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Introduction

I ntroduction

Au travers des ages, I’Homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base: nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de
I’Homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité (Gurib-Fakim, 2006).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végetale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis & profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines,
les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al.,
1996).

Ajuga iva est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne contre le
diabéte, €le est connue pour ses propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes,
antirhumatismales, hypoglycémiantes, antispasmodiques, antifongiques (Bondm et al., 2000),
c’est une plante astringente qui asseche les écoulements et qui facilite la cicatrisation. Elle est

recommandée aussi pour guérir les ulceres, les plaies et les blessures (Baba Aissa, 2000)

Des recherches actuelles portent sur I’étude des activités antiradicalaire et antimicrobienne
de substances d’origine végétale comme les polyphénols et les huiles essentielles de Ajuga iva,

aboutissant a des résultats variables selon lalocalisation géographique ou la plante a été récoltée.

Le but de cette étude est d’évaluer I’activité antiradicalaire et I’activité antimicrobienne de

Ajuga iva récoltée danslarégion de Bejaia. Pour celacetravail aporté sur :

v L’extraction des composés phénoliques par macération.

v' Dosage des polyphénols totaux et de flavonoides totaux de [I’extrait
méthanolique de Ajuga iva.

v L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de la plante par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH.

v L’évaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait méthanolique de Ajuga iva
sur quatre souche bactériennes (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, E. coli
ATCC25922, Staphylococcus aureus CHU, Streptococcus sp CHU) et deux

souches fongiques (Candida sp, Candida albicans).
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Généralités sur Ajuga iva

I.1.1. Description de Ajugaiva

Ajuga iva L.Schreber, appartient a la famille des Lamiacées et au genre botanique
Ajuga avec plus de 300 especes différentes. Cette plante est largement distribuée dans les
régions arides d’Europe, d’Asie, d’Afrique et d’Australie (Israili et al., 2009). Elle est
localement connue sous le nom de «Chendgoura» en Algérie, elle est trés employée dans la
meédecine traditionnelle autour du monde pour une variété des maladies (Taleb-Senouci et
al., 2009).

C’est une petite plante vivace de golt amer de 5 & 10 cm, a tiges vertes rampantes et
velues, a feuilles vertes de 14-25 mm de longueur, linéaires, denses et couvertes de duvets.
(Gordon et al., 1997; Batanouny et al., 1999). Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de
20mm de longueur. La lévre supérieure de la corolle est réduite ou absente et la levre
inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont petits, tandis que le lobe
central est relativement plus large, décoré dans sa base par un axe central jaunétre avec des
spots de la méme couleur de la fleur, généralement en violet. A I’intérieur de la fleur il y’a
guatre étamines liées a quatre carpelles noir. Les graines sont marrons et ont la taille des
graines de Nigella sativa (Figurel). Cette plante se développe durant la période allant du
printemps jusqu’a la fin de I’été. La période de floraison est entre mai et juin (Halimi, 2004).

Laplante entiere Lesfeuilles et lesfleurs

Figurel : Lesdifférentes parties de Ajuga iva (Halimi, 2004).
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I.1.2. Classification botanique de Ajugaiva

Tableau | : Systématique dela plante (El. Hilaly, 2007)

Régne Végéta

Embranchement Spermaphytes

S/embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ajuga
Espece Ajuga iva

Tableau Il : Les noms vernaculaires de Ajuga iva (Ait Y oussef, 2006)

Ivette bugle,
Francais ivette musquée
Arabe Chendgoura
Berbere Touf toulba

[.1.3. Larépartition géographique

La plante pousse a une altitude de 0 a 1600 m dans les régions arides ou €elle croit dans
les champs. Elle est présente dans toute I’aire méditerranéenne: dans I’ensemble des pays du
Maghreb, en Algérie, au Maroc ou elle est tres commune, en Tunisie et dans certains pays
d’Europe du Sud —dont la France. Elle pousse surtout sur les pelouses seches ou sur les vieux
murs (Ait Youssef, 2006 ; El Hilaly, 2007).
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[.1.4. Composition chimique de Ajuga iva

L’ivette est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins (Bondm M et al., 2002). Elle contient aussi des anthocyanes, des acides
phénoliques et d’autres substances en particulier I’ajugarine (Bennaghmouch L et al., 2001),
comme elles ont isolé a partir de I’espéce Ajuga iva sept aglycones flavoniques (quercétine,
lutéoline, chrysoériol, 5,5- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone, 5,7 dihydroxy 4'5'-
diméthoxyflavone, apigénine, naringénine). Les études phytochimiques ont montré que
I’ivette contient aussi des ecdystéroides, des diterpénoides, des iridoides et des saponosides
acides (Coall. J., (2007), ainsi il aisolé deux nouveaux composeés : 24- Hydroxycyastérone et
ajugastérone B, il a identifié par I’analyse spectrale RMN les structures des composés
phytochimiques suivants: cyastérone, 20-hydroxyecdysone, makistérone A et le 24, 25
didehydroprécyastérone.

[.1.5. Utilisations traditionnelles et propriétés phar maceutiques

En médecine traditionnelle, Ajuga iva est utilisee pour traiter le diabete et
I’hypertension, (Meyre-Silva C et al., 2005) ains que les troubles gastro-intestinaux et
I’ulcére de I’estomac (Sahpaz S et al., 2002). L ivette est efficace contre lafievre, ladiarrhée,
les gaz, les maux de téte et les maux de dents. Elle est utilisée sous forme d’infusion pour les
troubles gastro-intestinaux (faire infuser 5 grammes de la plante séchée dans une tasse a thé
d’eau bouillante pendant 15 minutes, et filtrer ; prendre 3 tasses de tisane par jour) (Stulzer H
et al., 2006). En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre les
rhumatismes, comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies. D’autre part, la macération ou
I’infusion serait utile pour débarrasser le cuir chevelu des parasites (Adjadj, 2009).

Le screening pharmacol ogique réalisé in vivo et in vitro démontre que Ajuga iva est douée
d’un large spectre d’activités pharmacologiques, elle est anti hypertensive; vasodilatatrice
(El-Hilaly et al., 2004) diurétique et hypoglycémique (Taleb-Senouci, 2008). Elle possede
également une activité anti-inflammatoire, antifongique, antimicrobienne, antifébrile,
anthelminthique et contre les troubles intestinaux (Chenni et al., 2007). De plus elle est
utilisée pour traiter la stérilité féminine, les hémorroides, pour calmer les douleurs
(Bennaghmouche et al., 2001), pour guérir les affections oculaires et pour rétablir le rythme
cardiaque. Elle est aussi utilisée contre les rhumatismes (Sassi ,2005).

L’activité  hypoglycémique est expérimentalement démontrée et des études

toxicologiques ont révélé que I’extrait est sans effet toxique a des doses hypoglycémiantes qui
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est examiné pour son effet hypoglycémique sur des rats normaux et des rats diabétiques par la
streptozotocine (EI Hilaly et Lyouss, 2002), comme il exerce une action contre la
péroxydation lipidique des tissus chez les rats diabétiques (Hamden et al., 2008).

D’autre part, Bouderbala et al., (2008) ont testé I’effet des iridoides extraites de I’extrait
aqueux de Ajuga iva sur la composition des lipoprotéines et sur I’activité de la lécithine
cholestérol acyltransférase chez les rats rendus hypercholestérolémiques. Ces molécules
agissent efficacement sur I’efflux du cholestérol des tissus périphériques vers le foie en
augmentant I’activité de la LCAT et atténuent I’hypercholestérolémie causée par le régime
enrichi en cholestérol alimentaire. L’extrait d’Ajuga iva a le pouvoir de réduire le stress
oxydatif en évitant la peroxydation lipidique et cela grace ala présence des flavonoides et des
iridoides.

Les études de Bondm et al., (2000) ont prouvé une activité inhibitrice sur la croissance
des larves Spodoptera frugiperda et Spodoptera littoralis dans I’extrait éthanolique d’ivette
issue de la région d’Ain Mila. Son effet insecticide est aussi étudié par Sosa et tonn, 2008
contre Spodoptera frugiperda Smith et leptinotarsa decemlineata. Tandis que, [ utilisation
des antibiotiques menerait certainement a la plus grande résistance des bactéries
pathogénes. Les plantes médicinales telle qu’Ajuga iva est une source de nouvelles substances
(acides phénoliques, flavonoides et les iridoides) ayant une activité antibactérienne (lsraili
et Lyoussi, 2009). En effet, I’extrait méthanolique brut de cette plante posséde une activité

anti Paracoccus paratrophus (Zerroug et al., 2011).
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Activités antioxydants

|.2.1.Radicaux libres:

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I’oxygene peut étre
également une source d’agression pour ces organismes. En effet, des dérivés hautement
réactifs de I’oxygene peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous |’effet
desrayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou, 2003).

Un radica libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un éectron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par I’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet éectron libre sur une autre molécule. Le métabolisme
cellulaire produit a I’état physiologique une variété de radicaux libres dérivés de I’oxygene
(RLO). Dans certaines conditions pathologiques, ces RLO ainsi que leurs dérivés sont
produits de facon excessive (Tableau 111).Comme ils possedent ainsi une forte réactivité et

une courte demi-vie (Afonso et al., 2007)

Tableau 11 : Liste des principaux radicaux libres.
Radical Formule
Anion superoxyde Oy
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Hydroxyle OH
Peroxyle ROO.
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO.
Oxygene singulet 120,
Oxyde nitrique NO.

[.2.2. Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou
un de nos tissues lorsqu’ils sont soumis a un déséquilibre entre la production des radicaux
libres ou pro-oxydants et les systemes de défenses antioxydantes, ce qui produit des dégéats
tissulaires a travers les modifications oxydatives des biomolécules cellulaires (Gammoudi et
al., 2013). Comme exemple, I’exposition chronique au stress oxydatif peut favoriser

I’apparition de cancers et de maladies cardiovasculaires (Favier, 2006 ; Nkhili, 2009).
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[.2.3. Antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit
donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au
niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule
(Favier, 2003).

Les défenses antioxydantes reposent sur des systemes enzymatiques : superoxyde
dismutases (SOD), catalases (CAT) et glutathion peroxydases (GPX) ; et non enzymatiques
comme les vitamines C et E, les Polyphénals,...etc (L everve, 2009). Aussi, le maintien de ces
systémes enzymatiques nécessite la présence d'un certain nombre d'oligoéléments : cuivre,

manganése, zinc et sélénium en particulier (Jacotot, 1994).

[.2.3.1. Défenses enzymatiques

L es super oxydes dismutases (SOD)
Ce sont des métallo-enzymes, se retrouvant dans I’ensemble du monde du vivant. Elles
catalysent la dismutation de deux anions superoxydes en dioxygene et peroxyde d’hydrogéne
(Aroraet al., 2002).

SOD

200-+2H+ — 5 H,O+ O,

Catalases (CAT)

La catalase est I'une des principales enzymes du systeme antioxydant biologique. Elle
joue un réle important dans les voies de défense antioxydantes. Le site actif de la catalase est
I’hémoglobine, et il agit en tant que catalyseur dans la décomposition de H,O, en eau et

oxygene moléculaire (Arockiaraj et al., 2012)

CAT

H,O+H,Op —— 2 H.0+ O2
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Glutathion per oxydases (GPX)
Les GSH Px réduisent le peroxyde d’hydrogene H,O, et les Hydroperoxydes lipidiques.
Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur
lequel elles transferent I’oxygéne, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) (Goudable
Favier, 1997).

GPx
2GSH (équity + H2O2 ——— »  GSSG (oxyde) + 2H20

|.2.3.2. Défenses non enzymatiques

LavitamineC
Lavitamine C est impliguée dans un certain nombre de processus métaboliques dans e
corps humain, y compris ceux qui peuvent étre importantes pour le fonctionnement optimal
du systeme d'énergie a I'oxygene. De plus, elle présente un pouvoir antioxydant élevé, aidant
a prévenir des dommages cdlulaires et des troubles du systéme immunitaire vis-a-vis des
radicaux libres générés au cours d’un exercice intense (Cholewa et al., 2008).
LavitamineE
Antioxydant puissant, la vitamine E circule dans le sang liée aux lipoproténes LDL.
Elle est donc vectorisée sur les sites d'oxydation des lipoprotéines et elle est particulierement
intéressante. De plus, I’administration réguliere de la vitamine E ne comporte pas
dinconvénient et il n'y a pas de risque de surdosage (Jacotot, 1994).
Polyphénols
Les polyphénols sont des antioxydants complexes avec une importance croissante de
la santé publique, en particulier dans les domaines de la nutrition, et de I'épidémiologie.
(Bruneton, 1993).
Cuivre
Le cuivre est un oligo-élément indispensable, essentiel dans de nombreuses réactions
enzymatiques et dans la synthése de neurotransmetteurs. Son mangue ou son exces a des
conséquences sur de nombreux organes, en particulier sur le foie et le cerveau (Trocello et
al., 2010).
Manganeése :
Manganese est un oligo-é ément essentiel, et est nécessaire pour de nombreuses réactions

enzymatiques ubiquitaires (Dobson et al., 2004)
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Zinc:

Le zinc intervient en tant que cofacteur enzymatique au niveau de la plupart des
métabolismes. Antioxydant, il contribue a la stabilisation des membranes lipidiques, les tissus
en formation éant particulierement sensibles au stress oxydatif du fait de I'importance de
leurs besoins en oxygene et de la fuite inévitable d'anions superoxydes lors de la production
d'énergie par la chaine respiratoire mitochondriale. (Favier et Hininger-Favier ., 2005).

Sélénium
Le sélénium joue un réle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants contre

I’attaque radicalaire (Neve et al., 1989).
|.2.4.Notion de balance pro /anti-oxydante

Les ROS ont des rbles physiologiques tres importants en agissant, a faibles
concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres
voies de signalisation (Favier, 2003).

Dans la plupart de notre tissu sain, les défenses anti-oxydantes sont capables de faire face
aux besoins et de détruire les radicaux produits en excés. On dit que la balance pro /anti —
oxydante est en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction
radicalaire (tabac, alcool, pollution) et /ou d’une diminution des capacités anti-oxydantes
(insuffisance d’apports en micronutriments antioxydants, inactivation d’enzymes), un
déséquilibre s’instaure entre la production des radicaux libres et les systémes de défenses. On

setrouve face a une altération de I’état redox cellulaire, appelée stress oxydatif (Sohal, 2002).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par I’apport

d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen, 2002).
|.2.5.Mécanisme d’action d’un antioxydant

D’une maniére géenérale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneur d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérives du phénol.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour étre attagué par |’oxygéne

moléculaire.
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Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygéne, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un
nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de
I’oxygéne singulet pour latransformer en chaleur (Berset et Cerveller, 1996).

|.2.6.Evaluation dela capacité antioxydante par destestsin vitro
Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes: par
transfert d’électron singulet ou par transfert d’atome d’hydrogene.

» Test TEAC (ou ABTYS):

La méthode de radicale ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination de
la concentration des radicaux libres. 1l est basé sur la neutralisation d'un radica — cation
résultant de la mono éectronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3 -
ethylbenzthiazoline -6- sulfonique acide) (ABTSe) : ABTSe + e- . Cette réaction est suivie par

spectrophotométrie par la variation de spectre d’absorption (Jiri et al., 2010).

> Test ORAC:

La méthode est basée sur la décroissance de la fluorescence de la fluorescéine en
présence d’un oxydant chimique I’AAPH (un radical peroxyl libre stable). Le produit a tester
peut étre capable de protéger la fluorescéine et réduire la vitesse de dégradation de la
fluorescence. 1l posséde alors un pouvoir antioxydant (Ou et al., 2001).

» Test DPPH :

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui possede un électron
célibataire sur I’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorption
spectral maximal & 517nm. En présence d’antioxydant I’électron célibataire devient apparié,
ce qui conduit aladécoloration de DPPH du violet (forme radicalaire DPPH-) au jaune (forme
réduite DPPH-H) (Figure 9).Cette décoloration représente donc la capacité d’échantillon de
piéger ceradical (Ramadan, 2010).
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SPe L O
|
L

NH =
O,N\H%/Nm + RH A \/L-\H - +R
Y ket

NO, NO,

DPPH- (violet) DPPH-H (Jaune)

Figure 2: Structure de DPPHe et mécanisme de sa réduction par un antioxydant (Ramadan,
2010).
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Activité antimicrobienne

[.3.1. Infections bactériennes et antibiothérapies

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la
cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a I’origine

de I’apparition de la multi résistance bactérienne.

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes
(champignons et bactéries) ou de synthése chimique capable dinhiber la multiplication ou
détruire les micro- organismes. Les antibiotiques peuvent étre classés selon I'origine, la nature
chimique, le mécanisme d'action et |e spectre d'action. La classification des antibiotiques selon

leurs mécanismes d’action est cependant la plus répandue (Yala et al., 2001).
[.3.2. Modes d’action des antibiotiques

Les agents antimicrobiens détruisent les bactéries en s’attaquant directement a leurs
structures essentielles (paroi cellulaire, ribosomes, membrane plasmique et ADN)ou en
perturbant leurs métabolismes et par conséquent leurs fonctions (Tortora et al., 2003).

Les modes d’action majeurs des antibiotiques incluent I’interférence avec la synthese de la
paroi cellulaire (B-lactames), [I’inhibition de la synthése protéique (macrolides et
aminoglycosides), I’interférence avec la synthese de I’acide nucléique (fluorogquinolones) et
I’inhibition d’une voie métabolique (Tenover, 2006). L’ action sur la membrane est aussi un
mécanisme antibactérien trés répandu. Les polymixines induisent I’augmentation de la

perméabilité membranaire causant la perte du contenu de la cellule bactérienne (Stor m, 1997).
[.3.3. Mécanismes derésistance bactérienne aux antibiotiques

Les bactéries peuvent devenir résistantes aux antibiotiques via différents mécanismes
(figured). Elles peuvent acquérir des génes codant des enzymes, telles que les 3-lactamases, qui
détruisent I’agent antibactérien avant qu’il produit un effet. En plus, elles peuvent acquérir des
pompes d’efflux qui extrudent I’agent antibactérien de la cellule avant qu’il n’atteigne le site de
sa cible. Par ailleurs, les bactéries peuvent acquérir plusieurs genes pour une voie métabolique
qui aboutit a la production de parois cellulaires altérées ne contenant plus de sites de fixation
des agents antimicrobiens, ou encore acquérir des mutations qui limitent I’acces des agents

antimicrobiens aux sites intracellulaires des cibles via la régulation négative des genes codant
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les porines. Finalement, la résistance peut étre acquise via I’échange génétique entre les
bactéries, voire, la transformation (incorporation de segments d’ADN libérés dans le milieu
extérieur par une autre bactérie apres la lyse cellulaire), la conjugaison (échange des genes de
résistance entre deux bactéries via le contact physique) ou la transduction (transfert des genes

de résistance entre les bactéries via les bactériophages) (Tenover, 2006).

©

Diminution de la pénétration

o
& - ©

Augmentation
de I'efflux

Modification du récepteur
ou du site actif

Dégradation enzymatique ou

modification de I'antibiotique

Figure 3: Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (Hemaiswarya et al.,
2008).

1.3.4. Activités antimicrobiennes des polyphénols

Les polyphénols sont doués dactivités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du a leurs diversités structurales. Les sites et e nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a
la toxicité (Cowan, 1999). Il a été auss rapporté que plus les composés phénoliques sont
oxydés et plusils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins ont recu plus d’attention du a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité de
supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la

formation de biofilms, la réduction de I’adhésion aux ligands de I’héte et la neutralisation des
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toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques
(Daglia, 2011).

1.3.5. Technique d’étude de I’activité antimicrobienne

Les méthodes utilisé pour évaluer I’activité antimicrobienne in vitro sont nombreuses on

mentionneé :
1.3.5.1. Antibiogramme

C’est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique utilisée en bactériologie
meédicale, appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore
méthode des disques. Elle permet de déterminer I’activité des antibiotiques sur la croissance
des microorganismes par la mesure du diameétre des zones d’inhibition. Il existe trois types
d’antibiogramme selon Belaiche, (1979).

» L’antibiogramme sur milieux solide : comporte la méthode des disques qu’il s’agit d’une
méthode par principe de diffusion reposant sur le pouvoir migrateur des extraits

méthanoliques au sein d’un milieu nutritif solide comme la gélose.

» L’antibiogramme sur milieu liquide : qui consiste en I’ajout de concentrations croissantes
d’extrait méthanolique dans le milieu nutritif type bouillon additionnées d’un
émulsionnant (tensioactif) qui va améliorer la dispersion de la phase huileuse dans la
phase aqueuse.

» l‘antibiogramme sur milieu gazeux : La méthode appeée « technique des micro-
atmospheéres » va permettre de déterminer la fraction volatile d’extrait éudiées. Elle est
beaucoup moins utilisée que les précédentes methodes mais peut s’avérer utile pour
évaluer les produits destinés a agir par vaporisation. Ce test considéré comme qualitatif
aura le méme principe d’application que la méthode des disques. La différence repose sur
le fait que le papier filtre imprégné ne sera pas en contact direct avec le milieu gélosé

ensemenceé.
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.3.5.2. Méthode dedilution

Les extraits méthanoliques a tester peuvent également étre directement mélangés en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide sans oublier que les
techniques de dilutions exigent une dispersion homogéne. Le milieu est ensuite inoculé a
un taux déterminé de microorganismes et aprés incubation on note la présence ou
I’absence de culture, la lecture peut étre visuelle ou spectrophotometrique car le degré
d’inhibition est en rapport avec la turbidité du milieu (Ferhat. 2004).
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

1.1.1.Matériel

[1.1.1.1 .Matérie biologique

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espéce appartenant a la

famille des Lamiacées qui est Ajuga iva (Chendgoura).

La plante a été cueillie dans le village Aguemoune commune de Taourirt Ighil a52 km de la
wilaya de Bejaia. La récolte a été effectuée au mois d’avril 2015. Notre recherche phytochimique

aétéfaite sur les parties aériennes seches de la plante.

Apres la récolte, la partie aérienne de la plante a été débarrassée de poussiéres et de
mauvaises herbes, seche a I’ombre dans un endroit aéré a température ambiante pendant 7 jours,
puis transporte a I’étuve a 40°C pendant 03 jours dans le but de compléter le séchage.

Figure 4: Photographie de la partie aérienne séche d’Ajuga iva

[1.1.1.2.L es souches microbiennes

[1.1.1.2.1.L es souches bactériennes

Les germes qui ont été testés pour déceler I’activité antimicrobienne de I’extrait

méthanoliques d’Ajuga iva, sont les suivants:

Deux souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) :
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC25922
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Deux souches isolées de patients au centre hospitalier universitaire de Tizi-Ouzou

Saphylococcus aureus (CHU), streptocoque sp. (CHU).

Ces souches nous ont été fournies par le service de Microbiologie du centre hospitalo -

universitaire de Tizi-Ouzoul.
[1.1.1.2.2. Leslevures

Lalevure Candida sp, candida albicans sont obtenues du laboratoire de parasitologie et

mycologie du CHU de Tizi-Ouzou.

I1.1.2.Méthodes d’extraction
11.1.2.1.Extraction des composés phénoliques
> Préparation des extraits méthanoliques

A. Broyage

Une fois le matériel végétal est completement seché, Ajuga iva a été broyé a I’aide d’un
broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre utiliser dans I’extraction des composés

phénoliques
B.Tamisage

Lapoudre ainsi obtenue apres broyage a été tamisee sur un tamis de diamétre del25 um pour

avoir une poudre homogéne qui a été conserveée dans un récipient en verre.
C. Maceération

L'extrait méthanoique de la partie aérienne d’Ajuga iva a été préparé a partir de 20 g de
poudre, qui ont é&é mis a macérer dans 200 ml de méthanol a un rapport de 1/10 (P/V), pendant
24 heures a la température ambiante et a I’abri de la lumiére et sous agitation. Ensuite le mélange
est filtré sur papier Wattman (n°3) et le filtrat récupéré (filtrat 1) est conservé. Une deuxieme
extraction a été effectuée sur le culot récupéré en le mélangeant avec 150 ml de méthanol. Le
mélange a été laisse sous agitation, filtré dans les mémes conditions puis on récupére le filtrat 2.
A la fin les filtrats obtenus sont additionnés et conservés pour réaliser une déipidation
(Belhattab, 2007).
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D. Délipidation

Apres lafiltration, on gjoute 150 ml d’ether de pétrole a I’extrait obtenu, on met le tout dans
une ampoule a décanter .Apres quelques minutes, on récupére la phase inferieure et on jette la
phase supérieure. Cette opération est répétée plusieurs fois jusqu’a I’élimination de tous les
lipides et avoir un extrait méthanolique. Cet extrait est évaporé al’aide d’un Rotavapeur pendant
lheurs et 30 min. Apres on va le laissé dans I’étuve jusqu’a le séchage complété. En fin, on

gratte I’extrait sous forme de poudre et on le conserve dans un tube a 4°C.

Calcul du rendement
Le pourcentage en extrait sec aqueux a été calculé par laformule suivante :
R(%) =M /M0x100
R (%) : Rendement exprimeé en %.
M: Masse en gramme de I’extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel vegeétal atraiter
11.1.2.2.Analyse phytochimique

11.1.2.2.1.Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est estimée par la méthode Folin-Ciocalteu (singleton et
al., 1996 ; Heilerova et al., 2003). Elle est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre des
phénols présents dans les extraits et le réactif de Folin-Ciocateu. Ce dernier oxyde les phénols
en ion phénolates et se transforme en un complexe molybdotungstique. Cette coloration est
dosée par spectrophotométrie a une longueur d’onde A=765 nm. L’absorbance est

proportionnelle ala quantité de phénols présents (Ribereau —Gayon, 1968).

En bref, 100 pl d’extraits (dissous dans le MeOH, a une concentration de Img/ml) ont été
ajouté a 500 pl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1 /10 dissout dans I’eau distillée). Le mélange
est agité et laissé a I’obscurité pendant Sminutes a température ambiante. Ensuite 1.5 ml d’une
solution de carbonate de sodium Na,COs; (2% dissout dans I’eau distillée) a été gjouté. Le
mélange final a été agité, puis incubé pendant 1heure dans I’obscurité a température ambiante.

Lalecture de I’absorbance a été effectuée au spectrophotométre a 765nm.
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La quantité de polyphénols totaux est exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide
gallique par gramme d’extrait (mg d’EAG/g E) a partir d’une courbe d’étalonnage linéaire

(y=ax+b), préparé al’aide d’acide gallique a des différentes concentrations (0.075-0.3mg/ml).
Le blanc est préparé par e méthanol additionné du Folin-Ciocalteu, et de carbonate de sodium.
11.1.2.2.2. Dosage des flavonoides :

L’analyse quantitative des flavonoides est réalisée par le dosage spectrophotometrique
selon la méthode colometrique décrite par (Kim et al ., 2003). Les flavonoides possedent un
groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le
groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides forment des
complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal
(Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique

agissant comme donneur d’électrons (Riber eau-Gayon et al ., 1972).

500 ul de I’extrait (dissout dans le MeOH, a une concentration de 1mg /ml) a é&é meélangé
aun volume de 1500 pl d’H,0, ensuite 150 pl d’une solution de NaNO, a 5%(dissout dans H,0)
a été additionné, at=5min 150ul d’une solution de AICl3 a 10%(dissout dans H,0) a été gjouté.

Apres 11min, 500 pl de NaOH (1M) (dissout dans H,0) ont été ajouté .le mélange est agité
au vortex. La lecture de I’absorbance est effectuée immédiatement au spectrophotomeétre a
510nm.

Une gamme d’étalon est réalisée a partir d’une série de solution de quercétine ayant les
concentrations suivantes :(0.025-0.2 mg /ml). Lateneur en flavonoides est exprimée a partir de la
courbe d’étalonnage, en milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme de I’extrait (mg
d’EQ /g de I’extrait).

Le blanc est préparé de la méme facon en remplagant I’extrait par le méthanol seul.
11.1.2.3. Evaluation, in vitro, de I’activité antioxydant

» Reéduction du radical libre DPPH

Le test au 2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est réalisé par la méthode décrite par

(Ammar et al. 2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de I’IC50 des
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substances antioxydantes contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de Couleur

violette qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.

Une solution méthanolique de 0,2 mM de DPPH.est mélangée avec différentes
concentrations des extraits d’A. iva (10, 15,20, 25, 30,50ug/ml), Mettre 1ml de chaque dilution
de ces extraits dans un tube a essai, gjouter 1ml de solution méthanolique de DPPH, puis laisser
incuber 30 min a I’abri de la lumiere a tempeérature ambiante. Lire I’absorbance a 517 nm contre
un blanc qui contient de méthanol pur. Répéter les mémes opérations, en remplacgant I’extrait
d’A.iva par I’acide ascorbique (control positif) et méthanol pur (control négatif). Toutes les

opérations sont réalisées en triplicata

Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH sont calculés a partir de la formule
suivante :
% d’inhibition = [(Ac -Ag) /Ac] X100

Ac : Absorbance du contrble
AEg : Absorbance de I’échantillon

[1.1.2.4.Evaluation de I’activité antimicrobienne

11.1.2.4.1. Tests microbiologiques

» Testsde confirmation des souches

Les souches que nous avons utilisées ont été dga au préaable confirmées par le service
maladies infectieuses de CHU de Tizi-Ouzou. Nous avons tenu de veérifier leur pureté par les

caractéristiques cdllulaires par quel ques tests biochimiques et culturaux.

Apres ensemencement des bactéries sur leurs milieux sélectifs, la coloration de Gram est
réalisée aprés incubation a 37°C pendant 24 heures.

L’étude des caracteres morphologiques sont recherchés par la coloration de Gram et par
I’examen microscopique au grossissement 100. Ils permettent d’observer le mode de

regroupement, laforme des cellules bactriennes, le type de Gram.
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La coloration de Gram est réalisée selon laméthode décrite par Derras, (2007).

Préparer un frottis de la souche a test

Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1min puis rincer a I’eau distillée
Verser du lugol et laisser agir pendant 1min, rincer a I’eau distillée

Décolorer avec de I’alcool 30 secondes

Recolorer avec de lafuchsine pendant 30 seconde, rincer a I’eau distillée

Sécher au dessus de la flamme d’un bec bunsen

N N N N N

Observation au microscope optique a I’objectif x100 a I’immersion. les bactéries colorées
en violet sont des bactéries Gram positif et celle colorées en rose sont des bactéries a

Gram négatif
11.1.2.4.2.Tests biochimiques

» Testsdelacatalase
Sur une lame propre, une goutte d’eau oxygénée est déposée a I’aide d’une pipette
Pasteur puis I’inoculum bactérien est ajouté. L’observation est immédiate. S’il y’a une
apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygene, le test de catalase est positif (+) .s’il n’y
apasde bulles, le test de catalase est négatif (-).

» Tests de I’oxydase
Ce test est a la base de I’identification des bactéries Gram - qui permet de mettre en

évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture en

milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl paraphényléne
diamine. Disgue pré-imprégneé par le réactif est dépose a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée

puis I’inoculum bactérien est ajouté

» Testsde coagulase

Dans un tube a hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma oxaate + culture de la souche
a éudier, on place le mélange a 37°C. Des lectures effectuées toutes les heures au moins

pendant les cing premiéres heures.

21



Partie expérimentale Matériels et méthodes

11.1.2.4.3.Activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de

disque ou les disques sont imbibés de 10ul de I’ extrait (L esueur et al., 2007)
11.1.2.4.3.1. Préparation du milieu de culture

Les milieux de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton pour les bactéries

et sabouraud chloramphénicol pour les levures sont préparés comme suit :

Les milieux MH et sabouraud sont commercialises préparés dans des bouteilles et en tubes
respectivement. Donc, ils doivent étre bouillis dans un bain-marie jusqu’a dissolution compléte

puis, couler en boites de pétri sur épaisseur de 4mm.

11.1.2.4.3.2. Sté&rilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilises dans la préparation des
Solutions bactériennes et les disgues en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés dans du

papier aluminium, ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 30 minutes
11.1.2.4.3.3. Préparation des dilutions d’extraits d’Ajuga iva

Les extraits d’A. iva ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DM SO) a 100% pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la
concentration de la solution mére d’extrait est del00Omg/ml pour les champignons et 100,
200mg/ml et 800mg/ml pour les bactéries.

11.1.2.4.3.4. Préparation de I’'inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, Son
opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625 nm. L’inoculum
peut étre gjusté en gjoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique

stérile s’il est trop fort.
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11.1.2.4.3.5. Ensemencement et dépobt des disques

v" Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

v" L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum.

v Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface de gélosé séche, de haut en bas, en stries
serrées.

v I’opération est répétée 2 fois, en tournant la boite de 60° a chague fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la
périphérie de lagélose.

v" I’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri avec la
méme souche.

Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques de papier Wattman

(5 disque/boites) imprégnés de 10ul d’extraits d’Ajuga iva sont déposes délicatement sur la

surface de la gélose.

De méme les antibiogrammes réalises avec des disques contenants des antibiotiques (témoin
positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des
extraits testés et les disques Wattman imprégnés de DM SO (témoin négatif). Finalement, les
boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C. (Rahal et al., 2011).

11.1.2.4.3.6. L ecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a éte faite par la mesure des diametres des halos d’inhibitions

au tour des disques a I’aide d’un pied de coulisse.

- Pour les bactéries testées sur le milieu Mueller-Hinton simple, les mesure ont été prises

en procédant par transparence atravers le font de boite pétri fermée.

- Pour labactérie testée sur le milieu Mueller-Hinton au sang cuit, nous avons prisles

mesure de diameétre de zone d’inhibition, boite de pétri ouvert et bien éclairée.

11.1.2.4.3.7. Déter mination desCM|

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), Il s’agit de déterminer les plus petites
concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité antibactérienne visible a

I’ceil nu. Des dilutions successives au demi ont permis de préparer une gamme de dilution, en
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effet de chague dilution on prééve 10 pl et on la met dans les disques qui sont déa dans les
boites de pétri.

11.1.2.4.3.8.Activité antifongique

Le méme protocole est effectué avec lalevure, mais dans ce cas le milieu de culture utilisé
est le milieu Sabouraud chloramphénicol. L’inoculum de levure est préparé et I’ensemencement

est réalise par écouvillonnage sur boite pétri coulés qui contient du Sabouraud chloramphénicol.

La lecture des zones d’inhibition est faite apres 48 heures d’incubation a 28°C
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[1.2.1. Rendements des extractions

L’extraction par macération de la partie aérienne (tiges et feuilles) d’A. iva dans le
méthanol a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute avec un rendement de 9 ,6% (m/m)
est |égerement supérieur a celui de Bougandoura, (2011) est de 6 ,43% et inférieur a celui
cité par Dif et Djouder (2007) de 15%.

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient en fonction des parametres de
I’extraction solide-liquide des Polyphénols : la température, le solvant d’extraction, la taille
des particules et |e coefficient de diffusion de solvant et |a localisation géographique (M eyer,
2001).

I1.2.2.Dosage des composés phénoliques

[1.2.2.1.Dosage des phénols totaux

La spectrophotométrie a permis d’estimer le taux des polyphénols dans [I’extrait
méthanolique de la plante. La coloration bleue produite indique la présence des teneurs en
phénols mesurés al'aide du réactif de Folin-Ciocalteu, ce qui permet de mesurer I’intensité de

la couleur a longueur d’onde de 765 nm.

La teneur en composés phenoliques de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’Ajuga
iva est déterminée suivant la methode colorimétrique. Les concentrations ont été calculées a
partir de la courbe d’étalonnage en utilisant de I’acide gallique comme standard et exprimée
en mg EAG/g d’extrait (Annexe 5). La teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique
d’Ajugaiva est de 153mg EAG/g E.

Le taux des polyphénols qu’on a obtenus est supérieur a celle obtenues par
Bougandoura(2011) de la region de Tlemcen qui est de I’ordre 1,323 mg EAG/g E en
utilisant comme solvant d’extraction I’eau distillée et a celle obtenue par Boudjelal (2013)
qui est de I’ordre de 06,30 + 0,29 mg EAG / ml d’extrait. Elle est aussi élevée par rapport a
celle rapporté par Saadaoui et al., (2006) qui est réalisée sur trois échantillons de Ajuga iva
de régions différentes de Tunisie, qui sont de I’ordre de 7,81.6,69 et 3,92 mgEAG/g d’extrait

en utilisant comme solvant d’extraction I’éthanol.
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D’autre part, Saadaoui et al., (2007) ont montré que la teneur phénolique de I’extrait
méthanolique de quelques plantes appartenant a différentes familles tel que Ajuga iva, leurs
teneurs varient entre 1,68 a 11,07 mg EAG/g de matiere séche. Cette différence dans les
teneurs peut étre expliguée par les conditions environnementales, climatiques et période de
collecte ainsi que par les facteurs génétiques ou la methode d’extraction utilisée qui ne donne

pas une composition quantitative compléte des extraits.
11.2.2.2.Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans tout le
regne végéta. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles (Galati et al., 2004 ; Peluso, 2006).

La teneur en flavonoides déterminée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3)
pour I’extrait a été rapportée en mg équivalent de quercétine /g d’extrait. Les résultats de la

courbe d’étalonnage de la quercétine sont représentés dans la (Annexe 6).

La teneur en flavonoides de I’extrait méthanolique d’Ajuga iva est de 70,4 mg E Q/g. On
remargue que la teneur de la partie aérienne de cette plante est proche de celle obtenue par
Bouzidi et al., (2012) qui est 84,9+ 8,075 mg EQ/g E en employant I’éthanol pour
I’extraction. Elle est supérieure a celui obtenu par Bougandoura (2011) qui est de 1,050 en
utilisant comme solvant d’extraction méthanol. Ainsi elle est élevé a celui cite par Dif et
Djouder (2008) qui est de I’ordre de 4,48 mg EQ/g E. Cette référence est due peut étre ala
nature du solvant, ala methode d’extraction ou le temps de macération.

I1.2.3.Activités antioxydante d’Ajuga iva

> Activité scavenger du radical DPPH

L'activité antiradicalaire de nos produits a été évaluée par la méthode de DPPH. Une
solution méthanolique de DPPHe (2-2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) présente une coloration
violette sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de DPPH-H confere a la
solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution de son absorbance (Perez et
al., 2007).

Les résultats sont exprimés en pourcentage de I’activité antiradicalaire en fonction de la

concentration de standards acide ascorbique et de I’extrait qui sont également exprimés en
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utilisant le parametre 1Csp, qui est defini comme la concentration du substrat qui cause une
perte de 50%de I’activité de DPPH (Markowicz Bastos et al., 2007).

L’inhibition du DPPH radicalaire a été évaluée pour I’extrait de plante et les résultats sont
présentés dans Annexe 7.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de la partie aérienne de Ajuga
iva et de standard acide ascorbique a une activité antiradicalaire dépendante de la différente
concentration. On note que I’effet scavenger augmente en augmentant la concentration. Le
standard d’acide ascorbique est testé a des mémes concentrations que I’extrait. Alors que
I’activité antiradicalaire de standard varie de 80,15 a 88,28%, et celle de I’extrait varie de
27,87 a88,3%.

A la concentration de 25ug/ml, le pourcentage d’inhibition moyenne est de I’ordre
73.57%, 87.98% pour I’extrait et I’acide ascorbique respectivement. Tandis que, la valeur
ICso de I’extrait Ajuga iva est de 19 pug/ml, supérieure a celle de standard qui est 5,24ug/mi
plus I’extrait testé s’avere moins actifs en comparaison avec |’ acide ascorbique.

Cependant la vaeur 1Csp =19 pg/ml de [I’échantillon étudie montre une activité
antioxydante faible a celle rapportée auparavant (ICso =15,04+1,02) par Boudjdal, (2013), de
celle présenté par Bougandoura, (2011) avec une I1Cs, de I’ordre de 6,36ug/ml et aussi de
celle obtenu par Adjadj, (2009) qui est 1Cso =415,06+0,59ug/ml. Ceci est peut étre du ala
méthode de dosage des polyphénols totaux choisie.

Selon Boudj€elal, (2013). L’activité anti-radicalaire d’un extrait est relativement dépendante
de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides. Par exemple I’extrait méthanolique de
I’Ajuga iva qui représente la fraction la plus faible en polyphénols, possede I’effet scavenger

le plus bas par rapport aux autres extraits.

I1.2.4.Activité antibactériennedeA. iva

Cette activité est évaluée par la méthode d’antibiogramme. Le pouvoir antimicrobien
de I’extrait Ajuga iva est obtenu par la mesure du diamétre de zone d’inhibition en mm et

peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilisation des souches (Ponce et al., 2003).

Extrémement sensible (+++) : plus de 20mm

Tres sensibles (++) : de 15 al9mm
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Sensibles (+) : de 8 al4mm

Non sensibles - : moins de 8mm

[1.2.4.1.Tests microbiologiques

> Testsde confirmation des souches

Tableaux V : Caractéres morphologiques étudiés pour I’identification bactérienne.

' Espéce bactérienne | Milieu de culture Gram Aspect ‘
_ _ | microscopigue

Staphylococcus Chapman Positif Coccus en grappe de
aureus raisin
E. coli Hektoen Négatif Coccaobacille
Pseudomonas Hektoen Négatif Bacilles
aeruginosa
Streptococcus. Sp Sang cuit Positif Cocci

[1.2.4.2.Tests biochimiques

Tableaux VI : caractéres biochimique recherchés

Staphyl ococcus Positif Positif
aureus

E. coli NR NR NR
Pseudomonas NR NR NR
aeruginosa

Streptococcus.sp Négatif NR NR

NR : non recherché

I1.2.4.3.Résultats des antifongigrammes

[1.2.4.3.1. Candida albicans

Selon les résultats de I’antibiogramme présentés dans la (Figure7), les antifongique a
savair : le ketoconazole, Amphotericine B, Fluconazole possédent des zones d’inhibitions les
plus éevees avec des valeurs de 30, 20 et 35 mm respectivement donc candida albicans
sensible a des antifongique précédente par contre elle est résistante a 5-Fluorocytocine.
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Figure 7: Effet des antifongiques sur Candida albicans
11.2.4.3.2. Candida sp

D’apres la (figure 8), nous constatons que les zones d’inhibitions varient de 20, 25 et 37
mm pour Amphotericine B, Ketoconazole, 5-Fluorocytocine respectivement donc elle est
sensible.

Figure 8: Effet des antifongiques sur Candida sp
[1.2.4.4. Pouvoir antimicrobien d’extraits A.iva sur leslevures

Aprés 48 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibitions des différentes concentrations

ont été mesurées. Les résultats obtenus sont donnés dans le Tableau V11
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Tableau VII : Diamétre des zones d’inhibitions d’extrait Ajuga iva sur les levures

Leveur Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Les dilutions d’extrait méthanolique d’Ajugaiva
12 14 1/8 116 132 T
Candida
. 15, 33+0,471 | 11+0,471 1340 11,33+0,471 | 8,66+0,471 6
albicans
Candidasp | gggr0471 | 810 80 740 740 6

Malgré I’existence des zones d’inhibition moyennes et faible, nos résultats prouvent

I’existence d’activité antimicrobienne contre les levures.

On peut considérer une activité antimicrobienne si le diametre de la zone d’inhibition

observé autour du disque de papier Wattman est supérieur ou égal a 9 mm. Généralement les

diametres des zones d’inhibition obtenues avec candida sp est inférieur a 9 mm donc €elle est

résistante.

L’activité la plus élevée de I’extrait A. iva a été remarqué chez candida albicans avec une

zone d’inhibition maximum de 15 mm pour la dilution 1/2 et 11mm pour la dilutionl/4 et

13mm pour la dilution 1/8 (Tableau VII). Cette différence peut étre due: les conditions de

stockage, Concentration des substances peut étre exagéré dans le disque, diffusion

uniformément dans |'agar
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Figure 10: Effet de I’extrait A. iva sur Candida sp
D’apres les Figures (7, 8, 9,10) nous constatons également que les zones étaient inférieures a
celles des antifongiques, qui ont montré des zones d’inhibition large par rapport a celles
obtenues en testant I’extrait méthanolique d’Ajuga iva. Cette différence peut étre due:
Concentration des substances peut étre exagérée dans le disque, a la capacité de I’agent

antibactérien de diffuser uniformément dans I'agar, le degré de pureté

Les résultats de Boudjelal (2013) révelent que la souche candida albicans est sensible avec

une zone d’inhibition 10 mm
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I1.2.4.5.Déter mination de la concentration minimale inhibitrice

Tableau VI1II : les différentes concentrations minimales inhibitrices

Levure Les différentes concentrations d’extrait méthanolique de Ajugaiva

Les dilutions d’extrait de Ajugaiva

12 14 1/8 116 1/32 CMI

Candida | 50mg/ml | 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.15mg/ml | >6.25mg/ml

albicans

Candida | 50mg/ml | 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.15mg/ml | >50mg/ml
P

Candida albicans est sensible a des concentrations supérieur a des concentrations
minimales inhibitrices qui est de 6.25mg/ml, alors que la CMI de candida sp est >
50mg/ml.

I1.2.4.6.Résultats des antibiogrammes

11.2.4.6.1. Streptococcus sp

Selon les résultats de I’antibiogramme présentés dans la (figurel2) et dans le (tableau I1)
(Annexe 2), les antibiotiqgues a savoir: le céfotaxing(CTX), cefoxitine (FOX),
imipénéme(IMP), tandis que chloramphénicol (C) possédent des zones d’inhibitions les plus
élevées avec des valeurs de 35, 30, 30 et 28 mm respectivement par contre elle est résistante a
erythromycine (E) et (CMN). Cette résistance peut étre due ala modification de la cible de

I’antibiotique, et alarésistance par efflux.
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Figure 12: Effet des antibiotiques sur la Streptococcus sp (CHU).
11.2.4.6.2.Staphylococcus aureus

Nous constatons une sensibilité remarquable de la souche testée vis-a-vis a tous les
antibiotiques testée :(CMN), érythromycine (E), chloramphénicol (E), amikacine (AK)
(Figure 13) (Tableau 11), (Annexes 2).

Figurel3: Effet des antibiotiques sur la Staphylococcus aureus(CHU).
[1.2.4.6.3.Pseudomonas aeruginosa

D’aprés la figure 11 et le tableau | (Annexes 1), Nous avons révéé une sensibilité
différente aux antibiotiques testés : pépiracilline (PRL), ciflazidine (CAZ), imipénéme (IPM),
céfotaxine (CTX), alors qu’elle est résistante a (F), (AUG) avec un diamétre 06mm
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Figureld : Effet des antibiotiques sur Pseudomonas aeruginosa ATTCC27853

11.2.4.6.4.E .coli

D’aprés la figure 15, Tableau | (Annexes 1) généralement E. coli est sensible a tous les
antibiotique testé a savoir: céfotaxine (CTX), imipénéme (IPM), chloramphénicol (C),
amikacine (AK), ciflazidine (CAZ).

Figurelb: Effet des antibiotiques sur E .coli ATTCC25922
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[1.2.4.7. Pouvoir antibactérien del’extrait de A.iva

D’aprés (la figure 16), L’extrait d’Ajuga iva a présenté des résultats négatifs vis-avis de
toutes les souches testées. Aucune zone d’inhibition n’a été observée pour les doses 100,
200,800mg /ml. Cela peut étre du a la structure des bactéries et peut étre attribuée a la

capacité de I’agent antibactérien de diffuser uniformément dans l'agar.

La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi sur les
résultats. (Natarajan et al., 2005) et (Fazeli et al., 2007) ont constaté que la méthode de
diffusion a partir des puits sur gelose est plus adaptée pour étudier I’activité des extraits
agqueux et organiques de I’Euphorbia fusiformis et hydro-éthanoliques de Rhus coriaria et

Zataria multifora, que la méthode de diffusion en milieu gélosé.

Les études portée sur I’activité antimicrobiennes d’extrait méthanolique d’ivette musquée
(Ajuga iva) reportée par Dif et Djouder (2008), a révélé que les résultats négatifs vis-avis

des tous |es souches testées.

» Pour le DMSO a été testé comme contréle négatif, les résultats montre que le solvant

ne présent aucun effet sur la croissance des souches microbiennes.

Streptococcus sp (CHU) E. coli ATCC 25922
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Staphylococcus aureus (CHU)

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Figure 16: Effet de I’extrait de A.iva sur les bactéries étudiées
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Conclusion

Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale ; une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés lors
de I'utilisation des médicaments de synthése chimique. Alors que dans le présent travail, on a
intéresse aux effets antibactériens et antioxydants de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de

laplante Ajuga iva de larégion de Bejaia.

Dans ce travail, nous avons effectué I’extraction des composés phénoliques de la plante Ajuga
iva par macération. Tandis que, I’extraction méthanolique de cette plante a permis d’obtenir un

rendement qui est de I’ordre de 9,6%.

Le dosage des phenols totaux de I’extrait méthanolique a révélé un teneur considérable qui est
égale a 153 mgeAG/g E. D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que la plante Ajuga iva
présente un teneur modéré de I’ordre de 70.4mgEQ/g E. Les résultats de test DPPH ont montré une
activité antiradicalaire égale a 88.3% avec un IC50=19 ug/ml. On peut noter que cette activité est

inferieure acelle du I’acide ascorbique.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes et deux souches
fongiques, selon la méthode de diffusion du disque. Les résultats indiquent que I’extraits Ajuga iva
possedent une activité antimicrobienne sur les souches fongiques candida albicans avec un diamétre
d’inhibition maximal 15mm par contre aucune activité détectée sur les souches bactériennes. On

déduit que I’extrait méthanolique de Ajuga iva a une activité antifongique.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'éendre I'éventail des tests antioxydants et
antimicrobiens ainsi que I’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les différents
extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes activités biologiques

de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne représente qu’une premiére étape dans la
recherche des substances biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une

vue plus approfondie sur les activités antioxydant et antimicrobienne de I’extrait de cette plante.
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Annexes1:

Tableau N°1 : Antibiogramme

antibiotiques Pseudomonas aeruginosa | E. coli ATCC25922
souches ATCC27853 (mm) (mm)
TOB 12 NT
CN 9 NT
PRL 30 NT
CAZ 28 NT
TIM 25 NT
DO 17 NT
CTX 20 NT
FOX 10 30
AUG 6 27
CTX 12 33
| PM 15 29
CEF NT 19
F 6 25
FOT NT 29
CM NT 19
C NT 26
AK 12 23
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Annexes 2

Tableau I : Antibiogramme

Antibiotiques Staphylococcus aureus | Streptococcus sp (CHU)
souches (CHU) (mm) (mm)

FOT 35 22

F 23 20
LVE 17 21
FC 9 NT
TEC 18 19
OX 26 26
AK 21 19
CN 17 19

K 21 NT

E 30 6
CMN 30 6
VAN 17 23

C 26 28
FOX 27 30
DO NT 11
RD NT 22

| PM NT 30
CTX NT 35

NT : non testées




Annexes

Annexes 3

Tableau |11 : les caractéres biologique de différentes couches utilisées

Souche Familles Propriétés et pouvoir pathogene

microbienne

Escherichia Entérobactériacea E .coli commensal le tube digestif de I’homme et de
I’animal, généralement mobile grace aux flagelles et

coli bactérie la plus impliquée dans I’infection aigue

ATTCC25922 d’appareil urinaire, elle provoque également les
diarrhées d’eté, diarrhée infantile et les intoxications
alimentaires (Percival, 2004)

Pseudomonas | Pseudomonacea Pseudomonas aeruginosa est responsable de 16% des
cas de pneumonie nosocomiae, 12% des infections

aeruginosa urinaires, 8% des infections suites aux blessures
chirurgicales. Il s’agit de bactérie résistante pour

ATCC27853 plusieurs antibiotique (Van Delden et | glewski. 1989)

Micrococcacea Staphylococcus aureus représente I’agent commun des

Staphylococcus infections postopératoires de blessures endocardite
aigue, intoxication aimentaire (Dworkin et

Streptococcus | Streptococcacae Les streptocoques sont des coques gram + anaérobies

P facultatifs se retrouvent au niveau de la peau, des
voies respiratoires supérieures et du tractus geénital
chez des porteurs sains. La transmission peut donc se
faire par voie respiratoire, génitale ou par des aliments
(Kowalski, J. 1998)

Candidassp | Sacchromycetacées Levure non pigmentée, non capsulée, a
bourgeonnement multiple et formant un pseudo-
mycélium et du mycélium vrai. Saprophyte endogene
de la lumiéere intestinde humain et des cavités
génitales par contiglité (femme). Elle provoque des
affections cosmopolites atteignant la peau, les ongles,
les cavités naturelles et les divers viscéres par hémo-
dissémination (M oulinier ,2003)
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Candida Sacchromycetacées Candida abicans est la plus souvent a I’origine de la
albicans plupart des manifestations pathologiques chez
I’homme. On la rencontre habituellement, a I’état
saprophytique, dans le tube digestif de I’homme
(Delorme et Robert, 1997).

Annexes4
Appareillage et produit chimiques

Appareillage
Balance de précision.

Rotavapeur.

Spectrophotométre.

Broyeur électrique

Tamis

Etuve

Agitateur magnétique

Autoclave

Bec benzene

Une ampoul e a décanter

spectrophotométre
Réactifs

Acide gallique

Réactif de Folin-Ciocalteu

I’eau distillée et I’eau physiologique
DPPH (2,2-diphenyl-2-picryl-hydrazyle)
Méthanol

Chlorure d’aluminium(AICl3)

Quercétine
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carbonate de sodium(Na,Cos)

Diméthyle sulfoxyde (DM SO) Violet de gentiane, lugol, alcool et la fushine.
Nitrite de sodium (NaNOy)

Trichlorure d’aluminium (AICl5)

Hydroxyde de sodium (NaOH)

Milieu utilisé

Gélose nutritive

Gélose Muller-Hinton

Gélose sabouraud chloramphénicol

Milieux sdlectifs : gélose Chapman, gél ose Hektoen, gél ose sang cuit

Gélose Muller-Hinton sang cuit

Annexes5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexes 6 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

1,4 1 y = 5,5753x + 0,0467
R? =0,9945
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Annexes07 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de
I’extrait et acide ascorbique
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante et I’activité antibactérienne
de I’extrait methanolique de la partie aérienne d’Ajuga iva, une plante médicinae de la
pharmacopée traditionnelle de I’ Algérie, appartenant alafamille des lamiacée, qui est connue
sous le nom de « chendgoura ».

L’extrait méthanolique a été obtenu par macération en utilisant un seul solvant méthanol.
Le rendement est de I’ordre 9,6%. La teneur totale en composés phénolique a été déterminée
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est de 153 mgEAG/g E, ensuite Les flavonoides
ont été évalués en utilisant la méthode AICl3, leur teneur est de 70.4 mg EQ/g E.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant le test de DPPH. Les résultats obtenues
ont montré que I’extrait Ajuga a un pourcentage d’inhibition égal a 88.3% avec un 1C50=19
ug/ml, qui est inferieur acelui de I’acide ascorbique (ICso= 5.24ug/ml).

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes et deux
souches fongiques, selon la méhode de diffusion de disque. Les résultats révélent que
I’extrait méthanolique de la plante a exercé un effet antifongique considérable seulement sur
candida abicans avec une zone d’inhibition de 15 mm.

Motsclés: Ajugaiva, extrait méthanolique, activité antioxydante et activité antimicrobienne.

Abstract

The aim of this study was to evaluate antioxidant and antibacterial activities of methanolic
extract of Ajuga iva, a medicinal plant from traditional pharmacopoeia of Algeria, belonging
to the Asteraceae family, which is known as « chendgoura ».

The methanolic extract was obtained by maceration with one solvent methanol. the yield
was about 9.6% and the total phenolic contents was determined using Folin-Ciocalteu reagent,
which was about 153 mgeEAG / g E, then the flavonoid content was determined using a
method AICls3, it was about 70.4 mg E Q/g.

The antioxidant activity was evaluated using the DPPH. Results showed that the extract of
Ajuga has a percentage of 88.3% equating an inhibition with ICso = 19ug / ml, which is lower
than that of ascorbic acid (ICsp= 5.24ug/ ml).

The antimicrobial activity was determined using four bacteria strains and two fungal
strains, according to the disk diffusion assay. The results revealed that methanolic extract of
the plant showed significant antifungal effect only on Candida abicans with an inhibition
zone of 15 mm.

Key words: Ajuga iva, methanolic extract, antioxidant activity and antimicrobial activity
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