bacteria to conventional antibiotics, this study aimed to test the
antibacterial activity of four plant-derived substances: crude extracts of Santolina africana (yield 0.66%) and
Carthamus carduncellus (yield 2.90%), fixed oil of Bunium incrassatum (yield 3%), and essential oil of Citrus
reticulata (yield 1.1%). Laboratory tests were conducted against several bacterial strains. The results showed that
the fixed oil of Bunium incrassatum was the most active, particularly against the clinical strain of S. aureus with a
MIC of 1% and against P. aeruginosa. Santolina africana also exhibited moderate activity against E. coli, S. aureus
(clinical), and P. aeruginosa at a MIC of 6.25 mg/ml. In contrast, Carthamus carduncellus had a weaker effect,
limited to S. aureus (clinical) and P. aeruginosa, and the essential oil of Citrus was ineffective. Statistical analyses
confirmed that both the type of extract and the concentration play significant roles in antibacterial activity. In
summary, this study highlights the strong potential of certain local plants for the development of new natural

antibacterial treatments.

Keywords: Santolina africana, Carthamus carduncellus, Bunium incrassatum, Citrus reticulata. MIC
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