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Introduction

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des temps immémoriaux a des fins
diverses par I’humanité, en particulier comme aliment pour la nutrition et comme
medicament pour traiter les maladies chez les humains et les animaux. En effet, malgré les
progres de la pharmacologie, I’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent
dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement (Hamel., 2018 ;
Alotaibi et al., 2021). Ainsi, les plantes médicinales sont considérées parmi les plus
importants groupes de produits naturels, en raison de leurs propriétés biologiques et leurs
diversités structurales qui sont synthétisés dans les différentes parties de la plante (Basli et
al., 2012).

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont des maladies
digestives chroniques, complexes et invalidantes, résultants de ’interaction des facteurs
environnementaux, génétiques et d’une réponse immunitaire de 1’hote altérée a un
déséquilibre du microbiote intestinal (dysbiose). Les MICI comportent la maladie de Crohn
(MC) et la rectocolite ulcéro-hemorragique (RCH). A I'heure actuelle, la thérapie des MICI
est principalement constituée par [’utilisation de médicaments immunosuppresseurs ou
immunomodulateures, des corticoides, des prébiotiques, des probiotiques et des
antibiotiques. Toutefois, ces traitements présentent des effets indésirables ou sont d’une

efficacité relative (Siegel, 2011 ; Altwegg et Michon, 2020).

En outre, le développement des mécanismes de resistance aux antibiotiques chez les
bactéries est I’'un des problémes les plus importants en santé publique dans le monde car
I’émergence des infections dues aux bactéries multirésistantes peuvent compromette
I’antibiothérapie et cette situation est d’autant plus compliquée lorsque ces souches
bactériennes sont productrices de biofilm (Basli et al., 2012 ; Mosquera et al., 2020). En
effet, la manifestation de l'infection associée au biofilm évolue d'une forme aigué a une
maladie chronique et peut persister pendant une période prolongée (Teanpaisan et al.,
2017). C’est ainsi que la formation de biofilms et la résistance aux antibiotiques des micro-
organismes ont incité les chercheurs a rechercher de nouvelles substances médicamenteuses

douées d’activités antibactérienne et antibiofilm.

-
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De ce fait, la recherche et le développement de nouvelles substances bioactives
d’origine naturelle est devenu “un point chaud de la recherche”. A cet effet, 1’étude de la
médecine traditionnelle et du traitement par les plantes est particulierement intéressante.
D’autant plus que I’ Algérie est réputée par la richesse de sa flore médicinale qui comprend
des centaines d’espéces végétales (Alves-Silva et al., 2017; Das et al., 2020). Parmi ces

espéces: Moringa oleifera et Ephedra alata.

Plusieurs travaux ont été rapportés sur lactivité anti-inflammatoire et
antibactérienne de Moringa oleifera. Cependant, selon la base de données Pubmed, aucune
étude n’a été réalisée sur I’activité antibiofilm de cette plante de méme pour l'activité anti-
inflammatoire intestinale d'Epehdra alata. Ainsi, ce travail avait pour objectifs en premier
lieu, ’étude de l'activité antibactérienne et antibiofilm in vitro des extraits éthanoliques des
deux plantes et en second lieu, I'étude de I’activité anti-inflammatoire intestinale in vivo

d’Ephedra alata. A cet effet, nous avons suivi la méthodologie suivante :

e FEtudier I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques sur un panel d’especes
bactériennes (Gram positives et Gram négatives) multirésistantes, cliniques et de
références par deux techniques différentes : la méthode des puits sur milieu solide et
la méthode de micro-dilution sur milieu liquide.

e Etudier I’activité antibiofilm des extraits éthanoliques par la méthode de coloration
au cristal violet sur microplague.

e Induction de l'inflammation colique par I’acide dinitrobenzéne sulfonique sur un
modele animal et étude de Dactivité anti-inflammatoire intestinale de 1’extrait

éthanolique d’Ephedra alata.

v
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Chapitre I Synthese bibliographique

I. Généralités sur Moringa oleifera

1.1 Origine et répartition géographique

Moringa oleifera est originaire du sud des montagnes himalayennes dans le nord
indien et d’Arabie (Figure 01). Elle est largement cultivée dans les régions tropicales et
subtropicales. Elle a été introduit en Afrique de 1’est au début du 20éme siécle (Bayé-

Niwah et Mapongmetsem, 2014 ; Kou et al., 2018 ; Sy et al., 2018).

Bl ccuntries whers MorinzZa frows

Figure 01 : Repartition géographique de Moringa (Koul et Chase, 2015).

1.2 Dénomination et taxonomie
Le genre Moringa comprend 13 espéces différentes, dont Moringa oleifera est

I’espéce la plus connue et utilisée. Ces especes appartiennent a la famille monogénérique

des arbustes et des arbres des Moringaceae (Hédji et al., 2014 ; Laleye et al., 2016 ; Trigo
et al., 2020) (Tableau I).

Nom scientifique : Moringa oleifera Lam.
Nom vasculaire : Moringa est connu sous diverses dénominations dans le monde :
e Enarabe : Rawag.

e En francais : Moringe a graine ailée.
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Tableau | : Classification systématique de Moringa oleifera (Khan et Khan, 2020).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Super Division Dpermatophyte
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espece Oleifera

1.3 Description botanique

Moringa oleifera (Figure 02) est généralement présentée comme un arbre pérenne,
parfois méme considéré comme un arbuste, sa hauteur maximale est de 7 a 12 métres. Elle
a une croissance rapide. Elle pousse principalement dans les zones semi-arides, zones
tropicales et subtropicales, et résiste a la sécheresse (Laleye et al., 2016 ; Sujatha et Patel,
2017 ; Abd El-Hack et al., 2018 ; Mohanty et al., 2021).

La description des differents parties de M. oleifera et leurs compositions chimiques
sont résumees dans le Tableau I1.

Figure 02 : Arbre de Moringa oleifera (Foild et al., 2001).
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Tableau Il : Composition chimique et description botanique de différentes parties de

Moringa oleifera.

Les parties de la plante

Description botanique

Composition chimique

D_ v f, 45 ‘
Figure 03 : Feuilles de

Moringa oleifera (Udikala
etal., 2017).

Les feuilles (Figure 03) sont
alternes, bi ou tripennées, se
développent  principalement
dans la partie terminale des
branches (Hédji et al., 2014),
elles mesures 20 & 70 cm de
long et sont recouvertes d’un

duvet gris lorsqu’elles sont

jeunes (Laleye et al., 2016).

Les feuilles de M. oleifera
sont riches en minéraux
comme le Ca, K, Zn, Mg,
Fe, Cu mais aussi en
vitamines  comme la
vitamine A (béta carotene),
la vitamine B, C et D, elles
sont également riches en
protéines et acides aminés

(Udikala et al., 2017).

Figufe 04 : Graines de
Moringa oleifera (Koul et
Chase, 2015).

Les graines (Figure 04) sont

rondes, avec une coque
marron semi-perméable. La
coque presente trois ailes
blanches qui s’étendent de la
base au sommet. Un arbre
peut produire 15000 a 25000
graines par an (Foild et al.,

2001).

Les graines contiennent un
pourcentage ¢levé d’huile
douce et environ 76%
d’acides gras polyinsaturés

(Abd EI-Hack et al., 2018).

Figure 05 : Racines de

Moringa oleifera (Koul et
Chase, 2015).

La racine (Figure 05) blanche,
gonflée et tubéreuse , elle a
une odeur piquante
caractéristique et dotée de
racines latérales plutdt
clairsemeées (Stimm et al.,
2014).

la racine contient des

alcaloides a savoir la
moringine, la moringinine
et la spirochine (Laleye et

al., 2016 ; Haldar, 2017) .




Chapitre I Synthese bibliographique

1.4 Utilisation
1.4.1 Consommation humaine

Toutes les parties de M. oleifera sont consommées par les humains de différentes
maniéres (Abd El-Hack et al., 2018). Les jeunes feuilles sont comestibles et consommeées
cuites, comme des épinards ou préparées en soupe ou en salade, les jeunes gousses vertes
sont trés gouteuses et peuvent étre consommeées bouillies comme des haricots, les graines
seéches et les racines sont réduites en poudre et utilisées pour révéler ’assaisonnement et les

fleurs sont utilisées comme ingrédient d’une salade (Foild et al., 2001).

1.4.2 Traitement et purification de I’eau

M. oleifera contient plusieurs substances naturelles qui peuvent étre utiliser dans la
purification de I’eau potable, a faible colt et a faible risque pour la santé humaine et de
I’environnement (Abd El-Hack et al., 2018). Les graines contiennent certaines protéines
telles que les polyélectrolytes qui provoquent la sedimentation des particules minérales et

organiques dans les processus de purification de 1’eau potable (Foild et al., 2001).

I.4.3 Utilisation industrielle

Les graines contiennent 42 % d’huile, qui est utilisée comme lubrifiant dans la
machinerie, elles sont ¢également utilisées comme huile de cuisine, dans I’industrie des
parfums (Foild et al., 2001), et dans la fabrication des colorants a partir du bois (Sujatha et
Patel, 2017).

1.4.4 Utilisation médicinale

Les différentes parties de M. oleifera ont été utilisées dans la médecine traditionnelle
pour le traitement de diverses maladies telles que les infections cutanées, 1’anémie,
I’anxiété, I’asthme, le choléra et de nombreuses autres maladies. Elle améliore également la
vue, la vigilance mentale et la solidité des os. Elle a des avantages potentiels dans la
malnutrition, la faiblesse, 1’allaitement, la ménopause et la dépression (Mahmood et al.,
2010).

v
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I1. Généralités sur Ephedra alata
I1.1 Origine de répartition géographique

Ephedra est originaire d’Asie centrale et distribué en chine, en inde, au moyen orient,
en Europe, et les Amériques (Figure 06). L’espéce Ephedra alata est commune dans le
Sahara du Maroc, a la Libye jusqu’en Egypte et I’ Arabie saoudite. En Algérie, cette espece
se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains sableux, des regs
et du lit sablonneux des oueds (Bagheri-Gavkosh et al., 2009 ; Hegazi et El-Lamey, 2011 ;
Kouider et al., 2020).

- 0°

o

Figure 06 : Distribution géographique d’Ephedra (Yang et Wang, 2013).

I1.2 Dénomination et taxonomie
Les Ephedraceae sont des plantes phylogénétiqguement trés anciennes appartenant au
groupe des gymnospermes. Le genre Ephedra contient 69 especes (Lee, 2011 ; Gonzalez-

Juarez et al., 2020), parmi lesquelles Ephedra alata (Tableau I11).
Les noms communs d’Ephedra alata :
e En arabe : Alanda.

e En francais : Ephedra.
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Tableau 111 : Classification systématique d’Ephedra alata (Ozenda, 1991).

Royaume Plantae

Embranchement Tracheophyta

Division Gnetophyta
Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espece alata

11.3 Description botanique

Ephedra alata est réputée par sa tolérance élevée a la carence en eau dans les régions
sahariennes. C’est un arbuste vivace, rigide, densément ramifié, de 40 a 100 cm de hauteur.
Elle pousse sur un terrain sec, rocheux ou sableux dans le désert ou les zones arides. Les
rameaux sont articulés et portent au niveau des nceuds des feuilles réduites en écailles et
opposeées. Les fleurs sont en petites cones (fleurs males et femelles sur des pieds différents),
elle porte des fruits jaunes verts et émet une forte odeur de pin et un godt astringent (Figure
07). Elle présente un systéeme de racines latérales extrémement puissant (Derbel et al., 2010
; Hegazi et El-Lamey, 2011 ; Al-Snafi, 2017 ; Kouider et al., 2020).

Figure 07 : Ephedra alata « A » ; rameux fleuri « B » ; fleur en épanouissement « C »
(Kouider et al., 2020).




Chapitre I Synthese bibliographique

I1.4 Composition chimique

Les espéces d’Ephedra sont des sources naturelles de nombreux constituants
comprenant les alcaloides, les tanins, les saponines, les acides phénoliques, les flavonoides,
les proanthocyanidines et les huiles essentielles (Hegazi et EI-Lamey, 2011 ; Senchina et
al., 2014).

11.5 Utilisation
La partie aérienne (tiges vertes et fruits) sont les organes les plus utilisées en

medecine traditionnelle (Kouider et al., 2020).

En médecine traditionnelle chinoise E. alata est utiliséé pour lutter contre les
allergies, ’asthme, les frissons, les rhumes, la toux, I’cedéme, la fiévre, la grippe, les maux
de téte et la congestion nasale. En Asie, elle est utilisée dans la fabrication clandestine
d’une drogue de rue, dont la méthamphétamine (Caveney et al., 2001 ; Al-Snafi, 2017).

Dans plusieurs autres pays du monde, elle est utilisée pour divers traitements tels que
les maladies vénériennes, le trouble du systéme respiratoire, les rhumatismes, le diabete et
le cancer mais également utilisée comme compliment alimentaire pour la perte de poids
(Ghafoor et al., 2007 ; Bagheri-Gavkosh et al., 2009 ; Al-Snafi, 2017 ; Soumaya et al.,
2020).

En Algérie E. alata est utilisée contre le rhume, la grippe, les troubles respiratoires en

tisane par inhalation et macération (Chouikh, 2020).

11.6 Toxicité

Contrairement a la plupart des autres médicaments a base de plantes, I’Ephedra porte
un risque aggravé pour la santé, par sa mauvaise utilisation et /ou abus. Selon Food and
Drug Administration (FDA), les compléments alimentaires contenants les alcaloides de
I’Ephedra représentent un risque nuisible a la santé. C’est pour cela la FDA a interdit tous
les médicaments en vente libre contenant 1’éphédrine (Al-Snafi, 2017). Les effets
indésirables des espéces d’Ephedra sont principalement causés par deux principes actifs
éphédrine et pseudoéphédrine qui sont des médicaments sympathomimétiques puissants.
L’usage chronique de la plante peut provoquer une hypertension, des palpitations, une
tachycardie, une arythmie, un arrét cardiague ou mort subite et les accidents vasculaires

cérébraux hémorragiques et ischémiques (Gonzalez-Juarez et al., 2020).

-
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I11. Activités biologiques

Moringa oleifera et Ephedra alata possedent de nombreuses propriétés biologiques,

parmi lesquelles on cite les plus importantes (Tableau 1V).

Tableau 1V : Activités biologiques de Moringa oleifera et Ephedra alata.

Activité antibactérienne

Activité anti-oxydante

Activité anticancéreuse

M. oleifera et E. alata pourraient étre en effet des sources
potentielles des agents antibactériens et méme contre
certaines souches bactériennes (Chekesa et Mekonnen,
2016). Les différentes parties de ces plantes sont utilisées
pour prévenir et traiter plusieurs maladies et infections
bactériennes telles que la fievre, I’cedéme, 1’abces, le
panaris...etc (Atakpama et al., 2014).

M. oleifera et E. alata sont les especes les plus importantes
qui contiennent des antioxydants naturels (Pakade et al.,
2013), en particulier les polyphénols qui sont les principaux
composés phytochimiques capables de diminuer les
dommages oxydatifs dans les tissus par 1’amélioration
indirecte d’une cellule ou par piégeage des radicaux libres
(Zhang et al., 2018).

Plusieurs recherches ont révélé que les deux plantes
possédent un effet thérapeutique pour combattre le cancer
(Abdull Razis et al., 2014 ; Miao et al., 2020). Les extraits
d’E. alata riche en composes polyphénoliques ont des effets
potentiels vers un modele de cancer du sein 4T1 in vitro et in
vivo. L’extrait des feuilles de M. oleifera a des effets
potentiels  cytotoxiques sur de multiples cellules
myélomateuse (Udikala et al., 2017 ; Sioud et al., 2020).
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M. oleifera est bien connue pour son action
pharmacologique et utilisée pour les traitements du diabete
(Abdull Razis et al., 2014). Les feuilles de M. oleifera sont
une source de polyphénols responsables de I’activité
Activité antidiabétique  hypoglycémique et peuvent réduire considérablement la
concentration du glucose (Adouko et al., 2020), elle peut
prévenir aussi les complications graves du diabéete en cas
d’hyperglycémie (Udikala et al., 2017).
M. oleifera a été pratiguement utilisée dans le domaine
médical pour guérir une énorme quantiteé de maladies
Activité chroniques et aigués, la plante a été recommandée pour son
anti-inflammatoire efficacité dans le traitement d’inflammation (Abdull Razis et
al., 2014). Ses feuilles sont utilisées comme antalgique au
cours des regles douloureuses et dans les migraines
(Atakpama et al., 2014).

I11.1 Activité anti-inflammatoire

111.1.1 Généralités sur les maladies inflammatoires chroniques intestinales

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont des pathologies qui
correspondent a une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal (principalement de
I’intestin) évoluant par des poussées inflammatoires de durées variables (phase
symptomatique) entrecoupées par des phases de rémission (phase asymptomatique). Ces
derniers regroupent deux entités principales, la maladie de Crohn (MC) d’une part et la

rectocolite hémorragique (RCH) d’autre part (Kokten et al., 2016).

111.1.2 Maladie de Crohn

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire de I’intestin (MICI)
caractérisée par une inflammation chronique et aigué du tube digestif (Armuzzi, 2018).
L’inflammation peut s’étendre a ’ensemble du tube digestif, en partant de la bouche

jusqu’a I’anus avec des zones de discontinuité. Les localisations iléales et iléo colique sont

les plus fréquentes (Dalibon, 2015 ; Ouahab et Behar, 2017).
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111.1.3 Rectocolite hémorragique

La rectocolite ulcéro-hémorragique (RCH) est une maladie inflammatoire chronique
non transmurale limitée au colon. Elle touche constamment le rectum et remonte plus ou
moins haut sur le colon jusqu’a constituer au maximum une pancolite lorsqu’elle atteint le

ceecum (Conrad et al., 2014).

111.1.4 Etiologie

Aujourd’hui encore, I’étiologie des MICI reste inconnue. Différentes études ont
démontré I’implication en proportions variables de facteurs génétiques, environnementaux
et un role du microbiote intestinal dans la survenue de ces pathologies. L hypothése serait
que les MICI résulteraient d’une réponse immunitaire inadaptée vis-a-vis d’une
modification du microbiote intestinal ou dysbiose chez des patients genétiquement
prédisposés (Kokten et al., 2016).

111.1.4.1 Facteurs génétiques

L’implication des facteurs génétiques dans les MICI ont été démontré actuellement
par I’identification de plus de 240 génes de susceptibilité. Ces derniers sont soit des génes
de reconnaissance des microorganismes, soit des genes impliqués dans la réponse aux
micro- organismes. Le premier geéne de susceptibilité identifie est le géne NOD2
(Nucléotide oligomérisation Domain 2) ou CARD15 (Caspase Recruiment Domain 15) sur
le chromosome 16, qui reste actuellement le gene le plus associé a la MC. Le NOD2 code
pour un récepteur de produits de dégradation ou de renouvellement de la paroi bactérienne
(Altwegg et Michon, 2020).

111.1.4.2 Facteurs immunologiques

Une dérégulation immunitaire qui se traduit par un déséquilibre de la balance
Th1/Th2 est liée a des pathologies des MICI. Un dysfonctionnement des réponses aux PRR
(Pattern Recognition Receptor) lors de la MC conduirait les cellules dendritiques (DC) a
reconnaitre certains antigénes commensaux de fagon excessive (Pickard et al., 2017). Cette
perte de tolérance aboutirait a une réponse de type Thl par production des cellules T et

activation de cytokines pro-inflammatoires comme I’'IFN-y et I'IL-12 (Luo et al., 2017).
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111.1.4.3 Facteurs environnementaux

L’apparition des pathologies et les changements de mode de vie et d’environnement
sont les premiers arguments en faveur d’une composante environnementale. Plusieurs
facteurs environnementaux sont associes au déclenchement et I’évolution des MICI, parmi-
ceci : le tabagisme et ’appendicectomie qui aggrave 1’évolutivité de la MC en augmentant
le risque de récidive et le recours aux interventions chirurgicales. De nombreux autres
facteurs environnementaux, tels que les antibiotiques, les contraceptifs oraux, la vaccination
et I’alimentation, ont été envisagés pour expliquer I’émergence des MICI dans les pays

développés (Kokten et al., 2016).

111.1.4.4 La dysbiose

La modification de la composition du microbiote intestianl (dysbiose) peut étre
comme inducteur ou amplificateur dans les maladies chroniques comme les maladies
inflammatoires chroniques intestinales (MICI) (Altwegg et Michon, 2020). La dysbiose
correspond a un désequilibre entre la quantité de bactéries dites « protectrices »
(Bifidobacteria, Lactobacilli) et de bactéries dites « déleteres » (Bacteroides, Escherichia
coli, Enterobacter). De nombreuses études ont montré 1’existence de ce desequilibre chez

les patients atteints des MICI. Ses caractéristiques principales sont (Figure 08):

e Une restriction de la biodiversité des bactéries appartenant au phylum des Firmicutes.

e Une diminution de la proportion de certains groupes bactériens tels que Clostridium
leptum dont le principal représentant est Faecalibacterium prausnitzii.

e Une augmentation de la proportion des Entérobactéries dont certains E. coli entéro-
adhérents et invasifs (AIEC) qui a été décrite comme spécifiqguement associée a la

mugqueuse iléale de patients atteints de la MC.

Par ailleurs, il a été montré que les bactéries « protectrices » possedent des propriétés
anti-inflammatoires, d’une part en inhibant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
les cellules du systéme immunitaire et d’autre part en favorisant la sécrétion de cytokines

anti-inflammatoires (Kdkten et al., 2016).
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Figure 08 : Dysbiose et les modifications du contenu luminal chez les patients atteints des
MICI (Quévrain et al., 2011).
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Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Mycologie et de Biotechnologie
végétale et ethnobotanique, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'université
Abderrahmane Mira de Bejaia, pendant une période allant du mois d’avril au mois de

juillet.

. Matériel

1.1 Matériel analytique
L’appareillage, Les milieux de culture et les solutions utilisés dans ce travail sont

résumés dans les annexes I, Il et I11.

1.2 Materiel végétal
Le présent travail a été porté sur la partie aérienne de deux plantes médicinales

Moringa oleifera et Ephedra alata (Figure 9).

Figure 09 : Photographie des rameaux et des feuilles d’Ephedra alata (A) et des

feuilles de Moringa oleifera (B).

1.2.1 Récolte

Les deux plantes qui ont fait I’objectif de cette étude ont été récoltées dans deux

régions différentes :

e Ephedra alata a été récoltée dans la région d’Aoukas Bejaia durant la période du
mois de mars 2021. Les rameaux et les feuilles d’Ephedra alata ont été séchés a
I’air libre, a température ambiante et a I’ombre de la lumiére.

e Moringa oleifera a été récoltée dans la région de Oued souf (Sahara) et
commercialisée sous forme de feuilles, fabriquée en Algérie par E.U.R.L phyto

herbes.
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1.2.2 Broya
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Matériel et méthodes

Les feuilles de M. oleifera, les rameaux et les feuilles d’E. alata ont été broyes a

’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une poudre qui a été conservée dans un

bocal en verre & I’abri de la lumiére et a temperature ambiante jusqu’a leur utilisation.

1.3 Les souches cibles testées

Les souches bactériennes cibles utilisées dans ce travail sont des souches de

références ATCC, souches cliniques et souches multirésistantes aux antibiotiques faisant

partie de la collection du laboratoire de Mycologie de la Faculté d'Abderrahmane Mira de
Bejaia et du laboratoire d’analyse médicale MOUALEK (Tableau V).

Tableau V : Références et origines des souches bactériennes utilisées.

Souches Code Origine

Staphylococcus aureus / Clinique
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Référence

Gram+ | Staphylococcus aureus LGA 251 Multirésistante (SARM)
Streptococcus D / Clinique
EPEC II / Clinigue (Enteropathogene)
Escherichia coli ATCC 25922 Reférence
Escherichia coli 13 Clinique (Biofilm)

Gram- | Escherichia coli 029 mcr 1 Multirésistante (Resistante a

la colistine)

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Référence
Klebsiella pneumoniae 71 Clinigue (Biofilm)
Pseudomonas aeruginosa | 893 Clinigue et multirésistante
Vibrio cholerae ATCC 14035 Reférence
Salmonella enterica Typhi | ATCC 14028 Référence
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1.4 Model animal
L’étude in vivo a été menée sur des souris de souches BALB/c dont 15 femelles et 15

maéles ayant un poids variant entre 21 et 319, obtenues de I’institut Pasteur d’Alger.

Les souris ont été acclimatées aux conditions favorables d’élevage au sein de
I’animalerie de I'université A. Mira de Bejaia avant leurs utilisations. Elles ont été logées
dans des cages en polypropyléne (6 souris par lot dont 3 femelles et 3 males) (Figure 10),
ou elles ont libre acces a la nourriture (granules d’aliment) provenant de 1’Office National
des Aliments de Bétail (ONAB) et a I’eau du robinet avec un cycle lumiére-obscurité de

12h.

Figure 10 : Photographie des souris BALBI/c.

1. Méthodes
11.1 Extraction éthanolique

Afin d’extraire les principaux composés phytochimiques des plantes testées, une
extraction par soxhlet (solide/liquide) a été utilisée, avec un solvant polaire (I’éthanol a
96%). Une quantité de 20g de poudre végétale de chaque plante a été extraite par

percolation avec 250 mL d’éthanol jusqu’a I’épuisement total (Figure 11).
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20 g de poudre 250 mL de
végétale solvant
| Extraction pendant 3 jours |
| Séchage & I’étuve a 40°C |
| Conservation a 4°C |

Figure 11 : Protocole d’extraction éthanolique (Pal et al., 1994).

11.1.1 Le rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre le poids de

I’extrait obtenu apres extraction et le poids de la poudre utilisée. Le taux d’extraction des

extraits est exprimé par la formule suivante (Okou et al., 2018).

R (%) = M1.100/M0

R (%) : Rendement d’extraction en pourcentage.
M1 : Masse de ’extrait en gramme.

MO : Masse de la poudre végétale en gramme.
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11.2 Etude de Pactivité antibactérienne
L’activité¢ antibactérienne des extraits éthanoliques étudiés a été évaluée par deux
techniques : la technique de diffusion sur milieu solide (Test des puits) et la technique de

micro-dilution sur milieu liquide (CMI), avec trois répétitions pour chaque méthode.

11.2.1 Méthode des puits

e Préparation de I’inoculum
A partir d’'une culture fraiche de 18h a 24h, quelques colonies ont été prélevées a I’aide
d’une pipette pasteur, et mises en suspension dans un tube de 9 mL d’eau physiologique.
Aprés homogénéisation, la suspension obtenue a été standardisée a 1’aide d’un
spectrophotométre (Vis-723G) pour une DO de 0.08 a 0.1 a 625 nm correspondant a 102
UFC/mL.

e Ensemencement

Des boites de Mueller-Hinton molle (1% d’agar) d’une épaisseur de 4 mm ont été

ensemencees par écouvillonnage.
e Formation des puits

- A partir des boites préalablement ensemencées, des puits de 6 mm de diameétre ont été

formés. Et une goutte de géelose blanche a été deposée au fond du puit.

- Les puits ont été remplis par un volume de 70 puL d’extraits déja préparés de différentes
concentrations en utilisant comme diluant eau/éthanol (V/V): C1:100 mg/mL, C2:50
mg/mL et C3:25 mg/mL.

- Des puits contenant le mélange eau/éthanol ont été utilisés comme témoin négatif.
- Un antibiotique a été déposé dans chaque boite comme témoin positif (Céftazidime CAZ).

- Les boites ont été laissées a 4°C pendant 2h pour une pré-diffusion des extraits dans la

gélose puis incubées a 37° C pendant 24h.

- La lecture a été faite par la mesure des zones d’inhibitions autours des puits (Nathan et

al.,1978).
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11.2.2 Méthode de micro-dilution sur milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible
concentration capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible a 1’ceil nu, aprés un
temps d’incubation de 18 a 24h (Martini, 1998). La méthode de micro-dilution sur milieu

liquide (BMH) a été utilisée dans des microplaques a fond incurvé de 96 puits.
Les étapes du protocole se résument comme suit (Figure 12) :

e Préparation de la microplaque
Un volume de 50 pL de bouillon Mueller-Hinton (MHB) a été distribué dans les 96 cupules.
e Dilution
Afin d’obtenir des concentrations décroissantes des extraits éthanoliques, 50 pL d’une
solution mere (100 mg /mL) de chaque extrait ont été préleves puis melangés aux 50 pL de
MHB contenus déja dans la premiere cupule. Ensuite, 50 uLL du contenu de la premiére

cupule ont été prélevés puis déposés dans la cupule adjacente et ainsi de suite.

Une rangee de cupules ne contenant que du MHB a été utilisée comme contrdle négatif afin

de vérifier la pureté du bouillon.

Une autre rangée de cupules contenant le melange eau/ éthanol a été utilisée comme

contréle negatif.

e Ensemencement
A partir de I’inoculum standardisé a 107 UFC/mL, 50 pL ont été déposés dans toutes les
cupules de la microplaque.
Une rangée de cupules ne contenant que du MHB a été ensemencée et utilisée comme
contréle positif.

e Incubation
Incubation de la microplaque a 37°C/ 18-24h.
e | ecture

Apreés incubation, les CMI correspondent a la concentration du premier puit a partir duquel

aucun trouble a 1’ceil nu n’a été observé.
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37°C/24h

\V

Figure 12 : Détermination des CMI par la méthode de micro-dilution sur microplaque.

I1.3. Etude de I’activité anti-biofilm

La détection de I’activité antibiofilm se fait en plusieurs étapes selon un protocole
bien établi en utilisant des microplaques contenant 96 puits (Figure 13). L’étude est basée
sur les biofilms qui peuvent se former a I’interface solide-liquide et par I’addition de
différentes concentrations d’extraits éthanoliques des deux plantes, qui pourraient
éventuellement avoir un effet anti-biofilm. Les bactéries utilisées pour cette technique sont
une souche clinique préalablement productrice de biofilms K.pneumoniae 71, et une souche
de référence K.pneumoniae ATCC 700603.
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Jourl:

e Une colonie de chaque souche bactérienne testée a été inoculée dans 10 mL de
MHB additionné a 2,5 % de glucose (MHBG), pour favoriser la formation du
biofilm puis incubés a 37°C/24h.

e Un tube ne contenant que MHBG a été utilisé comme témoin négatif.
Jour 2 :

e Les 96 puits de la microplague ont été remplis avec 200 pL de la suspension
bactérienne standardisée a 108 UFC/mL.

e Un volume de 50 pL a été préleve pour les différentes concentrations (100
mg/mL, 50 mg/mL et 25 mg/mL) de chaque plante et mélangé aux 200 pL du
MHBG contenant dans chaque cupule puis incubé a 37°C/24h.

e Une rangée ne contenant que MHBG a éte utilisée comme témoin négatif.

e Une autre rangée ne contenant que le MHBG + I’inoculum sans extrait a été

utilisée comme témoin positif.
Jour 3 :

e Le liquide contenu dans la microplaque a été retiré, puis les cupules ont été
lavées trois fois avec 350 pL d’eau distillée afin d’éliminer les cellules non
adhéreées.

e Lamicroplaque a été incubée a 60°C/45 minutes pour fixer le biofilm formé.

e Les cupules ont été remplis avec 200 uL d’une solution aqueuse de cristal violet
a 0,2% et laisser pendant 15 minutes a température ambiante.

e Unringage a I’eau distillée a été réalisé 3 fois pour éliminer le cristal violet non
lié.

e Le cristal violet fixé sur les parois des cupules, a été solubilisé avec 150 pL
d’éthanol a 96 %.

e La densité optique (DO) de toutes les cupules est déterminée par un lecteur de

microplaque BioTeK a une longueur d’onde de 630 nm (Driche et al., 2017).
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10 mL de BMH + glucose a 2,5%

i

l

Témoin k.pneumoniae ATCC 700603  k.pneumoniae 71
\ J
|
Incubation & 37°C/24h

50 pL /cupule

200 ML d’inoculum A 2 3 & & 5 2 E 9 30 33 313]
=== EE d’E.alata

¢=== EE de M.oleifera

Figure 13 : Protocole de la technique de quantification des biofilms sur microplaque.
(Driche et al., 2017)
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I1.4 Etude de activité anti-inflammatoire intestinale d’Ephedra alata

11.4.1 Test de la toxicité aigué

Pour vérifier la toxicité de I’extrait éthanolique d’E. alata, différentes doses (100
mg/kg, 500 mg/kg et 1000 mg/kg) ont été administrées par voie orale chez des souris
BALB/c qui ont été réparties en 4 lots (3 souris pour chaque lot). Un lot témoin n’a regu

que I’eau distillé.

Les souris ont ensuite été surveillées pendant 2 heures en vue de révéler le moindre
changement comportemental ou physiologique, puis une observation continue une fois par
jour pendant les 6 jours pour détecter les signes de toxicité de I’extrait : changement du

poids corporel, mortalité, hyperactivité, diarrhee, sommeil et coma.

11.4.2 Etude de I’effet de I’extrait éthanolique de Ephedra alata
Afin d’évaluer D’effet anti-inflammatoire intestinale de [I’extrait éthanolique
d’Ephedra alata, une inflammation colique a été provoquée chez des souris de BALB/c

selon le protocole de Martelli et ses collaborateurs en 2007,

11.4.2.1 les groupes de souris

Les souris ont éte réparties en 5 lots contenant chacun 6 souris (3 femelles/3 males) et

misent a jeun pendant 16h avant I’expérimentation.
Lot témoin : n’ont rien regu (témoin négatif).
Lot 1 : ont regu 50 uL d’acide di nitrobenzéne sulfonique (DNBS) (témoin positif).

Lot 2 : ont recu 50 pL de DNBS et 50 pL de la dose de 50 mg /kg d’extrait
éthanolique (EE).

Lot 3 : ont recu 50 pL de DNBS et 50 uL de la dose de 100 mg/kg d’EE.

Lot 4 : ont recu 50 pL de DNBS et 50 pL de la dose de 200 mg/kg d’EE.

11.4.2.2 Induction de I’inflammation colique par le DNBS

- Une anesthésie légére avec le diéthyl-éther a été réalisée pour les 4 lots afin
d’administrer 50 uL de DNBS (dilué dans une solution de 50% éthanol / 50% eau distillée)
par voie rectale a I’aide d’une seringue doté d’une sonde, qui déclenche une inflammation
transmurale (assimilée & la maladie de Crohn).
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- Les souris ont été ensuite maintenues dans une position de téte vers le bas pendant 30

secondes pour éviter I’expulsion de la solution du DNBS.

- Aprées 2h d’injection du DNBS, 50 pl de différentes doses d’extrait (50 mg/kg, 100
mg/kg et 200 mg/kg) ont été administrés quotidiennement par gavage (voie orale) pendant 6
jours (Figure 14, 15).

Figure 14 : Photographie de I’administration du DNBS par voie rectale (A) et

I’administration de I’extrait éthanolique par voie orale (B).

Lot Malade :
50 pL de DNBS Sacrifice
Souris l l
a jeun
J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
Lot traité : ey 211 APIES

50 puL de DNBS > 50 pL de I’extrait éthanolique (EE) Sacrifice

e\ | T T T T T 1 |

ajeun 1 2 3 i 5 6 37

Figure 15 : Protocole expérimental d’induction de la colite chez les souris par DNBS (lot

malade) et d’un traitement par I’EE d’Ephedra alata pendant 6 jours (Martelli et al., 2007).
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11.4.2.3 Evaluation des dommages causes par DNBS
L'indice d'activité de la maladie (DAI) a été enregistré quotidiennement en observant
les changements du poids corporel, la consistance des selles et les saignements. Chaque

score a été déterminé selon la méthode de Cooper et al. (1993).

Apres 6 jours de traitement, les souris ont été anesthésiées et sacrifiées. Les colons
ont €té collectés, rincés doucement avec I’eau distillée, pesés et mesurés. La longueur du
c6lon est mesurée en centimétres entre la jonction iléo-caecale et le rectum proximal, et son

poids est mesuré en milligrammes.

11.5 Analyse statistique

Les données de 1’étude de ’activité anti-inflammatoire sont présentées par graph pad
comme moyenne + SEM. Les analyses ont été faites grace au test ANOVA, suivant le test
de Dunnett, utilisé afin de comparer les valeurs des groupes traités aux valeurs du groupe
contrble (malade), avec des significations statistiques de * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

et (#) (non significatif), utilisant un effectif de (n=6).
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|. Résultats

I.1 Le rendement d’extraction

Les rendements d’extraction des deux plantes sont rapportés dans le Tableau suivant :

Tableau VI : Taux d’extraction des deux plantes Moringa oleifera et Ephedra alata.

Ephedra alata Moringa oleifera
Ethanol (96%0) 10,8 % 6 %

Les résultats obtenus montrent que I’extrait éthanolique d’E. alata présente le
rendement le plus élevé par rapport a M. oleifera.

Le rendement d’extraction est effectivement variable en fonction de [’espéce
végétale, la partie utilisée, les conditions de séchage, la richesse et les métabolites de
chaque plante. 1l dépend aussi de la nature du solvant, de sa polarité et de la solubilité des

composés phytochimiques dans le solvant d’extraction (Daoudi et al., 2015).

1.2 Etude de Pactivité antibactérienne

1.2.1 Test des puits
Les diamétres des zones d’inhibition obtenus sont présentés dans le Tableau VII et

illustrés dans les Figures (16, 17).
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Tableau VII : Activité de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera et d’Ephedra alata

sur plusieurs espéces bactériennes.

Diameétre des zones d’inhibition (mm)

Concentration des extraits (mg/mL)

Moringa oleifera Ephedra alata
Especes C1:100 | C2:50 C3:25 [ C1:100 |[C2:50 |C3:25 | Témoin
bactériennes mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
Escherichia coli ¢) ) ) ()
entéro-pathogene 11
Escherichia coli ) ) ) ) ) ) )
ATCC 25922
Escherichia coli 13 ) ) ) (-) ) ) )
Escherichia coli ) ) ) (-) ) ) )
029 mecrl
Klebsiella ) ) ) )
pneumoniae ATCC
700603
Klebsiella ) ©) ) )
pneumoniae 71
Pseudomonas ) ) ) ()
aeruginosa 893
Salmonella ) ) ) ()
enterica Typhi
ATCC 14028
Vibrio cholerae ) ) ) )
ATCC 14035
Staphylococcus Q) Q) ) ) ) ) )
aureus ATCC
25923

Staphylococcus
aureus LGA 251

Staphylococcus
aureus

Streptococcus D

(-) : Pas de zone d’inhibition.
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Extrait éthanolique d’Ephedra alata

E F

Figure 16 : Photographie des zones d’inhibition obtenus par I’extrait éthanolique d’Ephedra
alata sur S.Typhi ATCC 14028 (A), K.pneumoniae ATCC 700603 (B), EPEC Il (C),
P.aeruginosa 893 (D), S.aureus (E) et K.pneumoniae 71 (F), C1: 100 mg/mL, C2: 50 mg/mL,
C3: 25 mg /mL, T: témoin.
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Extrait éthanolique d’Moringa oleifera

Figure 17 : Photographie des zones d’inhibition de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera
sur S.aureus (A), S.aureus LGA 251 (B) et Streptococcus D (C), C1: 100 mg/mL, C2: 50
mg/mL, C3: 25 mg /mL, T: témoin.

1.2.2 Test de micro-dilution sur milieu liquide
Les résultats de la détermination des CMI des extraits éthanoliques par la technique

de micro-dilution sur milieu liquide (MHB) ont montré que les souches cibles étaient

relativement sensibles aux extraits des deux plantes (M. oleifera et E. alata), les résultats

sont résumés dans le Tableau V111 et les Figures (18, 19).

E
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Tableau V111 : Résultats des CMI d’extrait éthanolique d’Ephedra alata et Moringa

oleifera.

Especes bactériennes
EEE

EPEC II 12,5
E.coli 13 12,5
E.coli ATCC 25922 12,5
029 mecrl 12,5
K.pneumoniae ATCC 6,25
700603
K.pneumoniae 71 25
P.aeruginosa 893 25
S.Typhi ATCC 14028 25
V.cholerae ATCC 14035 25
S.aureus ATCC 25923 12,5
S.aureus LGA 251 12,5
Staphylococcus aureus 25

EEE : Extrait éthanolique d’Ephedra alata ; EEM : Extrait éthanolique de Moringa oleifera.

CMI (mg /mL)
EEM
12,5
25
12,5
12,5
6,25
6,25
12,5
12,5
12,5
6,25
12,5

25
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T2 : MHB . eau /éthanol

T3 : MHB + souche

CMI d’ E.coli ATCC 25922

7

J

T2 : MHB . eau /éthanol

CMI d” E.coli 13

CMI de S.aureus

CMI de 029 mecr 1

T3 : MHB . souche

CMI de K.pnemoniae ATCC 700603

T_2 : MHB . eau /éthanol

CMI de K.pneumoniae 71

CMI de V.cholerae ATCC
14035

T3 : MHB . souche

CMI de S.aureus ATCC
25923

CMI d” EPECII

Figure 18 : Photographie des résultats des CMI de

I’extrait éthanolique d’Ephedra alata.

5
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Figure 19 : Photographie des résultats des CMI de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera.
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1.3 Etude de P’activité antibiofilm

1.3.1 Formation de biofilm

La capacité a former un biofilm a été testée pour une souche clinique K.pneumoniae

71, et une souche de référence K.pneumoniae ATCC 700603. Les absorbances indiquant la

formation de biofilms ont été mesurées apres coloration au cristal violet par le lecteur de

microplaque (BioTeK). La souche K.peumoniae ATCC 700603 a donné le meilleur résultat,

les résultats de la formation de biofilm sont résumés dans la (Figure 20) et le Tableau IX :

Les souches
testées

Extrait éthanolique _>

d’E. alata

Extrait éthanolique de
M. oleifera

Témoin : BMH+
Glucose

R K- X X 4 YR YN Non formatrice de
~ a7 biofilm
R & ¥ J
c - Fortement formatrice
—" de biofilm
Modérée

Figure 20 : Microplaque du biofilm : A+D : K.pneumoniae ATCC 700603 ; B+E :

K.pneumoniae 71.

Tableau IX : Résultats du test de formation de biofilm pour les souches K.pneumoniae

ATCC 700603, K.pnemoniae 71.

K.pneumoniae 71

DO (2 630 ym)

K.pneumoniae ATCC 70063

0,87

0,28

E
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1.3.2 Activité antibiofilm de I’extrait éthanolique d’Ephedra alata

D’aprés les résultats obtenus, il est clairement remarqué une diminution de la
formation des biofilms par les souches cibles (K.pneumoniae ATCC 700603 et
K.pneumoniae 71). En effet, la réduction de la formation de biofilms augmente avec
I’augmentation des concentrations de I’EE d’E. alata (25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL)
(Figure 21).

1.5+
K. pnewmoniae ATCC
- 700603
Bl X preumoniae 71
g 1.0+
g
471
=
< 0.5+
0.0-
OmgmL 25mg/mL 5S0mg/mL 100 mg/mL
Concentration de I'EE de Ephedia alata (ing/mL)

Figure 21 : Effet de ’EE d’Ephedra alata sur les biofilms formés.

Le taux de réduction de formation de biofilm pour K.pneumoniae ATCC 700603 aux
concentrations (25 mg/mL, 50 mg/mL et 100 mg/mL) est de (71%, 81% et 85%)

respectivement et pour la souche K.pnemoniae 71 est de (49%, 51% et 53%).

1.3.3 Activité antibiofilm de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera
De méme pour ’EE de M. oleifera, une diminution de la formation des biofilms par
les souches cibles (K.pneumoniae ATCC 700603, K.pneumoniae 71) a été observé avec

I’augmentation des concentrations de 1’extrait (25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL) (Figure

22).
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1.5+
K.premwmoniae ATCC
" 700603
Bl X prneumoniae 71
g 1.0+
&
W
R
< 0.5+
0.0-
0 mg/mL 2img/imL 50 mg/mL 100 mg/mL
Concentration de I'EE de Moringa oleifera (mg/mL)

Figure 22 : Effet de ’'EE de Moringa oleifera sur les biofilms formés.

Le taux de réduction de formation de biofilm pour K.pneumoniae ATCC 700603 aux
concentrations (25 mg/mL, 50 mg/mL et 100 mg/mL) est de (55%, 71% et 85%)

respectivement et pour la souche K.pneumoniae 71 est de (28%, 29% et 43%).

1.4 Etude de I’activité anti-inflammatoire intestinale

1.4.1 Etude de la toxicité aigué

La toxicité aigué de I’extrait éthanolique d’E.alata a été évaluee sur les souris BALB/c
réparties en 4 lots. Aucun signe de toxicité comme le changement de comportement et de
mortalité n’ont été observé pour les doses (100 mg/kg, 500 mg/kg et 1000 mg/kg). D’apres

ces résultats ’extrait éthanolique d’E.alata n’est pas toxique a ces différentes concentrations

1.4.2 Etude de ’effet de I’extrait éthanolique d’Ephedra alata
1.4.2.1 Résultats de I’indice d’activité de la maladie et du rapport poids/longueur

Les résultats ont révélé que le DNBS a provoqué une augmentation importante du
DALI (indice d’activité de la maladie), avec des signes cliniques typiques, notamment : la
diarrhée, diminution de la consommation d’eau et de la nourriture et la perte de poids
corporel. Un cas de mortalité a été signalé au sein du lot malade. D'autre part, le traitement
avec les doses (50 mg/kg, 100 mg/kg et 200 mg/kg) de I'extrait éthanolique d’E.alata ont
montré une réduction significative du DAI, du poids du cblon et lI'amélioration de la

longueur de ce dernier (Figure 23).
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DNBS 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg
(A)
DNBS 50 mg/kg
(B)

Figure 23 : Photographie de la longueur des différents colons des lots (A) et I’aspect de

I'inflammation intestinale des colons chez des souris expérimentales colitiques (B).
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Le rapport P/L du cdlon est considéré comme un indicateur direct de la gravité et de
I’étendue de I’inflammation intestinale (Sotnikova et al., 2013). Les résultats montrent que
le groupe malade (DNBS) avait le plus grand rapport moyen P/L du cdlon comparé au
groupe témoin et aux groupes traités avec les différentes doses de 1’extrait éthanolique. Les
doses 50 mg/kg, 100 mg/kg et 200 mg/kg ont un rapport P/L plus faible par rapport au
groupe DNBS et la différence est significative, la dose 100 mg/kg donne un meilleur effet
que les doses 50 mg/kg et 200 mg/kg, ce qui implique une possibilité de diminution et

guérison des maladies inflammatoires intestinales.

L’administration de ’EE d’E. alata a réduit le rapport P/L d’une maniére trés
significative p<0.01 & la concentration 100 mg/kg, les valeurs de ce dernier a des niveaux

plus ou moins similaires a ceux des souris dans le groupe normal (non malade) (Figure 24).

80—

PIL (mg/cm)
= o
= o
] ]

M
o
|

|
Témoin DNBS+ 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg

Figure 24 : Effet de l'extrait éthanoligue d'Ephedra alata (50, 100 et 200 mg/kg) sur
I'évolution du rapport P/L des souris en mg/cm dans un modéle de souris colitique induite par
DNBS. Les données sont exprimées en moyen + SEM (n = 6). Les groupes avec différentes
lettres DNBS+ (groupe malade) ; Témoin (control négatif) ; groupe traitée (50 mg/kg, 100
mg/kg et 200 mg/kg), statistiquement (*P <0,05 ; ** P<0.01).
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I1. Discussion

Ephedra alata et Moringa oleifera sont connues pour leurs hautes valeurs
nutritionnelles et médicinales. Elles sont utilisées dans le traitement de plusieurs maladies
et ce en raison de leurs propriétés biologiques diverses parmi lesquelles des activités
antiinflammatoire, antifongiques, antibactériennes, antioxydantes, antidiabétiques et
anticancéreuses (Peixoto et al ., 2011 ; Sioud et al ., 2020). En effet, M. oleifera est une
plante largement disséminée en Algérie dont toutes les parties peuvent étre utilisées y
compris les feuilles, les fleurs, les graines, les gousses et les racines. Alors que, E. alata est
plus fréquemment retrouvée au niveau des régions sub-sahariennes et dont les feuilles sont
le principal point d'intérét (Singh et al., 2009 ; Garcia-Beltran et al., 2020 ; Tirado et al.,
2020; Gonzélez-Juérez et al., 2020).

A partir des feuilles de ces deux plantes, des extraits éthanolique ont été obtenus.
Ainsi, I'éthanol est consideré comme le solvant le plus efficace pour l'extraction de
composes actifs des plantes en raison de sa polarité élevée, son faible codt et sa nature
écologique. Il permet une meilleure solubilité des composés phytochimiques incluant les
composes phénoliques y compris (les acides chlorogénique, ellagique, férulique,
protocatcheuique, coumarique, caféique et salicylique), les flavonoides (dont la quercétine,
le kaempférol, la rutine, l'apigénine, la catéchine, I'épicatéchine, l'isorhamnétine et la
myricétine), les tanins, les alcaloides, les saponines, les terpénoides (surtout les triterpenes),
les stérols (B-sitostérol), les caroténoides, les coumarines, les anthraquinones, les
anthocyanes et les proanthocyanines qui se sont avérés étre les principaux métabolites
secondaires responsables des activités biologiques attribuées a ces plantes dont I’activité
antibactérienne (Abadallah et Ali, 2019 ; Abdallah et al., 2020 ; Garcia-Beltran et al.,
2020).

Dans notre étude, I’extrait éthanolique d’E. alata a montré une activité antibactérienne
aussi bien sur les souches Gram positif que les Gram négatif. Toutefois, une meilleure
activité antibactérienne a la concentration de 100 mg/mL a été enregistrée envers EPECII
(zone d’inhibition maximale de 25 mm et une CMI de 12,5 mg/mL), suivies de K.
pneumoniae ATCC 7000603 et de S.Typhi ATCC 14028 (zone d’inhibition 20 mm et d’une
CMI de 6,25 mg/mL et de 25 mg/mL respectivement). Des études précédentes ont montré

que I’extrait éthanolique (concentration 1 mg/mL) d'E. alata récoltée en Tunisie, de méme




Chapitre III Résultats et discussion

pour les extraits d'acétate d'éthyle (AcDET) et dichlorométhane (DCM) des feuilles d’E.
alata de la région de Ouargla, avaient un meilleur effet inhibiteur vis-a-vis de S.aureus

comparativement a E.coli et P.aeruginosa (Chebouat et al.,2014 ; Danciu et al., 2018).

En ce qui concerne I’extrait éthanolique de M. oleifera, le test des puits a permis de
constater un effet antibactérien uniquement sur les souches Gram positif avec un meilleur
effet vis-a-vis de S.aureus (clinique) (15 mm de diamétre). Ces résultats sont en accord
avec les travaux menés par Pal et al. (1994) et Issa et al. (2021), qui ont trouvés des
diamétres d’inhibition allant de 12 mm a 13 mm a la concentration 50 mg/mL et 100
mg/mL respectivement 4 I’égard de S. aureus. En revanche, nos résultats sont différents de
ceux rapportes par Adouko et al. (2020), montrant que I’extrait éthanolique de M. oleifera
originaire du Bénin était actif contre les souches d’E.coli, K.pneumoniae, P.aeruginosa, et
S.Typhi.

Notre étude sur I’activité antibiofilm a révélé un taux de réduction de la formation de
biofilm de 85% pour la souche K.pneumoniae ATCC 700603 et de 53% et 43% pour la
souche K.pneumoniae 71 avec les deux extraits ethanoliques a (100 mg/mL) d’E. alata et

M. oleifera respectivement.

Selon Onsare et Arora. (2014), les extraits flavonoides du tégument de M. oleifera ont
montré un effet antibiofilm potentiel contre la formation de biofilm de P.aeruginosa,
S.aureus et Candida albicans. En outre, Dilawar et al. (2018) ont montré que les extraits de
feuilles de M. oleifera présentent un effet antibiofilm plus puissant contre E.coli et Bacillus
subtilis par rapport aux autres parties aériennes de la plante, avec un taux de réduction de
66,32% et 63,17% respectivement.

Les phytoconstituants de la plante sont responsables de l'inhibition du biofilm,
comme les glycosides qui agissent en brisant les plus gros polysaccharides présents dans
I'EPS en plus petites sous-unités monomeriques. Les alcaloides et leurs dérivés perturbent
les fimbriae et autres adhérences utilisées pour l'adhérence cellulaire et la formation de
biofilm, tandis que l'acide tannique inhibe les systémes de détection de quorum dans

diverses bactéries Gram-négatif (Famuyide et al., 2019).
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En Algérie il existe peu de travaux réalisés sur lincidence des maladies
inflammatoires chroniques intestinales. Les statistiques hospitalieres étudiées font état
d’une progression croissante de la maladie de Crohn plus fréquemment rencontrée,
actuellement que la rectocolite hémorragique (Hodges et Kelly., 2020). Les malades
porteurs de la maladie de Crohn notamment de siége iléo-caecal ou colique appartiennent
au groupe de patients a risque ¢levé de développer un cancer colorectal (CCR). Il s’agit de

patients qui ne sont pas soumis a une surveillance endoscopique réguliére.

L’induction de la colite chez les souris BALB/c par la substance chimique DNBS est
I’une des méthodes les plus utilisées pour étudier les modifications des maladies associées
aux MICI (principalement la MC). Le DNBS provoque des signes cliniques similaires a la
maladie de Crohn présente chez I’homme a savoir, une diarrhée sévere et parfois sanglante,
une perte de poids, un accourcissement et un épaississement des parois tissulaires coliques
(Morampudi et al., 2014).

D’apres les résultats obtenus dans la présente étude, le traitement des souris malades
par ’administration de 1’extrait éthanolique d’E. alata a différentes concentrations (50
mg/kg, 100 mg/kg et 200 mg/kg) a produit un effet anti-inflammatoire traduit par une
diminution du rapport P/L comparé au lot malade, avec effet tres significatif a la dose 100
mg/kg. Ces résultats suggérent que I’extrait éthanolique d’E. alata, exerce un effet anti-
inflammatoire marqué dans la colite expérimentale en régulant ’expression des marqueurs

pro-inflammatoires par ses composés phytochimiques.

Selon Bribi et al. (2016), le processus inflammatoire intestinal induit par le DNBS
chez la souris était également caractérisé par une expression altérée des différents
marqueurs coliques. Ainsi, une augmentation significative de I'expression de différentes
cytokines pro-inflammatoires, dont I'IL-1 B, le TNF a, IL-6, IL-12 et de I'IL-17, a été

obtenue en comparaison avec le groupe non colitique.

D’aprés Miao et al. (2020), les especes d’Ephedra jouent un réle important dans
I’effet anti-inflammatoire, il peut considérablement réduire la quantité de leucocytes dans la
zone inflammatoire pour exercer un effet anti-inflammatoire aigué en inhibant la libération

de médiateurs inflammatoire et en empéchant ’augmentation de la perméabilité capillaire.




Chapitre III Résultats et discussion

Selon Ziani, et al. (2019), les composés phénoliques d’E. alata sont I'une des classes
les plus importantes de composés phytochimiques qui possedent un role protecteur contre

les maladies dues aux dommages oxydatifs tels que le cancer.
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Conclusion

A travers la présente étude qui a porté sur I’activité antibactérienne et antibiofilm in
vitro des extraits éthanoliques d’E. alata et M. oleifera et I’étude de D’activité anti-
inflammatoire intestinale in vivo de I’extrait éthanolique d’E. alata, nous pouvons tirer un

certain nombre de conclusions :

e Les extraits éthanoliques de deux plantes possedent une activité antibactérienne avec
une meilleure activité contre EPECII pour E. alata et seulement envers S.aureus et
Streptococcus D pour M. oleifera.

e Les extraits éthanoliques de deux plantes présentent une activité antibiofilm non
négligeable & une concentration de 100 mg/mL avec un taux de réduction de la
formation de biofilm relativement élevé (85% pour K.pneumoniae ATCC 700603 et
53% et 43% pour la souche K.pneumoniae 71).

e [’extrait éthanolique d’E. alata a montré un effet anti-inflammatoire intestinal
important par la diminution du rapport P/L avec une réduction tres significative a la
dose 100 mg/kg.

Par consequent, Moringa oleifera et Ephedra alata pourraient servir de candidats
potentiels pour le traitement des infections bactériennes et le développement d'inhibiteurs
de biofilm et pourraient agir comme des medicaments puissants contre la production de
biofilm résistant aux antibiotiques. En outre, cette étude offre des résultats prometteurs en
ce qui concerne l’activité anti-inflammatoire intestinale d’Ephedra alata suggérant son

utilisation dans le traitement des MICI notamment la maladie de Crohn.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constituent qu’une premicre étape dans la
recherche de substances d’origine naturel biologiquement active, c’est pour cela il serait
donc important d’approfondir les recherches sur ces deux plantes intéressantes et les

perspectives qui en résultent sont les suivantes :

e Approfondir 1’étude sur d’autres souches bactériennes a Gram positif et sur d’autres
micro-organismes notamment les champignons et les levures.
e Etudier ’effet synergique des extraits de plantes avec les antibiotiques.

e Détermination de la concentration minimale inhibitrice de biofilm.




Conclusion

Reéalisation des coupes histologiques et des tests biochimiques afin de confirmer les
résultats de I’effet anti-inflammatoire.

Identification et purification des principaux constituants actifs et la cible responsable
des trois activités étudiées par des techniques chromatographiques et
spectrométriques.

Elargir I’étude sur d’autres activités biologiques des deux plantes telle que 1’activité

anti-oxydante.
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Matériel analytique

= Autoclave (BIOBASE)
= Appareil de soxhlet

= Bain-marie (GFL)

= Balance analytiqgue (RADWAG référence : PS210/C/2)
= Barreaux magnétiques

= Bec Bunsen

= Bechers

= Boites de pétri

= Ecouvillons

= Embouts bleus et jaunes

=  Eprouvette graduée

=  Erlenmeyers

= Etuvesa 37°Ceta 60°C

=  Flacons

= Micropipettes (200, 500 et 1000 pL)
= Microplaques de 96 puits

=  Pipettes Pasteur

= Les oses jetables

= Pince

= Spatule

=  Spectrophotometre (RAYLEIGH)
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= Tube a essais
= Tube a Eppendorf (1,5 mL)

= Vortex (VELP scientifica)
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Solutions

= Bouillon Mueller Hinton (BMH).
= Eau distillée

= Eau physiologique.
=  BMH additionné de glucose a 2.5%.
= Cristal Violet a 0. 2%.

=  Ethanol a 96%.

= Nacl.

= Diethyl-éther.

= DNBS.

=  Extrait éthanolique d’Ephedra alata.

= Extrait éthanolique de Moringa oleifera.
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Annexe 111
Composition des milieux de culture
Gélose nutritive
Extrait de viande ........................ lg
Extrait de levure ........................ 25¢g
Peptone ..o, S5¢g
Chlorure de sodium ..................... S5g
Agar-Agar ..., I5¢g
pH =7
Gélose Mueller-Hinton
Infusion de viande de beeuf............ 300 g
Peptone de caséine ..................... 17,5¢g
Amidonde mais ........................ I,5¢
AGar oo 17¢
pH=7,4
Gélose Hektoen
Protéase-Peptone ........................ 12¢g
Extrait de levure ........................ 3g
Désoxycholate de sodium ............. 9¢
Lactose ...ovvvviviiiii i 12¢g
Saccharose ..........ccocevviviiiiiinnnn. 12¢g
Salicing ........ccooevviiiiiiiiiie.. 2g
Bleu de bromothymol .................. 65¢g
Fuchsine acide ......................... 100 g
Thiosulfate de sodium ................... 5¢
Citrate ferrique ammoniacal ............ 1.5¢g
Chlorure de sodium ...................... 5¢g
AZAr .o 15¢

Gélose EMB (Eosine bleu de méthyléne)

Peptone ..o, 10 g
Lactose ....coovvviiiiiiiiiiiiii Sg
Hydrogénophosphate de potassium ... 2 g
Eosine .......c.ccovviiiiiiiiiii 400 mg
Bleu de méthyleéne ..................... 65 mg
AGar ..o 135¢

pH=7
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Gélose Chapman

Peptone .........ccoovviiiiiiinn.. 10¢g
Extrait de beeuf ..................... lg
Chlorure de sodium ............... 75 g
D-mannitol ......................... 10g
Rouge de phénol ................... 25 mg
AGar ..o I5¢

pH=7,4
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Annexe IV

Tableau | : Résultats de lecture de microplagque apres coloration au
cristal violet de I’extrait éthanolique d’Ephedraalata.

Souches 0 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

K.pneumoniae 0921 0.78 0.919 0.24 0.03 0.2 0.158 0.175 0.16  0.128 0.139 0.132
ATCC

700603
Moyenne 0.873333333 0.246666667 0.164333333 0.133
Ecart type 0.080835223 0.05033223 0.009291573 0.005567764

K.pneumoniae 0.292 0.229 0.316 0.115 0.165 0.147 0.125 0.142 0.146 0.135 0.131 0.132
71

Moyenne 0.279 0.142333333 0.137666667 0.132666667
Ecart type 0.044933284 0.02532456 0.011150486 0.002081666

Tableau Il : Résultats de lecture de microplaque apres coloration au
cristal violet de I’extrait éthanolique de Moringa oleifera.

Souches 0 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

K.pneumoniae 0.921 ' 0.78 0.919 045 0.4 032 0.2 0.26 0.3 0.13 0.121 0.147
ATCC

700603
Moyenne 0.873333333 0.39 0.0253333333 0.132666667
Ecart type 0.080835223 0.065574385 0.010969655 0.013203535

K.pneumoniae 0.292 0.229 0.316 0.209 0.227 0.171 0.186 0.16 0.247 0.205 0.125 0.15
71

Moyenne 0.279 0.202333333 0.197666667 0.16
Ecart type 0.044933284 0.028589042 0.044657959 0.040926764
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Annexe VI

Tableau I11 : La moyenne et I’écart Type du rapport P/L.

Lot La moyenne L’écart Type

Témoin 36,07 S
DNBS 57,76 11,30
50 mg/kg 42,60 6,73
100 my/kg 35,92 7,89

200 mg/kg 43,71 3,68
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Annexe VI

Structure chimique des composés bioactifs trouvés dans les feuilles de
Moringa oleifera (Leone et al., 2015).
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Résumé

Cette étude a porté en premier lieu sur 1’étude in vitro de Dactivité antibactérienne et
antibiofilm des extraits éthanoliques de Moringa oleifera et Ephedra alata vis-a-vis des souches
bactériennes. Et en deuxiéme lieu I’étude in vivo de P’activité anti-inflammatoire intestinale de
I’extrait éthanolique d’Ephedra alata.

L’activité antibactérienne des extraits éthanoliques a été évaluée par la méthode de diffusion
sur milieu solide (Test des puits) et par la méthode de micro-dilution sur milieu liquide (CMI) et
I’activité antibiofilm a été évaluée par la méthode de microplaque basée sur la coloration par le
cristal violet. Alors que I’activité anti-inflammatoire intestinale de 1’extrait éthanolique d’Ephedra
alata a été testée avec les doses de (50 mg/kg, 100 mg/kg et 200 mg/kg) sur une colite induite par
DNBS chez les souris BALB/c.

Les résultats ont montré que les extraits éthanoliques d ’Ephedra alata et Moringa oleifera ont
un effet antibactérien sur les souches bactériennes avec une meilleure activité envers EPECII (25
mm/12,5 mg/mL) et Staphlococccus aureus (15 mm/25 mg/mL) respectivement, et un effet
antibiofilm important envers Kleibseilla pneumoniae ATCC 700603 et 71 avec un taux de réduction
allant jusqu’a 85% a la concentration la plus élevée (100 mg/mL). De plus, ’extrait éthanolique
d’Ephedra alata a réduit significativement 1’inflammation intestinale avec une diminution trés
significative du rapport P/L a la dose 100 mg/kg.

Les extraits éthanoliques de Moringa oleifera et Ephedra alata possédent un effet
antibactérien, antibiofilm et anti-inflammatoire intestinal pouvant ainsi étre considérée comme une
stratégie thérapeutique potentielle dans le traitement des maladies infectieuses et maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin.

Mots clés : Extrait éthanolique, Ephedra alata, Moringa oleifera, Activité antibactérienne, Activité
antibiofilm, Activité anti-inflammatoire intestinale, Maladies intestinales chroniques de I’intestin.

Summary

This study focused primarily on the in vitro study of the antibacterial and antibiofilm activity
of ethanolic extracts of Moringa oleifera and Ephedra alata against bacterial strains. And secondly,
the in vivo study of the intestinal anti-inflammatory activity of the ethanolic extract of Ephedra
alata.

The antibacterial activity of the ethanolic extracts was evaluated by the diffusion method on
solid medium (well test) and by the micro-dilution method on liquid medium (MIC) and the
antibiofilm activity was evaluated by the microplate method based on staining by crystal violet.
While the intestinal anti-inflammatory activity of the ethanolic extract of Ephedra alata was tested
with the doses of (50 mg/kg, 100 mg/kg and 200 mg/kg) on DNBS-induced colitis in mice BALBI/c.

The results showed that the ethanolic extracts of Ephedra alata and Moringa oleifera have an
antibacterial effect on bacterial strains with better activity towards EPECII (25 mm/ 12.5 mg/mL)
and Staphlococccus aureus (15 mm/25 mg/mL) respectively, and a significantly antibiofilm effect
against Kleibseilla pneumoniae ATCC 700603 and 71 with a reduction rate of up to 85% at the
highest concentration (100 mg/mL). In addition, the ethanolic extract of Ephedra alata significantly
reduced intestinal inflammation with a very significant decrease in the P/L ratio at the 100 mg/kg
dose.

The ethanolic extracts of Moringa oleifera and Ephedra alata have an antibacterial,
antibiofilm and intestinal anti-inflammatory activity, which can therefore be considered as a
potential therapeutic strategy in the treatment of infectious diseases and chronic inflammatory
diseases of the intestine.

Keywords : Ethanolic extract, Ephedra alata, Moringa oleifera, Antibacterial activity, Antibiofilm
activity, Intestinal anti-inflammatory activity, Chronic bowel disease.
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