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Glossaire

Arthrite septique : maladie rare, grave, parfois fatale secondaire a I'envahissement de
I'articulation par une bactérien. La contamination de l'articulation peut se faire directement

via une plaie par exemple, ou par voie sanguine.
Cellulite : lipodystrophie segmentaire ou localisée su tissu conjonctif sous-cutané,

Endocardite : est une inflammation de I’endocarde (paroi des valves cardiaques) qui est le

plus souvent causé par une infection.

Erysipéle : une infection de la peau due a une bactérie, le streptocoque. Il se présente comme

une zone inflammatoire de la peau

Fasciites nécrosantes : est une infection rare de la peau et des tissus sous-cutanés profonds,

se propageant le long des fascias et du tissu adipeux

Fievre puerpérale : est une maladie infectieuse de la femme, qui survient apres un
accouchement ou une fausse couche, surtout dans le cas ou I'expulsion du placenta n'a pas

été complete.

Glomérulonéphrites aigués : une agression inflammatoire aigué non suppurative a
prédominance glomérulaire. Leur incidence actuelle est mal connue du fait de la fréquence
des formes infra cliniques. Le germe le plus fréquemment en cause est le streptocoque f3-

hémolytique du groupe A.

Infections néonatales : agression du nouveau-né par des micro- organismes bactériens qui
peuvent le coloniser avant, pendant ou apres la naissance et engendrer des manifestations

pathologiques.

Meéningite : inflammation des méninges, des membranes qui entourent notre cerveau et la

moelle épiniere.

Otite moyenne : infection de la partie moyenne de l'oreille que I'on retrouve le plus souvent
chez les nourrissons et les jeunes enfants, en particulier ceux qui sont agés de 6 mois et 3

ans.



Pharyngite : inflammation du pharynx causé par un virus ou une bactérie.
Pneumonie : infection des poumons causee le plus souvent par Streptococcus pneumoniae.

Rhumatisme articulaire aigu: ou maladie de Bouillaud, est une complication
inflammatoire retardée des infections des voies aériennes supérieures par le Streptocoque B-

hémolytique du groupe A.

Septicémie : infection généralisée de lI'organisme d'origine bactérienne, aussi définit comme

étant la présence d’un microorganisme dans le sang.

Source : Larousse Médicale.



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ATCC: American Type Culture Collection
BHI : Brain Heart Infusion (infusion cceur-cervelle)
CMI : concentration minimale inhibitrice.
DMSO : Diméthyl sulfoxyde

E.coli : Escherichia coli.

HSV-1 : Virus de I’herpés simplex-1

INC : inhibition non compléte

LMA : laboratoire de Microbiologie Appliquéee
MDR : souches multirésistantes

mm : millimétre

RSV : Virus respiratoire syncytial

S.aureus : Staphylococcus aureus

TS : tryptone salé
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Introduction

Le genre Streptococcus comprend une grande variété de bactéries Gram-positif
pathogénes et commensales. Ce sont des habitants d’une large gamme d'hétes, y compris
I’Homme et les animaux a sang chaud. Au sein de chaque hote, on trouve des streptocoques
au niveau des muqueuses respiratoires, intestinales et urinogénitales. (Marri et al., 2006).
Dans des conditions appropriées (systeme immunitaire affaibli), ils peuvent étre
opportunistes et causer ainsi des infections graves localisees ou systémiques telles que la
septicémie, I'endocardite, l'arthrite septique, la pneumonie, la méningite, la pharyngite,
1’otite moyenne et la cellulite (Coykendall, 1989). Les streptocoques sont aussi une source
de complications non suppuratives telles que le rhumatisme articulaire aigu ou certaines
glomérulonéphrites aigués, mais ils participent a la genése d'atteintes cutanées ou sous-
cutanées comme I'érysipele ou les fasciites nécrosantes. lls peuvent étre éventuellement

responsables d’infections néonatales (fiévre puerpérale) (Marchou et al., 2002).

Les patients atteints des infections liées aux streptocoques sont soumis a une
antibiothérapie, mais malheureusement certaines souches sont résistantes aux pénicillines et
aux céphalosporines (Shenep, 2000 ; Iserin et al, 2001 ; Guilfoile, 2007 ; Rath et al., 2009 ),
notamment le groupe Viridans en vers les B-lactamines (Marchou et al., 2002). De plus, le
co(t éleve des antibiotiques pose un second probléme (Kaboré et al., 1997 ; Akoua et al., 2004
; Guillemot et al., 2004 ; Guilfoile, 2007).

Face a ces problémes, il y a un besoin impérieux de découvrir constamment des nouvelles
molécules bioactives contre ces agents pathogenes résistants (Mwambete, 2009), possédant
de nouveaux mécanismes d’action et de nouvelles propriétés (Traoré et al., 2012 ; Mada et
al., 2013).

Les plantes médicinales riches en métabolites secondaires restent la source la plus
importante de molécules entrant dans la composition des produits pharmaceutiques (Marin
et Chrestin, 2007). Cette source est considérée comme un alternatif naturel qui pourra
remplacer les antibiotiques (Harikrishnan et al., 2003 ; Immanuel et al., 2004). Sur ce, des
recherches approfondies ont été menées afin d'évaluer I'effet antimicrobien des huiles
essentielles et des extraits qui ont montré leur capacité a inhiber la croissance de divers

microorganismes pathogénes (Tichy et Novak., 2007).


javascript:;

Cette etude vise a valoriser la richesse de la région de Béjaia en plantes médicinales
locales, encore mal exploitée de nos jours. C’est dans ce sens, que nous avons entrepris ce
travail qui consiste a étudier I’activité antimicrobienne de cing plantes médicinales locales
envers des souches de streptocoques pathogéne d’origine alimentaire. Pour cela, 1’étude a

été scindée en deux parties principales :
e Une partie bibliographique qui comprend :

Des généralités sur les streptocoques pathogénes

Les extraits de plantes et leurs activités antimicrobiennes
e Une partie pratique constituée de deux chapitres :

Chapitre 1 : Matériel et méthodes décrivant la procédure d’obtention des extraits de plantes

et I’évaluation de leur activité antimicrobienne.

Chapitres 2 : présentation des résultats suivie de leur discussion.
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I- Les streptocoques

Existant chez I'Homme et les animaux a sang chaud, les streptocoques (S) peuvent
étre des agents commensaux ou parasites hautement pathogénes. Les principales
caractéristiques des streptocoques en tant que commensaux potentiels sont selon Bergey’s
manuel (2015) :

e L’adheésion a presque toutes les surfaces présentes dans leur environnement naturel.

e La capacité a utiliser rapidement les nutriments disponibles dans des conditions

environnementales fluctuantes.

e La capacité de tolérer, de résister ou méme de détruire les défenses immunitaires de
I'hote.

e L'expression de réseaux d'adhésines sur leur surface qui servent de liaison a une

large gamme de substrats disponibles chez I'hote mammifere

I-1- Caractéristiques générales

Les streptocoques sont des bactéries a Gram-positif généralement de forme
sphériques ou ovales, de moins de 2 um de diametre, regroupées en chainettes ou par
paires (diplocoques). Elles sont ubiquistes non mobiles et non sporulentes. La température
optimale de leur croissance est habituellement d'environ 37 ° C, mais elle peut varier selon

les espéces (Bergey’s manuel, 2015).

Toutes les espéces sont pratiquement anaérobies facultatives, certaines nécessitant la
présence du CO2 pour leur croissance telle que Streptococcus pneumoniae. Chimio-
organotrophes avec un metabolisme homofermentaire (production de 1’acide acétique
seul), elles sont a catalase négative et leurs exigences nutritionnelles sont complexes et
variables (acides aminés, peptides, purines, pyrimidines et vitamines sans oublier la
présence d’un glucide fermentable) mais ceux-ci sont généralement fournies par les
milieux complexes tel que le BHI ou les géloses au sang. La paroi cellulaire est

caractérisée par la présence des acides diamino-lysines (Bergey’s manuel, 2015).

Seule Streptococcus pneumoniae lorsqu’elle est diplococcique est encapsulée
(Delarras, 2007). Pour certains autres streptocoques, ils peuvent former des capsules

d'acide hyaluronique pendant la premiére phase de croissance, cette pseudocapsule est
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considérée comme un facteur de virulence ainsi que la scarlatine, qui est a I’origine de la

propriété toxinogene des streptocoques (Bergey’s manuel, 2015).

La composition qualitative de la paroi cellulaire en polysaccharides et en antigene
specifiques (également appelés substances C) est connue pour de nombreuses espéces
streptococciques et celle-ci constitue la base du groupement sérologique de Lancefield

(bergey’s manuel, 2015).qui est comme suit (Delarras, 2007) :

e Groupe A : Streptococcus pyogenes
e Groupe B : Streptococcus agalactiae

e Groupe C: Streptococcus equisimilis, Streptococcus  equi, Streptococcus

zooepidemicus, Streptococcus dysgalactiae

e Groupe D: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans et Streptococcus bovis

e Groube G : Streptococcus canis

e Groupe E : Streptococcus uberis

e Groupe F, G et L : Streptococcus anginosus
e Groupe H : Streptococcus sanguis

e Groupe K : Streptococcus salivarius

e Groupe L : Streptococcus dysgalactiae

e Groupe M et O : Streptococcus mitior

e Groupe N : Lactococcus lactis

e Groupe R et S : Streptococcus suis

La classification de Lancefield a regroupé les souches dans des groupes qui sont
désignées par une lettre majuscule de l'alphabet (A, B, C, E, F, G, etc.). Cette classification
a éte, et est toujours, extrémement utile pour différencier les Streptocoques B-hémolytique
responsables des infections humaines et animales qui concerne le groupe A (pyogenes)
(Bergey’s manuel, 2015). Le systéme n'est pas exhaustif dans la mesure ou les especes non
hémolytiques et a-hémolytiques, en particulier, ne possedent pas d'antigénes de groupage
Lancefield reconnus ou peuvent étre hétérogénes par rapport aux antigénes de groupe
possédes par différentes souches d'une espece (Bergey’s manuel, 2015). La présence ou

I’absence de I’hémolyse et le type de I’hémolyse sont des facteurs importants dans la
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classification : soit I’hémolyse B, traduite par une zone claire autour des colonies sur la
gélose au sang et cela est di a la destruction compléte des érythrocytes. Soit I’hémolyse a
traduite par une décoloration verdatre de la gélose au sang d’ou vient le nom de virdans qui
est le groupe d’espéce qui les renferment ces dernieres et les streptocoques qui sont
completement indifférents au sang (dits les non hémolytique) (Coykendall, 1989; Shenep,
2000).

Sur la base de I'analyse de la séquence du géne de I'ARNr 16S, le genre Streptococcus
contiendrait un GC % qui varie selon les especes de 33 a 46% est donc inférieur & 50%.
Ce-ci implique que ce genre appartient au phylum des clostridium (Bergey’s manuel,
2015).

La derniére classification du Bergey’s manuel 2015 du genre Streptococcus est :
Régne : Eubacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae
I1- Extraits de plantes a activité antimicrobienne

Depuis toujours et jusqu’a maintenant, I’Homme utilisait les plantes trouvées dans la
nature comme remedes pour traiter et soigner certaines pathologies (Sanago, 2006). Selon
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS, 2003), environ 65-80 % de la population
mondiale a recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, a cause de la pauvreté et du manque d’accés a la médecine moderne surtout dans
les pays sous-développés (Ma et al., 1997). L’OMS considére aussi que dans de nombreux
pays peu développés, les plantes et leurs composants représentent la premiere source de
reméde (Ali-Delille, 2010).

e Définition de la phytothérapie

La phytothérapie consiste a utiliser des plantes comme médicaments pour
rétablir et conserver le corps en bon état. Plus de 80 % de la population mondiale ’utilisent

pour les divers problemes de santé (Farnsworth et Kass, 1986).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shenep%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10720803
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e Les plantes médicinales

Il s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers
maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie

posséde des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).
11-1- Les composés chimiques des plantes dotés d’une activité antimicrobienne

Les plantes synthétisent deux types de métabolites : primaires et secondaires; cette
classification est par rapport a leurs participation directe ou indirecte aux processus
vitaux de la cellule (processus indispensables au développement normal et a
la reproduction de la cellule). Parmi les métabolites primaires nous pouvons citer le
glucose obtenu par photosynthése. Les métabolites secondaires quant a eux, ils sont
généralement classés en trois groupes : les phénols tels que les tanins, lignine et les
flavonoides ; les azotés tels que les glucosinolates, et enfin les alcaloides. Ces métabolites
secondaires (tanins, terpénoides, alcaloides et flavonoides), servent de mécanismes de
défense des plantes contre la prédation par des microorganismes, des insectes et des
herbivores. Il a été démontré in vitro que ces composes sont dotés de propriétés
antimicrobiennes trés intéressantes qui font 1’objet de plusieurs études. Ces
phytochimiques antimicrobiens actifs peuvent étre divisés en plusieurs catégories
(Cowan, 1999) :

11-1-1- Classe des composés phénoliques

Le terme polyhénols ou composés phénoliques a été introduit en 1980 (Béta et al.,
2005), ce sont de métabolites secondaires caractérisées par la présence d’au moins un
noyau aromatique possédant un ou plusieurs groupes hydroxyles substitués (Marouf et al.,
2007). Plus de 8000 structures ont été identifiées (Urquiage et Leighton, 2000), allant de
simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées
comme les tanins (Dai et Mumper, 2010). On retrouve dans cette classe, les sous-classes
suivantes (Cowan, 1999) :

e Les phénols simples par exemple : Les pyrocatéchols dont le mécanisme d’action
est la privation en certains substrats et les épicatéchines dont le mécanisme consiste
en la destruction de la membrane cytoplasmique.

e Les acides phénoliques tels que I’acide cinnamique dont le mécanisme est inconnu.
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e Les quinones telles que les hypericines dont le mécanisme est la formation de
complexe irreversible avec les protéines de la paroi cellulaire et inactivation des
adhésine et des enzymes ainsi la destruction de la cellule bactérienne.

e Les flavonoides (flavones) : le mécanisme est le méme que les quinons mais ajouté
a cela, le fait qu’ils sont lipophiles leurs permettent de perturber la fluidité
membranaire. Le mécanisme antiviral des flavones consiste en I’inhibition de la
reverse transcriptase du VIH. Aussi, I’inhibition le virus respiratoire syncytial
(RSV) et le virus de I'herpés simplex 1 (HSV-1).

e Les tanins dont les mécanismes sont diversifiés : liaison avec les protéines et les
adhésines, privation en substrat, formation d’un complexe avec la paroi, destruction
de la membrane cytoplasmique par inactivation les adhésines microbiennes, les
enzymes, les protéines de transport d'enveloppes cellulaires, mais aussi chélatation
des ions métaliques. Les tanines peuvent aussi inhiber les reverses transcriptases
virales.

e Les coumarines telles que les warfarines qui ont une activité antivirale et

antifongique.

11-1-2- Classe des terpenoides
Parmi les terpénoides on a les capsaicines dont le mécanisme d’action est la

destruction de la membrane cytoplasmique.

11-1-3- Classe des alcaloides

Parmi les alcaloides on a les berberines et les piprines dont le mécanisme d’action

est I’intercalation dans la paroi cellulaire.

11-1-4- Classe des lectines et des polypeptides

Ces molécules sont actives sur les virus et les bactéries.

I11- Activité antibactérienne des extraits de plantes
L’effet antimicrobien des extraits plantes a fait I’objet de divers travaux et
d’expériences dans plusieurs recherches. Plusieurs plantes ont été étudiées, on cite la

camomille romaine essentielle de Provence (France) qui a été testée contre diverses
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souches de bactéries Gram-positives (Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis) et
des bactéries Gram-négatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Klebsiella pneumoniae et Salmonella sp.). L'extrait de la camomille romaine a
montré une activité antimicrobienne élevée contre toutes les souches microbiennes testées
(Bail et al., 2011). La plante Parthenium hysterophorus (d’origine hindou) a montré une
activité antibactérienne considérable contre Streptococcus mutans MTCC 497, Proteus
vulgaris MTCC 7299 et Salmonella Typhi MTCC 3917 (Shashank et al., 2014). Une autre
expérience a été mener sur I’activité antibactérienne orales du Khat, nous affirmant que les
constituants hydrosolubles de cette plante possedent une activité antibactérienne sélective
contre les bactéries orales surtout Streptococcus pyogenes (Al-hebshi et al., 2005).

L'extrait aqueux dail (Allium sativum) a été testé sur des souches multirésistantes
(MDR) et non-multiresistantes de Streptococcus mutans. S. mutans (MDR ou non) étaient
sensibles a I'extrait d'ail avec une CMI allant de 4 & 32 mg/ml (Fani et al., 2007).

L’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur 1’agar de
Acacia nilotica a montré que ses extraits ont une bonne activité antimicrobienne envers
Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et
Shigella sonnei. L'extrait de plante présentait une activité antimicrobienne contre tous les
microorganismes d'essai et les CMI variait entre 35 et 50 mg / ml tandis que la

concentration bactéricide minimale variait entre 35 et 60 mg / ml (Banso, 2009).
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I. Extraits végétaux

I-1- Préparation des extraits agqueux

I-1-1-Macération dans ’eau

Elle a été réalisée selon la méthode utilisée par Nagappan (2012) avec quelques
modifications Dans un mortier a pilon, 50 g de plante, finement broyée, sont écrasés dans
des volumes différents d’eau distillée (tableau 1) puis laissés macérés pendant 24 h sous
une agitation douce de marque Heidolph VIBRAMAX 100 et a I’obscurité. Le volume

d’eau ajouté est fonction de la grosseur de la poudre obtenue apres broyage.

Tableau I. Volumes d’cau distillée ajoutés pour chaque plante pour la macération.

Plantes Volumes d’eau distillée (ml)
250
320
300
350
300

I1-1-2-Décoction :

Elle a été réalisée selon la méthode utilisée par Ziani et al (2015) avec quelques
modifications. Dans des erlens, 50 g de plante, finement broyée, sont mélangés avec des
volumes différents d’eau distillée (tableau I1) puis laissés sous ébullition pendant 2 heures

sous agitation douce sur une plaque chauffante agitatrice de marque VELP Scientifica.

Tableau I1 : les volumes d’eau distillée ajoutés pour chaque plante pour la décoction.

Plantes Volumes d’eau distillée (ml)
P 550
P 550
P 580
600
500
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Suite a la macération et a la décoction, des extraits sont obtenus selon le protocole

décrit sur la figure 1.

| Macérat I

ifugation a 4000 g/30 min dans
i ina 380 R
iinservation des filtrats dans de

Figure 1. Préparation des extraits aqueux pas macération et par décoction

Décoction

I-2- Préparation des extraits éthanoiques

Elle a été réalisée selon la méthode utilisée par Bail et al (2011) avec quelques
modifications Dans des erlens, 50 g de plante, finement broyée, sont mélangés avec des
volumes différents d’éthanol a 96 % (tableau I11). Les extraits éthanoiques sont obtenus

selon le protocole schématisé sur la figure 2.

Tableau I11. Volume d’éthanol ajouté pour chaque plante

Plantes Volumes d’éthanol (ml)

P1 100
P2 150
P3 150
P4 150
P5 100
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Macération pendant 7 jours, sous agitation douce, a I’o
ambiante

U'liiation a travers la mousse_
\Y
W’ |ﬁn a 4000 g/30 min de marque Hettch m

A\

lan s umegennts 3 ravers G ey AT

i eur a 40°C de marque BUCHl !oma
M' ii P’extrait sec dans 5ml de DMSO ae maram

Y

_ Conservation a5 °C et a llaﬂm

Figure 2. Préparation des extraits éthanoiques

L’ensemble des extraits obtenus sont codés tel qu’indiqué dans le tableau 1V.

Tableau IV. Extraits aqueux et éthanoiques obtenus

Extraits aqueux Extrais éthanoiques
Plantes Macération Décoction Maceération
P1 MP1 IP1 EP1
P2 MP2 1P2 EP2
P3 MP3 IP3 EP3
P4 MP4 1P4 EP4
P5 MP5 IP5 EPS

11
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I-3- Stérilisation des extraits par filtration

Tous les extraits obtenus (éthanoiques et aqueux) sont filtrés stérilement (entre
deux becs Bunsen) avec des filtres a seringues stériles de 0,45 um de diametre de marque
Fisher brand.

Filtration stérilisante par
des filtres a seringues (0,45

Extrait aqueux
ou éthanoique

Figure 3. Filtration stérilisante des extraits

I-4- Concentration des extraits

Tous les extraits obtenus (éthanoiques et aqueux) sont concentrés X10 grace au
rotavapeur de marque BUCHI Rotavapor R-114. Les échantillons concentrés sont codés
en ajoutant une lettre « C » a la fin du code préalablement attribué (tableau V, exemple
MP1C).
Tableau V. Extraits concentrés obtenus

Extraits aqueux Extraits éthanoiques

Décoction

Macération Ethanoique

MP1C IP1C EP1C
MP2C IP2C EP2C
Concentrais MP3C IP3C EP3C
MP4C IP4AC EP4C
MP5C IP5C EP5C

12
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I1- Souches bactériennes

Les souches utilisées dans cette étude sont des souches de Streptocoques
pathogénes du groupe Viridans (S5, S11 et S15) d’origine alimentaire. Ces souches font
partie de la collection des souches bactériennes du laboratoire de Microbiologie Appliquée
(LMA), université de Bejaia.

I1-1-Revivification et vérification de la pureté des souches :

Stérilement, 100 pl de chaque souche sont inoculés dans 5 ml de bouillon BHI.
Apres homogeénéisation au vortex de marque VELP Scientifica, le bouillon est incubé a
37°C pendant 18 heures (figure 4).
Afin de vérifier la pureté des souches, un ensemencement en stries sur gélose BHI, a partir
des cultures fraiches obtenues apres revivification, est effectué. Une coloration de Gram et
un test catalase sont par la suite réalisés sur au moins 5 colonies ayant poussé sur la gélose
BHI aprées 48 h d’incubation a 37°C.

100
U

F Y
H HHD Homogénéisam>
J v

Culture
bactérienne

D D Incubation a 37C°/1{3h>

BHI

Figure 4. Revivification des souches de streptocoques

I1-2-Standardisation des inocula
Avant de realiser les tests d’activité antibactérienne, la standardisation de
I’inoculum des souches est indispensable. La standardisation est réalisée par la méthode de

dénombrement comme montré sur la figure 5.

13
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Figure 5. Standardisation des inocula

I11- Etude de Pactivité antibactérienne

Dans le but de mettre en évidence I’activité antibactérienne des extraits de plantes,

vis-a-Vvis des trois souches de streptocoques, deux tests sont réalisés.
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111 -1- Aromatogramme
111 -1-1- Préparation des disques

Les disques sont préparés comme décrits sur la figure 6.

‘ Disques stériles de 6 mm dew

h ghargement des disques (six disques W

—_— —

Figure 6. Préparation des disques pour 1’aromatogramme

111 -1-2- Réalisation de ’aromatogramme

L’aromatogramme est réalisé comme décrit sur la figure 7.

Ensemencement par écouvillonnage sur gélos
souche

| Déposer deux disques chargés W

e ——

‘ Incubation a 37 °C pendant 24 h \

Observation de ’apparition éventuelle de zo
mesure du diametre de la zone d’inhibition

v

Figure 7. Etapes de réalisation de I’aromatogramme.

111 -2- Teste des puits

Le deuxiéme test d’activité antibactérienne est le test des puits réalisé comme décrit sur
la figure 8.

15
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15 ml de gélose BHI sont coulés dans des boites de Pétri et
laisses se solidifier

1ml de la suspension bactérienne (10" UFC/ml) est inoculé dans 9 ml de
gélose BHI molle (7,5 g d’agar/l) en surfusion

‘ 10 ml de la gélose molle en surfusion sont sur la gélose BHI ‘

préalablement solidifiée

Des puits de 6 mm de diameétre et de 3 mm de profondeur sont creuses
dans la gélose avec une pipette Pasteur stérile
100 pl de chaque extrait sont déposés dans chaque puit
|| Les boites sont maintenues a 4°C/ 2 h puis incubées a 37°C/ 24 h ||

Figure 08. Etapes de réalisation du test des puits
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I- vérification de la purete

Les résultats obtenus concernant la coloration de Gram et le test de la catalase sont

représenteés dans le tableau V1 :

Tableau VI : Résultats de la coloration de Gram et du test de la catalase.

Souche Résultat de la coloration Test de la
catalase
S5 Cocci regroupées en Catalase -
chainette a Gram
positif
S11 Cocci regroupées en Catalase -
chainette a Gram
positif
S15 Cocci regroupées en Catalase -
chainette a Gram
positif

I1- Standardisation des inocula

Les résultats du dénombrement ont montré que les souches sont standardisées a 10°

UFC/ml.

I11- Etude de I’activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits éthanoiques (EP1, EP2,
EP3, EP4 et EP5) et des extraits aqueux (MP1, MP2, MP3, MP4 et MP5 pour les macérats ;
IP1, IP2, IP3, IP4 et IP5 pour les décoctions) des cing plantes locales a I’égard des trois souches
testées (S5, S11, et S15) par : la méthode des disques et le test des puits.

17
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111-1-Méthode de diffusion des disques

Cette méthode est généralement employée comme une analyse préliminaire pour étudier
I'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus détaillées. Dans cette méthode,
les parametres tels que le volume placé sur les disques de papier, I'épaisseur de la couche
d'agar et si un dissolvant est employé varient considérablement entre les études (Manou et al.,
1998; Burt, 2004).

L’activité antimicrobienne des extraits de plante a été estimée en termes de diametre de
la zone d’inhibition autour des disques dosés par les extraits a tester vis-a-vis aux trois souches
de Streptococcus.

111-1-1- Extraits non concentrés
Les diameétres des zones d’inhibition obtenus comprennent le diametre des disques qui

est de 6mm. Les résultats obtenus sont représentés dans les histogrammes suivants.

o 15
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N N 10 L]
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= 0 === 200 000 0

el MPL o — o)
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S5 mS11 mS MP5

0 __ 15 14

= 12 13

Q=

N = 10

-

S S 75

= 5 7
= e

= C 00

00
E = 0 = -
Qo IP1 P2 0
IP3
P4

IP5

S5 mS11 mS15

Figure 09 : activité des extraits d’infusion (IP) et de macération (MP) envers les souches

de Streptococcus
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Les résultats concernant les extraits non concentrés montrent I’effet de ces derniers
envers les souches testées.
L’activité antibactérienne des extraits de macération et de décoction a été estimée en

termes de de la zone d’inhibition au tour des disques.

Les extraits qui ont donné des activités sont les IP3 et IP4 envers les deux souches S11
et S15 pour des diametres variant de 7,5 a 156mm et aucune zone n’a été observée envers la
S5.

L’extrait IP5 exerce une activité a I’égard de la souche S11 dont le diamétre de la zone
d’inhibition enregistré est de 7 mm.

Concernant les extraits de maceration seulement le MP5 qui posséde une activité
envers les souches S5, S11 et S15 avec des diametres qui sont respectivement de 11,5mm,
10mm et 13,5 mm. Les extraits MP1, MP2, MP3, MP4, IP1 et IP2 n’ont montré aucune

activité. Donc, les extraits qui ont plus d’activité sont ceux issus de la décoction.

Une étude réalisée sur I’extrait aqueux des feuilles de la Bourrache récoltée en Italie,
ayant ciblé des microorganismes isolés des aliments tels que Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Enterobacter spp. et Salmonella enterica, a montré un effet
inhibiteur sur les bactéries & Gram négatif, avec des CMI allant jusqu’a 10 mg/ml (Miceli et
al., 2014).

L’extrait aqueux de cette méme espece récoltée en Irak, n’a montré aucun effet sur neuf
souches d’E.coli, cing souches de Salmonella typhi et six souches de Candida albicans
(Mahmood et al., 2010).

D’autres travaux ont montré que 1’extrait aqueux de Thonningia sanguinea a un effet
inhibiteur sur la croissance de Salmonella.enteritidis (M’Baiasbe et al., 2002), Salmonella
typhi ; Shigella sonnei, E. coli ; Cryptococcus neoformans et Staphylococcus aureus.
(Vangah-Manda et al., 1994 ; Kazock, 2001 ; Ouattara, 2003 ;).

Les travaux réalisés par Gbogbo et al., (2013) sur I’extrait aqueux de Momordica
charantia a induit une inhibition remarquable de la croissance d’ E. coli, Salmonella spp.et

S. aureus.

Il a été rapporté que les extraits aqueux de différentes plantes de la famille des

Lamiacées ne présentent aucune activité antibactérienne. (Candan et al., 2003).
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L’absence des zones d’inhibition pourrait étre expliquée selon Fazeli et al., (2007)
par méthode d’extraction utilisée, comme elle peut étre due aussi a 1’insolubilité des
extraits non polaires qui rendent tres difficile leur utilisation dans un milieu aqueux .
(Pellecure et al., 1976).

L’activité antimicrobienne des extraits est due aux différents agents chimiques présents
dans ces extraits (Marjorie, 1999), une perte de ces agents influence sur 1’activité qui peut

étre a cause des conditions de séchage ou d’extraction.

I11-1-2- Extraits concentrés
Les diamétres des zones d’inhibition obtenus sont représentés dans les histogrammes

suivants :

Diamétre des zones
d'inhibition (mm)
5
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FigurelO : Activité des différents extraits concentrés sur les souches de Streptococcus.

Concernant les extraits concentrés, des zones d’inhibition sont observées : tous les
extraits de maceration concentrés ont une activité antibactérienne sauf le MP5C, la plus
grande zone est celle de I’extrait MP2C envers la S5 avec un diamétre de 13,5mm et la plus
petite est celle du MP4C vis-a-vis S15 avec 9 mm de diametre et qui est la seule zone
apparue. Les MP1C n’a aucune activité contre la souche S5, méme résultat observé sur le
MP2C envers S11 et S15, le MP3C a I’égard de la S15.

Pour les extraits de décoction tous les extraits possedent des activités envers les 03
souches testées a I’exception de I’TP3C envers S15.

La plus grande zone obtenue est de 14,5 mm de diamétre avec les extraits IP1C et IP5C
a I’égard de S11, IP5C contre S15, tandis ce que 10mm est la plus petite zone enregistrée
avec IP2C envers S5 et S15, IP1C a I’égard de S15.

21



Chapitre Il : Résultats et discussion

Figurel? : Activité de I’extrait IP3C a I’égard de S11 avec les disques.

L’extrait éthanoique a donner les plus grandes zones d’inhibition. Les diamétres sont
assez importants avec un maximum de 18 mm avec I’EP4C envers S15. L’EP1C et le
DMSO n’ont donné aucune zone d’inhibition , ’EP2C a donné une zone de 10mm de
diameétre a I’égard de S5, S11 et une zone de 10,5mm envers S15.Pour I’EP3C, les zones
sont de 10mm de diamétre a 1’égard de S5, S15 et de 11 mm envers S15.Les plus grandes
zones sont celles de I’EP4C : 14, 16 envers la S5, S11 respectivement et ’extrait EP5C a

donné des zones de 11, 13 et 15mm .
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Figurel3 : Activité de I’extrait EP4 a I’égard de S15 avec les disques.

Plusieurs études ont montré que 1’extrait éthanoique posséde une meilleure activité
antimicrobienne : Mohsen & Ammar, (2009) ont prouvé que I'éthanol était le meilleur
solvant pour I’extraction des composés phénoliques, suivi du méthanol et finalement par
I’eau. Les résultats de Ertirk, (2006) révelent que I’extrait éthanoique du cumin est actif
contre E. coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, par rapport a 1’extrait brut hydro-
méthanolique du cumin. Les mémes résultats ont été observés envers les mémes
pathogenes avec I’extrait éthanoique des racines de Teucrium fruticans. (Ulubelen et al.,
2000).

Selon Sharma, (2011), les extraits éthanoiques de cing plantes, a savoir : Artemisia
scoparia, Allium sativum, Glycine max, Solanum dulcamara et Venidium decurrens ont une

activité antimicrobienne.

Zihiri et al. (2003) ont rapporté que ’extrait éthanoique de Mycroglossa pyrifolia est
100 fois plus actif que son extrait aqueux.

Selon Chanwitheesek et al. (2007), I’activité antimicrobienne de 1’extrait éthanolique
de Caesalpinia mimosoides est attribuée a la présence d’une substance antimicrobienne
active, 1’acide gallique, qui a montré une activité contre Salmonella typhi et S.aureus
avec des valeurs de CMI de 2,5 et 1,25 mg/ml, respectivement.
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Puupponen-Pimié et al., (2005) ont montré que 1’hydrophobicité partielle de

I’acide gallique lui permet d’agir efficacement ; en effet, il a pu perméabilisé la souche de
Salmonella par une déstabilisation de sa membrane externe .

Pour nos extraits de décoction, une activité antibactérienne a eu lieu avec les extraits

IP1C et IP2C aprés une concentration or que 1’activité était absente avec les non concentrés

des mémes extraits. Une augmentation des diamétres des zones d’inhibition avec les IP3C,

IPAC et IP5C a eu lieu. L’extrait IP3C n’a donné aucune activité a 1’égard de la souche

S15, bien que I’extrait IP3 le non concentré a donné une activité dont le diamétre de la zone

d’inhibition était de 14 mm.

Des zones d’inhibitions ont apparu avec les extraits (MP1C, MP2C, MP3C et MP4C)
apres les avoir concentrés ou elles étaient absentes avec les non concentrés. L’extrait EP5C

n’a enregistré aucune activité.

L absence des zones d’inhibition avec les extraits concentrés a été le sujet d’étude
sur les extraits de Rosmarinus officinalis L. et Artemisia absinthium L. menée par Tenkhi
et al., (2009) . Apres avoir concentré 10 fois ces extraits, ils n’ont pas montré de différence
dans les diamétres d’inhibition vis-a-vis d’E.coli NAR et S.aureus ATCC 6538.

Cette absence d’activité avec les concentreés pourrait se traduire par la corrélation entre
I’activité antibactérienne et les structures des composés présents dans les extraits au lieu

d’une corrélation avec leurs concentrations. .(Tenkhi et al., 2009).

Okou et al., (2006), ont expliqué le fait que les extraits concentrés n’exercent pas d’effet
inhibiteur sur la croissance des microorganismes par la concentration de macromolécules

(glucides, protéine et glycoprotéine ) qui ne possedent pas cet effet recherché.

Benzeggoutta, (2005) suggere que ces résultats sont dus a un probléme de saturation

des sites de fixation ou des canaux de passage de I'agent antibactérien.

I11-2- Test des puits

Les résultats du test des puits comprennent le diametre des puits qui est de 6mm.
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Les résultats sont présentés dans I’histogramme ci-dessous.
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Figureld : Activité des différents extraits sur les souches de Streptococcus obtenue par le test
des puits.

Les résultats des zones d’inhibition obtenus avec les puits sont plus importants que ceux

des disques vu que le volume a été doublé et pas de risque de perte de 1’extrait.

Selon les résultats de Tenkhi et Khoufache, (2009) en augmentant le volume de 1’extrait

I’activité antimicrobienne augmente. Méme résultat confirmé par Banso, (2009).

Les extraits éthanoiques ont montré des meilleurs résultats avec un maximum de 25 mm.
L’extrait EP1C n’a donné aucun résultat méme observation que les disques, ’EP2C exerce un
effet antimicrobien a 1’égard des 03 souches avec un diametre de 17+1mm. Concernant I’EP3C,
cet extrait exerce un effet envers toutes les souches dont un effet INC est enregistré contre la
avec un diametre de 22 mm et un effet normal avec un diametre de 14mm, tandis ce que pour
les souches S11 et S15 les zones d’inhibition obtenues sont de 18mm et de 1lmm
respectivement avec une autre zone de 11 mm envers S11. L’extrait EP4C exerce une activité
contre toutes les souches avec un maximum de 25mm. Les zones enregistrées avec 1’extrait
EP5C varient de 17a 20 mm.

Figurel5 : Activité de I’extrait EP4 a 1’égard de S5 et S11 avec le test des puits.
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Les extraits de macération ont enregistré des zones d’inhibition avec des effets inhibition
incompléte dont les diamétres de ces zones sont de 25mm envers S5, 14 et 23mm contre S11 et
15 mm contre S15 avec I’extrait MP1C.

Pour I’extrait MP2C des zones normales sont enregistrées de 11 mm de diamétre envers
S35, I’extrait MP3C a exercé un effet antimicrobien avec des zones de 28 mm de diametre a

I’égard de S5 et S11 mais avec une inhibition incompléte et une zone de 9 mm a contre S15.

Pour les extraits d’infusion juste les IP1C, IP2C et I'IP3C qui ont un effet inhibiteur mais
qui est incomplet, la zone observée n’est pas claire. Pour la souche S15, deux zones de 12 et 23
mm de diameétre sont obtenues avec les extraits IP1C et IP2C respectivement. Quant a I’'TP3C

les zones sont de 22+2 mm de diametre a 1’égard de S5 et S11 uniquement.

Figurel6 : Activité des extraits IP3C et IP4C a 1’égard de S15 et S5 avec le test des puits.

Dans la majorité des cas les meilleurs résultats sont obtenus avec les puits mais il existe
des exceptions, cela est di au fait que certains métabolites se diffusent mieux dans les puits

et d’autres dans les disques.
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28



Chapitre Il : Résultats et discussion

25
= 23 2267
£, 0
c
©
E 15 12141
= ' 0 13 13,94 144,514.5
S o 16 0 1 1
o 1
<
c 5
o
PP 00
S IP1C 000
p
D PIPSC pyc T
c PIPAC s
P 1psc
.©
)
S5 mS11 mS15

Figure 18 : Comparaison de décoctions concentrées dans le test des puits et les disques.

30 28

- 25

E 20 75

2 15 1 12 11 13,5

B 10 ‘ .

=

2 5

2 000

v O N Y 00 000  0og

= @ @ &W &W %Q ﬂ: Q —

2D Q Q b‘CJ D‘CJ

E AR S Y

A &$
MS5 mS11 mS15

Figurel9 : Comparaison des macérat concentrés dans le test des puits et les disques.

29
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La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne influe sur les
résultats, Natarajan et al., (2005) et Fazeli et al., (2007) ont confirmé que la méthode des

puits sur gélose est plus adaptée et qui donne de meilleurs résultats.

La sensibilité vis-a-vis de I’extrait différe d’une souche a une autre. (Leclerc et al., 1995).
Ainsi, l'action antibactérienne est parfois partielle et aprés une diminution du nombre de
bacteéries, il y a eu une reprise de la croissance bactérienne (Bouguerra, 2012). Ce phénomeéne
pourra étre di a une instabilité de I'agent antibactérien in vitro, a une induction d'enzymes
conférant une résistance des bactéries a I'extrait antibactérien. (Berche et al., 1989).

L’activité antimicrobienne des extraits est due a plusieurs facteurs qui I’influencent : les
extraits sont actifs grace a leur richesse en composés phénoliques tel que les flavonoides, les
tanins.

L’absence d’un composé selon Turkmen et al., (2007) explique I’inefficacité des
extraits de plante. Hatano et al., (2005) ont trouvé dans leur étude la présence de deux types de
composés phénoliques efficaces contre les bactéries, a savoir des composés phénoliques a
faible poids moléculaires (anthraquinones et prenylate des flavonoides) et des

proanthocyanidines et tanins hydrolysables de poids moléculaire éleve.

Plusieurs facteurs influencent I’activité qui peuvent étre: le solvant utilisé car
’utilisation de solvants a polarité croissante permet de séparer les composés des extraits
selon leur degré de solubilité et donc permet de séparer les flavonoides selon leurs degrés de
glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di et triglycosylés) (Ilhami et al., 2003 ; Ciulei,
1982).

La méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le maximum
de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux

températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction (Lee et al., 2003).

L’activité antibactérienne peut dépendre de la composition du milieu de culture.
(Bouguerra, 2012). La matiére organique du milieu de culture est susceptible de réduire
I'efficacité d'un agent antibactérien en se combinant avec lui pour former des composés
inactifs, en lI'adsorbant et en diminuant sa concentration, ou en le précipitant et en I'éliminant

carrément.
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D’autres facteurs influencent I’activité tel que la période de récolte, le climat, la méthode

d’extraction. (Al-Reza et al., 2010), le temps de repos (Benzeggoutta, 2005).

Le mécanisme d’action des agents antimicrobiens a fait un objet d’étude dont les

résultats :

Influence sur la membrane et la paroi des microorganismes par le contact direct leurs
de composés hydrophobes qui s’adsorbent sur les membranes cellulaires en les
rendant plus perméables en causant des dommages structuraux ou une rupture
compléte des membranes cellulaires et des pertes de nutriments. (Dhaouadi et al.,
2011 ; Hilliard, 1995 ; Pieroza et al., 2009).

Inhibition de la synthese des acides nucléiques (Shinozuka et al., 1988 ; Ong et
Khoo, 1997).

Inhibition du métabolisme énergétique microbien (Hilliard, 1995 ; Karou et al,
2005).

oxydation ou en dénaturant les protéines bactériennes (Shiota et al., 2004)

la chélation des ions métalliques (Karou et al, 2005)

piéger les de substrats nécessaires a la croissance microbienne (Hilliard, 1995 ;
Karou et al, 2005).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent de loin la source la plus abondante et largement disponible
en molécules naturelles bioactives dotés d'activités antimicrobiennes.

Dans le but de déterminer 1’activité antimicrobienne de cing plantes médicinales locales a
I’égard de trois souche pathogénes de streptocoques viridans, des tests d’évaluations in vitro
ont été réalisé pour les extraits aqueux (issus de la macération et de décoction) et les extrais
éthanoique de celles-ci.

Les extrais ont montré une activité antibactérienne vis a vis aux souches pathogenes quelques
soit la méthode utilisée a savoir les disques (avec les concentrés et les non concentrés) ou les
puits (avec les concentrés).

Les extraits aqueux (concentrés et non concentrés) ont montré une bonne activité dans le
teste des disques, a savoir, entre 7 et 14 mm ou la valeur maximale a été observée dans les
extraits a décoction avec IP3 a 1’égard de S15 et IP1C a I’égard de S11. Un diamétre de 10 a
13,5 mm a été observé dans la macération avec la plus grande valeur enregistrée avec MP5 a
I’égard de S11, S15 et S5. Pour les concentrés, IPAC a montré la plus grande activité avec un
diamétre de 14,5, 14 et 14,5 envers S11, S5 et S15 respectivement. Dans les puits, une inhibition
partielle (incomplete) a été observée, mais les zones étaient plus importantes, surtout avec
I’extrait IP3 a 1’égard de S5 dans la décoction et I’extrait MP3 dans les macérat, avec un
diametre de 24 mm et de 28mm respectivement.

Quant aux extraits éthanoiques, une meilleure activité a été enregistrée. Les diameétres
d’inhibition ont atteint les 18 mm avec I’extrait EP4C dans mes disques a 1’égard de S15, 14 et
16 mm a I’égard de S5 et S15 respectivement. Dans les tests des puits, I’inhibition observée
était compléte (totale) Contrairement aux extraits aqueux, les diameétres enregistrés étaient de
25mm vis-a-vis EP4C a I’égard de S5 et S11, et un diamétre de 20mm enregistré de 1’inhibition
de la S15 par I’extrait EP5C.

Sur la base des résultats obtenus, I’extraction a 1’éthanol 96% peut étre considérée
comme étant le meilleur solvant d’extractions.et la souche S11 est la plus sensible aux 15
extraits évalués.

Dans notre étude nous avons utilisé des extraits bruts, ce qui ne nous renseigne nullement sur
les composés actifs responsables de 1’activité antibactérienne.

Sachant que notre région est tres diversifiée en plantes caractérisées par des composés dotés
d’activités antimicrobienne qui peuvent étre exploitées par les chercheurs. A cet effet, et comme
perspectives nous proposons :

> Réaliser une étude biochimique plus approfondie sur ces plantes ainsi que dosage et
extractions des composeés actifs.

» Purification et identification de ces composés actifs et déterminer leur de la dose
toxique.

» Etude du mécanisme d’action des extraits de ces plantes.

» L’extraction des huiles essentielles et leur utilisation dans la bio conservation des
aliments a titre préventif.

> Penser a remplacer les antibiotiques par ces substances bioactives.

» Etudier I’activité antimicrobienne de ces plantes envers d’autres pathogénes.
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Annexe






Annexe N°1 : Tableaux d’activité des extraits

Tableau | : activité des extraits de macération sur les souches de Streptococcus

Extraits
Souche | IP1 | IP2 IP3 IP4 IP5
S5 / / / / /
S11 / / 12 mm 7.5 mm 7mm
S15 / / 14 mm 13 mm /

Tableau I1 : activité des extraits d’infusion sur les souches de Streptococcus

Extraits
Souche  MP1 | MP2  MP3 | MP4 MP5

S5 / / / / 11.5 mm

S11 / / / / 10 mm

S15 / / / / 13.5 mm

Tableau 111 : activité des extraits d’infusion concentrés sur les souches de Streptococcus
Extraits
Souche IP1C IP2C IP3C IP4AC IP5C

S5 14 mm 10 mm 11 mm 12 mm 14 mm
S11 14.5 mm 11 mm 13 mm 13.5 mm 14.5 mm
S15 10 mm 10 mm / 14 mm 14.5 mm




Tableau 1V : activité des extraits de macération concentrés sur les souches de

Streptococcus.

Tableau V : activité des extraits éthanoiques concentrés sur les souches de

Streptococcus.




Tableau VI : les résultats des tests des puits.

ouche
extrait

MP1C INC | INC | INC |INC| INC | INC | INC | INC
25 25 25 14 14 23 15 15

MP3C INC INC

28 28
i N I N B O N
ml el el O I







Résumé :
La région de Bejaia est tres riche en plantes médicinales contenant une variété de

composés phénoliques aux quelles est attribuée une activité antimicrobienne.

Dans la présente étude cing plantes médicinales on fait 1’objet de recherche de leur

activité antimicrobienne a 1’égard des streptocoques pathogenes d’origine alimentaire.

Nous avons évalué I’effet inhibiteur des extraits éthanoiques et aqueux bruts des cing
plantes par deux méthodes, a savoir la méthode de diffusion des disques sur gélose solide
et le test des puits. Trois souches de Streptococcus viridans ont été testées qui sont S5, S11
et S15.les extraits ethanoliques ont donné les meilleurs résultats soit par I’aromatogramme
ou par le test des puits. L’extrait qui a donné de meilleurs résultats est ’EP2C avec une zone

d’inhibition de 25mm envers S5 et S11 obtenue par le test puits.

Mots clé : plantes médicinales, Streptococcus viridans, aromatogramme, activité

antimicrobienne, extraits éthanoiques.

The region of Bejaia is very rich in medicinal plants containing a variety of phenolic

compounds to which is attributed an antimicrobial activity.

In this study, five medicinal plants are being investigated for their antimicrobial activity

against pathogenic streptococci of food origin.

We evaluated the inhibitory effect of the crude ethanoic and aqueous extracts of the five
plants by two methods, namely the dissemination method of the disks on solid agar and the
well test. Three strains of Streptococcus viridans were tested: S5, S11 and S15. The ethanoic
extracts gave the best results either by the aromatogram or by the well test. The extract,
which gave better results, is EP2C with an inhibition zone of 25 mm towards S5 and S11
obtained by the well test.

Key word: medicinal plants, Streptococcus viridans, aromatogram, antimicrobial activity,

ethanoic extracts.
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