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INTRODUCTION

Les antibiotiques, qui ont sauvés tant de vies humaines, risquent de devenir
inefficaces en raison d’une inquiétante augmentation de la résistance des bactéries a
leur encontre et de la raréfaction des nouveaux produits mis sur le marché (Carlet et
al., 2012).Cette résistance est actuellement considérée par 1’organisation mondiale de
la santé comme une menace grave pour la santé humaine et la médecine moderne
(Tebano and Pulcini, 2016). Certaines bactéries sont naturellement résistantes aux
antibiotiques mais souvent cette résistance est acquise par l'incorporation dans leurs
génomes d'un "facteur résistant" qui rend les antibiotiques inefficaces (Benzeggouta,
2005).

Le regain d'intérét aux plantes médicinales et leurs extraits, vient
essentiellement d'une prise de conscience des malades et de leur désir profond de
revenir aux moyens naturels et efficaces. Car les plantes offrent un espoir de guérison
dans le domaine des maladies contemporaines, et le besoin d'information sur les
nouveaux produits phytothérapiques s'accroit. Le malade tend de plus en plus a fuir
les substances chimiques et a éviter les dangers qu'elles peuvent induire
(Benzeggouta, 2005) dans l'objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé de
I’homme, sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques (Bendif 2017).

La fluidit¢é membranaire des globules rouge devient plus sensible, surtout avec
I’age, a différentes agressions comme le stress oxydatif, 1’hypotonicité, des pH
extrémes, ainsi que la présence de certains solutés (ex : éthanol, urée, guanidine). Des
composés naturels peuvent restaurer cette fluidité et de prévenir ainsi I’hémolyse (de
Freitas et al., 2008).

Ce travail vise a étudier I'activité anti hémolytique et antibactérienne de
I’extrait brut de deux plantes médicinales, Ajuga iva (plante endémique qui pousse en
Algérie) et Allium cepa (plante culinaire cultivée). Elles sont considérées parmi les
plantes les plus populaires et médicinales utilisés en monde entier (Bendif 2017,
Bellamine, 2017).

Ce manuscrit comporte deux parties, la premiere est un recueil sur la
résistance bactérienne et les deux plantes étudiées. La deuxiéme partie présente les
travaux expérimentaux comportant deux chapitres. Le premier rassemble les matériels
et les méthodes utilisés pour I’appréciation de I’activité antibactérienne et anti

hémolytique des extraits des deux plantes ainsi que la caractérisation des différents
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groupes chimiques présents. Le second chapitre est une présentation des résultats

obtenus ainsi que leur discussion.
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I. Monographie des deux plantes utilisées

I.1.1’oignon (Allium cepa)

I.1.1. Généralités sur I’oignon

L’oignon (figure 1) est une plante herbacée, vivace a bulbe (Benmeddour et al., 2015),
monocotylédone appartenant a la famille des Alliaceae (Ouedraogo et al., 2015), avec un
cycle cultural annuel pour la production des bulbes, bisannuel pour celle des graines, cultivée
pour I’alimentation humaine depuis des milliers d’années dans les régions tempérées et
subtropicales (Rabiou et al., 2015).Elle comprend plus de 700 especes (Mnayer et al., 2014)
et elle est considérée comme I’un des légumes les plus importants au monde en raison de son
utilisation en alimentation et en médecine (Rabiou et al., 2015).En Algérie, de nombreuses
variétés sont cultivées: doux, blanc ou jaune, rouge fort, hatif, ou extra hatif (Benmeddour et

al., 2015).

i
=il
®

Figure 1 : photo montrant I’espece de Allium cepa (Bellamine, 2017).
I.1.2.Classification

- Royaume : Plante

- Sous royaume : Trachéophyte = plantes vasculaires

- Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames = plantes a graines
- Sous embranchement : Angiospermes = plantes a fleurs
- Classe : Monocotyledonae

- Sous classe : Liliidae

- Ordre : Liliales

- Famille : Liliaceae ou Liliacées

- Genre : Allium

- Espece : Allium cepal.

- Nom commun : Oignon

- Nom en anglais : Onion (Benzeggouta, 2005).
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I.1. 3. Description botanique

L'oignon est une plante herbacée, glabre, relativement haute selon les variétés. La
taille peut atteindre 80 cm de haut. A tige florifere dressée et creuse, fortement renflée
fusiforme (Benzeggouta, 2005) sur laquelle s’inserent des feuilles allongées, cylindriques et
creuses d’ou partent des racines adventives avec un bulbe surmonté par une fausse tige ou
collet. Le bulbe d’oignon est composé d’écailles charnues et est recouvert extérieurement
d’une ou de plusieurs couches d’écailles desséchées qui sont aussi appelées tuniques (Rabiou

et al., 2015).

I.1.4. Composition chimique

Le bulbe d'oignon contient divers composés chimiques soufrés et non soufrés, mais les
composés soufrés sont les plus caractéristiques tel que le dipropyl trisulfide (Mnayer et al.,
2014), allylmethyl trisulfide (Benmeddour et al., 2015) et dipropyl disulfide qui est le
constituant majeur (Mnayer et al., 2014) et des acides aminés cystéine et méthionine (Breu,

1996).

D'autres composés ont également été caractérisés dans les extraits: les cépaenes (o-
sulfinyl disulfures), zwiebelanes (dérivés disoufrés bicycliques), di- et tripeptides soufrés
(Benmeddour et al., 2015) et l'acide thiocyanique et l'allylthiocyanate et sulfoxyde de
propanethial un facteur lacrymogene résultant de l'action de l'alliinase (Benzeggouta, 2005)
sur I’isoalliine (trans-S-(1-propenyl) cycteine sulfoxide) (Kyung, 2012). Elle renferme aussi
des composés non soufrés tels que: les terpénoides (Gitin et al., 2012), et les anthocyanes
(Ouedraogo et al., 2015) les flavonoides principalement la quercétine (Bellamine, 2017) les
fructanes de faible degré de polymérisation (10 a 40 %), et des polysaccharides hétérogenes,
des saponosides, des stérols, des vitamines (A, C, B1 et B2), des pectines (Benzeggouta,
2005),et de I’eau environ 88% et des protéines environ 1,5%, glucose 2%, fructose 0,9% et

saccharose 3,2% (Breu, 1996).
I.1.5. Utilisations en médecine traditionnelle

Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine des plantes médicinales.
Cette forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle augmente 1’efficacité d’un
traitement ou atténue ses effets secondaire (Medjdoub 2013). Allium cepa est une espece

exploitée comme plante médicinale avant de devenir un condiment ou légume (Rabiou et al.,
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2015), elle est tres utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies
telles que les maladies cardio-vasculaires, le cancer, '0bésité, les troubles de tractus gastro-
intestinal, I’hypertension artérielle, le diabete (Gitin et al., 2012) et d’autres maladies
dégénératives (Ouedraogo et al., 2015). Et elle est utilisée en cas de furoncle de panaris et
de pelade (Bellamine, 2017) et d'anthrax (Benzeggouta, 2005) et comme antispasmodique,

carminatif, diurétique, expectorant, anthelminthique, etc.(Benmeddour et al., 2015).

I.1.6. Propriétés biologiques d’Allium cepa issues de I’expérimentation scientifique

I.1.6. 1. Activité antioxydante

Des extraits alcooliques de bulbes d’oignons ont révélé une forte corrélation entre les
teneurs en polyphénols totaux et la capacité antioxydant (Ouedraogo et al., 2015).Ces derniers
sont considérés comme antioxydants efficaces en raison de leur capacité a éliminer les
radicaux libres des acides gras et de 1’oxygene (Lachman et al., 2003).De méme, les
anthocyanes sont caractérisés aussi par leurs propriétés antioxydants, favorables a la santé et

permettant aux végétaux supérieurs de se protéger des ultraviolets (Ouedraogo et al., 2015).
I.1.6. 2.Activité antibactérienne et antifongique :

Virtanen a étudié en 1958 l'activité antibactérienne de 1'oignon haché. Le jus est
bactériostatique et antifongique, 'huile essentielle est antibactérienne et antifongique (Kyung,
2012). Ces activités dus principalement aux cyanines sulfoxides quand les tissus sont coupés,
I'enzyme allinase est libérée, convertir les cystéines sulfoxydes en thiosulfinates. Ces derniers
sont réactifs, volatils, lacrymogenes produisant des odeurs (Benkeblia, 2004) et permettent
d’inhiber la croissance des bactéries Gram-positives, Gram-négatives et acido-alcoolo-
résistantes en réagissant avec les groupes sulfthydryle (SH) des protéines cellulaires.
Généralement les bactéries Gram-négatives sont plus sensibles que les Gram-positives
(Kyung, 2012). Selon (Benkeblia, 2004), l'activité antibactérienne de 1 mg d'allicine, qui est
un (+) - S-méthyl-1-cystéine sulfoxyde, a été égale a celle de 15 UI de pénicilline.

I.1.6. 3.Activité hypoglycémiante (antidiabitique)

L’extrait aqueux d’Allium cepa testé a différentes doses chez le rat Wistar rendu
diabétique par I’alloxane avait provoqué une réduction de 1’ordre de 75,4% de la glycémie
initiale. Cette réduction semble étre due a I’allylpropyl disulfide un composé soufré

(Medjdoub 2013).De méme les polyphénols et les anthocyanes et la quercétine peuvent
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diminuer le taux de glycémie. En effet, lors d’un test de tolérance au glucose chez des rats
rendus diabétiques par la streptozotocine par voie intraveineuse. De tels effets pourraient
s’expliquer par une inhibition de glucosidases ou de transporteurs de glucose au niveau de la
barriere intestinale qui limiterait ainsi 1’absorption intestinale du glucose (Hamza, 2011).Ce

qui diminue la glycémie post-prandiale (Medjdoub 2013).
1.1.6.4.Activité insecticide

Allium cepa a présenté des propriétés insecticides dus aux composés soufrés qui
semblent étre impliqués dans les systemes de défense naturelle des Allium contre divers
organismes comme les pathogenes et les ravageurs (Auger et al., 2002).Ces composés sont
stockés dans le cytoplasme des bulbes intacts interagissent avec 1’allinase lors de la rupture
des tissus. Cela entraine la formation des produits chimiques acides sulfiniques instables qui
peuvent ensuite €tre convertis en thiosulfinates (Poojary et al., 2017) ayant des propriétés
pharmacologiques inhibitrices et décroissantes, insecticides (Auger et al., 1993) et toxiques

pour de nombreuses especes d’insectes en milieu clos(Auger et al., 2002).
1.1.6.5. Activité hypocholestérolémiante

Allium cepa présente des propriétés hypocholestérolémiantes dues aux flavones qui
permettent de diminuer considérablement les processus athérosclérotiques, par la réduction du
cholestérol dans le sérum sanguin. Donc, Il est recommandé de consommer 1’oignon cru dans

les salades en raison de leurs teneurs élevés en polyphénols (Lachman et al., 2003).
L.1.6. 6.Activité anti-inflammatoire et analgésique d’extraits d'oignon

L'effet anti-inflammatoire du jus d'oignon frais a été évalué par une injection de
carraghénine sous plantaire a des rats Sprague-Dawley. Les résultats obtenus illustrent une
propriété analgésique par rapport au groupe témoin positif; les effets étaient similaires a ceux
de la morphine comme traitement standard. Dans 1’évaluation de l'inflammation du jus
d'oignon frais a montré de meilleurs résultats que le traitement standard, le diclofénac.

On peut conclure que le jus frais d'oignon est capable d'inhiber la douleur et I'inflammation
(Sima, 2012) et il est souvent recommandé dans la médecine traditionnelle de différents pays

pour la douleur et le gonflement apres piqlires de guépes ou d’abeilles (Dorsch, 1997).
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L.2.livette musquée (Ajuga iva)

1.2.1. Généralités sur ’ivette

Ajuga iva (figure 2) est une plante herbacée(Bennaghmouch et al., 2002), vivace,
aromatique, appartenant a la famille des Lamiaceae (Bendif 2017). Elle est localement
nommée Chendgoura (Diafat et al., 2016) avec un cycle culturelle annuelles (Aly et al.,
2011)a fleurs persistantes, rhizomateuses (Venskutonis et al., 2017), elle comprend au moins
301 especes avec de nombreuses variantes(Bendif 2017). Elle se développe dans le sol
profond dans la période étendue du printemps jusqu'a la fin de 1’été (Venskutonis et al., 2017),
pousse a une altitude de 0 a 1600 metres, dans les régions arides ou dans les champs(Bendif
2017).

Elle est tres rencontrée dans les clairieres des foréts, les paturages, les champs incultes, les
rocailles siliceuses des plaines et des montagnes (Bennaghmouch et al., 2002) et elle est
largement répandue dans la région méditerranéenne: Europe du Sud et Afrique du Nord, en

particulier en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en Egypte (Diafat et al., 2016).

Figure 2 : photo montrant I’espece de Ajuga iva (Bendif 2017).

1.2.2. Classification

- Regne : Plantae

- Sous-regne : Tracheobionta
- Division: Magnoliophyta

- Classe : Magnoliopsida

- Sous-classe : Asteridae
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- Ordre : Lamiales

- Famille : Lamiaceae

- Genre : Ajuga

- Espece : Ajuga iva L Schreb (Boudjelal, 2013)

L’espece Ajuga iva (Schreber) est appelée par plusieurs noms vernaculaires: Ivette,
Petit if, I’ivette musquée, Bugle en francais et Musky Bugle en anglais (Bendif 2017) et
Chendgoura ou Shandgoura en arabe, Touf et-toulba en Berbere (Boumerfeg 2010).

1.2.3. Description botanique :

Ajuga est une petite plante vivace aromatique, de golt amer, et a odeur de musc
(Bendif 2017), de 5 a 20 cm de long, a tiges vertes rampantes et velues (Boudjelal, 2013), tres
feuillues, a feuilles vertes sessiles de 14-25 mm de longueur, linéaires, lancéolées, et
couvertes de duvets enroulées aux bords, entieres ou un peu dentées au sommet. La floraison
de la plante se fait entre Avril a Octobre (Bendif 2017). Les fleurs sont violettes, roses, ou
jaunes, de 20 mm de longueur (Boudjelal, 2013), la levre supérieure de la corolle est absente
ou réduite et la levre inférieure est divisée en trois lobes poilus (Boumerfeg 2010). A
I’intérieur de la fleur il y a quatre étamines liées a quatre carpelles noirs (Bendif 2017).De
nombreuses plantes d'Ajuga sont utilisées en horticulture comme couvre-sol, et dans les
jardins de rocaille, mais certaines sont considérées comme des mauvaises herbes

(Venskutonis et al., 2017).

1.2.4. Composition chimique

Les études phytochimiques ont révélé que les especes d'Ajuga contiennent plusieurs
composés bioactifs tels que les anthocyanes-glucosides, les terpénoides et les andanolides
(Bendif 2017).Sept aglycones flavoniques ont été isolés et identifiés: quercétine, lutéoline,
chrysoériol, 5,5’-dihydroxy 4’,7-diméthoxy flavone , 5,7-dihydroxy 4’,5’-diméthoxy flavone ,
apigénine et naringénine (Bennaghmouch et al., 2001).Et des phyto-ecdystéroides
(ajugasterone C, cystérone, digestéritedecystérone, 24,25-déhydrocystérone, 24-déhydro-
précystérone,  ecdysone, ecdysterone,  23-hydroxycy-stérone,  20-hydroxydésone,
makisteroneA, 22-oxo-cy-thérone, polypodine B) (Bendif 2017) et quatre diterpenes de type
clérodane (Bennaghmouch et al., 2002) (14,15-dihydro-ajapapitine, ivain I, II, III et
IV)(Bendif 2017) et trois iridoides (Harpagide, 6-désoxyharpagide ,8-O-acétylharpagide ) et
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deux flavonoides (Naringine, Apigénine 7-O , néohespéridoside ) (Bennaghmouch et al.,
2002) et les stérols (stérols polyhydroxylés); I’ivaide A (1,3-di- (R) -B-hydroxy-glycéride
glycérol), les huile essentielle, les tanins, les diacylglycérides, I’acide myristique, I’acide

palmitique (Bendif 2017) , et des saponosides acides (Boudjelal, 2013).

1.2.5. Utilisations en médecine traditionnelle

Les especes d'Ajuga sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans le monde entier
contre certaines maladies telles que la goutte, le rhumatisme, le paludisme, 1'asthme et pour
traiter le cancer, le diabete (Bendif 2017), I’hypertension, les gastralgies, la stérilité féminine,
les hémorroides (Bennaghmouch et al., 2002), les troubles gastro-intestinaux, 1'entérite, la
fievre, la sinusite et les maux de téte (Boumerfeg 2010) d'oreille et de dents (macher une
feuille fraiche), la bronchite, phtisie, troubles mentaux, maladies de la peau, I’eczéma,
morsures d'animaux (rage), tonic, la diarrhée (Bendif 2017), 1'ulcere gastrique, la dysurie, les
articulations douloureuses des membres (Baghiani et al., 2011) et pour calmer les douleurs
(Bennaghmouch et al., 2002). Elle est aussi utilisée comme: dépuratif, antiarthritique,
leishmanicide (Bendif 2017), anthelminthique et en tant qu'agent diurétique (El Hilaly and
Lyoussi, 2002), antiseptique (Bendif 2017), antimitotique, vasorelaxant et cicatrisant
(Chabane et al., 2013), antifébriles (Wessner et al., 1992),antipyrétique et vulnéraire
(Venskutonis et al., 2017).

1.2.6. Propriétés biologiques d’Ajuga iva issues de I’expérimentation scientifique

1.2.6. 1. Activité Antioxydante

Ajuga iva semble étre une plante précieuse et pourrait €tre utilisée pour l'inhibition de
piégeage des radicaux libres (Baghiani et al., 2011). Des extraits alcooliques d’Ajuga ont
révélé une forte corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et 1’activité antioxydant.
Cette derniere a été plus élevée dans les extraits polaires, il s’agit en occurrence de I’eau et
d’éthanol (Bendif 2017). Selon (Baghiani et al., 2011), I’extrait d’Ajuga représente une source
importante de composés phénoliques qui peuvent jouer un rdle important en stabilisant la

peroxydation des lipides.
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1.2.6.2. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits d’Ajuga a été démontrée contre deux souches de
référence, Escherichia coli et Staphylococcus aureus en utilisant la méthode de diffusion sur
puits d'agar ou les zones d'inhibition arrivaient a 17,5 mm contre E. coli et 21 mm contre S.
aureus (Bouyahya, 2016). Une autre étude éthnopharmacologique a révélé que 1’activité
antibactérienne de la plante Ajuga est liée a son contenu en composés actifs qui ont une large

gamme d'activité biologique et pharmacologique (Bendif 2017).
1.2.6. 3.Activité hypoglycémiante (antidiabitique)

Ajuga iva est capable d’induire une hypoglycémie chez les rats Wistar rendu diabétique
par I’alloxane (Chabane et al., 2013),0ou la streptozotocine avec une administration orale
unique et répétée de l'extrait d'Ajuga. Ce dernier a réduit les niveaux de glucose plasmatique 6
h apres 1'administration et apres 3 semaines de traitement (EI Hilaly and Lyoussi, 2002).Des
recherches récentes ont démontré que les hétérosides flavoniques en sont responsables

(Chabane et al., 2013).

1.2.6. 4.Activité insecticide

Une découverte intéressante était la présence de composés qui interferent avec le
développement normal des insectes. Parmi ceux-ci sont les phytoecdystéroides, qui sont
analogues aux hormones stéroides (Aly et al., 2011) des arthropodes qui régulent la mue, la
métamorphose, la reproduction et la diapause (Dinan and Lafont, 2006).Les
phytoecdystéroides se trouvent dans plusieurs especes du genre Ajuga, affectent un large
éventail d'insectes a tres faibles concentrations et ne sont pas nocifs pour les humains ou les
cellules animales. Deux principaux phytoecdystéroides, 1'ecdystérone et la cyastérone, ont été
identifiés dans des extraits bruts d'Ajuga comme molécules ayant causé des effets significatifs
sur les insectes, confirmant que ces les phytoecdystéroides semblent jouer un réle important
dans la défense chez plantes (Aly et al., 2011) ils sont considérés comme contribuant a la

dissuasion des prédateurs invertébrés (Dinan and Lafont, 2006).
1.2.6. 5. Activité hypocholestérolémiante (hypolipidémiante)

L’administration orale unique et répétée de l'extrait d'Ajuga a entrainé une diminution

des taux de cholestérol plasmatique (Baghiani et al., 2011) et des phospholipides chez les rats
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traités par rapport aux rats non traités (Taleb-Senouci et al., 2008). Ces activités peuvent étre

attribuées a un ou plusieurs composés (El-Hilaly et al., 2006).
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I1.1.L.’antibiorésistance

L’antibiorésistance ou la résistance bactérienne aux antibiotiques est un
concept qui fait de plus en plus parler de lui depuis quelques années (Weiss, 2002),
elle se définit comme la capacité de la bactérie de continuer a croitre ou a survivre en
présence d'antibiotique (Diallo, 2013) et a supporter des concentrations inhibitrices
supérieures aux concentrations que 1’on peut obtenir dans 1’organisme sans atteindre
les doses toxiques. Il faut donc comprendre que la résistance est une réponse
physiologique des bactéries a tout usage d’antibiotique, réponse liée a des « geénes de

résistance » (Coustes, 2016).

II .1.1 L’origine de I’antibiorésistance

II1.1.1 Résistance naturelle

C'est une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les
membres d'un genre bactérien. Elle fait donc partie du patrimoine génétique normal
du germe (Yala et al., 2001). La résistance peut €tre due a la structure de la bactérie,
ou a I'impossibilité pour 1’antibiotique de pénétrer dans la cellule (Coustes, 2016).
Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caracteres normaux de 1’espece
(Diallo, 2013). On dit que cette résistance est innée (Coustes, 2016) et stable,
transmise a la descendance mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode
horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une méme espece ou entre especes
différentes) (Lozniewski and Rabaud C, 2010). Elle délimite le spectre naturel de
l'antibiotique et constitue une aide a I’identification, elle se traduit habituellement par
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) supérieures a la valeur critique basse

de concentrations de 1’antibiotique concerné (Khadir, 2014).
IT .1.1.2 Résistance acquise

C'est 'acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible
a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques (Yala et al., 2001). Ce nouveau gene
peut étre obtenu soit par mutation (ponctuelles, délétions, inversions, insertions) dans
le génome bactérien au niveau du chromosome soit par transfert d'ADN de plasmides

ou de transposons (Khadir, 2014). 1l s’agit donc d’une modification du code génétique
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de la bactérie qui lui permet de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée
que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espece (Lozniewski and Rabaud
C, 2010); Elle n’est présente que chez certaines souches de la méme espece ou du
méme genre (Courvalin, 2008). Elle est moins stable, mais elle se propage souvent de

facon importante dans le monde bactérien (Lozniewski and Rabaud C, 2010).

IT .1.2.Conditions d’activité des antibiotiques

Afin de pouvoir exercer une activité antibactérienne, un antibiotique doit :
- Atteindre et reconnaitre sa cible, et donc pénétrer la membrane externe,
la paroi, et la membrane cytoplasmique.
- Subsister a des concentrations suffisantes.
Certains bactéries développent des mécanismes afin d’empécher 1’'une ou
I’autre de ces étapes, et ainsi permettre 1’émergence de résistances aux antibiotiques

(Ziai, 2014).
IT .1.3.Les mécanismes de la résistance bactérienne
I1.1.3.1.Les mécanismes génétiques

La résistance génétique peut étre définie comme un changement dans le code
génétique du micro-organisme (Weiss, 2002).Une bactérie peut acquérir une
résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques. L’un a pour
support le chromosome et définit une résistance chromosomique (Lozniewski and
Rabaud C, 2010), on parlera alors de transmission verticale a la descendance
(Courvalin, 2008) l'autre a pour support les plasmides ou les éléments transposables et
ils définissent une résistance extra-chromosomique (Lozniewski and Rabaud C, 2010)

en provenance d’autres bactéries, par transfert horizontal (Courvalin, 2008).

a) La résistance chromosomique

Les bactéries ont acquis des résistances aux antibiotiques par phénomene qui
est rare c’est la mutation au sein de leur ADN modifiant la cible de 1’antimicrobien,
par hyperproduction de genes initialement présents ou encore, par acquisition de
genes de résistance hétérologues (Muylaert and Mainil, 2012).Cette mutation aura
pour conséquence la modification ou la perte d’un géne pouvant entrainer soit une

modification de la perméabilité a un ou plusieurs antibiotiques (Hnich, 2007), soit une
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modification de la cible pariétale ou intracellulaire de 1’antibiotique.Ces résistances

mutationnelles sont :

N

Spontanées : elles préexistent a I’utilisation de 1’antibiotique et sont donc

indépendantes de celui-ci.

Stables : se transmettent a la descendance (transfert vertical).

Spécifiques : elles n’intéressent qu’une famille d’antibiotiques ou un seul

antibiotique a la fois.

Rares : le taux de mutation se situe habituellement entre 107 et 10,
La résistance par mutation est peu répandue en clinique. Elle concerne en effet moins

de 20% des résistances acquises (Ziai, 2014).

b) La résistance extra-chromosomique

Aussi appelé transfert latéral de geénes, ce processus permet a un organisme
d’intégrer du matériel génétique provenant d’un autre organisme sans en Etre le
descendant. Ce mécanisme joue un rdle dans I’expansion de la résistance extra-
chromosomique. Il s’oppose au transfert vertical. Les éléments échangés sont des
éléments génétiques mobiles, des plasmides (cas le plus fréquent), des transposons ou
des intégrons. Les résistances par acquisition de plasmides ou de transposons sont :

- Fréquentes : elles concernent plus de 80% des résistances acquises.
- Transférables entre bactéries, méme de différentes especes, par simple contact
ou par I’intermédiaire d’un bactériophage.
- Non spécifiques : elles peuvent toucher plusieurs groupes d’antibiotiques.
- Epidémiques et explosives (Ziai, 2014).
Cette résistance est liée a la synthese de protéines additionnelles et non a une
modification des constituants normaux de la bactérie (Lozniewski and Rabaud C,

2010).

I1.1.3.2.Les mécanismes biochimiques

Les mécanismes biochimiques sont d’origine soit extra-chromosomique ou
inscrits dans le chromosome bactérien et sont souvent impliqués simultanément dans

la résistance aux antibiotiques (Ziai, 2014). (Figure 3)
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a) Désarmement

Par ce mécanisme, la bactérie acquiert la capacité d’inactiver I’action des
antibiotiques par la sécrétion d’enzymes avant méme qu’ils n’aient pénétrés au sein
du microorganisme (Bevilacqua, 2011).Ce mode de résistance touche essentiellement
deux familles d’antibiotiques majeures sont les [B-lactamines (lactamases) et les
aminosides (aminoside O phosphotransférases (APH)) (Diallo, 2013).0On peut voir ce
mécanisme de défense comme un champ de mines autour de la bactérie empéchant
I’antibiotique d’atteindre sa cible (Weiss, 2002).

Ces enzymes permet de modifier le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou
par addition d’un groupement chimique, qui empéche la fixation de I’antimicrobien
sur sa cible et provoque une perte d’activité. Parmi les réactions biochimiques
catalysées, on peut citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des
réductions et des réactions d’addition d’un glutathion (Muylaert and Mainil, 2012).
Par exemple, les pf-lactamases, comme leur nom I’indique, elles inactivent les
antibiotiques de la famille des B-lactamines. Ces enzymes sont capables d’hydrolyser

le cycle B-lactame entrainant ainsi I’inactivation de 1’antibiotique (Ziai, 2014).

b) Blindage

Permet de soustraire la cible de 1’antibiotique a son action sans détruire la
molécule mais en diminuant sa concentration aux abords direct de la cible. Deux

mécanismes principaux permettent d’atteindre ce but :
o La diminution de perméabilité

Un phénomene observé chez les bactéries a Gram négatif (Diallo, 2013).
Rendue possible grice a une mutation des genes codant les porines membranaires,
portes d’entrée des antibiotiques, réduisant leur diametre et leur nombres en

empéchant leur passage dans le milieu intracellulaire(Coustes, 2016).

o Efflux actif

Un mode de résistance intrinseque des bactéries (Bevilacqua, 2011), qui
consiste a rejeter directement les antibiotiques a 1’aide de pompes membranaires
spécifiques (Coustes, 2016). Ces derniers sont des éléments bactériens de nature

protéique enchassés dans la membrane cytoplasmique capable de limiter
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I’accumulation de certaines molécules et qui assure 1’homéostasie cellulaire (Bador,
2013). Conduit a une diminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique

(Lozniewski and Rabaud C, 2010).
¢) Camouflage

Se produit lorsqu’un antibiotique donné ne peut plus se lier a la cible sur
laquelle il agit habituellement(Weiss, 2002). Ce mode de résistance touche plusieurs
classes d’antibiotiques et notamment les [-lactamines, les quinolones et les
macrolides respectivement par modification des protéines liant les pénicillines

(PLPs),des gyrases ou des ribosomes bactériens(Diallo, 2013).

Par exemple, les PLPs sont des enzymes qui catalysent 1’étape finale de la
biosyntheése du peptidoglycane (paroi bactérienne) et qui sont la cible des béta-
lactamines (en se fixant aux PLP les béta-lactamines les empéchent de jouer leur role ;
la synthese du peptidoglycane est donc entravée).Les bactéries sont capables de piéger

un antibiotique par trois mécanismes :

- En augmentant la production de sa cible (PLP) chez les Enterococcus spp ce qui
conduit a une impossibilité pour une méme dose de béta-lactamines de les
bloquer.

- En produisant une autre molécule possédant une affinité pour ce dernier : par la
syntheése d’une nouvelle PLP, la PLP 2a qui est capable d’assurer chez
Staphylococcus aureus une résistance a toutes les béta-lactamines.

- diminution de I’affinité des (PLP) pour les béta-lactamines chez les Streptococcus
pneumoniae, donc les bétalactamines ont du mal a ce fixé aux PLP qui restent
disponibles pour la synthese du peptidoglycane (Lozniewski and Rabaud C, 2010,
Muylaert and Mainil, 2012)

Il s’agit 1a d’une résistance par échappement puisque I’antibiotique n’est ni

soustrait ni détruit mais simplement rendu inefficace (Diallo, 2013).
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Figure 3 : les mécanismes de résistances biochimiques aux antibiotiques

(Coustes, 2016).

I11.4.Les facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques

L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le

résultat d’un :

- Usage abusif d’antibiotiques.

- Manque de fidélité au traitement.

- Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique.

- Utilisation inadéquate d’antibiotiques dans les pays en voie de développement.

- Mesures d’hygiene inadéquates dans les hopitaux.

- Non-respect des directives de lutte contre les infections.

- Déplacements accrus des patients (transferts de patients colonisés ou infectés entre
hdpitaux et milieu communautaire).

- Voyages internationaux.

- Utilisation d’antiseptiques et de désinfectants dans les produits d’entretien
ménager, le dentifrice, les pastilles contre le mal de gorge, les savons, etc.(Sylvie,

2009).

Les causes de la résistance bactérienne sont multiples. L’équation la plus
simple consiste a relier la résistance bactérienne a la consommation d’antibiotiques,
mais la complexité du phénomene laisse encore de grands volets a découvrir (Weiss,

2002).
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I.1.0bjectifs
I.1.1.0bjectif général

L’objectif général de notre travail est d’étudier les activités anti hémolytique et

antibactérienne des extraits d’Allium cepa et Ajuga iva.
1.1.2.0bjectifs spécifiques

Extraction par ultrasons a partir d’Allium cepa et Ajuga iva.
Analyse phytochimique de I’extrait total.
Dosage des polyphénols et des flavonoides.

Recherche d’activité anti hémolytique in vitro des deux extraits.

A

Recherche d’activité antibactérienne in vitro des extraits vis a vis de trois souches
de références : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC
49452.

6. Etablir pour les extraits actifs, la relation entre concentration et effet biologique.

7. Déterminer pour chaque extrait actif, la concentration minimale inhibitrice vis a
vis des germes étudiés.

8. Recherche d’effets synergiques entre les extraits et certains antibiotiques.

I.2.Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée aux laboratoires pédagogiques de la faculté des
sciences de nature et de vie et des sciences de la terre de I'université Akli Mohand
Oulhaj de Bouira. Pendant la période allant de 1 avril vers la fin mai 2018, le
laboratoire biochimique a servi pour les extractions et le laboratoire microbiologique

pour les tests bactériologiques des extraits.
I.2.1.Matériels

I.2.1.1.Matériels végétal

a) Le choix des plantes

Les deux plantes ayant fait I’objet de notre étude ont été choisies d'une part

pour leur caractere médicinal, et leur grande utilisation par la population et leurs
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vertus thérapeutiques intéressantes et d’autres parts sur la base d’une recherche

bibliographique qui a montré que ces especes végétales sont tres peu étudiées.
b) Echantillonnage des especes végétales

La partie aérienne d’Ajuga iva (figure 4) a été récoltée durant la période entre
le mois de mars et le mois d’Avril 2018 dans la région d’Ain Bessame et a été
identifiée par M. le Dr. Bouadam Said, botaniste de 1’Universit¢ Abderrahmane Mira
- Bejaia. La plante a été nettoyée pour éliminer les impuretés, séchée a 1’abri de la

lumiere ensuite broyée et stockée dans des boites en plastique jusqu’a leur utilisation.

Allium cepa (figure 5) a été achetée de marché de Bouira au mois d’avril 2018.

Figure 5 : Photographie d’Allium cepa, prise en mars 2018.
1.2.1.2.Matériel microbiologique

L’évaluation in vitro de Dactivité antibactérienne a été réalisée par la
technique de diffusion en milieu gélosé. Les souches bactériennes utilisées sont : 3
souches qui sont fournies généreusement par Mme Ben Bara et M. Chergui. (E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 49452). Quelques

caractéristiques générales de ces bactéries sont présentées dans le (Tableau I).
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Tableau I : caractéristiques générales des bactéries testées.

Nom de la souche Références Gram Famille
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus | ATCC 25923 Positif Staphylococcacaea
Enterococcus faecalis ATCC 49452 Positif Enterococcaceae

1.2.1.3.Equipements et solvants

L’ensemble du matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est résumé

dans (Annexe 1).

I. 2.2.Méthodes

Pour I’analyse phytochimique et 1’évaluation des activités biologiques in vitro
des especes étudiées, une extraction des principes totaux comportant les grands
groupes chimiques a été nécessaire. L’extraction a été faite dans le Laboratoire 4. Les
différentes étapes réalisées pendant notre travail sont résumés dans le diagramme

suivant (figure 6):

Matiere végétal

i

Récolte — séchase (Ponr Aiuga iva) — braovagse

Y

Extraction par ultrasons

- Déterminations des rendements en extraits bruts.
- Criblage phytochimique.
- Dosage des polyphénols et flavonoides.

- Evaluation de ’activité antibactérienne et anti hémolytique.

Figure 6 : Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie.
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1.2.2.1.Extraction par ultrasons
a. Principe

L’extraction par sonication est une méthode simple, efficace et peu couteuse.
Cette technique utilise des ondes sonores a fréquences supérieure a 20 KHz. La
vibration se propage dans le milieu en transportant de 1’énergie mécanique sous forme
rapides. Le milieu de propagation de 1’onde ultrasonore est soumis a une succession
de compression et de décompression provoquant la formation des bulles. Les
ultrasons entrainent de treés fortes modifications de la température et de la pression a
I’intérieur des bulles. Au moment ou la dimension critique atteint les bulles implosent
(figure 7) libérant une grande quantité d’énergie et 1‘implosion qui en résulte produit
des jets de liquide projetés a treés grande vitesse vers la surface du solide. Dans le cas
d‘une matrice végétale, ces jets de liquides vont percer les parois végétales et
permettre ainsi la libération des molécules dans le milieu liquide (Galvan

D'Alessandro, 2013, Hammoudi, 2015).

Figure 7 : Génération des bulles de cavitation par 1’action des ultrasons.

b. Protocol

Le Protocol d’extraction par sonication a était inspiré de ceux de(Wei et al.,

2015, Albu et al., 2004) avec modification.

La partie aérienne d’Ajuga iva a étéezedded séchée puis broyée tandis que les
bulbes d’Allium cepa ont été broyés frais.10g de chacune des matrices végétales ont
été placées dans un erlen de 250 cm3. A cela 100 ml éthanol a (75 % pour A. iva et
99% pour A. cepa) ont été ajoutées. Les erlen et leur contenu ont été immergés dans
un bain sonicateur a 40 kHz (figure7) pendant 45 min. La plage de température était
maintenue entre 30 + 02 C°. Du papier aluminium a été utilisé pour éviter que les
gouttelettes d’eau retombent dans I’erlen. Enfin les extraits ont été filtrés en utilisant
du papier filtre et le filtrat était mis dans I’étuve a 40 C° jusqu'a I’évaporation total du

solvant.
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Figure 8 : ultrason utilisé pour I’extraction

La poudre obtenus ou I’extrait sec a été caractérisé par une couleur vert-foncé

pour Ajuga iva et rose pour Allium cepa avec un aspect solide. Ces derniers sont

conservés jusqu’a I’analyse a basse température. Les étapes ont été résumées dans la

(figure 9).

10 g de matiere végétale broyée +

100 ml éthanol (75 % pour A. iva et
99% pour A. cepa)

Extraction par ultrason

Filtration puis évaporation a 40 C°

Solubilisation d’extrait brut

Résidu sec

Dans 1’éthanol pour
dosage.

Dans un tampon PBS pour
activité anti hémolytique

Dans I’eau distillée pour
activité antibactérienne

Figure 9: Schéma illustrant le protocole d’extraction.
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1.2. 2.2.Calcul du rendement

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la
masse d’extrait et celle de la plante seche en poudre. Il est calculé par la formule

suivante :

Rendement (% ) = poids de I’extrait brut /poids de la plante seche en poudre
x 100

I1. Etude phytochimique des extraits

Elle consiste a déterminer les caractéristiques phytochimiques des extraits du
végétal par la recherche des différents groupes chimiques présent dans les extraits
actifs pouvant étre a l'origine de l'activité antibactérienne ou anti hémolytique
(Oubougoué Brama, 2002). A cet effet, plusieurs types de réactifs ont été utilisés. La
plupart des tests sont effectués selon la technique de Santanu et al. (2011). Les
résultats ont été évalués comme suit :

+++ : Fortement positif

++ : Moyennement positif

+ : Faiblement positif
- : Négatif
I1.1.Tests de caractérisations chimiques

a. Triterpénoides (test de Liebermann - Burchard)

2 mg d'extrait sec ont été dissous dans l'anhydride acétique, chauffés a ébullition,
refroidis puis 1 ml de l'acide sulfurique concentré a été ajouté sur les c6tés du tube a

essai. La formation d’une couleur rose indique la présence de triterpénoides.

b. Stéroides (test de Liebermann-Burchard)

2 mg d'extrait sec ont été dissous dans I'anhydride acétique, chauffés a ébullition,
refroidis puis 1 ml de 1'acide sulfurique concentré a été ajouté sur les cotés du tube a

essai. La formation de couleur verte indique la présence de stéroides.
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c. Saponines

Dans un tube a essai contenant environ 5 ml d'un extrait éthanolique, une goutte
de bicarbonate de sodium solution a été ajoutée. Le tube a essai a été agité
vigoureusement et laissé pendant 3 minutes. La formation de mousse en forme de nid

d'abeilles indique la présence de saponines
d. Tanins

1-2 ml de l'extrait a 1'éthanol, quelques gouttes de solution de FeCI3 a 5% en
poids /volume ont été ajoutées. Une couleur verte indique la présence de gallotannins,

tandis que la couleur brune indique la présence de pseudotannins.

I1.2 .Dosage biochimique
I1.2.1.Dosage des polyphénols (phénols totaux)

a. Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un
acide de couleur jaune constitué d’'un mélange de deux acides: acide
phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique (H3PMo12040).
En milieu alcalin, 1l est réduit lors de 1'oxydation des phénols (Bouchouka, 2016) pour
former un complexe bleu stable. La coloration produiteest proportionnelle a la
quantité des composés phénoliques présents dans les extraits végétaux (Muanda,

2010).

b. Mode opératoire
La méthode adoptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle
décrite par Wong et al. (2006).Une courbe d’étalonnage (Annexe 2), a été obtenue a

partir de solution d’acide gallique préparés a différentes concentrations dont la

solution mere a été préparé par mélange de 2 mg d’acide gallique /ml d’éthanol.

Une quantité de 0,25 ml d’extrait mélangé avec 0,25 ml de réactif du Folin
Ciocalteu, 3 min plus tard, 0,25 ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium

(NaCos) a 20 % est ajoutée. La solution est immédiatement diluée avec de 1’eau
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distillée jusqu'a 2 ml dans chaque solution. Par la suit les tubes maintenue a
I’obscurité pendant 30 min a température ambiante. La lecture de 1’absorbance de
chaque solution a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde
765 nm. Les lectures sont faites par rapport a un témoin (eau distillée additionnée des
deux réactifs). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents de 1’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g E)
I1.2.2. Dosage des flavonoides

a. Principe

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AICI3 avec lequel ils forment des complexes acides stables
soit avec lecarbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou
C-5 des flavones et des flavonols. Par ailleurs, AICI3 peut également former des
complexes acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement

présents sur le noyau A et /ou B des flavonoides (Bouchouka, 2016).
b. Mode opératoire

La teneur totale en flavonoides a été déterminée en utilisant la méthode
adaptée par Azzahra Lahlou et al. (2014), Une courbe d’étalonnage (Annexe 2), a été

obtenue a partir de solution de quercétine préparés a différentes concentrations dont

la solution mere a été préparé par mélange de 1mg quercétine /ml d’éthanol

1 ml de solution (200 ul d’extrait +800 pl de méthanol) a été mélangé avec
Iml de trichlorure d'aluminium (AICI3) a 2%. Apres 10 minutes, La lecture de
I’absorbance de chaque solution a été effectuée a 1I’aide d’un spectrophotometre a une
longueur d’onde 415 nm contre un échantillon blanc constitué d'un extrait de 1 ml
trichlorure d'aluminium (AICI3) avec 1 ml de méthanol. Les résultats sont exprimés

en milligramme d’équivalents de la quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g E)

II1. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits

La détermination du pouvoir antibactérien des extraits fait appel a plusieurs
techniques expérimentales. Les différents protocoles peuvent ainsi €tre classés selon

la nature du contact de I’extrait avec le germe : (diffusion sur disque ou en puits).
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L’effet antibactérien des extraits de Ajuga iva et Allium cepa vis-a-vis les trois
souches testées a été évalué en utilisant la méthode des puits sur gélose Mueller
Hinton. Par la suite, les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) ont été

déterminées sur bouillon Mueller Hinton.

I11. 1.Technique de diffusion en puits sur milieu solide

III. 1.1. Principe

Cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide, dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, avec création d’un gradient
de concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la
mesure d’une zone d’inhibition et en fonction du diametre d’inhibition, ainsi la
souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante
(Mansour-Djaalab, 2014).

Dans cette technique il y a une compétition entre la croissance du
microorganisme et la diffusion du produit a tester (Mansour-Djaalab, 2014). Les
étapes sont résumés (RIOS et al., 1988) de la maniere suivante :

- Une culture du microorganisme, diluée a une concentration donnée, est mise
en route.

- Le milieu de culture est inoculé de microorganismes a 1’aide d’un écouvillon.

- Le milieu ainsi ensemencé est gardé de maniere a ce qu’aucune croissance
notable ne commence jusqu’a ce que les produits a tester soient déposés dans
la boite de Pétri.

- Les produits a tester sont préparés dans des excipients adéquats (le solvant
étant choisi de maniere a ce que lui-méme n’ait pas d’activité) et mis en

contact avec le microorganisme par emplissage de puits.

- Les boites sont alors incubées a 37 C°, les zones d’inhibition sont alors

mesurées.
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I11. 1.2. Mode opératoire

a. Revivification et repiquage des germes

La revivification des différentes especes bactériennes est faite par passage
successif sur bouillon nutritif et sur gélose nutritive. Des cultures actives ont été
préparées en transférant une boucle de cellules de l'agar incliné a un tube a essai
contenant 5 ml de bouillon nutritif pour les bactéries, ils ont ensuite été incubés
pendant la nuit pour atteindre la phase logarithmique de croissance; pendant environ
6-10 heures a 37 ° C (Bensizerara et al., 2013). Apres croissance, les souches sont
repiquées sur gélose nutritive (Annexe 3) en boites de pétries puis incubés a 37 C°
pendant 24h afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. Les colonies isolées

ont servi a préparer 1’inoculum (Moroh J.-L. et al., 2018).
b. Préparation de I’inoculum bactérien

Chaque souche a été ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour
obtenir une culture de 18 a 24 h. Ensuite, Une parcelle de colonies a été prélevée a
I’aide d’une pipette pasteur puis homogénéisée avec 9 ml d’eau physiologique (a 0,9
% NaCl) stérile dans un tube a essai. Puis cette suspension est ajustée au standard Mc
Farland 0,5 a I’aide d’un spectrophotometre, correspondant a une densité optique DO
entre 0,08 2 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant environ 1
a 2 x10® UFC/ml. Cette concentration a subit une dilution décimale afin d’atteindre
une concentration finale de 107 UFC/ml. Cet inoculum a servit a ensemencer les
boites en expérimentation. On peut également comparer a I’ceil nu la turbidité de la

suspension bactérienne par rapport a 1I’eau physiologique (CA-SFM, 2017).
c. Préparation des boites pétries

La gélose de Muller-Hinton stérile préte a I’usage (Annexe 3) a été remplie
dans des boites de pétries stériles. L’épaisseur de la gélose était de 4 mm réparties

uniformément dans les boites.
d. Ensemencement :

Les milieux de cultures préalablement préparés, sont ensemencés par

étalement a 1’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la suspension bactérienne (a partir
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d’un inoculum dilué au 1/10 (Environ 107 UFC/ml) déja préparée et essoré contre la
paroi interne du tube, réaliser des stries paralleles et aussi serrées que possible a la
surface d’une boite de la gélose. L‘ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer
une distribution homogene des bactéries sur le milieu. I’opération est répétée deux
fois en tournant la boité 60° et en tournant 1’écouvillon sur lui-méme (CA-SFM,

2017).
e. Préparations des extraits

Les extraits secs ont été solubilisés dans de l'eau distillée pour avoir une

concentration initiale 100 mg/ml.

f. Dépots des extraits

Un puits (d’environ 6mm) creusé par I’embout dans lequel sera coulée 50 ul
de D’extrait a I'aide d'une micropipette. Des puits témoins sont inclus dans les essais,

Il s’agit de puits d’eau distillée stérile (Kuete et al., 2014).
g. Incubation

les boites ont été mises a 4C° pendant 2h pour permettre la diffusion de

l'extrait testé dans le milieu ensemencé, puis incubé dans I’étuve a 37C° pendant 24h .
h. Lecture des résultats

Apres l’incubation, les puits s’entourent des zones d’inhibition circulaires
correspondant a une absence de culture. La lecture se fait en mesurant le diametre
d'inhibition avec une regle graduée. Selon une échelle de notation symbolique allant

de — a +++ et dont la lecture d’apres se fait comme suit :

@ < 8 mm : résistante
8 > () > 14 mm : sensibilité intermédiaire

14 > @ >20 mm : tres sensible (Lakhdar, 2015).

I11. 2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu
liquide :

La CMI est considérée comme la plus faible concentration de la substance

pour laquelle il n’y a pas de croissance visible a 1’ceil nu apres un temps d’incubation
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de 18 a 24 h. Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la
croissance des germes testé dans chaque tube. La CMI a été la plus petite
concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé a I’ceil nu (Toty et al.,

2013).
a. Mode opératoire

A partir d’une culture jeune, 3 a 5 colonies ont été prélevées, délayées dans 10
ml de bouillon puis incubées a 37°C pendant 3 a 5 heures. Pendant ce temps
d’incubation et parallelement a cela, les gammes de concentration de chaque extrait
végétal ont été préparées selon la méthode de la double dilution en milieu liquide avec

une progression géométrique des concentrations des extraits de raison V2.

Pour chaque gamme de concentration, 0,2 ml a été prélevé puis déposé dans
un tube précis d’une série de tubes expérimentaux. Dans cette série appelée série test,
un tube a servi de témoin de contrdle de croissance (contenant 0,2 mL d’eau distillée

stérile).

Apres 3 a 5 heures d’incubation, 0,2 ml du bouillon inoculé a été prélevé, puis
homogénéisé a I’aide d’un agitateur vortex dans 20 ml de bouillon nutritif stérile.
Ensuite, 1,8 ml de ce dernier bouillon ont été prélevés pour compléter le volume (0,2
ml) des tubes de la série test a 2 ml. L’ensemble des tubes expérimentaux de la série
test ont ét€ homogénéisés a I’aide d’un agitateur vortex puis incubés a 37°C pendant
18 a 24 heures. Un jour aprés l’incubation, la concentration minimale inhibitrice
(CMI) a été déterminée par lecture directe, a 1’ceil nu, a la lumiere du jour. Pour la
détermination de ce parametre, nous avons comparé concentration par concentration,
les tubes de la série test avec le témoin a la recherche d’absence de turbidité (Obou

Constantin et al., 2018).

II1.3.Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) en milieu
solide :

La concentration minimale bactéricide a été déterminée par la méthode de
(Makut et al., 2008). Tous les tubes qui n'ont pas montré de croissance apres 24 h
d'incubation ont été repiqués sur les surfaces de gélose Mueller-Hinton et incubées a

37C° pendant 24 h. La CMB était considérée comme la concentration la plus faible de
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l'extrait qui n'a pas permis une croissance bactérienne visible sur le Gélose Mueller
Hinton apres incubation bactérienne de 24 h.

I11.4. Recherche d’effet synergique

Pour combattre la résistance des bactéries aux antibiotiques une association des
principes actifs issus des extraits de plantes avec les antibiotiques a été faite. Ces
associations sont caractérisées par quatre types d’interactions.

- Indifférence : I’activité n’est pas affectée par la présence de I’autre.

- Addition : I’effet de 1’association est égal a la somme des effets de chacun

étudié séparément a la méme concentration que dans 1’association.

- synergie : I’effet de 1’association est significativement supérieur a la somme
des activités de chacun étudié séparément a la méme concentration. La
traduction arithmétique est: 1 + 1 >2

- antagonisme : 1’association diminue I’effet de I'un des deux. L’activité de
cette association est inférieure a la somme des effets de chacun étudié
isolément a la méme concentration .De facon arithmétique : 1 + 1 < 2 (Denes

and Hidri, 2009).

II1.4.1.Principe

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition entre
I’extrait et la pénicilline G qui sont placés cote a cote sur la gélose MuellerHinton et
seront comparés a une autre boite portant la pénicilline G et I’extrait de plante étudié

séparément a la méme concentration.

I11.4.2.Mode opératoire:

On place deux puits sur gélose de Mueller Hinton : un pour pénicilline G et
I’autre pour I’extrait a une distance bien précise. Les boites ont été mises a 4C°
pendant 2h pour permettre la diffusion de l'extrait et I’antibiotique testés dans le

milieu ensemencé, puis incubé dans I’étuve a 37C° pendant 24h.

IV. Evaluation de ’activité anti hémolytique des extraits

Les tests d’activité anti hémolytique des extraits d’A.iva et A. cepa ont été
réalisés in vitro sur une suspension du sang humain dans le tampon phosphate

salin(PBS) (Annexe 4).
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Dans cette étude, nous avons utilis€é un test biologique basé sur des lyses
érythrocytaires induites par les radicaux libres dans le sang. L'oxydation des lipides de
la membrane des globules rouge par l'intermédiaire de H202 provoque des lésions

membranaires et par la suite une hémolyse (Ebrahimzadeh et al., 2010).
IV. 1.Principe :

Ce test permet de suivre 1’évolution positive ou négative d’un antioxydant sur
I’état des défenses d’un individu vis-a-vis des especes radicalaires. Il s’agit de
soumettre a une agression oxydante une suspension d’hématies. Les globules rouges
vont donc mettre en jeu leurs équipements antioxydants pour lutter contre 1’agression
jusqu’a ce que la membrane soit modifiée et que la cellule laisse échapper son
contenu. Ainsi 1’évaluation de I’activité anti-hémolytique se fait par mesure
spectrophotométrique de I’hémoglobine a 540 nm. Dans ce test, la lyse érythrocytaire

est induite par le H202 (CHehtit-Hacid 2016).
IV. 2.Mode opératoire
a. Préparation des érythrocytes :

Pour nos expériences, nous avons utilis€ du sang humain prélevé a partir de
donneur sain. L’activité anti-hémolytique des extraits a été déterminée selon le
protocole décrit par (Alinezhad et al., 2012, Ebrahimzadeh et al., 2010, CHehtit-Hacid
2016). Brievement, le sang récolté sur héparine a été centrifugé a 1500 g pendant 10
min. Le surnageant constitué¢ de plasma, de plaquettes et de la couche de globules
blancs a été délicatement 6té au moyen d’une micropipette, Les érythrocytes contenus
dans le culot ont été repris dans le tampon PBS (a 0,2 M et pH 7,4). Apres mélange
par retournement, les échantillons ont été a nouveau centrifugés a 1500 g pendant 10
min et les surnageants ont été éliminés a 1’aide d’une micropipette. Le lavage du culot
a été répété 3 fois dans les mémes conditions. Les érythrocytes lavés sont re-
suspendus dans le PBS (1 /1), (v/v) et seront conservés a 4° C dans les limites de 6

heures de leur préparation.

b. Préparation des extraits :

Les différentes concentrations d’extraits sont préparées dans le PBS a pH 7.4.

Les concentrations utilisées sont (250pg/ml ; 125ug/ml ; 62 ,5ug/ml et 31,2 pg/ml).
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c. L’effet anti hémolytique
Une suspension érythrocytaire a 4 % a été préparée dans le PBS a pH 7,4.

2 ml de cette suspension ont été ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait a tester a
différentes concentrations déja préparés dans le PBS. Puis, le milieu a été dilué en le
complétant avec le PBS jusqu’a avoir 5 ml dans chaque tube a essai. Le mélange
obtenu a été incubé pendant 5 min a température ambiante. 0,5 ml de H,O, a 1M
préparés dans du PBS ont été ajoutés pour induire la peroxydation des lipides
membranaires des érythrocytes. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 2h dans
un bain marie a 37° C. Ensuite, les échantillons ont subi une centrifugation a 1000 g
pendant 10 min. Enfin, les surnageants obtenus dans chaque tube ont été aspirés et les

lectures des DO ont été réalisées a 540 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Afin d’avoir une hémolyse totale (100 %) un contrdle contenant 2 ml de
suspension érythrocytaire a 4 % ont été incubés avec 2 ml d’eau distillée (Nabavi et
al., 2013).Une solution standard d’acide ascorbique a été utilis€ comme un

témoinréalisé dans les mémes conditions.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a €été calculé selon la formule

décrite en dessous :
% d’inhibition de I’hémolyse = (Ac — Ae / Ac) *100.Dont :

- Ac: c’est I’absorbance obtenue apres hémolyse totale.
- Ae: c’est I’absorbance obtenue en présence de I’extrait.

Pour chaque test, nous avons réalisé 3 essais.
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CHAPITRE II : Résultats Et Discussion

II .1. Rendement d’extraction

En termes de rendements d'extraction, une étude comparative des extraits d’A.
iva et A. cepa par deux solvants de polarités différentes (hexane, éthanol) a été
effectuée. Les résultats des rendements d'extraction (%) sont présentés dans le
(tableau II).

Tableau II: Rendement d’extraction (%) d’A. iva et A. cepa par ultrasons.

Solvant d’extraction Plantes Résidus (g) Rendement (%)
A. cepa 6.28 6.28
éthanol
A.iva 1.62 8.1
A. cepa 4.5 4.5
hexane
A.iva 0.8 4

L’extraction avec I’éthanol (figure 10) montre le meilleur rendement (6.28 %
et 8.1%) que I’hexane (4.5% et 4%) pour A. cepa et A.iva respectivement. la plus
grande valeur du rendement d'extrait éthanolique est obtenu par A.iva (8,1%). La plus
faible valeur a été obtenue par A. cepa (6,28%). Cela veut dire que I’extrait d’A.iva
présente une quantité de molécules solubles dans le solvant d’extraction élevé par
rapport a celui d’A. cepa.

Nos résultats sont en concordance avec ceux de (Bendif, 2017) qui a signalé
I’effet des solvants sur le rendement d'extraction et il a montré que la polarité du
solvant a une grande importance, ainsi, la variation des rendements des divers extraits
peuvent Etre attribués aux polarités des différents composés.

Nous pouvons conclure que le rendement d'extraction est fortement influencé
par le solvant d'extraction et il augmente avec la polarité des solvants et que 1’éthanol

est le solvant qui permet une bonne extraction des différentes familles chimiques.
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Figure 10 : le rendement en extraits bruts d’A. iva et A. cepa par deux solvants.
I1.2.Etude phytochimique des extraits

Le screening phytochimique réalisé sur les extraits d’A. cepa et A. iva nous a
permis d’avoir les résultats présentés dans le (tableau III).

Tableau III : Résultats des criblages phytochimiques des extraits d’A. iva et A. cepa.

plantes
Groupe chimique
A. cepa A.iva
Triterpenes - -
Stéroides - -
Saponines - -
Tanins ++ +++

++ : Réaction moyennement positive. +++ : Réaction fortement positive.- :Négatif

C’est principalement les tanins qui sont détectés dans les deux plantes. Les
triterpénoides, les stéroides, les saponines n’étaient pas mises en évidence.
Nos résultats sont en concordance avec ceux de (Mangambu et al, 2014) sur A.

cepa. Et sont partiellement similaire a ceux de (Bendif 2017) qui a rapporté la
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présence des tanins et des saponines dans les extraits d’A. iva cela peut di a la
différence de technique d’extraction utilisé macération et ultrason dans la présente

étude.

I1.3.Taux des phénols totaux

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de
la courbe d’étalonnage (Annexe 2) et exprimé en mg équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG / g E). L’équation obtenue de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique est utilisée pour déduire la concentration des phénols totaux de nos
échantillons : Y =45 x + 0,05. Les résultats obtenus sont présentés dans le (Tableau
V).

Tableau IV : Teneur en phénols totaux des différents extraits.

L’extrait Phénols totaux (mg EAG/g E)
Allium cepa 0.396 £0.023
Ajugaiva 4.310 £ 0.030

A partir des résultats du (tableau VII), on ’apercoit que I’extrait d’A.iva est le
plus riches en polyphénols (4.310 + 0.030 mg EAG /g E) que I'extrait d’A. cepa
(0.396 £ 0.023 mg EAG/g E).

Ces résultats sont nettement inférieurs a ceux trouvés par (Bendif 2017,
Mnayer et al,2014) pour A.iva et légerement inférieurs a ceux trouvés par
(Ouedraogo et al., 2015) pour A. cepa. Cela peut €tre attribué a la zone géographique,
la période de la récolte (pendant I’hiver pour la présente étude) ainsi que les
conditions climatiques ou poussent les deux plantes. Cela pourrait étre aussi relié aux
conditions d’extraction.

La différence de teneur en polyphénols pour les deux extraits peut Etre
attribuée a la richesse en polyphénols des especes appartenant a la famille des
Lamiaceae (de 21,18 jusqu'a 84,26 mg/g) par rapport aux plantes de la famille des
Alliaceae (de 4 jusqu'a 69,92 mg/g) (Fecka and Turek, 2008, Moumene 2016).La
(figurel1), montre la différence dans la teneur en polyphénols entre les deux extraits

étudiés.
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Figure 11 : Comparaison de la teneur en polyphénols totaux entre les deux extraits.

I1.4.Taux de flavonoides

N

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la
courbe d’étalonnage (Annexe 2) et exprimée en milligramme équivalent de la quercétine
par gramme d’extrait (mg EQ /g E). L’équation obtenue de la courbe d’étalonnage de la
quercétine est utilisée pour déduire la concentration des flavonoides de nos
échantillons : Y = 0,03 x. Les résultats obtenus sont présentés dans le (Tableau V).

Tableau V : Quantité des flavonoides dans les deux extraits.

L’extrait Flavonoides (EQ mg /g E)
A. cepa 0,054 + 0,001
A.iva 2,83 £ 0,006

Selon les résultats du tableau, la teneur en flavonoides dans I’extrait A. iva
est plus importante (2,83 £ 0,006 mg EQ /g E) que celle d’A. cepa (0,054 = 0,001
mg EQ /g E). On remarque que la teneur en flavonoides ne présente pas une
similitude avec celle obtenue par Bouyahya (2016) pour la méme plante. Ces
différences pourraient €tre dues aux mémes raisons expliquées précédemment dans
le cas des polyphénols car les flavonoides font partie de ces derniers. La (figure 12)

présente une comparaison de la teneur en flavonoides entre les deux plantes étudiés.
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Figure 12 : Comparaison de la teneur en flavonoides entre les deux extraits.

II1. Activité antibactérienne

Dans cette étude, I’activité antibactérienne des extraits d’A. iva et A. cepa a été

évaluée sur la croissance in vitro de trois souches bactériennes a savoir, S. aureus, E.

coli, E. faecalis. Les résultats des tests sont regroupés dans le (tableau VI) et illustrés

par les figures 13, 14 et 15. Nous avons remplacé nos extraits par de 1’eau distillée,

comme témoins négatif.

Tableau VI: Diameétres des halos d’inhibition de la croissance des souches

bactériennes testées vis-a-vis d’extraits d’A. iva et A. cepa (en mm, puits inclus).

Témoins Les extraits
Les souches Pénicilline G
L’eau A.iva (100 mg /ml) | A. cepa (100 mg /ml)
(100mg/ml)
S. aureus 6 (R) 6 (R) 8 6 (R)
E. coli 6(R) 6 (R) 22 6 (R)
E. faecalis 6 (R) 12(R) 20 14

R : croissance bactérienne (Résistant) ,8 : 1égerement inhibitrice, 14 : sensibilité

moyenne, 20 et 22 : tres sensible
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Figure 13 : effet des extraits sur la croissance de S. aureus

Al : A. cepa et Aj : A.iva ; N : témoin négatif (eau distillé).

Figure 14 : effet des extraits sur la croissance d’E. Faecalis.

Al : A. cepa et Aj : A.iva ; N : témoin négatif (eau distillé).
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Figure 15 : effet des extraits sur la croissance d’E. Coli.

Al : A. cepa et Aj : A.iva, N : témoin négatif (eau distillé)

Le test d’évaluation d’activité antibactérienne des extraits sur les 3 souches a
confirmé un fort pouvoir antibactérien de ces dernieres vis-a-vis de la souche E.
faecalis (figure 16), par une zone d’inhibition de 20 mm de diametre pour 1’extrait
d’A.iva et une zone d’inhibition de 14 mm de diametre pour I’extrait d’A cepa en
incluant le diametre du puits. Tandis que I’extrait d’A.iva est le plus active contre les
souches S. aureus et E. coli avec une zone d’inhibition de 8 mm et 22 mm de
diametres respectifs ; par apport a 1’extrait d’A. cepa qui n’a présenté aucun effet sur
ces souches. Le témoin (eau distillé) présente des résultats négatifs, ceci implique que
I’activité antibactérienne est due uniquement aux substances renfermées dans nos

extraits.

Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides sont des substances
antibactériennes importantes (Athamena et al, 2010). La faible teneur en ces
composés dans I’extrait d’A. cepa par rapport a celui d’A. iva pourrait expliquer

I’inefficacité des extraits de I’une par rapport a 1’ autre.

Par ailleurs, la paroi des bactéries Gram+ (S. aureus) est riche en protéines. Un

faible diametre serait dii aux interactions des tannins avec la paroi des bactéries.
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Certains tannins sont connus pour se lier aux protéines, il pourrait donc probablement
induire une modification de la perméabilit¢ membranaire (Schmauch, 2010). Tandis
que chez les souches Gram- (E. coli), elle est surtout assemblée en
lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces derniéres constitue une
barriere de perméabilité efficace. Le LPS, grace a ses charges négatives de surface,
empéche la diffusion de molécules hydrophobes telles que les terpénes qui sont peu
hydrosolubles (Basli et al. 2012).Pour E. feacalis et d’apres la recherche
bibliographique, il n’y a aucun travail portant sur 1’activité antibactérienne des extraits

des plantes choisies dans la présente étude.

25

20

15

HA. iva
10

WA. cepa

S. aureus E. coli E. feacalis

- J

Figure 16 : diametre d’inhibition des deux extraits sur les trois souches bactériens.

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’antibiotique sur les souches ont
démontré des zones d’inhibition autour des puits contenant la pénicilline G dont les
diametres different d’une souche a une autre (en incluant le diamétre du puits) 12 mm
pour E. faecalis (figure 17), 6 mm de diametre pour S. aureus et 6 mm de diametre
pour E. coli. Globalement, les zones d'inhibition des extraits étaient relativement plus

élevées que celles obtenues par la pénicilline G.
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Figure 17 : effet de la pénicilline G sur la croissance de :

A :S. aureus ; B : E. coli ; C : E. faecalis.

I11.1. Détermination de la CMI et CMB

Apres la mise en évidence de I’activité antibactérienne de nos extraits bruts
par la méthode des puits, nous avons essayé de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices CMI relatives aux extraits les plus actifs sur les bactéries. Par
la suite, apres avoir déterminé les CMI, nous avons procédé a la détermination des
concentrations minimales bactéricides CMB. Les résultats donnant les valeurs de

CMI et CMB en mg/ml de chaque extrait, sont consignés dans le (tableau VII).
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Tableau VII: Valeurs des concentrations minimales inhibitrices et concentrations

minimales bactéricides pour les souches E. faecalis et E. coli.

Les extraits  |E. faecalis E. coli

CMI mg/ml CMB mg/ml CMImg/ml [CMB mg/ml
A. cepa < CMI < CMB
A 50 < CMB 25 <CMB

ND : non déterminé

En milieu liquide, 1’absence de croissance a été observée a partir de 50 mg/ml
et 25 mg/ml pour I’extrait d’A.iva sur E. faecalis et E.coli respectivement. En milieu
solide, les ensemencements des inocula ou la turbidité n’a pas été visible ont permis
de voir de maniere générale que, les épaisseurs des nappes de colonies diminuent au
fur et 2 mesure que les concentrations des extraits testés augmentent. Cette diminution
est le plus souvent suivie d’apparitions de quelques colonies isolées. Cela pourrait étre
dli aux contaminations du milieu par les extraits eux-mémes car, malheureusement,
nous n’avons pas pu stériliser ces derniers, chose qui a influencé fortement les
résultats des tests sur milieux liquide par opposition a la technique des puits.

Pour A. cepa, on n’a pas peu déterminé leur CMI, cela peut étre 1ié, en plus
des raisons susmentionnées, a la perte d’activité dans le temps due a I’oxydation. En
effet, cet extrait c’est avéré qu’il ne se concevrait pas assez longtemps apres
extraction, ce qui correle avec sa faible teneur en polyphénols qui sont de trés bons

antioxydants.
II1.2. Recherche d’effet synergique

Nous avons combiné chaque extrait avec la pénicilline G afin de déterminer
d’une maniere quantitative la capacité éventuelle des extraits a augmenter I’effet
antibactérien de la pénicilline G.

Les résultats de 1’effet synergique de la combinaison pénicilline G/extrait ont

révélé un effet synergique avec I’extrait d’A. iva sur E. faecalis (figure 18). Cet effet
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s’est traduit par ’observation d’une nouvelle zone d’inhibition entre les deux puits
qui excede la somme des rayons d’inhibition des deux substances combinées.

Un effet synergique entre un antibiotique et une autre substance est un
phénomene rare(Adrar et al., 2016)ce qui donne beaucoup de valeur a notre résultat et
de son éventuelle exploitation dans I’industrie pharmaceutique, vu que les molécules
agissant en synergie avec des antibiotique, tels que 1’acide calvulanique (inhibiteur de
béta-lactamases), sont restreintes et que certaines souches bactériennes n’y sont pas
sensibles. Ces molécules agissent en inhibant une voie de résistance de la bactérie qui
se traduit par une inhibition de la croissance bactérienne dans des gammes de

concentration plus faibles que sans I’utilisation de ces substance(Gutmann, 1989).

Figure 18 : Effet synergique entre pénicilline G et A.iva.

IV. Activité anti-hémolytique

La présence de composés phénoliques dans nos extraits nous a incités a
étudier leur activité anti hémolytique. L’hémolyse in vitro des érythrocytes humains,
induite par H202, a été utilisée pour évaluer I’effet protecteur des extraits d’A. iva et
A.cepa vis-a-vis des radicaux libres causant des Ilésions sur les membranes
érythrocytaires.

La (figure 18) montre que tous les extraits présentent une activité anti-
hémolytique élevée qui augmente avec 1’augmentation de la concentration. Le
pourcentage d’inhibition de I’hémolyse le plus élevé a été enregistré par 1’acide
ascorbique quel que soit la concentration (IC50= 1,901 pg/ml) suivie par les extraits

A. iva, (IC50 = 0,714 pg/ml) et A. cepa arrive en troisieme position (IC50 = 0,706
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pug/ml). Il n'y avait pas de différences significatives entre le pouvoir inhibiteur des

extraits et I’acide ascorbique.
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Figure 19 : pourcentage d'inhibition de I'hémolyse par les extraits d’A. cepa et A.iva

et I’acide ascorbique

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Alinezhad et al, (2012) sur
I’activité anti-hémolytique des extraits d’ Hyssopus angustifolius. Cependant, I’acide

ascorbique est le plus actif.

Nos résultats sont également en concordance avec ceux obtenus par Nabavi et
al, (2013) sur I’activité anti-hémolytique des lipides d’avocat ou I’acide ascorbique
présente 1’activité anti hémolytique la plus élevée.

L'efficacité de la protection contre I’hémolytique des extraits d’A. cepa et A.
iva serait due a la capacité des composés phénoliques, dont les flavonoides, a
neutraliser les radicaux libres générés par H202, protégeant ainsi les membranes
érythrocytaires de la lyse.

Des études antérieures (Alinezhad et al, 2012) ont montré une corrélation
entre l'activité anti hémolytique et le contenu en flavonoide .En effet, A. iva est la plus
riche en polyphénols dont les flavonoides que 1’A. cepa (2,83 + 0,006 mg /g E et
0,054 £+ 0,001 mg /g E) respectivement. Pour un effet anti hémolytique de 91,5% et
85,88% respectivement avec une concentration égale a 250 pg/ml). Il est donc évident
que la forte activité anti hémolytique enregistrée dans certains de nos extraits est

attribuée a leur richesse en composés phénoliques.
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L'objectif principal de ce travail consistait a I’évaluation de ’activité anti-
hémolytique et antibactérienne des extraits actifs de deux plantes médicinales :

algériennes Allium cepa et Ajuga iva.

Les résultats de I’activité anti hémolytique ont montré que les extraits d’A.iva
et d’A. cepa possedent une activité anti hémolytique importante avec un pourcentage
d’inhibition d’hémolyse induit par le peroxyde d’hydrogene (H202) de 91,5 % et
85,88 %respectivement. Cette inhibition est supérieure ou comparable, selon la plante,
a celle d’acide ascorbique (86.89%).

L’activité antibactérienne a été évaluée sur trois souches, a savoir
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis par la méthode de
diffusion sur agar. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait d’A. iva est active sur
toutes les souches bactérienne testées aves des zones d’inhibitions de diametres
variables. Néanmoins, L’effet inhibiteur qu’a montré 1’extrait d’A. iva sur la
croissance de la bactérie E. coli serait d’un grand intérét car cette espece est
naturellement résistante a de nombreux antibiotiques et extraits de plantes. En effet,

I’extrait d’A. cepa ainsi que la pénicilline G n’ont pas était efficaces aux doses testées.

L’élimination des tanins avant les tests d’activité antibactérienne serrait
nécessaire, car I'inefficacité de certains de nos extraits sur certaines souches pourrait
étre due un effet inhibiteur, par encombrement stérique, des tanins sur les molécules

antibactériennes.

Toutes les activités étudiées ont montré une corrélation entre I'effet et la
concentration en composés phénoliques. Ce qui mene a suggérer que les molécules
bioactives responsables des activités étudiées pourraient €tre dues aux composés
phénoliques. Par conséquent, une étude ciblant la fraction en question pourrait étre
d’une grande utilité pour tirer profit de nos résultats, que nous considérons

préliminaires a ce stade.

Le résultat le plus intéressant de cette étude est sans doute I’effet synergique
qu’a montré I’extrait d’A. iva en combinaison avec la pénicilline G, sur I’inhibition de
la croissance de la bactérie E. faecalis sur milieu solide. Ce résultat trés prometteur,

pourrait €tre confirmé par la technique de micro-dilution sur milieu liquide. Des
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recherches plus étayées pourront étre entretenue a ’avenir en testant cette méme
combinaison sur un éventail plus large de bactéries. Par la suite, un fractionnement de
I’extrait sera le début de la recherche de la (ou les) molécule responsable de cette
synergie dans le but de mettre au point une nouvelle formulation médicamenteuse

combinée, a I’instar de [’augmentin® (acide Amoxicilline /acide clavulanique).

Finalement, ces résultats pourraient également faire I’objet d’une démarche
exploratoire systématique similaire sur d’autres plantes, car ces dernieres constituent

un réservoir inépuisable de composés bioactifs.
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Annexe 1 :liste du matériel et réactifs utilisés

A)

B)

Verrerie
Bécher 100 ml, 10ml

Erlenmeyer 250 ml, 100 ml, 11
Eprouvette 100 ml, 500 ml
Entonnoir

Tubes a essai

Boites de pétries

Pipette pasteur

Flacons

Cuve de spectres

Verre de montre

Cristallisoirs

Réactifs et milieux de culture

Carbonate de sodium (NaCos)
Folin-ciocalteu

Acide gallique

Quercétine

Ethanol

Methanol
Aluminumchloride (AICI3)
Chlorure ferrique (FeCl3)
Acide acétique anhydrique
Bicarbonate de sodium
Acide sulfurique (H2SO4)
Eau physiologique

Eau distillée
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Poudre Muller-Hinton
Gélose nutritive
Bouillon nutritif

C) Appareillage

- Bain marie (Nuve bath)

- Agitateur magnétique (Labtech)

- Hotte chimique (Cruma 670)

- Balance analytique (Kern)

- Etuve (Venticell)

- Autoclave (Wise clave)

- Spectrophotometre (Optizen 3220 uv)

- Ultrasons (Selecta)

- Agitateur vortex (Nahita)

- Centrifugeuse (Ez swing 3k)
pH metre (Mettlertoledo)

D) Autres matériels :

- Bec benzene

- Ecouvillon

- Papier filtre

- Portoir

- Pince

- Spatule

- Barreau magnétique

- Tubes d’hémolyse

- Embouts

- Tamis

- Micropipette
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Annexe 2 : Courbes d’étalonnage

y =44,69x + 0,040
1 - R%=0,990

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

o0& . . . . .
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concentration de lacide gallique (mg/ml)

Figure 9: courbe d’étalonnage a 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols

Absorbance a 410 nm

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

concentration de la quercétine pug/ml

Figure 10: courbe d’étalonnage a la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Annexe 3 : préparation des milieux de culture
Gélose nutritive (GN)

Dissoudre 23 g de gélose nutritif dans un 11 d’eau distillé, faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution complete. La solution obtenue est ensuite stérilisée a

121C° dans I’autoclave pendant 15 minutes.
Gélose Mueller Hinton (MH)

Dissoudre 38 g de gélose Muller Hintondans un 11 d’eau distillé, faire bouillir
avec agitation jusqu’a dissolution complete.la solution obtenue est ensuite stérilisée a

121C° dans I’autoclave pendant 15 minute.
Ces milieux préts a I’emploi ont été conservés dans des flacons bien fermés.
Annexe 4:Préparation de PBS (phosphate buffered saline) a pH = 7,4

Nous avons préparé 1 litre d’une solution tampon phosphate saline (PBS) par
I’utilisationdes composés suivants : NaCl 8 g, KCl1 0,2 g, Na2HPO4 1,44 g, KH2PO4
0,24¢g et le ph été maintenu par Hcl.



Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules biologiquement
actives. Dans ce contexte, nous avons tenté d’évaluer 1’activité antibactérienne et anti
hémolytique des extraits préparés a partir de deux plantes: Allium cepa et Ajuga iva.
L’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides des extraits éthanoliques a montré
que la teneur en composés phénoliques était de 0.396 + 0.023mg EAG/g et 4.310 £+ 0.030 mg
EAG/g pour I’extrait d’A. cepa et A.iva respectivement, tandis que la teneur la plus élevée en
flavonoides était celle de A.iva (2,83 0,006 mg EQ/g). L’analyse phytochimique avait
également montré la présence de tanins dans les deux extraits. Les deux plantes ont montré
une inhibition dose dépendante élevée de 1’hémolyse, in vitro, induite par le H202, dont la
plus importante était de A. iva. L’évaluation de I’activité antibactérienne, par la méthode de
diffusion sur milieu solide, vis-a-vis les souches bactériennes : E.coli, S.aureus et E. feacalis a
prouvé que les extraits des deux plantes ont une forte activité sur E. feacalise et une activité
toujours plus importante pour I’extrait de A. iva (CMI : 50 mg/ml sur E. feacalis et 100 mg/ml
sur E.coli). Enfin, la recherche d’un effet synergique entre les deux extraits et des
antibiotiques a était fructueuse pour 1’extrait de A. iva qui a montré une action synergique
avec la pénicilline G sur I’inhibition de la bactérie E. faecalis.

Mots-clés : Allium cepa, Ajuga iva, activité anti-hémolytique, activité antibactérienne,
synergie, pénicilline, polyphénols.

Abstract

Plant extracts contain a variety of biologically active molecules. In this context, we have tried
to evaluate the antibacterial and anti-hemolytic activity of extracts prepared from two plants:
Allium cepa and Ajuga iva. Quantitative analysis of the polyphenols and flavonoids of the
ethanolic extracts showed that the phenolic content was 0.396 + 0.023 mg EGA/g and 4.310 +
0.030 mg EGA/g A. cepa and A.iva respectively, while the highest content of flavonoids was
given by A.iva extract (2.83 £ 0.006 mg EQ/ g). The phytochemical analysis showed the
presence of tannins in the both extracts. Both of the two plants extracts showed high dose-
dependent inhibition of H202-induced in vitro hemolysis, which was higher for A. iva. The
evaluation of the antibacterial activity, by the agar diffusion method, on three bacterial strains
including E.coli, S.aureus and E. feacalis showed that both of the two plants have a strong
activity on E. feacalis and a better one for A. iva extract (MIC: 50 mg/ml on E. feacalis and
100 mg/ml on E. coli). Finally, the search for a synergistic effect between the two extracts and
antibiotics was successful for the A. iva extract which showed a synergistic interaction with
penicillin G on the inhibition of the bacterium E. faecalis.

Keywords: Allium cepa, Ajuga iva, anti-hemolytic activity, antibacterial activity, synergy,
penicillin, polyphenols.
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