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Résumé :

La résistance bactérienne aux antibiotiques pose un probléme de santé majeur, incitant a
rechercher des alternatives efficaces, durables et sires. Cette étude se concentre sur deux plantes
médicinales : les racines de Costus indien et les tubercules de Bunium sp, connues pour leurs
vertus thérapeutiques. En utilisant la macération avec des solutions aqueuses et éthanoliques, les
substances bioactives ont été extraites et testées in vitro contre des bactéries résistantes. Les
résultats montrent que les extraits, en particulier a des concentrations de 100 mg/ml et 50 mg/ml,
inhibent efficacement la croissance d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. Ces plantes

présentent un potentiel prometteur comme alternatives naturelles aux antibiotiques traditionnels.

Les mots clés : L’antibiorésistance, costus indien, Bunuim sp, macération, staphylococcus

aureus, Escherichia coli.
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Abstract:

Antibacterial resistance to antibiotics is a complex problem leading to recurrent therapeutic
failures. This has prompted the search for effective, sustainable, and safe alternatives for humans
and animals, while considering environmental preservation. This study evaluated the roots of
Indian Costus and the tubers of Bunium sp. For their ability to combat antibiotic-resistant
bacteria. Using the maceration method, aqueous and ethanolic extracts were obtained and tested
in vitro. The extracts, particularly at concentrations of 100 mg/ml and 50 mg/ml, showed
significant efficacy against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results suggest that
these plants could be promising natural alternatives to traditional antibiotics.

Keywords : antibiotic resistance, Indian Costus, Bunium sp, maceration method, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus.



Introduction

Introduction

L arrivée de I’antibiothérapie dans les années 40 a bouleversé le monde médical et a provoqué
une nette diminution du taux de mortalité liée aux maladies infectieuses que ce soit dans la
population humaine ou animale. Malheureusement, cette découverte n’a pas persisté longtemps
devant I’émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques et a rapidement constitué un

sérieux probléme de santé a I’échelle mondiale (Avorn et al., 2001).

Selon un rapport britannique repris par I’OMS, [P’antibiorésistance pourrait causer la mort
d’environ 10 millions d’individus par an dans le monde d’ici 2050, soit cing fois plus que ce qu’elle

est actuellement.

L’antibiorésistance ne concerne pas uniquement la population humaine, mais elle est plus
propagée chez les animaux, notamment chez les animaux d’élevage ou les antibiotiques sont
utilisés comme facteurs de croissance. Cet effet, amplifie le risque chez ’homme qui peut étre

contaminé par consommation des produits d’origine animale possédant une flore résistante.

Pour cela, la recherche d’une alternative a I’utilisation des antibiotiques pour traiter les maladies
infectieuses constitue une échappatoire a I’antibiorésistance et permet de micux préserver la vie

humaine et animale a la fois (Anses, 2023).

La phytothérapie est une pratique ancestrale adoptée par ’lhomme depuis toujours pour se soigner
et soulager sa douleur. Avec le développement scientifigue notamment dans les domaines de la
clinique et pharmaceutique, cette pratique a été délaissée et remplacée par les médicaments.
Toutefois, ces derniéres années nous assistons a un regain d’intérét porté aux plantes médicinales
qui d’une par constitue un traitement moins couteux et d’autre part, leur multiples vertus

permettent une meilleur couverture contre plusieurs maladies avec moins d’effets indésirables.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail qui vise a €tudier I’effet antibactérien de I’extrait
de plantes médicinales contre quelques souches microbiennes multirésistantes les plus fréquentes

chez les animaux d’¢élevage et méme chez ’homme.

A travers la présente étude, nous avons envisagé de profiter des vertus d’une plante indigéne, trés

répandue a travers le territoire national, ¢’est Bunium sp, appelée communément la noix de terre.

Elle est largement utilisée en thérapeutique traditionnelle pour ses diverses vertus. Pour notre part,

nous avons voulu tester son effet antimicrobien contre deux souches bactériennes multirésistantes



Introduction
s |

« Escherichia Coli et staphylococcus aureus qui sont présentes dans tous les espaces, et qui sont

responsables de maladies infectieuses chez ’homme et I’animal.

En outre, nous avons opté aussi pour 1’étude d’une autre plante qui est Costus indien, c’est une

plante originaire de 1’Asie mais elle est largement utilisée chez nous.

Notre travail est scindé en trois parties principales qui sont :

-Des rappels bibliographiques a propos des plantes et les souches bactériennes utilisées.
-la partie expérimentale qui décrit les méthodes suivies

-la derniere partie consiste a la présentation des resultats obtenus et la discussion.
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Chapitre | : Généralités sur les infections bactériennes

I-1 Définition et mode d’infection :

Les bactéries sont les premieres espéces apparues sur notre planete, ce sont des
organismes microscopiques unicellulaires, réparties en des milliers de variétés et

présentes dans tous les environnements envisageables a travers le monde.

Les bactéries sont réparties en deux grands groupes, 'un est constitué de bactéries non
nocives dites méme utiles qui vivent a la surface ou a lintérieur de I’organisme, elles

constituent la flore commensale ou le microbiote de I’organisme animal et humain.

Le second groupe est constitué par les bactéries pathogenes qui sont responsables sur
lapparition de plusieurs maladies infectieuses dont le degré de pathogénicité est
variable, allant de légéres infections vers des situations plus compliquées qui peuvent

conduire a la mort du patient dans certains cas (Larry M. Bush et al., 2022).

Donc L'infection est un processus qui englobe plusieurs étapes :

- La migration des agents pathogenes vers lI'organisme cible (hote)

- L'adhérence des agents pathogenes a la surface de I'h6te

- la multiplication Les agents pathogénes a I’'intéricur de 1’hote dés leur pénétration.

Selon Balaji et al (2019), la charge des maladies infectieuses et la résistance aux
antimicrobiens représentent une menace significative pour la santé publique a [I'échelle
mondiale. Ce phénoméne de résistance est principalement causé par des agents
pathogenes tels que Escherichia coli, Salmonella spp, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumannii,  Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae et

Shigella spp.
I-2 Description des souches pathogenes étudiées :
I-2-1 Généralités sur Escherichia coli :

Escherichia coli est une souche de bactérie qui appartient a la tribu Escherichieae et
partage des caractéristiques communes avec les Entérobactériacées. Elle est en forme
de bacille, non sporulée, a gram négatif et a réductase négatif et de type anaérobie
facultatif, Elle est dotée de flagelles qui lui conféerent une mobilité, et mesure entre 2 et

6 pum en longueur, pour une largeur de 1,1 a 1,5 um (Leclerc, 1995).
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Figure 01 : Escherichia coli sous microscope optique (100x) (S. M. Lutful Kabir et al., 2016).
I1-2-1 Pouvoir pathogene d’Escherichia coli :

Il existe des souches virulentes qui peuvent provoquer, chez I'homme ou chez certaines
espéces animales, des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou encore
des méningites néo-natales. Selon Szapiro-Manoukian. (2017), d'autres souches font
partie de la flore commensale et peuvent causer différentes infections opportunistes, en

particulier chez les individus ayant des défenses immunitaires déficientes.
1-2-2 Généralités sur staphylococcus aureus :

Selon C. Bouchiat (2015), La famille des Staphylococcaceae  comprend
Staphylococcus aureus, une coccobactérie Gram positif, catalase positive. Il s'agit de la
plus contagieuse espéce du genre Staphylococcus. Elle mesure environ 0,5 a 1,5 um de
diamétre, est immobile, asporulée et éventuellement anaérobique (a I'exception de S.
aureus anaerobius). Elles se divisent sur plusieurs plans pour former des amas
généralement disposés en grappes, d'ou leur nom (staphylos en grec signifie grappe).
La flore humaine est constituée de Staphylococcus aureus, qui se trouve

principalement dans le nez et sur la peau.
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Figure 02 : Staphylococcus aureus par coloratlon a Gram sous microscope optique (100x).
(Gaafar et al., 2014)

I1-2-2 Pouvoir pathogene de staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est un pathogene opportuniste responsable de diverses maladies chez les
humains et les animaux, allant des affections qui disparaissent rapidement vers la guérison a des
pathologies graves voir mortelles (Murray et al., 2003). Cette bactérie est responsable d'une

grande partie des intoxications alimentaires causees par la consommation d'aliments contaminés

par des entérotoxines (Le Loir et al., 2003).

Selon Murray et al., (2003), La production de la toxine superantigénique TSST 1 par certaines

souches de S. aureus est responsable de la majorité des cas de syndrome de choc toxique (SCT).

I-3 Principes généraux de I'antibiothérapie et mécanismes d'action des agents

antibactériens :

Les antibiotiques, dans leur acception large, désignent des agents antimicrobiens, ayant
un faible ou nulle toxicité pour l'organisme, permettant ainsi leur administration par
voie systémique, ce qui est essentiel pour le traitement de la plupart des infections.
Dans un sens plus strict, ce sont des composés antibactériens présentant une activité
sélective, ciblant spécifiquement les bactéries sans nuire aux cellules hétes, leur action

spécifique est liée a un mécanisme bien défini.
I1-3-1 L’antibiothérapie :

L’antibiothérapie est [l'utilisation d'agents antimicrobiens pour traiter les infections
bactériennes, cette pratigue a marqué une avancée majeure dans la médecine moderne
depuis les années 1940, lorsque la découverte de la pénicilline par Alexander Fleming
a ouvert la voie. Ce traitement repose sur l'administration de composés médicamenteux

ayant la capacité de perturber spécifiguement la croissance bactérienne, soit en inhibant
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leur multiplication (bactériostatiques), soit en induisant leur destruction (bactéricides),
en ciblant des processus cellulaires particuliers des agents pathogenes (BERCHE P, et
al,. 1991).

Les antibiotiques sont catégorisés selon leur modalité d'intervention biochimique :

1- Les antibiotiques de la classe des béta-lactamines, comme les pénicillines et les
ceéphalosporines, exercent leur effet en perturbant la biosynthese de la paroi cellulaire
bactérienne. Cette perturbation induit une fragilit¢ de la paroi, conduisant ultimement a
la lyse cellulaire (Spratt, B. G, 1977).

2- L'action des antibiotiques, tels que les aminoglycosides (gentamicine) et les
macrolides (érythromycine), repose sur leur capacité a se lier de maniére sélective aux
ribosomes des bactéries. Cette interaction interfere avec la machinerie de traduction
des proteines, entrainant un arrét de la synthese des protéines indispensables a la

multiplication et a la survie des bactéries (Dinos, G. P, 2017).

3- L'inhibition de la synthése des acides nucléiques constitue un mécanisme d'action
critique pour certains antibiotiques, tels que les fluoroquinolones (ciprofloxacine). Ces
agents thérapeutiques exercent leur effet en bloquant les enzymes clés impliquées dans
la réplication de 'ADN ou la transcription de I'ARN chez les bactéries, perturbant ainsi
les processus fondamentaux de duplication et d'expression de linformation génétique,
et compromettant la viabilité et la prolifération des cellules bactériennes (Drlica, K., et
Malik, M, 2003).

4- L'inhibition de la biosynthese des folates est un meécanisme d'action exploité par des
antibiotiques tels que les sulfamides et le triméthoprime. Ces agents perturbent la voie
métabolique de la synthése des folates, cruciale pour la production de nucléotides. En
conséquence, la synthese de I'ADN est compromise, ce qui entrave la croissance et la

multiplication des cellules bactériennes (Heubi, J. E et Bien, J. P, 1984).
I-4 La résistance aux antibiotiques :
I-4-1 Définition de ’antibiorésistance :

La résistance d'un micro-organisme se manifeste lorsque sa concentration minimale
inhibitrice  (CMI) est supérieure a celle nécessaire pour empécher la croissance de la

plupart des autres souches de la méme espéce (Avorn JL et al.,, 2001). Il arrive parfois
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ce qu'on appelle une résistance croisée lorsque une bactérie résiste a un antibiotique
développe eégalement une résistance a un autre antibiotique.

Sur le plan bactériologique, une bactérie est considérée comme résistante a un
antibiotique lorsqu'elle dispose d'un processus de défense qui lui conférant de survivre
et de se proliférer en présence d'antibiotiques (Jones RN, 2001).

La résistance est définie cliniguement comme la nécessité d'une concentration
d'antibiotique supérieure ou égale a la concentration toxique pour le patient pour
obtenir leffet souhaité (bactériostatique ou bactéricide). Dans cette situation, il
convient de prendre en compte des criteres pharmacodynamiques et cliniqgues (Mehdi,
2008).

Les bactéries sont considérées comme multirésistantes lorsque, a cause dune
accumulation de resistances naturelles et acquises, elles ne peuvent étre traitées qu'avec

un nombre limité d'antibiotiques, c’est le cas notamment de S. Typhi et de S. aureus.

En conséquence, elles deviennent résistantes a plusieurs types d'antibiotiques ou

catégories pharmacologiques d'antibiotiques (Carle, 2009).
I-4-2 Types de la résistance aux antibiotiques :

I y a deux principales sources de résistance bactérienne aux antibiotiques 1'une est
innée et lautre est acquise. La premiere est codée dans le génome, tandis que la
seconde est issue des processus metaboliques (lorsqu'elles sont exposées a des

traitements antibiotiques) (Bouyahya et al., 2017).
I-4-2-1 Résistance naturelle :

Les genes de résistance sont inclus dans le matériel génétique de la bactérie, Le
caractére de résistance naturelle est commun a toutes les souches de la méme espece.
Ce type de résistance est identifie des les premiers tests effectués sur lantibiotique pour
évaluer son efficacité et permet de définir son spectre antibactérien (Yala et al.,
2001b). Les génes de résistance peuvent étre activés d'une facon permanente ou
déclenchés par des signaux enzymatiques, qui servent a échapper aux antibiotiques
(Bouyahyaet al., 2017).

I-4-2-2 Résistance acquise :

Les micro-organismes peuvent acquérir la capacité de résister a un médicament auquel

ils étaient auparavant vulnérables, ce qui nécessite des modifications dans leur
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patrimoine génétique. Ce type de résistance est souvent inconstant. Ces transformations
peuvent prendre deux formes distinctes : soit une modification spontanée de I'ADN,
soit lintégration de nouveaux genes provenant dun autre micro-organisme (Mandell
GL et al., 2009).

a- La résistance chromosomique acquise :

En régle générale, cette résistance ne concerne qu'un antibiotique ou une famille
d'antibiotiques agissant de la méme maniere. Les mutations au niveau du chromosome
bactérien entrainent l'acquisition de la résistance chromosomique, méme si la mutation

n‘affecte qu'un seul caractére (Lewis R, 2009).
b- L’intégration de nouveaux génes provenant d'un autre micro-organisme :

Les bactéries peuvent acquérir de nouveaux genes de differentes facons. Elles peuvent
soit échanger directement du matériel chromosomique, soit transférer des éléments
mobiles comme des plasmides. Ces élements mobiles peuvent contenir des génes de
résistance qui se trouvent en dehors du chromosome principal. Cette résistance peut
alors se propager d'une bactérie a lautre, y compris entre especes différentes. Le fait de
transmettre un seul éelément génétigue mobile peut également accroitre les chances de

développer une résistance a plusieurs antibiotiques (Yamashita SK et al., 2000).
I-4-3 Mécanismes de la résistance aux antibiotiques :

Les micro-organismes ont développé diverses stratégies de résistance souvent trés
complexes pour se défendre contre les antibiotiques, qui représentent une menace pour
leur survie. Cette résistance bactérienne est le résultat d'une lutte perpétuelle ou les
micro-organismes, constamment attaqués par les antibiotiques, cherchent a se protéger
et a s'adapter a ces agents antimicrobiens. C'est un processus d'évolution et d'adaptation
du monde microbien face a ces agresseurs que sont les antibiotiques.
Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques sont la modification de Ila
cible de [lantibiotique, la production d'enzymes neutralisantes, et I'expulsion active de
l'antibiotique hors de la cellule. Bien qu'il existe d'autres modes de résistance, ceux-ci
sont moins déterminants pour les pathogenes les plus courants en pratique clinique
(Low DE et al., 1998).
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a- La modification de la cible :

Lorsqu'un antibiotique n'arrive plus a se fixer sur sa cible habituelle, c'est que la
structure de cette derniere a été modifiee. Normalement, I'antibiotique et sa cible
s'emboitent parfaitement l'un dans lautre, mais quand une résistance se développe, ce

lien est perturbé.
b- la production d'enzymes neutralisantes :

Certaines bactéries ont développé des moyens de se protéger contre les antibiotiques,
en synthétisant des enzymes qui neutralisent l'effet des antibiotiques, créant ainsi une

barriére autour de la bactérie, et le site d’action devenant inaccessible.
c- mécanisme d’efflux :

C’est un processus biologique par lequel les bactéries, expulsent activement vers I'extérieur des
substances chimiques, telles que les antibiotiques dés leur entrée, Entravant ainsi I’ATB de se

fixer sur sa cible (Low DE et al., 1998).



Chapitre Il : Revue littérature sur la

Phytomedicine



Chapitre 11 : Revue littérature sur la phytomedicine

I1-1 Définition de la Phytothérapie :

Le terme "phytothérapie™ est formé de deux racines grecques : phyton et therapeia, qui

signifient respectivement "plante™ et "traitement”.

Donc La Phytothérapie est une méthode de soin qui utilise des plantes, des parties de
plantes ou des préparations a base de plantes pour prévenir et traiter certains troubles
fonctionnels et/ou pathologiques (Wichtl M., 2003). Ces plantes peuvent étre

consommées ou utilisées en application externe.
11-2 Bénéfices thérapeutiques et limitations potentielles de la phytothérapie :
11-2-1 Bénéfices thérapeutiques de la phytothérapie :

Cependant, méme si la médecine moderne a fait dénormes avancées, la phytothérapie a
de nombreux avantages. Il est important de se rappeler que pendant la majorite de
I'histoire de rlhumanité, les plantes étaient la seule option de traitement pour les
maladies, qu'elles soient mineures, comme un rhume ou une toux, ou plus graves,

comme la tuberculose ou la malaria (Larousse, 2001).

Actuellement, les gens sont de plus en plus attirés par les traitements a base de plantes
en raison de la diminution de [lefficacité des antibiotiques, qui étaient autrefois la
solution universelle pour les infections graves. Les bactéries et les virus ont acquis une
résistance aux meédicaments au fil du temps, ce qui a conduit a la popularité croissante
de la phytothérapie (Iserin, 2001).

11-2-2 Limitations potentielles de la phytothérapie :

Le traitement a base de plantes est une pratique naturelle, mais elle n'est pas considérée
comme une pratigue médicale douce, contrairement a ce que pensent de nombreuses

personnes (Grenez, 2019).

Il est important de se méfier des plantes, car méme celles qui semblent inoffensives
peuvent en réalité étre toxiques ou mortelles pour l'organisme. Le fait qu'elles soient

naturelles ou "bio" ne garantit pas qu'elles soient sans dange (Skalli et al., 2007).

Il est possible de remarquer des effets indésirablesdus a labsence des épreuves
scientifiques, au manque d'informations des consommateurs et a lutilisation incorrecte
de préparations a base de plantes (Gahbiche, 2009). Certaines plantes renferment des

¢léments qui déclenchent des réactions allergiques ou méme des cas d’intoxication
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(Gayet, 2013). La toxicite et l'effet thérapeutique de plantes varient en fonction de leur
composition et de leur dosage (Usman et al, 2022). Parfois, certains produits
présentent tellement d'ingrédients qu'ils peuvent avoir des effets antagonistes (Gayet,
2013).

I1-3 Les plantes médicinales et principes actifs :
11-3-1 Généralités :

Daprés I’OMS, une plante médicinale est une plante qui renferme des substances
actives possedent des vertus curatives. Ces substances sont présentes dans une ou
plusieurs parties de la plante (feuilles, écorce, fleurs, fruits, graines ou racines) (Neffati
M. et Sghaier M., 2014).

Mais, Il est essentiel de prendre en compte que les plantes médicinales sont riches en
substances puissantes qui peuvent causer des risques pour la santé. Par conséquent, il

est impératif de les utiliser judicieusement (Limonier, 2018).
11-3-2 Mode de préparation des plantes médicinales :

L'isolement et [identification de metabolites secondaires a partir des plantes
médicinales neécessitent I'extraction de principes actifs (Mahmoudi S et al.,, 2013). La
valeur thérapeutiqgue d'un extrait naturel dépend de [lefficacité et du choix d’une
méthode d'extraction (Nkhili E., 2009). Ces methodes comprennent la macération

aqueuse, la decoction et l'infusion.
a- Les infusions

La méthode d'infusion est la plus facile pour extraire les vertus des feuilles et des fleurs
afin de créer des remedes ou des boissons apaisantes ou tonifiantes. Elle se fait de la
méme maniére que pour préparer du thé, a partir d'une seule plante ou d'un mélange de
plusieurs. On peut le boire chaud ou froid. Pour cela, on fait chauffer de Il'eau dans un
récipient puis on y plonge les plantes. Ensuite, on laisse infuser pendant 10 a 20
minutes (Sassi, 2008).

b- La décoction :

Il est souvent requis dutiliser une méthode plus intense pour extraire les composés
actifs présents dans les écorces, des racines, par rapport aux fleurs ou feuilles, on les

découpe en petits fragments puis en les bouillir dans 1’eau (Borrel, 2017).
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c- La macération :

C’est une méthode qui réside a prolonger des plantes fraiches ou transformées en
poudre séche dans une solution comme (l'alcool, de l'eau, de l'huile), d'une durée de
quelques heures voir quelques jours, selon la partie de la plante utilisée, laissées agir a
température ambiante. Avant de [l’utilisé, il est important de bien filtrer le liquide

(Valnet, 2001).
11-3-3  Principes actifs des plantes :

Une substance qui peut guérir ou prévenir une maladie chez les humains ou les
animaux est appelée une molécule thérapeutique. Cette molécule est extraite d'une
plante médicinale ou d'une préparation a base de ces derniers. Que ses composants
ayant des effets thérapeutiques soient connus ou non, une plante medicinale sous forme
brute ou préparée est considérée comme un principe actif dans son intégralite (Pelt J.-
M, 1980).

La quantit¢ de chaque un des principes actifs contenus dans une plante médicinale
détermine sa valeur. Ainsi, toutes les recherches liées aux plantes medicinales doivent
étre effectuées en fonction de cette teneur, y compris les meéthodes de culture qui
peuvent améliorer cette quantité en modifiant les facteurs externes tels que la sélection
des graines et la période de récolte pour garantir le stade de maturité optimal. La
dessiccation et la stabilisation sont également importantes pour éviter la dégradation

des principes actifs pendant la conservation.
11-3-4 Les Métabolites secondaires :

Par opposition aux métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les
lipides. Les plantes produisent et stockent des composés organiques sophistiques,
appelés métabolites secondaires, en quantités limitées (Lutge et al, 2002). Ces
substances chimiques sont impliquées dans l'adaptation des végétaux a leur milieu, tout

en étant une source cruciale de médicaments (Bourgaud et al, 2001).

Les vertus de differentes plantes sont connues depuis des milliers d’années. Les
composants actifs responsables de leurs effets thérapeutiques n'ont été découverts et
analysés que récemment, et ils ont montré leur efficacité pharmacologique en étant
utilisés pour créer des médicaments importants au cours des trente derniéres années,

tels que le Taxotere ou la Vinorelbine, qui sont utilisés pour traiter certains types de
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cancer (Bourgaud, 2013). Il est donc impératif de savoir la composition des plantes

pour saisir leur impact sur l'organisme.

D’apres Ramawat et

Merillon.

(2008), il existe

trois catégories

principales de

métabolites secondaires : les alcaloides, les terpenes et les composés phénoliques.

I1-4-1 Classification des métabolites secondaires :

Tableau 01 : Classification des métabolites secondaires

Meétabolites secondaires

Définition

Intérét thérapeutique

Les composes phénoliques

sont des nutriments naturels
produits par les plantes (Johnson,
2001). Ils forment une large
catégorie de substrats, qui est
ardue a identifier avec précision.
Structurellement, ils se
distinguent par la présence au
minimum d'un cycle de benzéne
li¢ @ au minimum d’un
groupement hydroxyle libre ou
impliqué dans une autre fonction,
telle que I'éther, I'esther ou
I'nétéroside (Bruneton, 2009).
Ils sont classifiés en différentes
groupes :

- Les acides phénoliques.

- Les flavonoides.

- Les tanins condensé et
hydrolysables (SFA, 2005).

selon Sun et al. (2011), les
polyphénols fournissent une
protection contre diverses
maladies qui causent un
stress oxydatif, tels que les
cancers, les maladies
neurodégénératives et

cardiovasculaires
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Les alcaloides

Les alcaloides font partie des
métabolites secondaires les plus
importants et il en existe environ
12 000 connus. Ils sont produits a
partir d'acides aminés, comme
I'ont démontré les recherches de
Meyer et al. en 2019.

Ce sont de structures trés variées
le plus souvent mono ou
polycycliques. Le point commun
est la présence de l'azote qui
confere le caractére alcalin a la
molécule (Donatien

K., 2009).

Tous les alcaloides ont un
effet puissant sur le
fonctionnement du corps,
qu'elle soit bénéfique ou
nocive. En raison de leur
puissance, les alcaloides ont
été utilisés pour créer un
grand nombre de
médicaments (Delille,
2013).

En 1803, DEROSNE a
réussi a extraire le tout
premier alcaloide
partiellement purifié du
latex sec de l'opium
(Papaver somniferum), une
substance ayant éte utilisee
pendant des siécles pour ses
effets antalgiques et
narcotiques.

Ils ont également des
propriétés anticancéreuses et
ont été utilisees pour traiter
les troubles neurologiques
tels que la maladie de
Parkinson (Adouane, 2016).

les terpénoides sont des composés
naturels produits par les plantes,
les organismes marins, les

champignons et aussi les animaux

Les plantes riche en
terpenes sont de multiples
usages. A titre curatif, elles

sont utilisées comme laxatif
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les terpénoides (BHAT et al., 2005). ou vermifuge, contre les
Structurellement, ils ont formésa | migraines, I'asthme et la
base de I’assemblage d’un nombre | bronchite chronique
entier d’unités isopréniques (Rouissat, 2017).
(NaitAchour, 2012).
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I11-1 Saussurea Costus :
111-1-1 Généralité sur le Costus indien :

C’est une plante hautement médicinale qui est utilisée dans de nombreux systémes de
meédecine indigénes depuis des siecles, également connue sous le nom de costus indien,
de la famille des Astéracées, Il est natif de I'Inde, Pakistan, la Chine et des montagnes
de I'Himalaya, ou il se développe a des altitudes variant allant jusqu’a 3 500 metres
(Rao et al, 2013).

I11-1-2 Systématique botanique :
La classification du costus est mentionnée ci-dessus selon Zahara et al. (2014) :

Tableau 02 : Classification botanique de la plante Saussurea costus

Regne Plantae
Sous regner Virideplantae
Infra regne Streptophyta
Division Tracheophyta
Sous division Spermatophytina
Infra division Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Saussurea
Espéce Saussurea costus

111-1-3 Description morphologique de la plante :

Elle atteint une hauteur de 1 a 2 m et est une plante herbacée vivace haute, robuste et fibreuse,

dont Les feuilles sont membraneuses, irrégulierement dentées, lobées, les feuilles supérieures
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sont petites tandis que les feuilles basales sont grandes avec de longues tiges ailées lobées. Les
fleurs sont sans tige, disposées en capitules terminaux et axillaires, de couleur violet foncé a
noire, la tige est dressée, tandis que la racine est longue et épaisse d'environ 60 cm, combinent
une fragrance aromatique intense et douce avec une saveur amere subtile (Hajra, P.K., et al,
1995).

(@) (b)

Figure 03 : (a) feuilles du costus indien (site web 1) et (b) racines du Costus indien (Bomberger
et al., 2011).

I11-1-4 Vertus biologiques de Sausuareas Costus :

La plante Costus est significative dans la médecine. On affirme que plusieurs éléments
actifs extraits de plantes ont wune utilitt médicinale, et les composés majeurs
responsables des activités biologiqgues du Costus indien sont des lactones

sesquiterpéniques, comme le xylolide et la déhydro xylactone (Pandey et al, 2007).
I11-1-4-1 Activite antibactérienne :

De nombreuses études ont été effectuées sur des bactéries isolées a partir des aliments
de type Helicobacter pylori, ont démontré que les extraits méthanoliques du Saussurea
costus qui provoque Iinhibition de la croissance et les propriétés cariogénes de
Streptococcus a des doses dépendent par leur action sur diverses enzymes présentes
dans les organismes bactériens et les cellules eucaryotes (Laurella, LC ; Cerny et al.,
2017).

111-1-4-2 Activité antiinflammatoire :

Selon Gokhale et al. (1998), [linfllmmation est un processus physiopathologique
complexe qui implique différentes molécules telles que les leucocytes, les macrophages

et les mastocytes.
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Plusieurs recherches in vivo et in vitro ont prouvé que les substances bioactives
précisément les composés phénoliques extraites du Saussurea Costus peuvent agir a
différents niveaux de la réaction inflammatoire (Pandey et al., 2007). Prenant
I’exemple de l'extrait de Cynaropicrin de S. Costus qui a une action inhibitrice sur la
synthése de TNF-alpha par les macrophages, une cytokine pro-inflammatoire (Jubayer
et al, 2020). Ainsi permet la diminution d’oxyde nitrique (NO) libérer par les cellules,
et larrét de la prolifération des lymphocytes a des doses précises selon (Cho et al.,
2000).

Il est montré également que [lutilisation dune quantité de 0,1 mg/ml d'extraits
méthanoliques de Costus indien inhibe presque la moitié des éléments qui déclenchent

l'inflammation (Kamalpreet et al., 2019).
111-1-4-3 Activité antifungique :

Des recherches récentes en laboratoire ont établi que les extraits de racines de S. costus
ont des effets importants sur les champignons pathogénes tels que Aspergillus flavus,

Penicillium chrysogenum et Trichoderma viride (Kamalpreet et al., 2019).

Plusieurs tests effectués sur des isolats cliniques de Candida pseudotropicalis, la
souche la plus résistante de 1’espéce candida a tous les extraits ont révélé que I’extrait
n-hexane de s. costus a un effet puissant car cela a donné le plus grande zone
d’inhibition (Soliman, MF., et al 2022).

111-1-4-4 Autres effets :

Depuis longtemps les humains ont utilisé les racines de s. costus pour traiter diverses
maladies a cause de ces effets anti ulcéreux, antioxydants et anticancéreux prouvés in

vivo et in vitro :

- Des études menées sur des rats ont montré que lextrait méthanolique de costus est
efficace pour réduire les ulceres, Cette étude a comparé lefficacité du costus a celle

d'un médicament standard (Sutar et al., 2011).

- Les sesquiterpénes lactones que contiennent les racines et I’huile essentiel de S. costus
permettent la perturbation de divers processus, conduisant a la mort des cellules

cancéreux (Zhang et al. ,2014).
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- les extraits de s. costus ont prouvé aussi une activité inhibitrice des radicaux libres
qu’lls sont a [lorigine dun stress oxydatif responsable de différents troubles ou

maladies (Djeridane et al., 2006).
111-2 Bunium sp :

I11-2-1 Généralité sur le Bunium :
Nom Arabe : Talghouda

Le Bunium sp est une plante sauvage, herbacée, annuelle, appartient a la famille des
Apiaceae (Laouedj., 2019.).

Une plante qui vient du sud de I'Espagne et du nord de [I'Afrique (Battandier J. A,
(1985)).

Elle est courante dans les zones rurales de toutes les régions du tell en Algérie fleurit a
la fin du printemps (Boumediou et Addoun, 2017), rarement en région tropical
(Stephen et al ., 2000).

111-2-2 systématique botanique :

Tableau 03 : Classification botanique de Bunium sp selon (Lim, 2015).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Bunium
Espéce Bunium sp
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111-2-3 Description morphologique de plante :

C’est une plante vivace herbacée qui peut atteindre jusqu’a 70 cm d’hauteur. Ayant des
feuilles découpées a segments linéaires a contour triangulaire (Couplan et Styner,
1994).

Les Tiges fines, ridées, dressees surtout vers le sommet, fistulées, striées, ramifiées
(Laoued;j., 2019.).

Les fleurs, d'un blanc éclatant, émergent a l'extrémité des branches, évoquant I'image
de couronnes (Adoui et al., 2022).

Les racines qui sont des tubercules, réniforme, semblables & une Truffe de taille
moyenne. Les tubercules sont d'une couleur brune noiratre a I'extérieur et blancs a

l'intérieur, aisément déchirable, minces et lls sont mangeables (Laouedj., 2019.).

(@ (b)

Figure 04 : (a) Plante Bunium (Benkhalifa et Toumi, 2019) et (b) tubercules du Bunium sp (site
web 2)

111-2-4 Vertus biologiques de Bunium sp :

Les especes du genre Bunium sont généralement reconnues pour leurs vertus médicinales et
thérapeutiques. Leurs essences aromatiques ainsi que leurs tubercules sont largement utilisés tant
dans le domaine de la nutrition que dans la médecine traditionnelle a I'échelle mondiale (Zengin
et al,. 2019).

I11-2-4-1 Pratiques ancestrales :

En Algérie, le genre Bunium est communément désigné sous l'appellation courante de

Talghouda. Selon les observations de Halimi. (2017), la farine dérivée de cette espéce

20



Chapitre 111 : Présentation des especes végétales testées

est employée dans des concoctions médicinales, malgré sa nature légerement toxique.
Cette plante est reconnue pour ses propriétés laxatives, digestives, anti-flatulences et
diurétiques. De plus, elle est préconisée dans le traitement de l'angine de poitrine, des

affections abdominales, des calculs rénaux et des néoplasmes.

Des études ont suggérés une multitude dapplications potentielles dans diverses
pathologies. Cependant, l'application la plus prometteuse, spécifiquement en Algérie,
réside dans leur administration orale pour traiter I'hypothyroidie (Boumediou et al,.
2017).

Autres propriétés, les extraits dérivés de Bunium sont connus pour posséder des

activités biologiques remarquables responsable de divers propriétés tel que :
111-2-4-2 Propriétés antioxydants :

Les tubercules de Bunium renferment une richesse de composes phenoliques et de
flavonoides, dont [lefficacité antioxydant a été bien documentée. Ces molécules
bioactives exercent une action neutralisante sur les especes réactives de l'oxygene,
contribuant ainsi a la mitigation du stress oxydatif au niveau cellulaire (Siddiqui et al,.
2016).

Les recherches de Karouche et al. (2020) a révélé que lextrait méthanolique de
tubercules de Bunium avait une quantité plus élevée de composés phénoliques totaux,
4,031 mg /g dextrait, bien que l'extrait aqueux ait une activité antioxydante plus élevée

(0,14 mg/ml contre le radical DPPH) que l'extrait méthanolique.
111-2-4-3 Propriétés antibactériennes :

Les tubercules de bunium sont dotés de propriétés antibactériennes notables, exercant
une activité contre les bactéries Gram positif comme Staphylococcus aureus et Gram
négatif comme Pseudomonas Aeruginosa. Ces effets antimicrobiens sont attribués a la

présence de coumarines dans leur profil chimique (Bousetla et al,. 2015).

Ainsi une investigation conduite par Azaz et al. (2002) a révélé que les extraits d'huiles
essentielles de Bunium manifestent une activité antibactérienne substantielle contre un
spectre diversifie de souches bactériennes, incluant des pathogénes humains tels que

Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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Chapitre 111 : Présentation des especes végétales testées

111-2-4-4 Propriétés anti-inflammatoire :

Des etudes réalisées par Mirheidari et al. (2018) ont montré une activité anti-

inflammatoire des extraits du genre Bunium.
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Partie | : Matériel et méthodes

I-1-1 Lieu et objectif de travail :

La partie expérimentale a été conduite au sein du laboratoire pédagogique de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université Akli Mohand Oulhadj de Bouira. Cette recherche

se divise en deux segments principaux :

* La premiere partie : consiste a I’extraction de molécules bios actives a partir de deux plantes,

le Costus indien (Saussurea Costus) et Bunuim sp.

* La seconde partie : se concentre sur I'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits aqueux
et éthanoliques des plantes sélectionnées contre deux souches bactériennes particuliérement plus

pathogenes pour les animaux et les humains.

Ces plantes ont été sélectionnées parmi de nombreuses autres en raison de leurs propriétés

médicinales distinctives et de leurs vertus thérapeutiques captivantes.

Notre objectif est d'identifier des molécules thérapeutiques et de les exploiter comme alternatives
aux antibiotiques classiques. Cela vise a réduire l'utilisation excessive de ces derniers et, par

conséquent, a limiter I'émergence et les risques de propagation des bactéries multirésistantes.
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I-1-2 Procédure expérimentale de travail : Nous avons effectué cette procédure selon
Lumbu et al. (2005), Chaouche. (2014) et Fekih. (2015), (figure 05)

Préparation des plantes testées (Bunium
sp et Costus indien

&

Nettoyage, Ringage, Séchage a |’aire
libre

&

Broyage et tamisage (200 pim)

&

Poudres des plantes

&

Extraction par macération

E
/

Aqueux : 20g de la Ethanolique : 20g de la

poudre mélangée dans
200ml de I’¢éthanol a
70%

poudre mélangée dans
200ml de I’eau distillée.

Agitation a une température ambiante

pendant 24h a I’abri de la lumiére
N J
~Z

Filtration par un papier filtre wattman

NI° 1

§ G J
|

Le filtrat Evaporation sous

e ( A T B /1o
seéché dans Grattage, détermination de rendement sz e U L
une étuve a :> (extrait sec) <: rota vapeur. Puis
50°C N J séchage dans une

- G ~ étuve a 40°C
\ / Dilution et évaluation de ’activité \ /
antibactérienne

Figure 05 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale regroupant les

différentes étapes réalisées au cours de cette étude
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1-2 Matériel :
I1-2-1 Matériel végeétal :

Dans notre étude, nous avons utilisé les racines de deux plantes médicinales qui sont

Bunium Sp et Costus Indien.

Les racines de Costus indien ont été achetées chez un herboriste situé dans le centre

de la wilaya de Bouira et sont originaires d’Irak (Figure 06).

Figure 06 : Les racines de Costus indien (photo personnelle)

Les tubercules de Bunuim Sp ont été récoltés dans les préfectures de la région de

Oued el Berdi de la wilaya de Bouira (figure 06).

-——
Sk -

Figure 07 : Les tubercules de Bunium sp (photo personnelle)
I1-2-2 Matériel microbiologique :

L’essai antibactérien des plantes retenues est effectué sur deux souches bactériennes
Escherichia Coli et Staphylococcus aureus fournies par le laboratoire de Bejaia. Ce
sont des souches courantes en Pathologie Animale et humaine. Elles ont été
sélectionnées en raison de leur résistance naturelle & différents antibiotiques et elles

constituent un véritable enjeu de santé publique. (Figure 08)
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Figure 08 : Staphylococcus aureus et E. coli sur le milieu sélectif (originaire)
Matériel non biologique utilisé est cité en annexes :
II- Méthodes :
I1-1 Extraction des molécules bioactives :
Choix de la technique

Différentes méthodes d’extraction peuvent étre adoptées, Parmi celles-Ci, nous avons choisi

I’extraction par macération.
Principe de la macération :

La macération représente la méthode la plus facile d’extraction solide-liquide. Ceci implique la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant et le laisser sous agitation a température
ambiante ou élevée pendant une période déterminée. Le principe de la technique repose sur la
dissolution des substances bioactives dans les solvants. Les solvants les plus fréquemment

employés sont, I’éthanol, le méthanol, ’acétone et I’eau distillée (Lumbu et al 2005).
11-1-1 L’extraction aqueuse :
Le solvant utilisé dans I’extraction aqueuse est 1’eau distillée.

Nous avons pris 20 g de poudre de chagque plantes Costus et Bunium dans un erlenmeyer,
auxquelles nous avons rajouté 200ml d’eau distillée. La solution est mise sous agitation
continue pendant 24h a température ambiante du laboratoire. Ensuite, elle est filtrée a travers
le papier filtre wattman N°, le filtrat récupéré a était mis dans des boites de pétri en verre et
porté a I’étuve a 50°C pour le séchage pendant environ 4 jours. Une fois séchés, les extrais secs

sont récupérés, étiquetés et conservés au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a usage ultérieur (figure 09).
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20g de
poudre dans

100ml de

’eau distillée

'

Poudre de Bunium
sb et Costus indien [ Broyage

] Les racines de Costus

indien, tubercules de

Agitation 24h a une

T° ambiante

Filtration par papier Le filtrat séché a
wattman N°1 I’étuve a 50°C

Les extraits secs
obtenus

Figure 09 : Protocole de préparation des extraits

aqueux

11-1-2 L’extraction éthanolique :

20g de poudre de chaque plante (Costus indien et Bunium sp) a été introduite dans un

erlenmeyer contenant 200 ml d’éthanol a 70°, le mélange a été mis sous agitation continue

pendant 24h. La solution obtenue a été filtrée a travers le papier wattman N°1. Le filtrat a été

évaporé a sec sous pression réduite a 40 °C au rotavapor, et le reste a été séché dans 1’étuve a

40 °C pendant 24h. Les extraits secs récupérés sont conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a

leur utilisation (Figure 10).

27



Matériel et méthodes

Figure 10 : Rotavapor utilisé pour I’évaporation du solvant d’’extraction (originaire)
11-2 Détermination de rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du principe actif dissout dans le solvant
organique utilisé pour ’extraction. Il est déterminé a partir du poids de I’extrait sec par rapport

au poids de la matiere végétale seche rendue en poudre utilisée pour I’extraction.

D’apres (Idris et al 2009), le rendement est calculé par la formule suivante :

Rendement (%) = [P1 — P2/ P3] x 100.

Ou:
P1 : Poids du ballon aprées évaporation ;
P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;
P3 : Poids de la maticre végétale seche de départ.
II-3 Préparation des dilutions des extraits aqueux et éthanoliques :

Les extraits obtenus ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et bien homogénéisés
a laide d’un vortex puis filtrés a travers des micro-filtres de 0,22 um pour assurer leur
stérilisation. Par la suite, une gamme de concentrations a été préparée par une série de dilutions
séquentielles 1/2, 1/4, 1/6, 1/8, en partant d'une solution mere initiale de chaque extrait a une

concentration de 200 mg/ml (figure 11).
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|Figure 11 : La gamme de dilution et microfiltration (originaire)

11-4  Tests de I'efficacité antibactérienne des extraits végétaux in vitro : Pour tester
I’efficacité antibactérienne des extraits aqueux et éthanoliques de deux plantes, le Costus indien
(Saussurea costus) et Bunium sp, contre deux souches pathogenes, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé. La sensibilité
des bactéries aux extraits a ete déterminée par la formation de zones claires autour des disques
imprégnés d'extraits, avec des diamétres variant selon l'efficacité de ces derniers. Les résultats
ont été observés aprés 18h a 24h d'incubation 35 °C a 37 °C. Cette méthodologie s'appuie sur
des protocoles standardisés et des références bibliographiques diverses, (Chaouche, 2014),
(Fekih, 2015), (Bouzidi, 2016), (Athamena et al. 2010). Et ajustée si besoin. D’apres les

moyens disponibles.
11-4-1 Principe :

Le principe fondamental de cette méthode repose sur lapplication de disques de papier
imprégnés d'extraits vegétaux a diverses concentrations, placés sur une gélose inoculée
uniformément avec le microorganisme cible. La diffusion radiale des composes bioactifs des
extraits conduit a l'inhibition de la croissance bactérienne, proportionnelle a la sensibilité du
pathogene a l'agent diffusé. La frontiere de la zone d'inhibition, détectable a I'ceil nu, indique la
limite ou la croissance microbienne recommence. L'évaluation des zones d'inhibition est

réalisée par la mesure précise des diamétres a l'aide d'un instrument de mesure étalonné.
11-4-2 Préparation des milieux de culture :

Les milieux de culture ont été préparés conformément aux données mentionnées sur
I'étiquetage. Apres stérilisation par autoclave, les milieux ont été transférés dans des flacons a
vis hermétiquement fermés et conservés jusqu'a leur utilisation ultérieure. Pour les milieux
solides, une étape de liquéfaction a été effectuée au bain-marie avant leur distribution (figure
12).
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Figure 12 : Les milieux de culture utilisés (MH, Chapman, EMB, GN) respectivement
(Photo origine)
11-4-3 Préparation des disques :

A Tlaide d’un dispositif spécifique dédié a la découpe, des papiers de filtration de
type Wattman N° 1 ont été faconnés en disques circulaires de 6 mm de diameétre.
Ces disques ont été acheminés dans des boites en verre et soumis a un processus de
stérilisation rigoureux a une température de 121°C dans un autoclave pendant une
durée de 15 minutes. Cette étape garantit [I'élimination efficace de toute
contamination microbiologique potentielle, préservant ainsi lintégrité des disques et
assurant des conditions expérimentales stériles pour la suite du protocole

d'évaluation antibactérienne (figure 13).

LT T TS
T T
il f i

Figure 13 : Découpage de papiers filtres en disques (photo origine)
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11-4-4 Revivification des souches conservées :

Ce protocole implique la reprise des cultures conservées, visant a ensemencer par des stries les
microorganismes a I’aide d’une anse de platine dans des milieux de culture appropri¢s. Cette
méthodologie assure la régénération de la vitalité cellulaire des souches bactériennes (Figure
14).

Figure 14 : Repiquages des souches conservées pour 1’incubation (photo personnelle).
11-4-5 Préparation de ’inoculum :

Quelques colonies bien isolées de souches bactériennes ont été prélevées a l'aide d'une anse
stérile et transférées dans 5 ml de solution physiologique stérile. La suspension bactérienne a
¢té bien homogénéisée par un vortex pendant quelques secondes. L’inoculum doit étre
standardisé pour obtenir des colonies juste confluentes, et sa turbidité a été ajustée a 0,5
McFarland a I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm, ce qui
correspond a 1-2 x 108 UFC/ml (D.O = 0,08 4 0,1). L’inoculum peut étre ajusté soit en ajoutant
de la culture bactérienne s’il est faible, soit de I’eau physiologique s’il est trop fort. (Chaouche,
2014).

La procédure réalisée est montrée dans les Figures (15, 16, 17) ci-dessous :
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Figure 15 : La reprise des colonies, souches de 24h (image personnelle)

Figure 16 : L’introduction des colonies dans 1’eau physiologique (image personnelle)

Figure 17 : La lecture de la donsité optique par un spectrophotométre (image personnelle)
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11-4-6 Versement de Muller Hinton :

Apres dissolution compléte des composants de la gélose de Mueller-Hinton par chauffage et
stérilisation, la solution a été laissée a refroidir a une température de 45-50°C. Ensuite, la gélose
a été versée aseptiquement dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre, en veillant a
une distribution uniforme a raison de 20 ml par boite. L’épaisseur du milieu doit étre de 4 mm
car une couche plus fine augmente la taille de la zone d’inhibition ce qui donne un faux résultat.
Ensuite la gélose a été laissée a solidifier & température ambiante dans des conditions stériles,
devant un bec Bunsen et sous une hotte, avant I’ensemencement et 1’application des disques
(Bellahouel, 2012) (Figure 18).

Figure 18 : Versement du Muller Hinton dans des boites pétri (photo originale)
11-4-7 Encensement :

Un ensemencement par écouvillonnage a été réalisé sur la gélose de Miller-Hinton,
préalablement coulée dans les boites de Pétri (figure 18). Cette méthode implique le passage
d'un écouvillon sur toute la surface de la gélose en réalisant des stries serrées de haut en bas.
Par la suite, la bofte est retournée afin de garantir une répartition uniforme du micro-organisme

sur I'ensemble du milieu de culture (figure 19).

WL

Figure 19 : Ecouvillonnage des souches bactériennes (photo personnelle)

33



Matériel et méthodes
s |

11-4-8 Application des disques imbibés d’extraits :

A l'aide d'une pince chauffée au bec Bunsen pour assurer sa stérilité, des disques de papier filtre
imprégnés d'extraits, testés a des concentrations respectives de 1/2, 1/4, 1/6 et 1/8, ont été
délicatement disposés a la surface de la gélose préalablement inoculée. Les boites de Pétri
ensemencées avec des extraits aqueux ont été placées au réfrigérateur pendant 3jours avant
d'étre incubées pendant 18 heures a 37°C. Pour ceux imprégnés d'extrait éthanolique, un temps

de réfrigération de 2 heures a été suivi par une incubation de 24 heures a 37°C dans I'étuve.

Les mémes protocoles expérimentaux ont été reproduits avec des témoins positifs contenant de
l'amoxicilline et ’oxytétracycline et d'autres témoins négatifs contenant de I'eau distillée ou du
DMSO. Apreés l'incubation, des zones dépourvues de colonies bactériennes ont été observées
autour des disques, reflétant la sensibilité des bactéries aux extraits testés. Ces procédures ont

été répétés 6 fois (Figure 20).

Figure 20 : Imbibition et application des disques (photos origines)
I11- Lecture des résultats :

La lecture a été effectuée 24 heures apres ’incubation a 1’aide d’un pied a coulisse,
directement sur la face inférieure des boites de Petri, sans les ouvrir. Un extrait est considéré

actif si le diamétre de la zone d’inhibition autour du disque excéde 6 mm (figure 21).
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Figure 21 : Mesure des diametres de la zone d’inhibition (photos origines)
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Partie Il : Résultats et discussion

Les résultats de notre étude qui a porté sur le test in vitro de ’activité antibactérienne des extraits
de Bunium sp et Saussurea costus sur deux souches pathogenes qui sont Escherichia Coli et

Staphylococcus aureus sont présentés comme suit :

I1I-1 Rendement d’extraction :

Dans notre étude nous avons utilisé deux solvants pour I’extraction des molécules bioactives,

les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 04 :

Tableau 04 : I’aspect, la couleur et le % de rendement obtenu des deux extraits (E-aq, E-eth)

des deux plantes (Costus indien, Bunium sp)

Espece Type d’extrait | Aspect Couleur Rendement en
vegeétale %
Costus indien Aqueux Pateux Marron fonce 18.25 %
Bunium sp Pateux Marron foncé 17.3 %
Bunium sp Costus indien Pateux Marron clair 9.25 %
Bunium sp Pateux Marron clair 11.6 %

Dans notre ¢tude nous avons utilis¢ deux solvants pour I’extraction des molécules bioactives.

Une extraction aqueuse avec de I’eau distillée comme solvant et une extraction éthanolique

avec de 1’éthanol70°. Les résultats obtenus sont illustrés par la figure suivante :

20 -

18

16
X 14 -
o
4+ 12 T
C
£ 10 - B Aqueux
(]
2 8 - ethanol
g
g 67

4 -

2 -

0 T 1

Bunium costus

Figure 22 : Rendement en extrait aqueux et éthanolique de Bunium sp et Saussurea costus exprimé en %
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Les résultats obtenus montrent de légeres différences de rendement entre les extraits aqueux et

éthanolique pour les deux plantes.

En effet, nous avons enregistré un rendement de 18,25% de I’extrait aqueux de costus contre
17,3% d’extrait éthanolique. Quant a Bunium sp, le taux le plus élevé est obtenu avec 1’extrait

éthanolique qui est de 11,6% contre seulement 9.25% en extrait aqueux.

Ces différences enregistrées pourraient s’expliquer par la nature des molécules bioactives de

chaque plantes et leurs interactions avec les différents extraits.

Selon Lee et al. (2003) et Fellah. (2006), plusieurs facteurs pourraient influencer le rendement
de ’extraction, entre autres, la méthode d’extraction (a chaud ou a froid), les conditions de
séchage (lieu, température et durée), la nature et la polarité du solvant utilisé et ses interactions
avec les molécules bioactives, la taille des particules ainsi que le coefficient de diffusion du

solvant.

Toutes fois, nous avons enregistré de différences de rendement notables entre les deux plantes

bunium et costus et ce, pour les deux extraits que ce soit I’aqueux ou I’éthanolique.

En effet, le rendement éthanolique de costus indien est de 17.3% contre seulement 11,6% chez
Bunium sp, quant a ’extrait aqueux enregistré chez costus (18.25%) est le double de ce qui est

enregistré chez Bunium (9.25%). Ces différences pourraient étre attribuées a I’espéce végétale.
I1-2 DPactivité antibactérienne :

Dans la présente étude, nous avons testé cing concentrations de chaque extraits, aqueux et
éthanolique de bunium sp et Saussurea costus, sur les deux souches bactériennes, Escherichia

coli et Staphylococcus aureus.
Les concentrations utilisées sont :
C1200mg/ml, C2100mg/ml, C350mg/ml, C4 25mg/ml et Cs12.5mg/ml.

L’activité a été déterminée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autours des

disques imbibés d’extraits a différentes concentrations.
Nous avons utilisé I’amoxicilline et I’oxytétracycline comme témoins positifs

Le degré de sensibilité des bactéries est estimé par le diamétre de I’halo transparent autour des

disques qui correspond a la zone d’inhibition.

Selon Ponce et al. (2003), le degré de sensibilité est établi comme suit :
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Diamétre <8mm, la bactérie n’est pas sensible (-)

Diaméetre compris entre 8 et 14mm, la bactérie est sensible (+)
Diametre compris entre 15 et 19mm, la bactérie est tres sensible (++)
Diamétre > 20, la bactérie est extrémement sensible (+++)

11-2-1 Résultats de I’activité antibactérienne :

Dans cette perspective, nous avons procédés a une évaluation in vitro de [lefficacité
antibactérienne des extraits (éthanolique et aqueux) des deux plantes S. Costus et Bunium sp).
Nous avons appliqué la technique de diffusion en gélose (méthode de disques) vis-a-vis des

souches pathogéne S. aureus et E. coli, les résultats sont présentés dans la figure 23 :
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Souches pathogenes/ Escherichia coli Staphylococcus aureus

Extraits végétaux

Extrait aqueux des

racines de costus indien

Extrait éthanolique des

racines de costus indien

Extrait aqueux des
tubercules de bunium sp

Extrait éthanolique des
tubercules de bunium sp
Témoins : négatif
(DMSO, I’eau) et
positif (Amoxicilline,

Oxytétracycline)

Figure 23 : les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux et éthaolique de

Costus indien et Bunium sp.
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11-2-2 Activité antibactérienne des extraits agueux et éthanolique de Saussurea costus et

Bunium sp sur E. coli.
Les résultats des différents tests sur E coli sont présentés dans le tableau 05

Tableau 05 : diamétres des zones d’inhibition des extraits aqueux et éthanolique de

Saussurea costus et Bunium sp appliqués sur Escherichia coli

Escherichia Coli
Extrait de Saussurea costus Extrait de Bunium sp

concentration | Aqueux | Degré de Ethanolique Degré de Aqueux Degré de | Ethanolique | Degré de

sensibilité sensibilité sensibilité sensibilité
CL@oom/mb 1 12 | (+) 7.5 ) 13 (+ |23 (+++)
C2utomgm 11T |13 ® (1 ® (B [+
e T O R ® 20 [0 [ [+
Cesmam 19T (+) |8 ® (1 [0 (24 [+
csuzsam |70 |7 Q) 6 | (+) |00 Q)
Amoxicilline 39 (+++)
Oxytétracycline 38(+++)

La mesure des diametres des zones d’inhibition des différents extraits aqueux et éthanolique de
Saussurea costus et Bunium sp appliqués a différentes concentrations sur E.coli, nous a permis
de constater I’efficacité de ces extraits sur cette bactérie gram(-) a des degrés variables qui sont

fonction de la nature de I’extrait ainsi que la dose appliquée.

Il parait bien claire que les extraits de Bunium, notamment 1’extrait éthanolique posséde une

meilleur activité antibactérienne comparativement aux extraits de costus.

En effet, nous avons enregistré la zone d’inhibition la plus large (28mm) avec I’extrait
éthanolique de Bunium a une concentration de 100mg/ml, résultat qui n’est pas trop loin de ce
qui est obtenu avec ’amoxicilline et I’oxytetracycline utilis¢é comme témoins positifs avec des
diameétres de 39mm et 38mm respectivement. Quant a I’extrait éthanolique de costus indien, le
diameétre enregistré pour la méme dose n’est que de 13mm, soit la moiti¢ de ce qui est obtenu

avec Bunium sp.

D’apres ces résultats, nous pouvons dire aussi que Escherichia Coli, éprouve une sensibilité

plus au moins dose dépendante pour les extraits aqueux de costus (12mm pour une dose de
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200mg/ml), tandis que pour ’extrait aqueux de Bunium, la dose 50mg/ml semble avoir une

meilleur efficacité antibactérienne avec un diamétre de zone d’inhibition de 20 mm.

De ce fait, nous constatons que dans la pratique, I’extraction aqueuse qui n’est pas si couteuse
semble suffire pour lutter efficacement contre E coli a des doses moyennes de I'ordre de

50mg/ml.

11-2-3 Activité antibactérienne des extraits aqueux et éthanolique de Saussurea costus et

Bunium sp sur Staphylococcus aureus.

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits de Bunium sp et Saussurea costus sur

Staphylococcus aureus sont présenté dans le tableau 06 :

Tableau 06 : diamétres des zones d’inhibition des extraits aqueux et éthanolique de

Saussurea costus et Bunium sp appliques sur Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Extrait de Saussurea costus Extrait de Bunium sp
concentrations | Aqueux Degré de Ethanolique | Degré de Aqueux Degré de Ethanolique Degré de
sensibilité sensibilité sensibilité sensibilité
C1 200mg/ml 11 (+) 10 (+) 15 (+) 9 (+)
C2 100mg/ml 10 (+) 13 (+) 12 (+) 7 )
Gomm g\ (12 (& (1 [ |12 (*)
commgm g () |7 O o e |1 (*)
Ssmwm 6 () [0 [() [0 [() |00 0
Amoxicilline 28 (+++)
Oxytétracycline 30 (+++)

Les résultats ci-contre, montrent que Staphylococcus aureus présentent une faible sensibilité
vis-a-vis des extraits utilisés que ce soit Bunium ou bien costus, autrement dit, cette espéce est

plus au moins résistantes notamment a de faibles concentrations des deux extraits.

En effet, le diamétre de la zone d’inhibition le plus élevé est obtenu avec I’extrait aqueux de
Bunium sp qui est de 15mm a une forte concentration de 200mg/ml, tandis qu’a de faible
concentrations, de ’ordre de 12.5mg/ml, nous n’avons enregistré aucune activité notamment
avec les extraits de bunium et I’extrait éthanolique de costus. Toutes fois, a méme dose d’extrait

aqueux de costus, nous avons enregistré une activité insignifiante de 1’ordre de 6mm.
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Karouche et al. (2020) qui a obtenu des zones
d’inhibition allant de 7 a 15mm avec I’extrait aqueux et méthanolique de Bunium mauritanicum

Plusieurs études ont été menées sur les effets antibactériens des extraits de costus et Bunium sur
différentes souches pathogeénes.

En effet, Hassan et al. (2020) ont mené une étude approfondie sur ’extrait éthanolique de
Saussurea Lappa afin d’évaluer son potentiel thérapeutique dans le traitement de certaines
infections nosocomiales, ils ont montré que ce dernier possede une efficacité marquante contre
plusieurs souches pathogénes cliniques, entres autres Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, les Béta-lactamases, et Acinetobacter

baumannii.

Deabes et al. (2021), ont montré que les extraits de Saussurea costus sont plus efficaces sur
les bactéries gram+ dont fait partie S. aureus que les bactéries gram- .pareillement, Omer et
ces collaborateurs (2019) a travers leur étude réalisée sur deux souches gram+ S. aureus et
Salmonella sp gram-, ont mis en évidence un degré de sensibilité plus elevé des bactéries gram+
vis-a-vis des extraits de costus indien comparativement aux bactéries gram- qui sont plus au

moins résistantes.

Nos résultats ne sont pas touta fait en accord avec les travaux précités ou nous avons enregistré
une plus grand sensibilité des bactéries gram- telque E. coli par rapport au gram+ et ce, avec

les deux extraits utilisés.

Ces différences pourraient s’expliquer par la différence des souches bactériennes utilisées ainsi

que ’origine végétale des extraits.
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Les histogrammes ci-dessous récapitules les effets comparés des extraits aqueux et éthanolique

des deux plantes Bunium sp et Saussurea costus sur les souches testées E. coli et S. aureus.
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Figure 24 : Histogramme qui montre 1’effet de 1’extrait aqueux du costus indien et Bunium sp sur les souches

bactériennes testées
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Figure 25 : Histogramme qui montre I’effet de 1’extrait éthanolique du costus indien et Bunium sp sur les

souches bactériennes testées
Les histogrammes ci-dessus, resument les effets des différents extraits sur les souches testées.

En effet, nous constatons que I’extrait éthanolique de Bunium sp posséde une meilleure

efficacité antibactérienne contre E. coli comparativement a ’extrait aqueux ainsi qu’aux extraits
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aqueux et éthanolique de S.costus. En outre, les meilleurs résultats de 1’extrait aqueux de
Bunium est toujours celui obtenu sur E. Coli. Par contre son effet sur S. aureus reste moderé
que ce soit pour ’aqueux ou I’éthanolique. De ce fait, nous pouvons dire que les extraits de
Bunium sp sont dotés d’une activité antimicrobienne plus marquante que ceux de Saussurea

costus, bien que son rendement a ’extraction est beaucoup plus faible que celui de costus.

Ceci pourrait s’expliquer par la nature des composés bioactifs caractéristiques de

chaque espéce végétale et leur spécificité d’action.

Afin d’estimer [I’efficacité des extraits testés, nous avons utilisés I’amoxicilline et

I’oxytetracycline comme témoins positifs.

Nous avons enregistré des zones d’inhibition plus importantes contre E.coli avec des
diamétres de 39 mm et 38 mm pour IDamoxicilline et Oxytétracycline
respectivement. Contrairement aux effets contre S.aureus, les antibiotiques en
question sont d’une efficacit¢ plus faible avec des diamétres de 28mm et 30mm

respectivement.

Ces résultats montrent que ces antibiotiques sont plus efficaces pour lutter contre les
bactéries Gram- que les bactéries Gram+, chose qui est comparables aux effets des
extraits que nous avons testé mais avec un degré d’efficacité plus élevé pour Bunium

sp que pour Saussurea costus.

D’apres ces résultats, il s’avére que les extraits que nous avons utilisé, notamment Bunium sp
peuvent avoir des propriétés thérapeutiques bactéricides et bactériostatiques analogues a celles

des antibiotiques appliqués.

En effet, extrait de Bunium pourrait avoir plusieurs composés dotés de propriétés différentes

qui agissent sur différent compartiments de la bactérie.

Comparant ’effet antimicrobien de Bunium sp a ceux de ’amoxicilline qui agit par inhibition
de la synthese des peptidoglycanes, compose essentiel de la paroi, ou encore a I’oxytétracycline
qui agit au niveau ribosomal par inhibition de la synthése des protéines nécessaires a la
croissance des bactéries, nous pouvons dire que ce dernier constitué de plusieurs molécules
bioactives qui ont large étendu d’action sur la cellule bactérienne, ce qui pourrait leur conférer

une propriété de couvrir un large spectre antimicrobien.

Nous ne pouvons pas exclure les vertus de Saussurea costus comme agent antimicrobien mais

il reste toujours d’un degré d’efficacité inférieur a celle de bunium sp.
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Conclusion

Le retour a I'utilisation des plantes médicinales dans le traitement des maladies
bactériennes est considéré comme une voie prometteuse pour faire face au probléme de la
résistance aux antibiotiques. Malgré les défis, I’intégration de la médecine traditionnelle et des
thérapies a base de plantes peut contribuer a améliorer les résultats des traitements et a réduire

I’utilisation des molécules chimiques dans I’antibiothérapie.

C’est dans cette optique que s’inscrit ce travail qui vise a mettre en lumiére les vertus
thérapeutiques des extraits de deux plantes médicinales, Bunium sp et Saussurea costus, qui ont

beau étaient utilisées en médecine traditionnelle.

Pour notre part, nous avons tenté étudier leur activité antibactérienne contre deux bactéries
pathogenes les plus répandues que ce soit en milieu hospitalier qu’en milieu d’¢levage, a savoir
E.coli et Staphylococcus aureus qui étaient a la base des bactéries banales mais qui ont acquis

une résistance a une large gamme d’antibiotiques.

Les résultats des extraits aqueux et éthanolique appliqués sur E.coli et S aureus par la méthode
de diffusion sur gélose ont montré que les bactéries Gram- dont E.coli sont plus sensibles que

les bactéries Gram+ dont Staphylococcus aureus.

L’effet le plus marquant est obtenu avec I’extrait éthanolique de Bunium sp avec une zone
d’inhibition la plus large qui est de I'ordre de 28mm a une concentration de 100mg/ml, tandis
que les extraits de Saussurea costus semblent exercer un effet beaucoup moins efficace que

Bunium avec des zones d’inhibition ne dépassant pas les 13mm tant sur E.coli que sur S.aureus.

Cette efficacité pourrait étre attribuée a la présence de composes tels que les flavonoides, tanins,
triterpénes, saponosides et autres composés phénoliques, reconnus pour leurs propriétés

antibiotiques.

Les résultats de cette étude montrent que I’extrait de bunium sp pourrait bien étre préconisé
dans le traitement de certaines infections par les bactéries qui éprouvent une sensibilité plus au

moins importante.

En conclusion, ces plantes sont riches en métabolites secondaires conférant une valeur

thérapeutique significative. Cependant, Cette étude reste préliminaire ne permet pas encore de
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clarifier le mécanisme exact de leur action. Cependant, elle représente une étape initiale

importante dans la recherche sur les substances naturelles dotées d’activités biologiques.

Cette étude mérite d’étre entreprise, tout en diversifiant les solvants d’extractions afin de
desceller ’extrait le plus efficace, comme on doit aussi élargir la gamme de bactéries a tester
pour identifier les bactéries les plus sensibles.
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Annexe



Matériels de laboratoire et composés chimiques utilisés :

Equipements Verreries Matériels Produits et milieux

Agitateur magnétique | Erlenmeyer Micropipette Ethanol 96°

a plaque chauffante Ecouvillons

Autoclave Boites pétri en verre | Boites pétri Ethanol 70°

Balance de précision | Flacon a vis Papiers wattman n°1 | L’eau distillée

Etuve Tubes a essai Eppendorfs L’eau physiologique

Réfrigérateur Verreries gradués cuves DMSO

Bain marie Entonnoirs Pince Milieu EMB

La hotte Verre de montre Anse de platine Milieu Chapman

Bec bunsen Spatule Milieu Muller
Para filme Hinton

Rota vapeur Seringues stériles, Gélose nutritive
micro filtres

Spectrophotométre Portoirs Bouillon nutritif

Vortex dessiccateur en verre | Antibiotiques




