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Abstract:

Plants are an inexhaustible source of bioactivestamoes that can replace molecules lose
their business because of the intense and unclmatrase. Among these antibiotics molecules
which become increasingly inactive microorganisiinscause they develop mechanisms which
enable them to resist the action of these moleculesthis study, we try to evaluate the
antimicrobial activity of extracts from two wild spies of the northern Sahara traditionally used in
treating urinary tract infections that aPeriplocaangustifoliaabil andCymbopogonschoenanthus
L. The extraction of active ingredients was carmed by two traditional methods of preparation:
infusion and decoction with two solvent water aritiaeol. The determination of levels of
polyphenols and flavonoids has been performed byRblin-Ciocalteau method and Kim et al.
(2003) respectively. The evaluation of the antiwl¢al activity is made by the disk diffusion
method on agar of 4 bacterial strains thattegeherichia col(ATCC 10536) Klebsillapneumoniae
(CIP 82.91) Pseudomonas aerougino§alP A22),Staphylococcus auresCIP 7625), and which
is a yeasCandida albicangAPI1 200).

The results showed that the extract by boiling eitanolCymbopogonschoenanthushas
the highest levels of polyphenols and flavonoidscivlare respectively 31.08 £ 1.57 mg EAG / g
PS and 10.80 ER + 0.40 mg / g PS. The infusion wilfanolPeriplocaangustifoliaabil.has the
highest content PPt (35.69 + 2.41 mg EAG / g PSl)jemhe aqueous infusion has the highest
flavonoid (6.88 + 0.50 mg RE / g PS content ). &iéint extracts have an average antimicrobial

activity on the tested strains.

Keywords:Ghardaia,northern Sahara, Periplocaangustifoliaabil, Cymbopogonschoenanthus

polyphenols,flavonoids,antimicrobial activity..
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Résume :

Les plantes constituent une source inépuisable stéstances bioactives qui peuvent
remplacer des molécules perdent leurs activitésiaecde I'utilisation intense et incontrélée. Parmi
ces molécules les antibiotiques qui deviennentlde ¢n plus inactifs sur les microorganismes, car
ces derniers développent des mécanismes qui pemnhateux de résister I'action de ces molécules.
Dans cette étude, on essaye d’évaluer I'activitémacrobienne des extraits de deux especes
spontanées de Sahara septentrional utiliséesitratidlement dans le traitement des infections
urinaires qui sonPeriploca angustifoliabill et Cymbopogon schoenanthud 'extraction des
principes actifs a été effectuée par deux modektitvanels de préparation : infusion et décoction
avec deux solvant I'eau et I'éthanol. La détermamades teneurs en polyphénols et en flavonoides
a été effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteada méthode de KIM et al. (2003)
respectivement. L’évaluation de I'activité antinubrenne est faite par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélosé sur 4souches bactériegunesont Escherichia coli(ATCC 10536),
Klebsilla pneumoniae(CIP 82.91), Pseudomonas aerouginosgCIP A22), Staphylococcus
aureugCIP 7625), et une levure qui €andida albican@PA 200).

Les résultats obtenus ont montré que I'extraitgeooction avec I'éthanol deymbopogon
schoenanthus présente les teneurs les plus élevées en polgihét en flavonoides qui sont
respectivement 31,08 £ 1,57 mg EAG/g PS et 10,88 mg ER/g PS. L’'infusion avec I'éthanol
de Periploca angustifoliaabill. présente la teneur la plus élevée en PR6GB+ 2,41 mg EAG/g
PS), tandis que l'infusion aqueuse a la tenepida élevée en flavonoides (6,88 + 0,50 mg ER/g
PS). Les différents extraits présentent une aétasittimicrobienne moyenne sur les souches testées.

Mots clés: Ghardaia, Sahara septentrionaReriploca angustifoliaabill.,Cymbopogon

schoenanthygolyphénols, flavonoides, activité antimicrobienn
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Introduction

Lepouvoir pathogene d'unebactérie est sa capagtévoquer des troubles chez un héte. I
dépend de son pouvoir invasif a se répandre demsidsus et a y établir un ou des maladies
infectieuses(BOUMEHRA®t al, 2009).

Parmi ces maladies, les infections urinaires, ssotivent des infections d’origine
bactériennes. Ces maladies pathologiques provoqiestde 7 millions de visites médicales en
cabinet par année aux Etats-Unis. En milieux habeit elle représente la deuxiéme infection en
importance apres les infections pulmonaires, ds,gdks infections urinaires sont responsable de
plus de 100 000 admissions hospitaliers par anmé&J8A (OMS, 2006). En France, prés de deux

millions de femmes sont chaque année victimegattions urinairesrécidivantédSERALD,2019.

Les infections urinaires est la premiere des mafadinfectieuses non épidémiques, au
second rang des motifs de consultation et de ppeiser d’antibiotique, les infections urinaires
représentaient six millions de la consultation Byflions prescription soit 225 millions d’euros
effectué a leurs diagnostics et a leur traitem€QNIBES, 2005).

La fréquence des infections urinaires dépend @ I& du sexe. Les femmes sont beaucoup
plus touchées que les hommes, car l'urétre dentenie, plus court que celui de I’'homme, facilite
I'entrée des bactéries dans la vessie (GONTHIERQ)20

Le sex-ratio est de 2 femmes pour 1 homme chezuiess agés de plus de 65 ans contre un
rapport de 30 pour 1 chez les sujets jeunes. Etlplas élevée en milieu hospitalier et institutieh
gu’au domicile (GONTHIER, 2000).

Quant aux enfants, ils sont plus rarement touckésiron 2 % des nouveau-nés et des
nourrissons contractent des infections urinaires.s@nt surtout les bébés de sexe masculin qui
présentent une anomalie des voies urinaires gsoefirent. A I'age de 6 ans, 7 % des filles et 2 %

des garcons ont présenté au moins une fois ungiorieurinaire (Gonthier, 2000).

Les antibiotiques sont utilisés pour traiter lefedtions urinaires, mais l'usage massif des
antibiotiques a rendu de plus en plus de bactésgstantes a ces médicaments (G.S.K., 2007).

De ce fait, 'Homme a souvent recours a la médedmagitionnelle qui présente

généralement moins d’innocuité sur la santé, mdiascontre-indication et peu de risques de

1
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surdosage. Elle est basée sur I'utilisation destggamédicinales et ses substances actives. Il est
montré dans la littérature, le pouvoir thérapewidas produits naturels, notamment les plantes. De
nombreuses civilisations antiques ont utiliséesplastes comme remede pour soigner différentes
maladies et infections, et sont actuellement c@nées comme source de composés actifs dans le
domaine pharmaceutique (LEDARD et PARIS, 1997)tudé de ces connaissances ancestrales par
les sciences modernes révele progressivement aselgecrets de la nature qui permettent a
I’'hnomme de poursuivre son évolution et de trouves golutions naturelles a certains problemes de
santé loin des solutions chimiques, donc la ret¢teerdes solutions alternatives aux produits

pharmaceutiques dits modernes (G.S.K., 2007 ).

En 2011, nous avons effectué une enquéte ethnofotasur les plantes spontanées a
caractére médicinale utilisées dans le traitemesd mhfections urinaires dans la région de
Ghardaia.Cet inventaire nous a permis de choisix dspéces spontanées de la région de Ghardaia
qui sont les plus utilisées par la population goesge. L'objectif de notre étude est d’estimer la
teneur de ces especes végétales en composésastftiels, les polyphénols obtenus dans la partie

aérienne et d’en évaluer leur pouvoir antimicrobien
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Chapitre | : Généralité sur les infections urinaires

1.1.Définition de I'infection

L’infection est I'invasion d'un organisme vivantap des microorganismes pathogénes
(bactéries, virus, champignons). Lors d’une infacti les microorganismes agissent en se
multipliant (virulence) et éventuellement en sémmétdes toxines. Elle peut étre locale ou
généralisée, exogéne (provoquée par des germesnamt de I'environnement) ou endogene
(germe issu du malade lui-méme) (LAROUSSE, 1995).

1.2. Définition de la maladie infectieuse

La maladie c’est altération de la santé d’'un &tvant. Toute maladie se définit par une
cause, des symptébmes, des signes cliniques eftclpdigues, une évolution, un pronostic et un
traitement (LAROUSSE, 2002). Les maladies infecté=mu également appelé maladies
transmissibles sont provoquée par les microorgasspathogénes transmis par contact direct par
voie orale respiratoires, cutanée, génitale etwargou indirect (sol, eau, air). Les gravités des
maladies infectieuses, aigue ou chronique, vaselun le pathogene (AHMEDadf 2007).

1.3. Infection urinaire

1.3.1. Définition

L'infection urinaire (IU) est causée par la pralfigon anormale d'agents infectieux dans le
systéme urinaire qui comprend les reins, les wsfda vessie et l'uretre (figure 1) (KENKOUO,
2008). Elle se définit comme la présence dansri@eesid'un germe a une concentration supérieure
a 10/mI(KONAN, 1995). Elle regroupe un ensemble de plaies, dont le dénominateur commun
est l'infection du tractus urinaire ou de ses aesexour laquelle la culture des urines est positive
(TAXER, 2005).

pY

Elle correspond a l'agression dgpplareil urinaire par un ou plusieurs organsgsme
générant une réponse inflammatoire, des signesesyimptémes (BRUREt al, 2008). Elle est
distinguée de la colonisation urinaire qui corregp@ la présence des microorganismes dans

I'appareil urinaire sans générer de manifestatlomogue (VALLE VAZQUEZ, 2010).
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Figure 1 : Appareil urinaire \yww.infovisual.infg

1.3.2. Types d'infection urinaire

On distingue trois types d'infections urinairds cystite, l'urétrite et la pyélonéphrite. lls se
distinguent selon la localisation de l'infection.

1.3.2.1. Cystite

La cystite est de loin de la forme d'infection aife la plus courante. Elle touche presque
uniquement les femmes. Il s'agit de l'inflammatiena vessie qu’il faut différencier de l'urétriia
plus souvent de la vaginite (MARTE#N al2002). La plupart du temps, l'inflammation est
provoquée par la prolifération de bactéries intedtis de typeEscherichia coli qui sont
nombreuses aux environs de l'anus. Les bactérieseptide la région vulvaire a la vessie en
remontant l'uretre. Tout ce qui géne la vidangidessie augmente le risque de cystite. La cystite
s'accompagne normalement d'une urétrite, linflatitmade l'urétre (KENKOUO, 2008 ;
MAATOOQ, 2002).
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1.3.2.2. Urétrite

L'urétrite est considérée comme une infection s#gment transmissible (IST). Elle est la
plus souvent causée p@hlamydiae trachomatidNesseria gonorrhoeaeu Herpes simplex virus
(LITTLE et al,2009).

1.3.2.3. Pyélonéphrite

La pyeélonéphrite est un état plus grave, ellegiesi'inflammation du bassinet et du rein.
Celle-ci résulte généralement d'une infection beatée. Il peut s'agir d'une complication d'une
cystite non traitée ou mal traitée qui permet [aifération des bactéries de la vessie vers lesrei
La pyélonéphrite aigué survient surtout chez lanfenet principalement la femme enceinte
(KENKOUO, 2008).

1.3.3. Epidémiologie

L'infection urinaire est I'infection bi&cienne la plus commune, qui est responsabldude p
de 7 millions de visites médicales en cabinet paréa aux USA. En milieu hospitalier, elle
représente la deuxiéme infection, en importanpessales infections pulmonaires. De plus, les
infections urinaires sont responsables de plusOfe0DO admissions hospitalieres par année aux
USA (FOXMAN, 2001).

L’incidence de la maladie d'infection urinaireJ)l dépend de I'age et du sexe :

» Environ 2 % chez le nouveau-né et le nourrissoe¢ awie proportion d’une fille pour quatre
garcons (role favorisant des uropathies malforneatabstructives).

» Environ 1 % chez les enfants avec un garcon pois fitles (role des vulvo-vaginites de la
fillette).

» Chez la femme, la fréquence augmente avec le aMeribant des rapports sexuels, pour
atteindre 8 a 10 % apres la soixantaine.

» Environ 2 a 3 % des femmes adultes présenteraiegpisode de cystite par année, et 5 %
auraient une bactériurie asymptomatique.

» 10 a 30 % des femmes auront une (des) infectiami{gaire(s) au cours de leur vie avec une
fréequence trés variable (TAXER, 2008).
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1.3.4. Etiologie

Les infections urinaires sont général@meausées par un seul microorganisme.
L’ Escherichiacoliest I'agent responsable dans plus de 68 % destiorfe et leStaphylococcus
saprophyticuslans 4% des infections (LOMEC, 1999).

Occasionnellement, d'autres agents irgdextpeuvent étre impliqués tels quelabsillaSpp,
le Proteus mirabilis et IEnteococcus faecalis

L'étiologie de l'infection urinaire varie selorsléacteurs de risque et le type d'infection
(compliqué versus non compliqué). Les principauerag infectieux sont présentés au tableaul
(SOBEL etal, 2000).

Tableau I: Etiologiedesinfectionsurinaires

Infection urinaire non compliquée Infection urinaire compliquée
Esherichia coli Escherichia coli
Staphylococcus saprophyticus Klebsiella spp
Klebsilleaspp Enterobacter cloacae
Proteus mirabilus Serratia marcescens
Enterobacter cloacae Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis Pseudommonas airuginosa
Enterococcus faecalis
Streptocoques du groupe B
Candida albicans

1.3.5. Diagnostic

Il repose sur I'examen cytobactériologique desasi(ECBU) : celui-ci permet de mettre en

evidence la présence ou non d'une infection uenaiez un patient (KENKOUO,2008).

L’ECBU doit étre pratiqué dans des conditionscets d’asepsie et de recueil (tableau 1)

(de préférence premiere miction du matin) et idéalet avant toute antibiothérapie pour étre

interprétable (tableau IIl). La présence de noméeeLcellules épithéliales a I'examen cytologique
6
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(femme) et/ou un prélevement pluri-microbien faibguer une souillure, et nécessite un controle.

L’examen direct peut aider au choix du émaieént de premiere intenti@@MIT, 2008).

Tableau Il : ECBU (technique de prélevement)(CMIT, 2008).

Technique de prélevement

Désinfection locale préalable

Sujet contrdlant sa miction - homme : urine du premier jet (sous
- recueil des urines du milieu du jet surveillance) ou ponction sous-pubienne
(cystite, pyélonéphrite) - sondé : ponction de la sonde aprés

- recueil du premier jet (syndrome urétral) | clampage. Jamais dans le collecteur, ni

a l'orifice de la sonde

Sujet ne contrdlant pas sa miction Gestion du prélevement

- nourrisson : utilisation d'un collecteur - Transport au laboratoire en moins

stérile d'une heure

- femme : sondage vésical - Conservation possible a 4°C quelques
heures

- Flacon avec inhibiteur de la croissance
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Tableaulll: ECBU (interprétation) (CMIT, 2008).

Leuco cyto-| Bacté Interprétation/Causes possibles

urie/ml riurie/ml

<10" <10’ Urine normal

> 10" > >10° Infection urinaire certaine : antibiogramme nécissa

>10" entre 16 et 10 | Infection urinaire possible, prostatite, pyélonégghr Urétrite

(prélévement urétralChlamydnycoplasmes)

10° 10° Infection urinaire décapitée, prostatite
Urétrite (prélevement urétral :Chlamydiamycoplasmes
Tuberculose (demander cultures sur milieux spacy

Néphrite interstitielle

10° 10° Souillure

Infection urinaire possible : tenir compte de laigue

1.3.6.- Signes et symptomes d'infection urinaire

Une croissance microbiologique généra une répanftarimatoire locale. Cette derniere
résultera une réponse systémique et persistancliipamt des symptoémes tels que la dysurie, la
pollakiurie (envie d'uriner fréquente) , ces symmpd8 facilement identifiable sont parfois suffisants
pour établir un diagnostic dans le cas de cydtiéepyélonéphrite présente aussi des symptémes
systémiques incluent une douleur lombaire a lachaules reins, de la fievre et des frissons. Des
douleurs épigastrique ou abdominales sont parfodsemtes mais ne sont pas spécifigues aux
infections urinaires. Les personnes agées vonteptés des symptdmes atypiques tels que
confusion, dysurie isonomie, fatigue et malaiskss signes et les symptémes vont permettre au
clinicien de déterminer la nécessite d'une invasibg plus approfondie pour déterminer si le foyer

infectieux est au niveau de la vessie, rénal osodiece (BENT eal, 2002).
1.3.7.- Traitement
1.3.7.1.- Traitement antibiotique

Les infections urinaires étant d'origine bacténen elles nécessitent un traitement
antibiotique (URFER, 2006). Les antibiotiques s&tidguent par leur spectre (especes de bactéries
sur lesquelles I'antibiotique est actif). Ainsi, distingue la grande classe des beta- lactamiess, |
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aminosides, les cyclines, les macrolides, les 8aoudes, les synergistines, les ketolides, les
qguinolones, l'acide fusidique, la fosfomycine, lgb/copeptides, le cotrimoxazole et les
imidazoles.Les beta- lactamines sont classés ernrequsus classes: les pénicillines, les
céphalosporines, les carbapénemes et les monolesctaes pénicillines naturelles (G et V) sont
actives sur les streptocoques et les staphylocoquess pénicillines synthétiques
(aminopénicillines) amoxycilline et ampicillines rdosurtout actives sur les entérobactéries. Les
céphalosporines sont classées en générations CAG et C3G) selon leur niveau d'activité sur les
bactéries gram négatif.(BAYER,2006).

L'activité antibactérienne d'un antibiotique estractérisée par la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice de la croissance bactérienneiiro) et par la CMB (Concentration Minimale
Bactéricide laissant le nombre de survivaat®,01 % de l'inoculum bactérien de départ). Un
antibiotique peut étre sensible (S), intermédiflir®u résistante (R) a un antibiotique. La baetéri
est sensible a l'antibiotique si la CMI est inféree aux concentrations de I'antibiotique obtenues
dans l'organisme avec des posologies usuelles.eBtlgésistante a l'antibiotique si la CMI est
supérieure aux concentrations de l'antibiotiqueemints dans I'organisme avec des posologies
usuelles. Elle est intermédiaire a l'antibiotiquelss CMI est voisine aux concentrations de

I'antibiotique obtenues dans l'organisme avec dsslpgies usuelles(KENKOUO, 2008).
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Chapitre | : Méthodologie de travail
1.1. Présentation de la zone d’étude
1.1.1Situation géographique.

La wilaya Ghardaia, se situe a 600 Knsad d’Alger dans la partie centrale du nord du
Sahara algérien aux portes du désert a 32° 3QitalmNord et a 3° 45 de longitude.

Le territoire de la wilaya couvre une superficie 88560 Km2, comptant 8 dairas et 11
communes (BEN SAMOUNE, 2004).

Elle est limitée (D.P.A.T ,2002).
+« Au Nord par la Wilaya de Laghouat (200 Km) ;
¢ Au Nord Est par la Wilaya de Djelfa (300 Km) ;
s A I'Est par la Wilaya d’Ouargla (200 Km) ;
¢ Au Sud par la Wilaya de Tamanrasset (1.470 Km) ;
% Au Sud- Ouest par la Wilaya d’Adrar (400 Km) ;

% A I'Ouest par la Wilaya d’El-Bayad (350 Km).
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Figure 2: Situation géographique de Ghardaia(D.P.A.T ,2002).

1.2Matériel biologique

1.2.1. Matériel végétal.

Les deux plantes choisies dans cette étudé’saptoca angustifolid.abill et Cymbopogon
schoenanthus L. ces deux espéces sont parmi les especes lesitplsées dans le traitement des
infections urinaires selon les résultats de lirteée effectué en 2011. En plus, elles sont parmi
plusieurs plantes spontanéesalgérienne qui ret@mntpeu explorées sur le pan phytochimique

comme sur le plan pharmacologique.
1.2.1.1. Description botanique

a. Periploca angustifolidabil.

13
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Periploca angustifoliaabil, connuesous le |

nom de (hellab) est une espéce de la famill
de Ascelpiadaceae, distribues dans Ie
régions arides et semi arides de I'Algérie!
Elle est répandue dans touts le Sahaits
d’oued et dépressions a fond rocheux.

Famille botanique : Ascelpiadaceae
Nom vernaculaire: hellab
Nom tamabhitte : Sellouf

photo 1 : Periploca angustifolia

Labill (www.saharanature.)

Elle est arbrisseau vivace a port dressé et naxneas intriqués pouvant dépasser les 1 m de
hauteur .Feuilles persistantes un peu charnuasg¢dées. Inflorescences en petites cymes peu
fournies;corolle assez grande (2cm); a petale tetrgaune verdatre a lexterieur ,brun poupre a
linterieur (OZANDA, 2004 ; CHEHMA, 2006).

Periode de vegetationfloraison de mars a juin.
Utilisation: elle est utilisée pour le tannage ( plante eat@arasee et étalee sur la peau).
Pharmacopee les racines ont des proprietés hypotensives.

Intéret pastoral: elle est broutée par tous les animaux delvageEMA, 2006).

b.Cymbopogon schoenanthus

14
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Cymbopogon schoenantlass onnue sous le
nom de «lemmad »est une espece de
famille Poaceae, elle est tres répondue 1
tout le Sahara.

Famille botanique:Poaceae
Nom vernaculaire:lemmad

Nom Tamabhitte : Teberimt

photo 2 : Cymbopogon schoenanth.

Cette graminépousse en touffes denses de40 cm de haut ,comprenant plusieurs reje
souche aromatique .tige nombreusescourtes. Feuillesétroitengues ,soupld’abord ,puis
coriaces et s’enroule sur el@éme. Tige florales nombreuses ,dressetrés longue .épis plus ou
moins teintede violet .toute la plante ,mais surtout sa pénferieuredégage une odeur puissa
et trés agréable en se desséc (BENCHELAH et al., 2000, OZANDA, 200:; CHEHMA,
2006).

Utilisation : elle est tres reputee pour wvertus medicinales .

Pharmacopee ses gaines foliares et ses souches sont utiliseese en infusion diuretique et pc
donner de lappetit et en decoction pour sner les troubles intestinaux et les intoxicati

alimentaires .

Interet pastoral:plantéroutee par les chevres et les droma(OZANDA, 200<¢; CHEHMA,
2006).

1.2.1.-Récolte et séchag

La récolte dumatériel végéta(la partie aérienned été effectuée au cours du mde Mars
2013 dans la région d8ebsel(Metelili). Le séchage a lieu dans un endroit bien & I'abri de la
lumiere et atempérature ambiar. Les plantes seches ont été broyées et consedades de:

flacons en verre.
1.2.2. - Micro-organismes testée

Pour I'évaluation ds activités antimicrobieies des différents extraits espéces étudiées,
nous avons utiliséesduches bactérienrqui sont Escherichia coli (ATCC 10536,Klebsilla
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pneumoniagCIP 82.91),Pseudomonas aerougind€dP A22), Staphylococcus aure{GIP 7625),
et une levure qui estandida albicandPA 200).

1.3. Méthodes
1.3.1. Extraction

Pour préparer les extraits de notre étude noussaadapté deux meéthodes en nous basant
sur le mode traditionnel de préparation de deuxe@sp étudiées qui sont: la décoction et

I'infusion.
1.3.1.1. Décoction

La méthode consiste a faire bouillir la plante déesu ou I'éthanol pendant 30minutes,
puis a filtrer le liquide obtenu (LA ROUSSE,2007.poudre végétale a été introduite dans un
erlenmeyer contenant de I'eau ou I'éthanol avecapport poids/volume de 1/8. Le mélange a été
porté a ébullition pendant 30 mn. La suspensiontéa edsuite filtrée sur papier filtre aprés
refroidissement. Le filtrat obtenu a été conceatrdrotavapor () a 55 °C (eau) et 45 °C (éthanol).
L’extrait concentré a été conserveé dans des flastiges et sombresa + 4 °C (photol).

1.3.1.2.Infusion
On verse l'eau ou I'éthanol bouillant sur les pantlans un récipient dont le couvercle
ferme bien, afin d'éviter toute perte d'essencatielet on laisse extraire 20 minutes, puis dnefil
a traverse du papier filtre. Le filtrat a été cantcé au Rotavapor a 55 °C (eau) et 45 °C (éthanol)
L’extrait concentré a été conservé dans des flacstésiles et sombresa +4 °C (photol)
(SCHAUNEBER et PARIS, 2006).

16



Chapitre | : Méthodologie du travail

Photo O5:filtration Photo O¢: Evaporation par rotor vapeur.

1.3.2. Détermination de rendement de I'extraction

Le rendement d’extraction pour chaque extrait égtrehiné selon la relation suivante :

R __PS x100
PS

mv

R : Rendement d’extraction ;

PS : Poids sec d’extrait ;

PSw : Poids sec du matériel végétal.

17
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1.3.3. Dosage des poly phénols totaux et des @awvides

1.3.3.1. Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par le réactiFale-Ciocalteaua été décrit dés 1965
(SINGLETON et ROSSI, 1965 cités par BOIZOT et CHARHFIER, 2006).Son utilisation s’est
largement répandue pour caractériser les extraggtaux d'origine la plus diverse. Le réactif est
constitué par un mélange d’'acide phospho-tungstigueW:,0,0) et d’acide phospho-molybdique
(HsPMo12040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénas,un mélange d’oxydes de tungstene
et de molybdene (RIBEREAU-GAYON, 1968 cité in TELI2009). La coloration bleue produite

est proportionnelle a la quantité des polyphénmdsgnts dans les extraits végétaux.

La mesure de I'absorbance est effectuée a 765 mmarpapectrophotometreaprés une heure
de repos a I'obscurité. Un courbe étalon est effeen prenant I'acide gallique comme référence.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent deagdllique pour 1g de poids sec de dattes
(TELLI, 2009).

1.3.3.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides totaux sont détermiredarsle test colorimétrique de KIM, JEONG et LEE
(2003) ( TELLI, 2009).

L’absorbance de développement de la couleur rosedé®grminée a 510 nm par un
spectrophotometre (WPA- BIOCHROM). La préparatienal courbe d’étalonnage est faite avec la
rutine et les résultats sont exprimés en mg égemadn rutine par 1 g du poids sec d’échantillon
(TELLI, 2009).

1.3.4. Etude de I'activité antimicrobienne

Pour évaluer les activités antimicrobiennes des fémdihts extraits
dePeriplocaangustifolibabill et Cymbopogon schoenanthogus avons utilisé la méthode de
disque qui se fait de la méme maniere qu'un amfitbiome ou les disques des antibiotiques sont
remplacés par des disques de papier Watman ayanin de diameétre préalablement imprégnés
avec les extraits, ensuite ont été déposés a faceud’'un milieu solide ensemencé avec une

suspension bactérienne de 18 a 24 heures.

18
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La méthode de diffusion en milieu gélosé ou encoéthode de disques est une technique
gualitative permettant de déterminer la sensibdiégs microorganismes vis-a-vis d'une substance
réputée antimicrobienne(Boubrit et Boussad ,20Djenadi,2011).

Cette méthode repose sur :

a. Milieu de culture

Faire fondre les milieux au bain-mear 65°C, ensuite verser aseptiguement (devdregde
benzéne) une couche de 10ml dans les boites del&@éser refroidir sur la paillasse.

Photo 07 : Diffusion de milieu de culture dans les boite prforiginal).

b.Préparation de I'inoculum

On préleve a l'aide d’'une anse de platine deuxia trolonies pures et bien isolées qu’on décharge

dans un tube contenant 5 a10ml d’eau physiologitgrie.
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Photo 08 : Préparation de I'inoculum ( (original).

c.Ensemencement

L’ensemencement se fait par inondation de fag@tauvrir entierement la surface gélosée.

Photo 0¢ : Ensemencement(original).

d.Application des disques

Les disques chargés de principe actif a tester dfposés a I'aide d’une pince stérile a la
surface du milieu géloseés. lls doivent étre ptefaent appliqués a plat sans glissement en
appuyant légerement sur la surface de milieu.
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Photo 1(:Application des disque®riginal).

e. L’incubation
Les boites sont incubées 18 a 24 heures a 37°C.
f.- Lecture

Aprés 24 heures d’incubation, on mesure le dieenéé la zone d’inhibition qui entoure

chaque disque.
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Chapitre Il : Résultats et discussior
2.1. Rendement’extraction
2.1.1Periploca angustifoliaLabil.

Les résultats de rendement d’extraction par infusiePeriploca angustifoliLabill. Avec
I'eau distillée et I'éthanol sont présentés darfglare 2

4,65

4,65 -

4,6 -

4,55 ~

4,5 - 4,41

4,45 -
4,4 -

4,35 -

Rendement d'extraction (%)

4,25 T f
IF Agq IF EtOH

Différents types d'extrait

Figure3 : Rendement d’extraction par infusion (aqueuse énétlique) dePeriploca angustifolia
Labil.

Nous constatons que linfusion aqueuse présenteendement important (4,65%est
légérement supérieur a celui d’'infusion éthanoli (4,41%).

Il a été démontré que pour I'extraction par lesvanls a température éle' permettait
d’obtenir desrendements plus élevés en extraits secs que ldsqant obtenua températt

ambianteet qu’ils sont plus élevés poiextrait aqueux que éthanolig(iajhenic et al, 2007)ce
qui est en accord avec notésulta.

2.1.2Cymbopogon schoenanth

Les resultats de rendemer d’extraction par infusion et décoction (Cymbopogon
schoenanthwsont présenté dares figures 4 et 5.
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Figure4 : Rendement d’extraction par infusion (aqueuse éingtiique)

deCymbopogonschoenanthus

D’apres ces résultats, les extraits obtenus soattaisés par des rendements différell
est a noter quil y a une difféfrence entre [linfusi aqueuse et éthanolique
Cymbopogonschoenanthus

5,72

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 - 1,69

2,00

Rendement d'extraction (%)

1,00

0,00 T .
Dc Aq Dc EtOH

Différents types d'extraits

Figure5: Rendement d’extraction [ décoction (aquese et éthénolique

deCymbopogonschoenanthus
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Nous remarquons aussi que le rendement d’extraptm décoction avec I'eau présente un

taux plus élevé a celui de la décoction avec ldvhat qui sont de 5,72% et 1,69% respectivement.

Ces résultats nous permettent de dire qu’il y adifiérence dans le rendement d’extraction
selon le mode d’extraction. Ces résultats sontobomés avec ceux obtenus par DIALLO et al.
(2004) ou ils ont montré que I'extrait par décoatale meilleur rendement. Enfin, Il est difficde
comparer les résultats avec ceux de la bibliogempblirendement n’est que relatif et dépend de la
méthode et des conditions dans lesquelles I'extrach été effectuée (YEKHLEF, 2010). La
méthode d’extraction affecte également tout le eomttotal en principes actifs et l'activité
biologique (Leeet al, 2003).

2.2.- Teneur en polyphénols totaux

La Figure 6 représente la teneur en polyphénols dkfférents types d’extrait
Periplocaangustifoliaabil.

45,00

40,00
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Teneur en PPT (mg EAG/Q)

10,00 -

5,00 -

0,00 -

IF Ag IF EtOH

Différents types d'extrait

Figure6 : Teneur en polyphénols de différents types d’exttd®eriplocaangustifoliaabil.

Les résultats obtenus ont montré que linfusiomcaVéthanol présente une teneur en
polyphénols (PPt) trés importante en comparais@t diinfusion aqueuse. La teneur en PPt de
I'infusion éthanolique et aqueuse sont de35,6H1 Mg en équivalent d’acide gallique (EAG)/g de
poids sec PS et 25 + 0,00 mg EAG/g PS.
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Ces resultats peuvent étre expliqués par le fail gua une oxydation des composés
phénoliques par les polyphénols oxydases et lesxpgases qui peuvent rester actives a des
températures dépassent 60 °C, alors que dansalie&thanolique ces protéines ne sont pas actives
a cause de l'effet de deux parametres, I'éthantd &@mpérature, qui font dénaturer les protéines
extraites a partir des cellules végétales. ParepHtARAR(2012) a indiqué que I'eau chaude est le
solvant qui permet d’avoir un rendement en polypfgtotaux plus élevé par rapport au éthanol, ce
qui peut étre expliqué par la lyse des cellulessdaau chaude et la libération d’'un maximum de
molécules phénoliques.

L’analyse de variance a un seul facteur prouve lguéifférence entre les deux types
d’extraction n’est pas significative (Tableau 1V).

Tableau IV: Analyse de la variance a un seul facteur de latian de la teneur en polyphénols.

Source DDL Somme des carrés | Moyenne des carrés F PF
Modele 1 64,387 64,387 2,170 0,215
Erreur 4 118,688 29,672

Total

corrigé 5 183,075

Les résultats en polyphénols totaux des différerypes d’extrait de

Cymbopogonschoenanttaast présentés dans la figure 7.

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00
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5,00

0,00 .
IF Ag IF EtOH DC Aq DC EtOH

Différents types d'extrait

Figure 7 : Teneur en polyphénols totaux des différents estd@Cymbopogon schoenanthus
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Nous constatons que la teneur en polyphénols déwsitexse défaire selon le mode
d’extraction. L’extrait obtenu pardécoction aveétiianol présente la teneur en polyphénols totaux
(PPt) la plus élevée avec31,08 + 1,57mg en équivaacide gallique (EAG)/g de poids sec (PS)
suivi par celui obtenu avec l'eau distillée, so@ #5,53 = 1,53 mg EAG/g PS.L'infusion avec
I'éthanolprésente un taux intermédiaire qui esbdd + 0,51 mg EAG/g PS. La teneur en PPt la

plus faible est enregistrée pour I'infusion aque(@eé2 + 0,31 mg EAG/g PS).

Il'y a des études qui ont prouveé que I'élévatiedaltempérature fait faciliter I'extraction des
polyphénols par l'intensification de la solubildé solutés et le coefficient de diffusion (AL-FARSI
et LEE, 2007). Cependant,CHEVALLIER (2001) a inddqque l'infusion est le mode de

préparation qui préserve a la plante leurs prirscgmifs.

Tableau V: Analyse de la variance a un seul facteur de latiari de la teneur en polyphénols.

Source DDL | Somme des carrés | Moyenne des carrés F PF
Modéle 3 277,637 92,546 1,263 0,350
Erreur 8 586,191 73,274

Total corrigé 11 863,829

L’analyse de variance a un seul facteur prouvd gy a pas de différence significative en

teneur en polyphénols selon le type d’extrait.

2.3. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon thooe® de KIM et al. (2003).Les
concentration des flavonoides (Fig. 8) sont retsmignt importantes dans les deux extraits de
Periploca angustifoliaabill. L'infusion aqueuse de cette espece a uneue tres importante en
comparaison avec l'infusion éthanolique et qui 6,88 + 0,50 mg en équivalent de rutine ER/g
de poids sec PS et de 3,64 =+ 0,09 mg ER/g PS 1esgeent.

27



Chapitre Il : Résultats et discussions

8,00

7,00

6,00 -

5,00 ~

4,00 -

3,00 -

2,00 -

Teneur en flavonoides (mg ER/g)

1,00 -

0,00 -
IF Ag IF EtOH

Différents types d'extraits

Figure 8 : Teneur en flavonoides des différents extraiediploca angustifoliaabil.

Il apparait que I'eau fait I'extraction des flavddes mieux que I'éthanol, ce ci peut étre di
a la glycosylation importante de ces composés. f&t, e plusieurs auteurs ont indiqué que
l'utilisation de solvants combinés avec l'eau (sys¢ modérément polaires), fait améliorer
I'extraction des composés phénoliques glycosylédIRINOS et al, 2007 ; KIM et al, 2007 ;
SPIGNOet al, 2007 ; TABARTet al, 2007).

Les résultats de la teneur en flavonoide,obtenusec avles extraits de
Cymbopogonschoenanthusrésentés dans la figure 9, montrent que I'exttai décoction avec
I'éthanol présente la teneur en flavonoides la glesée en comparaison avec les autres extraits
(10,80 + 0,40 mg en équivalent de rutine ER/g didgpsec PS). Les autres extraits présentent des
teneurs en flavonoides assez proches qui sont&0et 0,11 mg ER/g PS et 3,20 + 0,58 mg ER/g
PS. Les valeurs obtenues avec les différents &xtsoint supérieures a celles obtenues par
KHADRI et al. (2010).
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Figure 9: Teneur en flavonoides des différents extraitSythebopogon schoenanthus.

Comme le temps de contact du matériel végétal sbleant ne dépasse pas 30 minutes
peutétre contribué au taux faible des flavonoidesdes différents extraits. Il n’y a pas des tuava
dans ce sens qui nous permettent de faire des caispas ou de comprendre la cause réelle de

cette différence entre ces deux mode de préparatio

2.4. Activité antimicrobienne

Afin de comparer les résultats d'inhibition par lextraits, nous avons fait des

antibiogrammes avec les antibiotiques. Lesr ésuiant présentés dans I'annexe 1?

Les effets inhibiteurs de la croissance des gerpaesdes différents extraits a partir des
concentrations meres varient de 40 mg/ml pourdsidn aqueuse deéymbopogon schoenanthas
112 mg/ml pour linfusion aqueuse deBeriploca angustifoliaabil., sur quarte souches
bactérienne€. coli, K. pneumoniae, S. aureasP. aeruginosaet une levureC. albicans Les
diametres des zones d’inhibition sont en fonctieladconcentration pour chaque extrait étudié. Les
résultats de la mesure des diametres d’inhibitionr pchaque germe sont présentés dans les

tableaux VI, VII, VIII, IX et X.

Nous constatons que l'infusion aqueuse et éthguelidePeriploca angustifoliaabill.,en
comparaison avec les extraits deymbopogon schoenanthuont des effets inhibiteurs

remarquables sur toutes les souches testéescapon deK. pneumoniagui présente des zones
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d’inhibition trés petites et que le plus grand déira ne dépasse pas 12,66 mm. La concentrationla
plus faible de l'infusion agueuse @&eriploca angustifolibabill varie d’'un germe a un autre, elle
est entre 28 et 56 mg/ml, alors qu’elle est enBee631,5 mg/ml pour I'infusion éthanolique.

Les extraits de Cymbopogon schoenanthuprésentent, en générale, une activité
antimicrobienne faible sur tous les germes utilidéss cette étude a I'exception Seaureusyui

parait qu’elle est sensible.

Tableau VI: Diameétres des zones d’inhibition des différentsaate en mm obtenus avec coli

entration 10% 25% 50% 75% 100%
Extrait
IF Aq CS 9 (4 mg) 8,66 (10 mg)| 11 (20 mg) 10,33 (30 mg) 669(40 mg)
IF EtOH CS 7,66 (4mg) | 8,66(10mg)| 11 (20 mg) 9,33 (30 m@)12,66 (40mg)
DC Aq CS 0 (8 mg) 7 (20 mg) 7,33 (40 mg) 11,33 (60 mg) 9@BmMQ)
DC EtOH CS 8 (9 mg) 8,66 (22,5 mg) 7,66 (45 mg 9 (67,5 mg) ,66890 mQ)
IF Aq PA 0 (11,2 mq) 0 (28 mg) 12,66 (56 mg) | 19 (84 mg) 24,66 (112 mq)
IF EtOH PA 0(6,3 mg) 0 (15,75 mg) | 9,66(31,5mg) | 16 (47,25 mg) | 15,66 (63 mQ)
Tableau VII: Diameétres des zones d’inhibition des difféerentsratd en mm obtenus aved<
pneumoniae

entration 10% 25% 50% 75% 100%
Extrait
IF Aq CS 9,33(4 mq) 12,66(10 mg)| 11,33(20mg) 8,33(30 mg) 4096Q)
IF EtOH CS 9,33(4mg) | 12,66(10 mg)| 11,3320 md) 8,33(30 mg) 4090Q)
DC Aq CS 7(8 mg) 7,33(20 mg) 0(40 mg) 7(60 mg) 8(80 mg)
DC EtOH CS 0(9 mg) 0(22,5 mg) 7,33(45mg) | 7,33(67,5mg) 8,83(R)
IF Aq PA 10(11,2mg) | 10,66(28 mg) 10,33(56 md)  10,33(84 McB,33(112 mg)
IF EtOH PA 9,33(6,3mg) | 8,66(15,75 | 11,66(31,5 8,66(47,25 9(63 mg)

mg) mg) mg)
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Tableau VIII: Diametres des zones d’inhibition des différentsragts en mm obtenus avex:
aureus
entration 10% 25% 50% 75% 100%
Extrait
IF Aq CS 14,66 (4 mg) | 11 (10 mg) 12,33 (20 mg) 11 (30 mg)| 33940 mg)
IF EtOH CS 13 (4 mg) 10,33 (10 mg] 7,33(20mg] 9 (30mg) | 66§40mg)
DC Aq CS 7 (8 mg) 0 (20 mg) 7,66 (40 mg) 9 (60 mq) 14,80 1thg)
DC EtOH CS 7,66 (9mg) | 9,66 (22,5md) 10,33 (45mp) 16,66567, | 22,66 (90 mg)
mg)
IF Ag PA 0 (11,2 mq) 10,33 (28 mg) 14,33 (56 mg) 16,33 (83 M 20,66 (112 mg)
IF EtOH PA 0 (6,3 mg) 7,66(15,75 10,66 14(47,25 mg) | 21,66(63 mg)
mg) (31,5mg)

Tableau IX: Diametres des zones d'inhibition des différentsradts en mm obtenus avde.

aeruginosa

entration 10% 25% 50% 75% 100%
Extrait
IF Aq CS 8,66 (4mg) | 10,66 (10md) 9,33 (20mg) 8,66 (30 my 8,33 (40 mg)
IF EtOH CS 8,33(4mg) | 12,33(10mg) 8,33(20mg) 7,33 (30 myB (40mg)
DC Aq CS 0 (8 mg) 0 (20 mg) 7,66 (40 mg) 8,33 (60 mg) 9 1189
DC EtOH CS 10,33 (9mg) | 7 (22,5 mg) 7,66 (45 mg 10 (67,5 mg)12,33 (90 mg)
IF Aq PA 0 (11,2 mg) 0 (28 mg) 9,66 (56 mg) 15,33 (84 mg) ,331112 mg)
IF EtOH PA 8(6,3 mg) 7,66(15,75 | 9,33(31,5mg) | 10,33(47,25 | 15 (63 mg)

mg) mg)

Tableau X: Diametres des zones d’inhibition des différentsratd en mm obtenus avec.

albicans

entration 10% 25% 50% 75% 100%
Extrait
IF Aq CS 7,33 (4 mg) 9,33 (10 mg) 8,33 (20 mg 8,66 (30 m@)13,66 (40 mg)
IF EtOH CS 20,66 (4 mg) | 14,33 (10 mg) 16,66 (20 mg) 16,66r(8f) | 18,33 (40mgQ)
DC Aq CS 0 (8 mg) 7 (20 mg) 8 (40 mg) 8,66 (60 mg 10,33r(8f)
DC EtOH CS 8 (9 mg) 8,33 (22,5mg) 9 (45 mg) 9,33 (67,5 mg) ,32q90 mQ)
IF Aq PA 0 (11,2 mg) 0 (28 mg) 12,66 (56 mg) 19 (84 mg) 8482 mg)
IF EtOH PA 0 (6,3 mg) 0(15,75mg) | 9,66 (31,5m@) 16 (47,25 md)6 (63 mg)

31



Chapitre Il : Résultats et discussions

Photol1:La zone d'inhibition de I'extrait de Photol2: La zone d'inhibition de I'extrait de

Cymbopogon schoenanthus Periploca angustifoliaabil.

Plusieurs études ont été effectuées sur I'actavititmicrobienne des composés phénoliques
afin d’isoler et d’identifier des molécules qui peat remplacer les antibiotiques qui perdent leur
activité peu a peu par la résistance développergsabactéries surtol. coli I'espéce la plus
rencontrée dans les infections urinaires (plus O @les germes trouvés dans les prélévement

urinaires).

Les mécanismes d'action des composés phénoligstesréss complexes a cause de la
diversité de leurs structures. En générale, le @ewxé des tanins et des flavonoides augmentent la
toxicité des extraits envers les microorganismes.plis, les extraits riches en flavonoides non
glycosylés peuvent avoir des activités antimicrobes tres intéressantes sur les bactéries Gram-,
car les flavonoides non glycosylés ont un cara@potaire ce qui rend leur pénétration a travers la
membrane externe plus facile et peuvent atteingle d¢ible. Les composés phénoliques peuvent
inhiber la croissance des microorganismes par iteqgiils ont le pouvoir chélateur des ions
divalents qui sont essentiels pour le métabolismerabienne. Ces composés peuvent agir en
synergie ce qui fait accentuer le pouvoir antimigea. En outre, I'activité antimicrobienne peut
étre due par d’autres composés qui peuvent étsemi® dans I'extrait tels que les alcaloides, les

terpénoides ou les peptides.
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Conclusion

Le présent travail est une étude sur les différéypies des extraits de certain plante utilisée
dans le traitement des infections urinaires dansréigion de Ghardaia qui someriploca
angustifolid_abill. et Cymbopogon schoenanthusactivité biologique des extraits obtenus a été

étudiée pour mettre en valeur le potentiel théragee de ces deux espéces.

Les principes actifs ont été extraits par deux end@xtraction infusion et décoction avec

I'eau distillée et I'éthanaol.

Concernant le rendement de différents extrait€gabopogon schoenanthuss résultats
obtenus montrent que les extractions aqueuseddé@ction avec I'eau distillée (5,72%) et
I'infusion par eau distillée (3,03%) présentert taeilleurs rendements en comparaison avec les
autre types des extraits, alors que les rendenfamigloca angustifolid_abil. I'extraction aqueux
par I'eau distillée présente un rendement impor{dr5%) en comparaissent a I'extraction par
I'éthanol (4,4%).

Nous avons déterminé la teneur en polyphénolauxopar la méthode Folin-Ciocalteau. Le
taux le plus élevé en PPt est obtenu avec l'exttaitdécoction par I'éthanol deymbopogon
schoenanthusgui est de 31,08 = 1,57 mg EAG/g PS, alors quenaur la plus élevée en PPt de
Periploca angustifolidLabil. est enregistrée pour l'infusion avec I'étbh(35,69 + 2,41 mg EAG/g
PS).

La teneur en flavonoides des différents extratsdéterminée par la méthode de KIM et al.
(2003). La décoction avec I'éthanol @gmbopogon schoenanthade taux le plus élevé (10,80 +
0,40 mg ER/g PS), tandis que les autres extraitsdes teneurs en flavonoides trées proches et
faibles en comparaison avec la décoction avecdih En ce qui concerne les extraits de
Periploca angustifolid_abil., I'infusion avec I'éthanol présente un taemx flavonoides supérieur a

celui de l'infusion avec I'eau.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressestudd’é&e l'activité antimicrobienne des
différents extraits d€ymbopogon schoenanthasPeriploca angustifolid_abil. sur cing souches
microbiennes E. coli, K. pneumoniae, S. aureus et P. aeruginetsane levureC. albicans Les
résultats obtenus montrent que les extraits omfigh antimicrobien plus ou moins important selon
le type d’extrait, I'activité antimicrobienne lays faible est enregistrée pour les extraits aquaeux
Cymbopogon schoenanth& aureusest la souche la plus sensible car elle a dessadivénibition
plus ou moins importantes selon le type d’exti@itys queK. pneumonia@apparait qu’elle résiste
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presque tous les extraits. Les deux extrBisiploca angustifoliaLabill. inhibent la croissance
microbienne a des concentrations entre 6,3 etiBf)/fl. Cette importante activité semble étre due

a larichesse de ces extraits en composés phéesliqu

Ce travail peut étre approfondi en étudiant lefibgghénolique de espéces et d’étudier
d’autres activités biologiques. Il est nécessaitepmrofondir les études sur les différents
métabolites que ce soit primaires ou secondaireapgyort avec l'activité biologique de ces plantes
en nous basant sur leur utilisation traditionnellees études dans ce domaine peuvent nous aider a
valoriser et a préserver notre ressource en @antgicinales, car chaque plante est un réservoir
potentiel de métabolites avec des caractéristighgchimiques et pharmaco-chimiques originales

a valoriser.
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tibiotique TE G AMX IMP NA BC
Souche
E. coli 7 24 7 22 26 23
K. pneumoniae | 7 12 8 10 16 15
S. aureus 19 9 11 24 1C 17
P. aeruginosa |12 15 0 0 9 18

Fluconazol
C. albicans 19
TE: Tétracycline ; G : Gentamycine ; AMX : Amoxicilline ; IMP:Imipénéeme; NA : Acide

nalidixique ; BC : Bactrim.

Annexel:tableau des antibiotiques

DO

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

y=0,0014x+ 0,0035 'S

R?=0,9562

200 400

600 800

Concentration de I'acide gallique (ug/ml)

1000

Annexe2:Courbe d’étalonnage de I'acide galliqu

DO

Concentration de rutine (ug/ml)

y =0,001x
R?=0,960

Annexe3Courbe d’étalonnage de rutine




