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Introduction

Les antibiotiques sont considérés comme une des révolutions médicales du XXeme siécle,
ils ont apportés un immense bénéfice a I’humanité, en permettant de soigner de nombreuses
infections bactériennes, et en faisant diminuer considérablement la mortalité qui y était

associée.

Malheureusement, au terme de six décennies d’utilisation des antibiotiques, les bactéries
pathogénes humaines et animales ayant accumulé dans leurs génomes les différentes
résistances et devenues insensibles a une plus large gamme d’antibiotiques, comme cela s’est
vu au Japon ou des souches de Pseudomonas aeruginosa étaient résistantes a toutes les

B-lactamines connues

Les especes bactériennes développent cette antibio-résistance vis-a-vis chaque
antibiotique par plusieurs mécanismes. Ils s’agit de la production des enzymes capables
d’inactiver les antibiotiques, la modification dans la structure des cibles d’action des
antibiotiques, la substitution de la cible, la modification de la perméabilité vis-a vis des

antibiotiques et ’activation du processus de I’efflux actif.

L’émergence de la multi-résistance de bactéries pathogenes humaines représente
maintenant une menace mondiale croissante de la santé publique et place alors les soignants
dans une situation d’impasse thérapeutique et pour cela cette résistance a declenché un
immense intérét dans la recherche des nouveaux stratégies afin de lutter contre ce
phénomene. ( Ziai, 2014 ; Muylaert et Mainil, 2013.)

Méme si la lutte contre I’antibio-résistance passe principalement par une réduction
drastique de leur utilisation, les antibiotiques doivent garder leur place dans notre thérapie
c’est pour cela actuellement, des efforts sont déployés pour explorer 1’effet de la polythérapie
ou la thérapie combinée antimicrobienne par 1’utilisation simultanée de 1’antibiotique avec
des agents non-antibiotiques qui optimisent 1’activité antibactérienne des antibiotiques ou

ciblent les mécanismes de résistances.

Des recherches considérables ont été realisees, pour identifier des modulateurs modifient
la chimiorésistance des souches bactérienne. Cependant les premiers agents inhibiteurs de
I’antibio-résistance qui ont été découverts comme les inhibiteurs de B-lactamase, peuvent
provoquer des effets indésirables, c¢’est pour cela les scientifiques ne cessaient de rechercher

et penchent vers les plantes médicinales riches en multiples substances phytothérapiques tel
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que les flavonoides, les polyphénols, les tanins et les huiles essentielles qui peuvent étre
I’arme permettant de faire face a 1’antibio-résistance sans effets secondaires des substances

classiques.

Dans ce contexte on a étudiés dans la présente recherche I’effet des extraits de la plante
médicinale: Centaurea Jcea et les huiles essentielles de Syzygium aromaticum et Thymus sp

sur la réversion de la I’antibio-résistance des souches bactériennes pathogenes pour I’homme.

A notre connaissance la plante Centaurea Jacea et les huiles essentielles de Syzygium
aromaticum et Thymus sp n’ont été jamais étudiées pour évaluer ces vertus raison pour

laquelle nous avons fixeé les objectifs suivants:

» Une étude phytochimique basée principalement sur: la préparation des extraits de la
plante Centaurea Jacea, les testes phytochimiques, une étude qualitative par
chromatographie sur couche mince (CCM) afin d’identifier les types de quelques
métabolites secondaires et une étude quantitative pour estimer la quantité des
flavonoides et polyphénoles;

» L’évaluation in vitro de I’effet de 1’association des extraits de C.Jaceae ou les huilles
essentielles de Syzygium aromaticum et Thymus sp avec les antibiotiques dans la
réversion de la résistance bactérienne.

Pour ce faire, Le manuscrit a été scindé en trois grandes parties. La premiére est consacrée

a une synthese bibliographique basée principalement sur la description des antibiotiques (
définition , mécanismes d’action,  Classification...), la résistance bactérienne aux
antibiotiques , les différentes stratégies de lutte contre 1’antibio-résistance, la description des
plantes médicinales sélectionées (C.jacea, S aromaticum et Thymus SP) et en fin des

informations sur les métabolites secondaires et les huiles essentielles des plantes.

La seconde partie comprend les matériels et méthodes qui ont été mis en ceuvre, et la
derniére partie présente les résultats qui ont fait I’objet d’une discussion approfondie qui a le
mérite de comparer nos resultats a ceux déja développées par des travaux antérieurs. En fin le
mémoire se termine par une conclusion qui ouvre des perspectives de recherche sur le theme

étudié.
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I. Les antibiotiques

I.1.Historique

Le XXe siecle est sans nul doute le siécle des decouvertes scientifiques et du progres
technologique des antibiotiques (ATB). Parmi toutes ces innovations, la découverte et le
développement de ces substances ont constitué un progrés majeur qui a révolutionné

I’histoire de la médecine. (Lucie Mangin, Nancy ,2011)

En 1887, le Francais Ernest Duchesne fut le premier a remarquer le pouvoir antibactérien des

moisissures mais sa découverte n’eut pas de suite.

En effet, en 1928, Sir Alexander Fleming, biologiste écossais observe une inhibition de la
croissance des bactéries staphylocoques cultivées sur des boites de pétri contaminées par un
champignon, le Penicillium notatum. Il émet alors I’hypothése que ce champignon est capable

de synthétiser une substance aux propriétés antibactériennes, qu’il nomme « pénicilline ».

Mais ce n’est qu’a la fin de la seconde guerre mondiale et en 1945 que son utilisation
thérapeutique débute, suite a I’isolement et la purification de la molécule par les chimistes
Chain et Florey, ce qui permet son usage clinique. Des lors, la pénicilline a été massivement

utilisée, et a permis de sauver des millions de vie.

Par la suite, de nombreuses autres molécules antibiotiques ont été découvertes (Figure 1),
(Allison Muller , 2017)

B-lactamines Aminosides Macrolides Quinaolones Oxaznolidinones

1930 1950 1950

1920 1940 1960 1380

Sulfonamides Tétracyclines Glycopeptides Streptogramines Lipopeptides

Figure 1. Chronologie de la découverte des principales classes d’antibiotiques jusqu’ & 1990
(Allison Muller,2017)
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1.2.Définition

Les antibiotiques (du grec anti: contre, et bios: la vie) sont des substances chimiques
produits de maniére naturelle par des champignons et des bactéries ou obtenus par synthése et
hémisynthése, qui ont une action spécifique avec un pouvoir destructeur sur les micro-
organismes — substance antimicrobienne- et qui agissent a faible concentration sur les
microorganismes en bloquant des étapes métaboliques indispensables a leur survie ou a leur

croissance. Elles sont dépourvues de toxicité pour les autres cellules. (Lucie Mangin,2016)

1.3. Classification

Les antibiotiques sont classés selon leur structure chimique, leur type de spectre d’action, ou
leur origine. |l existe cing principales classes des antibiotiques sous-classes: (Anais
Veyssiere,2019)

1.3.1. Béta-lactamines

Comprenant les pénicillines des groupes G/V,M, A, les carboxypénicillines, les
uréidopénicillines, les amidinopénicillines et les carbapénémes, un monobactam et les
céphalosporines. Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides . (D.Yala , A.S. Merad et
al..,2001)

1.3.2. Aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques précieux en raison de leur spectre d’action et de leur
efficacité. Néanmoins, leur coefficient thérapeutique n’est pas excellent et oblige a un strict
respect des indications ainsi qu’a une surveillance attentive, ce qui explique que les
prescripteurs leur préférent des antibiotiques plus maniables. De plus, leur utilisation est

freinée par leur absence d’activité par voie orale. (Jacques Buxeraud,2016)

1.3.3. Macrolides et apparentés

Les premiers macrolides sont d'origine naturelle (érythromycine, spiramycine,
trioléandomycine). Des nouveaux dérivés semi-synthétiques de I'érythromycine
(roxithromycine, clarithromycine, dirithromycine, azithromycine) présentent d'importantes
différences dans leurs parametres pharmacocinétiques et une diminution nette des interactions
médicamenteuses. Les kétolides présentent une activité vis-a-vis de souches résistantes aux

macrolides conventionnels. ( Francoise Van Bambeke et Al, 2007)
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1.3.4. Quinolones et fluoroquinolones

Les quinolones et les fluoroquinolones sont des antibiotiques administrés par voie systémique
ou par voie inhalée, utilises pour traiter des infections bactériennes au cours desquelles le
pronostic vital peut étre engage.

Bien qu’ils soient rares, des effets indésirables graves, durables, invalidants et potentiellement
irréversibles, affectant principalement le systéme musculo-squelettique et le systeme nerveux
ont été rapportés avec les antibiotiques de la famille des (fluoro) quinolones. (Abdelkader
Helali ,2019)

1.3.5. Cyclines

Les cyclines ou tétracyclines sont appelées ainsi a cause de leurs quatre cycles accolés. Dans
cette famille on retrouve la doxycycline, lymécycline, minocycline et tigécycline (disponible

seulement a I’hopital). ( Anais Veyssiere,2019 )

En dehors de ces cing classes on retrouve aussi les glycopeptides lipo-glycopeptides
(vancomycine, teicoplanine, dalbavancine), la fosfomycine, un lipopeptide (daptomycine), les
polymyxines, les phénicols, 1’acide fusidique, les oxazolidinones, les quinoléines, la
mupirocine, les sulfamides et triméthoprine, les produits nitrés et les antituberculeux. (Anais
Veyssiere,2020)

1.4. Mode d’action

Un antibiotique est une molécule qui va empécher la multiplication des bactéries ou
entrainer leur destruction en agissant sur une ou plusieurs étapes métaboliques indispensables
a la vie de la bactérie. On distingue deux types d’antibiotiques sur base du type d'activité
qu'ils exercent:

» Les antibiotiques bactéricides : qui tuent les bactéries;

» Les antibiotiques bactériostatiques : qui ralentissent la croissance bacterienne pouvant

aller jusqu’ a I’arrét de la croissance bactérienne.
Les antibiotiques agissent sur les bactéries par liaison a des cibles spécifiques le plus souvent
intra cellulaires en inhibant des fonctions physiologiques précises, telles que : la synthése de
la paroi, la réplication et la transcription de I’ADN, la synthése protéique ou encore la

respiration cellulaire. (figure 2) (Le-guide-pratique-des-bacteries-pathogenes,2017)
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1.4.1. Antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne

La plupart des antibiotiques agissant sur la paroi des bactéries sont en réalité des inhibiteurs
du peptidoglycane et ils sont des antibiotiques bactéricides. comme c’est le cas des

des bétalactamines, des glycopeptides et de la fosfomycine.

1.4.2. Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique

La polymixine B et la colistine sont deux antibiotiques qui agissent sur la membrane

cytplasmique, en perturbant sa synthese, ils sont actifs sur les bacilles a Gram négatif.

1.4.3. Antibiotiques inhibant la synthese protéique

Les antibiotiques peuvent empécher la traduction de ’ARNm et donc la formation de
nouvelles protéines par fixation sur des constituants spécifiques du ribosome bactérien (sous
unités 30S et 50S). C’est I'exemple de I’action des tétracyclines, des aminosides, des

chloramphénicols, des macrolides, de 1’acide fucidique et linézolide.

1.4.4. Antibiotiques inhibant la synthese ou le fonctionnement des acides nucléiques

Les rifampicines, sulfamides, quinolones et triméthoprime inhibent la synthese ou le
fonctionnement des acides nucléiques de différentes facons selon les différentes familles des
antibiotiques par:

> Inhibition de la réplication de I’ADN;

> Inhibition de la transcription ARN polymérase;

> Diminution de la synthese des précurseurs nucléotidiques.

(Karaali Wahiba , Polycopie cours en pharmacologie , toxicologie , 2020-2021)

1.4.5. Antibiotiques agissant sur le métabolisme intermédiaire

Le cotrimoxazole est un antibiotique bactéricide, il inactive les enzymes impliqués dans la
synthese des porines (Les porines sont des protéines membranaires formant des canaux
permettant la diffusion de petites molécules hydrophiles a travers la membrane des cellules )

et de certains acides aminés essentiels. (Le-guide-pratique-des-bacteries-pathogenes,2017).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_membranaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
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,’\1: Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bacténenne

la membrane cytoplasmique
v

——:—/—« \
3 Inhibition de la @ r

synthése protéique Inhibition de la
synthése de 'ADN

Figure 2. Principaux mécanismes d’action des antibiotiques (Anais Veyssiere,2020)

L.5. Spectre d’action

Le spectre d’action caractérise un antibiotique, est I’ensemble des germes (types de

bactéries) sensibles a un antibiotique déterminé.
1.5.1. Spectre large

I s’agit d’un antibiotique efficace sur un grand nombre de types de germes (grande partie de
tous les cocci et de tous les bacilles. Les antibiotiques a spectre large (pénicilline A) seront
utilisés lorsque le germe n’est pas identifié¢ et que la pathologie peut étre due a différents types

de germes, par exemple une angine peut avoir comme cause plusieurs germes différents.
1.5.2. Spectre étroit

Il s’agit d’un antibiotique efficace sur un nombre limité de types de germes. Cette spécificité

lui permet ainsi de cibler un germe et une pathologie.
1.5.3. Spectre moyen ou limité

Il s’agit d’un antibiotique dont 1’efficacité est reduite ou partielle sur un groupe de germes. Il
concerne aussi un spectre anciennement large et réduit par D’apparition de résistance

bactérienne. (Le-guide-pratique-des-bacteries-pathogenes,2017)
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Tableau 1.Tableau récapitulatif des types d’activité et du mécanisme d’action de quelques

familles d’antibiotiques

Famille des antibiotiques

Type d’activité

Mécanisme d’action

B-lactamines : Bactéricide sur les bactéries en | Inhibition de la synthese
Pénicilline V prolifération de paroi bactérienne
Amoxicilline

Ceftiofur

Aminosides : Bactéricide sur les bactéries en | Inhibition de la synthese

Streptomycine
Gentamycine
Néomycine

Spectinomycine

prolifération et au repos

des protéines

bactériennes

Macrolides: Bactériostatique sur les | Inhibition de la synthése

Erythromycine bactéries en prolifération des protéines

Tylosine bactériennes

Spiramycine

Kitasamycine

Josamycine

Tilmicosine

Lincosamides : Bactériostatique sur les | Inhibition de la synthése

Lincomycine bactéries en prolifération des protéines
bactériennes

Pleuromutilines : Bactériostatique sur les | Inhibition de la synthése

Tiamulin bactéries en prolifération des protéines
bactériennes

Phénicoles : Bactériostatique sur les | Inhibition de la synthése

Chloramphénicole bactéries en prolifération des protéines

Florephenicole bactériennes

Tétracycline Bactériostatique sur les | Inhibition de la synthése

Oxytétracycline

bactéries en prolifération

des protéines

10
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Doxycycline bactériennes
Inhibiteurs de folate : Bactériostatique sur les | Modification du
Sulfonamides bactéries en prolifération métabolisme énergétique

Thriméthroprime

Nitrofuranes : Bactéricide/bactériostatique sur | Inhibition de la
Furazolidone les bactéries en prolifération et | réplication de I’ADN
Furaldatone au repos bactérien

Polymyxines Bactéricide sur les bactéries en | Inhibition de la synthése
Colistine au repos de membrane

cytoplasmique

Quinolones : Bactéricide sur les bactéries en | Inhibition de la
Acide Oxolonique prolifération et au repos réplication de 1’ADN
Fluoroquinolones : bactérien

Fluméquine

Enrofloxacine
Danofloxacine
Difloxacine

1.6. Effets indésirables
Les effets indésirables varient selon les familles des antibiotiques et ils existent des effets

communs a tous les antibiotiques et d’autres spécifiques a chaque classe ;
1.6.1. Effets indésirables communs a tous les antibiotiques
1.6.1.1.Réactions allergiques

Elles apparaissent souvent soudainement et correspondent a des réactions exagérées de
I’organisme contre 1’antibiotique qu’il identifie comme étrangere. Les réactions allergiques
peuvent toucher tous les organes, notamment la peau ou Elles se manifestent de différentes
maniéres : le prurit (Démangeaisons), l’urticaire, les rougeurs et les éruptions cutanées
(éruption de boutons, et plus rarement, éruption bulleuse potentiellement grave) Ensuite vient
I’cedeme, qui s’exprime par le visage et les membres enflés. Plus rarement, il peut se produire
un choc anaphylactique, qui est un malaise généralisé avec coma et accident cardio-vasculaire
(potentiellement mortel) . La survenue d’une réaction allergique nécessite I’arrét du

traitement. ( Vidal ,2015)

11
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1.6.1.2. Troubles digestifs

Les troubles digestifs peuvent apparaitre immédiatement ou aprés quelques jours de
traitement. La diarrhée est 1’effet secondaire le plus fréquent de I’antibiothérapie (en
accelérant le transit intestinal). Il est également constaté souvent des nausées et des

vomissements.

Ainsi tous les antibiotiques perturbent la flore intestinale, qu’ils détruisent de maniére plus ou
moins accentuée. L’équilibre de cette flore étant modifié, la digestion et le fonctionnement de
I’intestin sont perturbés. Cela peut provoquer des maux de ventre, des diarrhées ou des

ballonnements.
1.6.1.3.Hyperthermie

La température augmente dés le début de I’antibiothérapie, puis redescend rapidement, signe
de réussite du traitement bactéricide. Cette hyperthermie est due a la libération massive de

toxines hyperthermisantes lors de la lyse (destruction) bactérienne.
1.6.2. Effets indésirables spécifiques a chaque classe

IIs dépendent de I’affinité de 1’antibiotique pour un organe donné, ou il va se concentrer et
créer des troubles. Les effets indésirables spécifiques a chaque classe des antibiotiques sont

présentés dans le tableau 2.( Vidal ,2015)

Tableau 2 : Différentes caractéristiques des souches bactériennes étudiées.

Antibiotiques Effets indésirables
Pénicillines - Allergie
Céphalosporines - Diarrhée
Carbapénémes - Convulsion
Aminosides - Néphrotoxicité
- Ototoxicité
Macrolides - Atteinte digestive ( le plus fréquent )
Allergie
- Allongement du QTc, risque d’arythmie
maligne
- Interactions médicamenteuses
Quinolones - Atteinte digestive ( le plus fréquent )

12
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Allergie
-Ne pas administrer < 18 ans, atteinte osseuse
- Tendinopathie / rupture de tendons
- Allongement du QTc, risque d’arythmie
maligne

- Interactions médicamenteuses

Clindamycine

- Allergie
- Diarrhée

Tétracyclines

- Photosensibilité
- Décoloration des dents et atteinte osseuse
(ne pas administrer aux femmes enceintes ni
aux enfants < 8 ans)
- Atteinte digestive et hépatique
- Atteinte du systeme nerveux central

(vertiges)

Daptomycine

Toxicité musculaire

Nitrofurantoin

- Atteinte digestive
- Pneumonite d’hypersensibitité
- Atteinte hépatique (cholestase)

- Anémie hémolytique

Fosfomycine

- Atteinte digestive
- Céphalée

I1. La résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques est I’'une des causes d’inefficacité clinique de

I’antibiothérapie d’infections guérissables.

11.1. Définition de la résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne est definie comme la capacité d’une bactérie a résister ou

croitre en présence soit d’un seul antibiotique ou plusieurs familles d’antibiotiques (Sophie

Ziai ,2014)

13
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On parle alors de bactéries multirésistantes (BMR). Dans des cas extrémes, heureusement

encore tres rares, une bactérie peut étre résistante a tous les antibiotiques utilisables chez

I’homme .La souche bactérienne résistante supporte une concentration d’antibiotique

notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches

de laméme espéce. La résistance bactérienne est responsable d’un phénoméne aux proportions

alarmantes. Le tableau 3 ci-dessous represente les principales bactéries résistantes et multi-

résistantes aux antibiotiques selon I’OMS ( Allison Muller,2017)

Tableau 3.Classification des principales bactéries résistantes et multi-résistantes aux
antibiotiques selon ’OMS

Exemples de bactéries

Principales

infections associées

Résistance aux ATB

AERO-
ANAEROBIES
FACULTATIFS

Staphylococcus aureus

Suppurations,
septicémies,
ostéites,
endocardites

résistance a la
méthicylline,
résistance
intermédiaire ou
compléte a la
vancomycine

ANAEROBIES Infections résistance A la
COCE| AEROTOLERANTS Streptococcus pneumoniae resplr_ato_lres, pénicilline
i meningites
Gra Infections urinaires
m + Bactériémies
Endocardites
ANAEROBIES Infections intra- . .
FACULTATIFS Enterococcus faecium abdominales et resistance a la
pelviennes VancomyC|ne
Infections cutanées, des
tissus mous et des
plaies
Cocc . résistance aux
i Neisseria SJQJ:ﬁ[elz(r)r?esnt cephalosporines,
Gra AEROBIES gonorrhoeae transmissibles (IST) résistance aux
m- fluoroquinolones
o p— Colite pseudo-
Clostridium difficile membraneuse
Bacille ANAEROBIES Clostridium tetani Tétanos Résistanc_:e aux
Clostridium R tétracyclines et
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11.2. Evolution de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Le phénoméne d’antibio-résistance n’est pas nouveau, mais le nombre de

microorganismes résistants, et multi-résistants, ainsi que les localisations géographiques
affectées ne cessent de croitre dans des proportions inquiétantes. Dans les années 1930,

des spécimens de Streptococcus pyogenes résistants aux

sulfonamides furent isolés dans plusieurs hoépitaux militaires (lieux ou

les antibiotiques sont les plus utilisés).

Environ dix ans plus tard, peu avant la commercialisation de la pénicilline, une
pénicillinase bactérienne fut découverte (enzyme sécrétée par diverses bactéries et capable
d’inactiver certains antibiotiques du groupes des pénicillines). La bactérie la plus impliquée
dans ce phénomene était Staphylococcus aureus. Des études ont alors été menées afin de
synthetiser des médicaments capables de ne pas étre atteints par cette désactivation d’activité

enzymatique.

Dans les années 1940, peu aprés la découverte de la streptomycine et son utilisation
pour soigner la tuberculose, des souches de Mycobacterium tuberculosis résistants a ce

traitement furent isolées.

Deux ans plus tard, la premiére résistance aux sulfamides est décrite suivie en 1946 de la

résistance a la pénicilline G.
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C’est ainsi que dans les années 1960 fut commercialisée la méticilline ; malheureusement,
peu de temps apres, des scientifiques découvrirent des souches de Staphylococcus aureus

résistantes a cet antibiotique.

Entre les années 50 et 60 les premiers cas de la multi-résistance , ont eté détecté pour des

bactéries entériques telles que Escherichia coli, Salmonella sp et Shigella sp.

dans les années 1970, Ils ont pensé que le probleme de la multirésistance est limité
seulement aux bactéries gastro-intestinales, jusqu’a la découverte d’une souche bactérienne -

Haemophilus Influenzae- résistante a I’ampicilline ,chloramphénicol et tétracycline.

Depuis les années 1980, le phénomene de multi-résistance est devenu un probléme de
grande ampleur en ce qui concerne la tuberculose, et le traitement contre cette pathologie
nécessite maintenant 1’utilisation d’au moins quatre drogues différentes pour étre efficace.
Plus récemment ils ont constaté 1’émergence de Pseudomonas aeruginosa resistantes
naturellement aux trois antibiotiques (carbapénemes, quinolones et aminosides). (Sophie Ziai
,2014)

La figure 3 montre un schéma récapitulatif de 1’évolution de la résistance des bactéries

pour combattre les différents antibiotiques

1964

Céphalotine, 17+
céphalosporine

1966

1942

Premiére utilisztion
thérupeutigue de lo

Observation de lo
résistance & la
céphalotine

pémcilime

1967

Sentamcine

1945

Plus de 20% des S

cureus hospitalsers

résistants oux

pénicillines et -~ Observation de lo

dif fusion mondisle < . résistance ou linézolide

des pémcillinases
2002

. » - Cbservation de S
1947 _— = curcus résistants 3

e vancomyc:ne
Strep tomycine
aspprouvée cux USA 1 959
Méticilline

1947 1961

Cbservation de lo Observation de
résistance 4 la le résistence 4
streptomycine la méticilline

Figure 3. Chronologie de I’évolution de la résistance bactérienne aux différents
antibiotiques (Sibylle Bevilacga , 2011)
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11.3.Types de résistance

La problématique de la résistance bactérienne liée au mésusage des antibiotiques
concerne le phénomene de résistance acquise, qui est a différencier de la résistance
naturelle. (Allison Muller,2017)

11.3.1. Résistance naturelle (intrinseque)

Dans la résistance naturelle, le germe se trouve a I’état naturel depuis trés longtemps
résistant a I’antibiotique. Cette résistance fait partie du patrimoine génétique de I’espece et est
donc présente chez toutes les souches d’une méme espéce. Héréditaire, et reste stable en

fonction du temps.

11.3.2. Résistance acquise

On parle de résistance acquise lorsqu’ un germe d’une espéce bactérienne était
naturellement sensible a un antibiotique y devient résistant au cours du temps. La résistance
acquise se caractérise donc par I’apparition subite d’une résistance a un ou plusieurs

antibiotiques chez certaines bactéries qui étaient auparavant sensibles. ( Lucie Mangin , 2016)

I11.4. Causes de ’antibio-résistance

I1.4.1. Causes de I’antibio-résistance naturelles

La résistance naturelle est due le plus souvent a un défaut d’affinit¢ ou a une
inaccessibilit¢ de la cible pour ’antibiotique, par exemple, la résistance naturelle des
Entérobactéries et Pseudomonas spp aux macrolides (molécules trop volumineuses pour
traverser via les porines) ; ou encore les bactéries a Gram négatif résistantes a la

vancomycine (qui ne peut accéder au peptidoglycane de la paroi bactérienne).

I1.4.2. Causes de I’antibio-résistance acquise

Les causes d’extension du phénomene de résistance bactérienne acquise sont

multifactorielles :

A. Prescription inappropriée d’un antibiotique : L’absence d’analyse bactériologique
avant la mise en place du traitement peut contribuer a la résistance bactérienne aux

antibiotiques, comme en cas de prescription d’un antibiotique pour lutter contre une
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infection virales ou pour traiter une infection par une bactérie résistante a cet

antibiotique, contre lesquelles ils n’ont aucun effet;

B. La prescription trop fréquente d’antibiotiques a large spectre, au lieu d’antibiotiques

mieux ciblés dans le cadre d’un diagnostic plus précis;

C. L’utilisation inadéquate par le patient, qui ne respecte pas la posologie (utilisation
d’une dose trop faible) ou la durée du traitement (durée trop courte), ce qui signifie

que certaines bactéries peuvent survivre et devenir résistantes;

D. La sur-utilisation des antibiotiques dans le domaine vétérinaire et de I’agriculture a
pour conséquence la présence d’antibiotiques dans les aliments et I’eau qui peuvent

causer une résistance bactérienne chez I’homme;

E. Persistance environnementale de I’antibiotique : 1’élimination des antibiotiques par
voie urinaire (déchets domestiques) et la gestion des déchets hospitaliers et de
I’industrie pharmaceutique, permet de laisser des traces d’antibiotique dans les eaux

usées ;

F. Les bactéries non pathogenes (flores commensales) qui résistent aux antibiotiques apres
une sur-utilisation de ces substances peuvent aussi constituer une source de génes de
résistance qui pourront étre transférés a d’autres bactéries pathogénes. ( Lucie Mangin ,

2016 ) + ( Sophie Ziai ,2014 )

I1.5. Support de la résistance

La résistance naturelle est un phénomeéne inné puisqu’elle est ancrée dans le génome
bactérien. En revanche, la résistance acquise est due a une modification génétique qui peut

étre chromosomique ou extra-chromosomique.
11.5.1. Support chromosomique

10 a 20% de la résistance bactérienne acquise est di a une mutation génétique affectant
un géne de structure ou de régulation dans le chromosome bactérien soit d’une manicre
spontanée (changement spontané du génome bactérien) ou induite par 1’adaptation d’une

bactérie a des conditions défavorables a sa croissance (notamment présence d’antibiotiques).
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11.5.2. Support extra-chromosomique

80 a 90 % de la résistance bactérienne acquise est due a 1’acquisition des genes de résistance

mobiles par trois mécanismes (Figure 4) : ( Lucie Mangin , 2016 )

A. Conjugaison : un géne est transféré d’une bactérie a une autre via des plasmides

ou des transposons (transfert inter-espéce, souvent a partir de bactéries non

pathogénes de I’environnement);

B. Transduction (transfert viral): un géne est transféré d’une bactérie a une autre

via un bactériophage (transfert intra-espece);

C. Transformation

espéce). (Allison Muller,2017)
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Figure 4. Les différents mécanismes d’acquisition de résistance chez les bactéries.
( Amelie veaux. Manuel SVT Terminale spécialité)
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11.6. Mécanismes de résistances aux antibiotiques

Un antibiotique doit atteindre sa cible, Afin de pouvoir exercer son activité antibactérienne
soit par une:

> Action sur la paroi de la bactérie :L’antibiotique bloque 1’assemblage des éléments
protidiques et lipidiques constituant la paroi de la bactérie;

» Action sur ’ADN : L’antibiotique bloque 1’ouverture de I’ADN et empéche son
dédoublement;

> Action sur la synthése protéique : L’antibiotique perturbe la lecture de 1’information
au niveau du ribosome. Les protéines ainsi fabriquées ne sont pas utilisables : la

bactérie ne peut ni vivre ni se développer;

Alors que les bactéries développent plusieurs stratégies afin d’empécher 1’une ou ’autre de
ces mécanismes ( Figure5), et ainsi permettre I’émergence de résistances aux antibiotiques par
différentes mécanismes. Certaines ciblent directement les antibiotiques tandis que d’autres
sont dirigées contre les mécanismes cellulaires, impliqués dans le transport de ces substances.
( Toure Daouda , 2015 ) + ( Sophie Ziai ,2014 )

11.6.1. Inactivation enzymatique de I'antibiotique

Ce mode de resistance implique I'inactivation de l'antibiotique par un enzyme bactérien.
porte le nom de I’antibiotique qu’elle détruit. terminé par le suffixe « ase ». Exemple :
pénicillinase. Une méme bactérie peut posséder les génes codant pour plusieurs enzymes de

résistances :

» Les B-lactamases : catalysent I'hydrolyse du cycle B-lactame. Elles sont le plus
souvent codées par des plasmides. Les plus grands producteurs de B-lactamases
sont les staphylocoques, mais surtout les Gram (-); (Francoise VVan Bambeke, Dr
Sc. Pharm et Al ,2007 )

» Les enzymes modifiant les aminoglycosides comme les N-acétyltransférases, les
O-nucléotidases , et les O-phosphorylases. Ces enzymes sont souvent présents

chez Pseudomonas aeruginosa, les entérobactéries et les coques a Gram (+).
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11.6.2. Altération de la cible bactérienne

En raison d’un treés grand nombre de multiplications, une modification due au hasard dans
le matériel génétique responsable de la cible bactérienne aux antibiotiques peut apparaitre.
Comme I’interaction entre I’antibiotique et la molécule cible est assez spécifique, de faibles
modification de la cible peuvent avoir des effets importants sur la liaison de 1’antibiotique et

par conséquent cette modification permet la résistance a 1’antibiotique.

11.6.2.1. Altération de la cible ribosomiale

La résistance bactérienne aux antibiotiques qui agissent sur la synthése protéique est due

principalement a une mutation de leur site de fixation sur le ribosome bactérien.

Une mutation par méthylation au niveau de la sous-unité 50S, confére la multi-résistance
aux macrolides, lincosamides et streptogramines chez S. aureus , C. perfringens. Tandis que
une mutation au niveau de la sous-unité 30S, confére la résistance a la streptomycine.
( Francoise Van Bambeke, Dr Sc. Pharm et Al ,2007 )

11.6.2. 2. Altérations des précurseurs de la paroi

Les glycopeptides doivent exercer leur action antibiotique par sa liaison aux extrémités
D-Ala-D-Ala des chaines pentapeptidiques ( précurseurs de peptidoglycane). Des souches
d'entérocoques ont acquis un ensemble de génes conduisant a la production d'une série
d'enzymes permettant la synthése de peptidoglycane au départ d'un précurseur caractérisé par

une extrémite D- ala -D-Lac a laquelle les glycopeptides ne se lient plus.
11.6.2.3. Altérations d'enzymes-cible

Les antibiotiques inhibiteurs d'enzyme sont rendus inactifs lorsqu'une mutation de l'enzyme-

cible y empéche leur liaison.

La résistance aux [P-lactames peut étre due a une diminution de [laffiniteé de leur
liaison aux Penicillin Binding Proteins (PBP) suite a une mutation de celles-ci, ou a
une diminution du nombre de PBP produites. Ces deux mécanismes peuvent se
rencontrer chez les Gram (+) alors que seule la réduction d'affinité est documentée
chez les Gram (-). L'exemple le plus connu de ce type de resistance est constitué par les
MRSA (Methicillin Resistant S.aureus). ( Frangoise Van Bambeke, Dr Sc. Pharm et Al ,2007)
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11.6.3. Altération de la concentration de I'antibiotique dans la bactérie
11.6.3.1. Altération des membranes bactériennes

La membrane externe des Gram (-) peut constituer une barriére a la pénétration des
antibiotiques. En effet, le passage de petites molécules hydrophiles n'est possible que grace a
la présence de porines qui forment des canaux aqueux a travers cette membrane. En revanche,
des molécules trop volumineuses ou insuffisamment hydrophiles ne pourront pénétrer que
modestement dans les bactéries. Toute mutation affectant une porine va pertuber la
pénétration de l'antibiotique dont elle permet I'entrée. ( Frangoise Van Bambeke, Dr Sc.
Pharm et Al ,2007)

11.6.3.2. Efflux actif de I'antibiotique

Le mécanisme de résistance par le systeme des efflux est un mode de résistance
intrinséque des bactéries, réside dans 1’excrétion active de I’ATB par des Pompes a protons
qui sont des transporteurs membranaires, impliqués dans la Résistance aux antibiotiques par
exportation active des drogues dans le milieu extra cellulaire. L’efflux des antibiotiques a été
observé pour la premiére fois avec les Tétracyclines a la fin des années1970. L’exposition aux
antibiotiques entraine la surexpression par mutation de pompes (transporteurs), ce qui entraine
une hausse des résistances bactériennes. ( Sibylle Bevilacga , 2011 ). Ces pompes peuvent
étre des transporteurs «drogue spécifiques» et conférer une résistance vis-a-vis d’une seule
classe d’antibiotiques, ¢’ est le cas des pompes Tet, qui effluent exclusivement les
tétracyclines ou des pompes Mef, qui sont spécifiques des macrolides (Markham |,
Neyfakh,2001). Cependant, la plupart de ces transporteurs peut prendre en charge des
composés de structures trés différente et contribuer ainsi, de maniére significative, a la multi-
résistance (MDR) -Multi-Résistance aux Drogues- des bactéries vis-a-vis des antibiotiques .
Les génes, codant pour les pompes «drogue-spécifiques», sont souvent situées sur des éléments
génétiques mobiles (plasmides ou transposons) alors que ceux qui codent pour les pompes
MDR sont, pour la plupart, chromosomiques (Butayeetal, 2003 ; Sibylle, 2011 ; Frangoise
,2007)

11.6.4. Multiplication ou protection de la cible

Une stratégie plus rare consiste dans une multiplication de la cible, de telle sorte que
I’antibiotique est incapable de saturer celle-ci. Un exemple est décrit chez S. aureus, ou des

souches présentent un niveau de résistance intermédiaire aux glycopeptides par production
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d’une paroi épaisse ou abondent des résidus D-Ala-D-Ala (phénotype VISA [Vancomycin
Intermédiate S. aureus]). ( Frangoise Van Bambeke, Dr Sc. Pharm et Al ,2007 )

11.6.5. Court-circuit de I'action antibiotique

Des souches bactériennes auxotrophes caractérisées par une déficience dans les enzymes-
cible des antibiotiques peuvent survivre si elles trouvent dans leur environnement la substance
normalement produite par ces enzymes. Par exemple, des bactéries ayant perdu leur
thymidilate synthase sont resistantes au triméthoprime et survivent en présence de thymidine.
( Francoise , Pharm et Al ,2007)
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Figure 5. Illustration des principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques.
(Mesarosl , F. Van Bambekel , et Al , 2005)

I11. Stratégies de lutte contre I’antibio-résistance

Les bactéries développent sans cesse de nouvelles stratégies de défense contre les
antibiotiques, au point que certaines infections dues a des microorganismes du tube digestif
(entérobacteéries), ne disposeraient plus de traitement efficace, causant, en france, 12500 déces
par an selon I'Institut de Veille Sanitaire (données 2012)

C’est pour cela il est essentielle de prendre des mesures afin de limiter le phénomeéne de

I’antibiorésistance.
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Actuellement, des efforts sont déployés pour explorer de nouvelles voies de lutte ( Sophie
Ziai ,2014 ) certaines sont utilisées pour le développement de nouvelles perspectives
thérapeutiques, et d‘autres sont en cours de recherche et d‘essais cliniques. ( Anais Veyssiere
,2019)

I11.1. La polythérapie antimicrobienne

La polythérapie ou la thérapie combinée antimicrobienne est 1’utilisation Simultanée entre
I’antibiotique et agents non-antibiotiques (Association des antibiotiques avec d’autres
molécules) qui optimisent I’activité antibactérienne ou ciblent les mécanismes de résistances.
L’utilisation initiale d’une polythérapie antimicrobienne pour les infections par les bactéries

multi résistantes est souvent justifiée par I’'une des raisons suivantes :

» L’élargissement de la couverture antimicrobienne empirique avec deux agents ayant
des spectres d’activité différents ;

» La synergie ou [I’interaction simultanée observée in vitro entre deux ou plusieurs
agents antimicrobien agissant sur la méme bactérie et montre un effet thérapeutique
supérieur par rapport a I’administration d’un seul agent;

» Prévenir ou retarder 1’apparition de résistance bactérienne aux antibiotiques;

» L’obtention d’un effet bactéricide maximal afin de prévenir I’émergence de mutants
résistants.

Plusieurs interactions entre antibiotique/non antibiotique ont été utilisées :

111.1.1.Inhibiteurs des béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes qui neutralisent 1°activité des antibiotiques. Elles sont
synthétisées par les bactéries résistantes aux béta-lactames. Depuis plusieurs décennies, de
nombreux inhibiteurs de béta-lactamases spécifiques pour chaque classe ont été synthétisés et

utilisés en association avec des antibiotiques sensibles au phénomeéne de la résistance tel que :

» L’acide clavulanique : L‘acide clavulanique permet d‘inhiber les béta-lactamases
bactériennes de la classe A qui sont a 1‘origine de la résistance observée lors du
traitement anti-infectieux avec les antibiotiques de la famille des béta-lactamines
comme 1‘amoxicilline;

Sulbactam : est un inhibiteur des béta-lactamases qui date de la génération de I‘acide
clavulanique Il est souvent associé¢ avec 1‘ampicilline dans le but d‘améliorer la résistance

contre ce dernier; (Toure Daouda , 2015)
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» Avibactam : connu encore sous le nom chimique NXL104, est un nouvel inhibiteur de
béta-lactamases. Il est utilisé en association avec plusieurs antibiotiques de la classe
des béta-lactamines. Il présente un spectre d‘inhibition plus large que ceux de 1°acide
clavulanique et le sulbactam, comprenant des béta-lactamases de classe A
(pénicillinases, béta-lactamases a spectre étendu et certains cabapénimases) et des
céphalosporinases de la classe C ;

» Rélébactam : connu aussi sous le nom chimique de MK-7655, est 1°‘un des nouveaux
inhibiteurs des béta-lactamases dont sa structure est proche de celle de 1‘avibactam.
Le rélébactam, un puissant inhibiteur des béta-lactamases des classes A (dont les

carbapénémases KPC) et C.

111.1.2. Sels de bismuth

Les sels de bismuth ont un effet antibactérien par inhibition de la synthese de la paroi
bactérienne. En outre, ils alcalinisent le milieu (accroissent le contenu en ions HCO3-au
niveau de la muqueuse gastrique), ce qui potentialise 1‘effet des antibiotiques auxquels ils sont
associés. Elle est associée a la prise d‘oméprazole (un nouveau traitement pour 1‘éradication

de Helicobacter pylori).( Khadija Marri , 2019 )

111.1.3.Huiles essentielles et métabolites secondaires des plantes

Il s’est avéré que les substances naturelles issues des végétaux peuvent améliorer les
performances des antibiotiques car celles-ci constituent une source potentielle de composés
antimicrobiens et/ou inhibiteurs des mécanismes de résistances aux antibiotiques.

Certaines huiles essentielles peuvent potentialiser I'efficacité des antibiotiques contre la
bactérie MDR. Cependant, I'augmentation progressive de la propagation de la résistance aux
antibiotiques a donné une nouvelle vie aux HEs et aux métabolites secondaires des plantes,
ces composés appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme inhibiteurs
des pompes a efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides) provoquant I’augmentation de
I’efflux de [Dantibiotique a I’intérieur de la cellule et I’empécher de sortir comme
I’augmentation de la perméabilité des membranes bactériennes par les terpénoides,
I’inhibition des B-lactamases par 1’alkyls gallates et I’empéchement de la modification des

récepteurs des antibiotiques. (Toure Daouda , 2015)
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111.1.4. Inhibiteurs de quorum sensing (QS)

Le quorum sensing (QS) est un systeme de communication utilisé par de nombreuses
bactéries pour synchroniser leur comportement a la densité de population par des signaux
chimiques appelés auto-inducteurs qui sont envoyés dans le milieu des que la population
bactérienne atteint un certain niveau. Ces molécules mediatrices secrétées coordonnent les
comportements collectifs et elles controlent 1‘expression des facteurs de virulence chez de
nombreuses especes pathogenes. Cette approche vise a empécher 1‘expression de génes de
virulence sans forcément éliminer les bactéries ce qui permet de limiter 1‘apparition de
mécanismes de résistance comme ceux observés dans le cas de 1‘utilisation d‘antibiotiques. (
Khadija Marri , 2019 )

I11.1.5. Nanoparticules

En microbiologie, les nanoparticules ont trouvé également leurs applications dans
I‘amélioration des antibiotiques vis-a-vis du phénomene de la résistance. Des études récentes
ont montré que des constituants des nanoparticules comme 1‘argent (Ag), 1‘oxyde de zinc
(Zn0), I‘oxyde de cuivre (CuO) et I‘oxyde ferrique (Fe203) ont des propriétés antibiotiques.
Cette approche augmente par conséquent 1‘efficacité des médicaments et limite leurs effets
indésirables en modulant le parcours pharmacocinétique ainsi que la biodisponibilité. (
Khadija Marri , 2019 )

111.1.6. Autres perspectives de la polythérapie contre I’antibio-resistance
111.1.6.1. Utilisation des ARN interférents.

Le principe consiste a trouver dans 1°ADN ou 1°‘ARN d‘une bactérie certains sites qui
contrélent la synthese des protéines responsables de la résistance aux antibiotiques, comme
par exemple, les génes qui codent pour les béta-lactamases. On synthétise alors des segments
d‘ARN d‘une vingtaine de paires de bases appelés ARN interférents capables de se lier
exclusivement avec ces sites. Cette liaison spécifique aboutit au blocage la synthese des

protéines impliquées dans la résistance. ( Khadija Marri , 2019 )
111.1.6.2.Inhibition de transfert des plasmides

Les bactéries possedent des mécanismes permettant le transfert de geénes a d‘autres
bactéries sous forme de plasmides. Ainsi, 1‘acquisition d‘une résistance aux antibiotiques chez

une bactérie peut étre transmise aux autres en raison de la croissance rapide. De ce fait,
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I‘inhibition du transfert de matériel génétique entre les souches bactériennes a été discutée

comme une stratégie afin de limiter la résistance aux antibiotiques. ( Khadija Marri , 2019 )
I11.1.6.3.Contréle de ’activité riborégulateur

Les riborégulateurs agissent soit en stoppant la synthése de molécules essentiels qui
sont en exces, soit en activant leur synthéese lorsque celles-ci sont en manque. L‘idée de
controler 1‘activité des ribosomes impliqués dans la synthése des protéines de résistance a été

proposée en 2007 comme une stratégie de lutte contre cette résistance.

Les chercheurs posent qu’il était possible, d‘introduire une molécule spécifique qui
trompe le fonctionnement de riborégulateur et de perturber par la suite la synthese des
protéines essentielles chez la bactérie. ( Khadija Marri , 2019 )

111.2. Utilisation rationnelle des antibiotiques

La lutte contre I'apparition de résistance bactérienne aux antibiotiques passe
logiqguement par une réduction drastique de leurs utilisation et par 1’amélioration de la
pertinence de la prescription des antibiotiques (Eviter la répétition de 1’exposition a un
antibiotique chez un individu et  limiter D’utilisation des classes d’antibiotiques
particulierement génératrices de résistances. Cela concerne notamment les antibiotiques a
larges spectres (ex. : fluoroquinolones, C3G, carbapénemes, amoxicilline-acide clavulanique)
( Sophie Ziai ,2014 ) Méme si la lutte contre I’antibio-résistance passe par une réduction

drastique de leur utilisation, les antibiotiques doivent garder leur place dans notre thérapie.

111.3. Utilisation d'autres agents antimicrobiens contre les bactéries multi-resistantes

Dés que nos antibiotiques sont de moins en moins efficaces et le nombre d'infections
causées par les bactéries multi-resistantes étant en nette augmentation en raison du
développement de genes de résistances chez les bactéries, la recherche des nouveaux agents
antibactériens plus efficaces représente un des plus grands défis médicaux de nos sociétés a

I'échelle mondiale

111.3.1. La phagothérapie

La phagothérapie est I'utilisation de virus bactériophages (phages) lytiques afin de traiter
certaines maladies infectieuses d‘origine bactérienne.
Cette pratique tend a utiliser les propriétés du bactériophage comme prédateur naturel des

bactéries Ils sont généralement trés spécifiques d‘une espéce de bactérie, voire de seulement
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quelques individus au sein de cette espece, en placant ces phages si possible au contact sinon
au plus proche des sites d‘infections. ( Khadija Marri , 2019 )

111.3.2. La vaccination

La vaccination est importante pour lutter contre la résistance bactérienne, en effet les
vaccins peuvent contribuer a limiter la propagation de la résistance aux antibiotiques. ( La
vaccination est un moyen tres efficace d’éviter les infections et donc de devoir recourir & des
ATB) (Anais Veyssiere , 2019 )

111.3.3. Utilisation de bactériocines

Les bactériocines sont une famille de peptides ou protéines synthétisés naturellement par
certaines bactéries. Une bactériocine consiste généralement en un composé protéique de 20 a

60 acides aminés.

Les bactériocines ne sont pas des antibiotiques mais elles possedent des propriétés
antibiotiques car elles peuvent étre bactériocides ou encore bactériostatiques. Cette activité
bactéricide ou bactériostatique est orientée contre certaines espéces proches de la souche
productrice. ( Anais Veyssiere , 2019 )

111.3.4. Peptides antimicrobiens (AMPs)

Les peptides anti microbiens sont de petites molécules a caractére anti infectieux. Plus de
400 ont été décrits dans la littérature, mais ce sont les peptides cationiques et plus
particulierement ceux issus des mammiferes ou d’origine humaine qui intéressent le plus les
chercheurs. Parmi ceux-ci, on trouve les défensines la cathélicidine, I’histatine, 1’indolicidine
par exemple qui peuvent étre utilisés lors d’infections pulmonaires, cutanées ou digestives.
Ces peptides interagissent rapidement avec la membrane bactérienne provoquant la lyse de
cette derniére et donc la mort de la bactérie. Ces petites molécules dont la synthése est
réalisable a colit raisonnable peuvent agir en synergie d’action avec les antibiotiques.

( Khadija Marri , 2019 )

I11.3.5. L’apithérapie

Le miel est reconnu pour ses propriétés anti infectieuse, lorsqu’il y a Iésion cutanée, il y a
une phase inflammatoire, une phase de prolifération et une phase de remaniement des cellules
cutanees. Le miel agit a chacun des niveaux avec en plus des propriétes anti infectieuse contre

le S. aureus par exemple, E. Coli ou encore P. aeruginosa.
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Ses propriétés anti bactérienne seraient dues a la présence de H,0,, de méthylglyoxal et de
défensine-1 d’abeille dans le miel d’abeille. . Encore ici, on pourrait envisager d’accompagner
le traitement d’une plaie par un antibiotique et 1’apithérapie, des études restent a réaliser pour
montrer la non infériorité de cette association face a 1’antibiotique seul dans le cadre du

traitement des plaies infectées. ( Khadija Marri , 2019 )

I11.4. Autres stratégies
Les autres stratégies afin de lutter contre 1’antibio-résistance sont multiples a savoir :

» Comprendre des mécanismes de résistance et d’adaptation des bactéries a leur
environnement (cellule ou tissu héte) et la surveillance de la propagation de ces
phénomenes de résistance ;

» Aapplication des méthodes récemment développées devra permettre d’avancer vers
une médecine personnalisée par une utilisation des données génomiques du patient et
des bactéries qui I’affectent ;

» La prévention de la diffusion par transmission croisée des BMR repose sur deux
types de mesures :l'identification précoce des patients porteurs, et 1’isolement des
patients porteurs. qui peuvent étre complétées par le traitement de certains réservoirs
de BMR ; ( Mehdi Saadaoui , 2008 ) Reformulation des antibiotiques dont le but
essentiel est de mieux cibler I’infection, de diminuer les doses administrées en ayant
des effets similaires et d’améliorer la stabilité et 1’objectif ultime étant de palier au

fléau de la résistance et ainsi augmenter I’efficacité.
IV. Les plantes étudiées

V1.1. Centaurea jacea

La Centaurea jacea, également appelée Centaurée jacée est une plante sauvage et vivace,
dont les parties aériennes meurent apres 1’hiver (hémicryptophyte). herbacée de la famille des
astéracées qui couvre toute la planete avec ses 23000 especes. dressée, c’est une plante

herbacée annuelle, bisannuelles ou vivaces, poilue et glabre. Plante vivace,
IV.1.1.Description botanique

La Centaurea jacea mesure entre 10 et 60 cm de hauteur dont les tiges sont rugueuses,

en fleurs se développe en une touffe érigée un peu lache, elle ne posséde pas une fleur unique
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mais un capitule de petites fleurs, Leur couleur va du rose au pourpre. Le tige est simple et
rameuse a mi-hauteur, glabre ou pubescente mais pas blanche (aranéeuse)

Ces feuilles sont rugueuses, entieres, faiblement dentées et lancéolées. Elles sont de deux
types : celles qui sont situées au bas des tiges sont plus grandes, ovales a lancéolées de 3.5
cm de large, attachées a la tige par un pétiole (pétiolées) et souvent découpées. Celles qui
poussent le long des tiges sont plus petites, sessiles, lancéolées dépourvues de pétioles et

entieres.

Les fleurs sont de petites fleurs nombreuses en tube (tubulées) forment le capitule qui
ressemble a une fleur. Celles de la périphérie sont évasées en entonnoir.
La couleur est pourpre avec souvent un noyau blanc, Les capitules ontde 2 a 3 cm de
diametre et sont solitaires a I’extrémité des tiges. Les petites feuilles entourant le capitule ou
bractées sont brunes et coriaces a 1’extérieur. Elles font penser aux tuiles d’un toit ou aux
écailles d’un poisson et sont dénommées « ecailles ». L’extrémité des écailles n’est pas
divisée ou peut étre frangée. Ces écailles brunes recouvrent completement la base qui est
verte. (Blog de I'Association Nature Alsace Bossue ANAB,2019)

Figure 8. Quelques photos de Centaurea jacea(Blog de I'Association Nature Alsace
Bossue ANAB,2019)


https://www.frwiki.org/wiki/Capitule_(botanique)

CHAPITRE I Revue Bibliographique

V1.1.2. Classification

Régne: Plantae

Division: Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Centaurea

Espéce : Jacea (Quezel p., Santa S., 1963)

V1.1.3. Utilisation en médecine traditionnelle et activité biololgique de la plante
Plusieurs espéces du genre Centaurea sont référenciées pour leur large utilisation en
médecine traditionnelle. Parmi les propriétés thérapeutiques reconnues chez les espéces de ce

genre nous pouvons citer:

» Des propriétés contre le diabete (effet hypoglycémiant), la malaria, rhumatisme, et
I’hypertension;
» Des pouvoirs diurétiques, antipyrétiques, cytotoxiques et antibactériens;
» Des propriétés anti-diarrhéiques.
(AZzOUZzI Djihane ,2017)

V1.2. Syzygium aromaticum

V1.2.1.Description botanique

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 metres de hauteur pouvant
atteindre jusqu’a 20 métres de haut .Il présente un port érigé et pyramidal). Son feuillage est
aromatique, coriace, persistant vert sombre et vernissé au revers plus clair. Ses feuilles sont
opposées, entieres, elliptiques,d’environ 10-12 cm a nervure mediane marquée et parsemées
de glandes sur le revers.

» Les clous de girofle (Syzygium aromaticum): Ils sont des boutons floraux qui sont
récoltés une a deux fois par an, avant 1’épanouissement, lorsque les sépales deviennent
rouge vif, on les séche au soleil jusqu’a obtenir une coloration brune.

» L’huile essentielle de la plante est de clous de girofle se présente sous la forme d’un

liquide huileux de couleur jaune foncant au brun & la lumiere. Elle est obtenue par
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hydro distillation. L'huile essentielle des clous de girofle contient principalement de
l'eugénol, de 75 a85 % de l'acétate d’eugénol ,4 al0 % du B-caryophylléne, de 7 a 10

% et de faibles quantités d'autres produits (dont un peu de vanilline)

Figure 7. Quelques photos de Syzygium aromaticum (Ouidir Soraya,2018 ; Adouane
Selma,2016)

(A) la plante entiere, (B) Boutons floraux et fleurs de giroflier., (C) Clou de girofle
V1.2.2.Classification botanique
Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta (Phanérogames)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous-classe: Rosidae

Ordre: Myrtales
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Famille: Myrtaceae

Genre: Syzigium

Espece : S. aromaticum
(Quezel p., Santa S., 1963)
Nom frangais: Clou de girofle

> Nom arab: Koronfol
> Nom local: Tib

VI1.2.3. Utilisation en médecine traditionelle

Les clous de girofle étaient utilisés pour le traitement des maux de dents, de la bouche,
de la gorge, de I’inflammation de la muqueuse buccale et de la mauvaise haleine. En usage
externe contre le rhumatisme, les myalgies (douleurs musculaires), la sciatique et anesthésiant
local dans les soins des plaies. Par voie orale, les clous de girofle sont utilisés dans le
traitement des troubles digestifs: ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion. (Ouidir
Soraya,2018).

les clous de girofle sont aussi utilisés pour déméler les cheveux en douceur, pour

préparer I'accouchement... (Adouane Selma,2016)

V1.3.Thymus. sp

V. 3.1.Description botanique

Les thyms (Thymus.sp) sont des sous arbrisseaux ligneux, pouvant atteindre 40cm de
hauteur. Ils possedent de petites feuilles recourbees sur les bords de couleur verte fonce, et qui
sontre couvertes de poils tecteurs et sécréteurs (appelés trichomes). Les trichomes contiennent
I’huile essentielle majoritairement composée de mono-terpenes. Les calices et les jeunes tiges
sont aussi couverts de ces structures qui libérent 1’essence par simple contact, bien qu’en plus
faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomerules et

leur couleur varie du blanc au violet en passant par le rose
e Huile essentielle

Le thymol et le carvacrol sont les principaux composés phénoliques du genre Thymus. Ainsi

que le para-cymene, 1,8 cinéol et le linalol. Les huiles essentielles contiennent aussi d’autres
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monoterpenes et sesquiterpénes tel que:-a,yterpinéne-B,E-caryophylléne-Oxyde de

caryophyllene-Bpinéne-Camphre-Bornéol-Terpinoléne.

V1.3. 2.Classification

Nom scientifique Thymus sp.

Noms vernaculaires

-Francais:thym des jardins,Farigoule,frigoule,barigoule
-Anglais:commonthyme, gardenthyme

-Arabe: e -

Figure 10 photo de Thymus. sp

kabyle: Tizaatarte, Tizerdite

Systématique

Régne:Plantae
Embranchement:Magnioliophyta
Classe:MagnoliopsidaSous classe:Asteridae
Ordre:Lamiales

Famille:Lamiaceae

Genre:Thymus

V1. 3.3. Usage et propriétes therapeutiques Traditionnellement

L’huile essentielle est largement utilisée en aromathérapie comme antiseptique. Elle entre

dans la composition de diverses spécialités (pommades antiseptiques et cicatrisantes, sirops
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pour le traitement des affections des voies respiratoires, préparations pour 1’antisepsie
buccale).Le thym est utilisé sous forme de bains aromatiques ainsi qu’en traitement
complémentaire encas d’affections aigues ou chroniques des voies respiratoires ou de prurit
lié 2 une dermatose. On I’utilise aussi en frictions, diluéealQ %, pour traiter les douleurs

rhumatismales et les névralgies .
V. Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires des plantes sont des molécules qui ne participent pas directement
au développement des plantes mais plutdt interviennent dans les relations avec les stress
biotiques, abiotiques, microorganismes pathogenes...etc. On concoit donc que la plante
puisse developper un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les
plus diverses pour se défendre. Ils sont différents dans les différentes especes. ( Livendron J,
1996)

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, anti microbiennes, anti-inflammatoires et anti

carcinogenes ou mutagenes.

L’isolement de principes actifs au XIXeme siecle, a contribué¢ a 1’amélioration des
connaissances des structures, ce qui a permit de passer progressivement d’une phytothérapie
traditionnelle souvent empirique, acceptée parfois avec une certaine méfiance a une thérapie

moderne, acceptée scientifiquement.
V.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques de faibles poids moléculaires d'origine
végétale, azotée et a caractere alcalin. lls possédent des structures hétérocycliques et se

retrouvent dans environ 20% de toutes les especes de plantes.

IIs sont connus comme doués de propriétés antimicrobiennes. Le mécanisme d'action des
alcaloides est attribué a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN. Bien que beaucoup d'entre eux
soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains sont employes dans la medecine
pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la codéine), dans le cadre de
protocoles de sédation (anesthésie, atropine), ou comme agents antipaludéens (quinine,
chloroquinine) ou agents anticancereux (taxol, vinblastine, vincristine). Ils sont utilisés
comme inhibiteurs des pompes a efflux afin de lutter contre 1’antibio-résistances (Toure

Daouda, 2015)
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V.2. Les terpénoides

Les terpénoides sont connus comme doués de propriétés antifongiques et
antibactériennes. Le mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il pourrait induire
une destruction de la membrane du microorganisme par une action lipophilique. Pour la
résistance bactérienne aux antibiotiques ces métabolites sont utilisés comme inhibiteurs des
transporteurs d’antibiotique (inhibiteurs des pompes a efflux) et ainsi provoquant la

perméabilité des membranes bactériennes. (Toure Daouda , 2015)

V.3. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces CoOmposés
moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique

leur comportement moussant en solution aqueuse. (Toure Daouda , 2015 )

V.4. Les composés phénoliques

Les polyphénols possédent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH),...). Ces composés présentent une grande

diversité de structures, divisées en non flavonoides et flavonoides. (Toure Daouda , 2015)
V.4.1. Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés se trouvent dans de nombreuses especes

veégétales et possedent des propriétés antimicrobiennes, anti-oxydantes et anticoagulante.
V.4.2. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le régne végétal. Le terme flavonoide provient du latin “flavus™, signifiant "jaune”,
ils sont des pigments polyphénoliques presque toujours hydrosolubles qui contribuent,
entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaunes ou en blanc. Ils ont un champ
d’action important et possédent de nombreuses vertus médicinales. Une activité
antibactérienne est connue pour les flavonoides, leur activité est probablement due a leur
capacité de se complexer aux protéines extracellulaires et solubles. Les flavonoides a

caractére lipophile peuvent détruire les membranes microbiennes en augmentant la fluidité
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des lipides membranaires. En effet, ils sont capables d’inhiber la croissance de différents
types de bactéries : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus feacalis,

Enterobacter cloaceae, Heliotropium sinuatum, proteus mirabilis. (Toure Daouda , 2015 )

V.4.3. Les tannins

Les tannins sont des polyphénols polaires a haut poids moléculaire. ( Cowan M.M.,
1999 )trées abondants chez les angiospermes, les gymnospermes et les dicotylédones (
Akroum S., 2011 ) existent dans presque chaque partie de la plante : feuilles, fruits et racines,
ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété thérapeutique ( Cowan
M.M., 1999 ); Les tannins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les

infections ( Attou A., 2011). lls sont divisés en deux groupes :

» Tannins hydrolysables qui sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénolique (acide gallique ou acide

héxahydroxydiphénique (HHDP);

Tannins condensés qui sont formés par la condensation des unités flavan-3-ols et flavan-3-4-
diols ( Bruneton J, 1999 ).

V1. Les bactéries étudiées

Le tableau ci-dessous dans la page suivante montre les différentes caractéristiques des

souches bactériennes étudiées.

Tableau 4 : Différentes caractéristiques des souches bactériennes étudiées

Les souches

Forme Type Culture Habitat

Famille

Bactérie commensale du
Bacille tube digestif de I’homme et

Elebmella} immobiles G,ram_f aerolbleb-_ § des animaux a sang chaud et
neumoniae et capsulés negati anaero _|e & | peut se trouver dans I’cau, le
facultatif = .\ .,
2 sol et la poussiere mais c’est
S |un agent pathogéne
O . .
3 respensable d’infections
‘T | variées.
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Escherichia
coli

bacille
mobile

Gram
négatif

aérobie-
anaérobie
facultatif

Enterobacteriaceae

Elle compose en grande
partie notre flore intestinale
(bactérie commensale) mais
aussi des animaux
cependant elle est
pathogéne, 1l’infection se
fait par contact direct ou via
des contaminations fécales.

Enterobacter
Spp

bacille
mobile

Gram
négatif

aérobie-
anaérobie
facultatif

Enterobacteriaceae

L’intestin de ’homme et des
animaux, elle est aussi
trouveé dans les selles, les
eaux d’égouts, le sol,
Certaines souches du genre
Enterobacter peuvent étre
reswponsables d’infections
nosocomiales

Staphylococcu
s aureus

coque
immobile

Gram
Positif

aérobie-
anaérobie
facultatif

Staphylococcaceae

S. aureus est un pathogéene
opportuniste dans certaines
circonstances mais n’est pas
considéré comme
commensal a proprement
parlé  contrairement a
Staphylococcus epidermidis.

Pseudomonas
aeruginosa

Bacille
trés
Mobile.

Gram
Négatif

non
fermentant
aérobie
strict

Pseudomonadaceae

Bactérie ubiquiste : eaux
(douces, salées, et milieux
humides), denrées alimentaires,
lavabos, fleurs, certains
antiseptiques, ... Ces
bactéries sont a 1’origine
d’infections
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Chapitre I1. Matériel et Méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet I’investigation in vitro del’effet de
I’association del’antibiotique avec des extraits de la plante médicinale Centauria. jacea
(polythérapie) et avec I’huile essentielle de Syzygium aromaticumsur des bactéries
pathogénes résistantes (présentant le phénotype multi-drogue résistance (MDR). La partie
expérimentale a été réalisée au laboratoire de microbiologie, Université Abbés Laghrour -

Khenchela-.

. Matériel

I.1. Matériel biologique (Echantillonnage)
1.1.1. Plantes médicinales et huiles essentielles

A. Centauria jacea

L’espéce C. jacea, a été récoltée dans la région de Mila en Mai 2020 et identifiée par Mme
Kara Ali. W Docteur a I’université Abbes Laghrour de Khenchela et membre dans 1’équipe de
Physiopathologie cellulaire et plantes médicinales dans le laboratoire de biologie et de

I’environnement a I’université des fréres Mentouri Constantine 1.

Les parties aériennes (feuilles, fleures et tiges) de la plante C. jacea fraichement récoltées,
ont été débarrassées de tous éléments étrangers, ensuite ils ont été séchées a I’abri de
I’humidité et de la lumiére du soleil. Enfin, elles ont été pulvérisées au broyeur pour obtenir
des poudres fines qui ont été ensuite conservees jusqu’a 1’utilisation ultérieur pour les

différentes extractions.

B. Huiles essentielles utilisées

Les huiles essentielles que nous avons utilisées afin de tester leur effet inhibiteur contre des

souches résistantes aux antibiotiques sont:

»L’huile essentielle de Syzygium aromaticum qui a été achetée a la pharmacie

Zeitipharm dans la wilaya de Batna situé dans le Nord-Est de 1’ Algérie ;

» L’huile essentielle de Thymus sp qui a été provenu du laboratoire de phytochimie et
d’analyses physicochimiques et biologiques de I’universit¢ des Fréres Mentouri,

Constantinel.
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1.1.2. Les souches bactériennes

Afin de tester D’effet inhibiteur des extraits (méthanolique et butanolique) de plante
médicinale C.jacea et I’huile essentielle de Syzygium aromaticum contre la résistance

bactérienne aux antibiotiques cing souches largement rencontrées dans diverses pathologies

Matériels et méthodes

chez I’homme dont quatre Gram négatif et une souche Gram positif ont été utilisées.

Toutes les souches sont des bactéries isolées d’un milieu clinique au laboratoire privé de IBN

ENNAFIS qui se situe au centre ville de la wilaya de Khenchela , a partir des prélévements

urinaires.

Le tableau ci-dessous montre la liste des bactéries testées

Tableau 5 :Liste des bactéries testées et leur source

Bactéries a Gram

positif

Type Espece famille Source
Klebsiella Pneumoniae Enterobacteriaceae Urine

Bactéries a Gram

négatif Escherichia coli Enterobacteriaceae Urine
Enterobacter spp Enterobacteriaceae Urine
Pseudomonas aeruginosa | Pseudomonadacae Urine
Staphylococcus aureus Staphylococcaceae Urine

Avant I’utilisation, les souches ont été toutes conservées a la température ambiante dans un

milieu de conservation approprié (tubes contenant 3 ml de milieu incliné géloses de

conservation).

1.1.2. Les antibiotiques

Les disques d’antibiotiques, utilisés pour les essais d’inhibition de la résistance sont indiqués

dans le tableau ci-dessous
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Tableau 6 :Antibiotiques utilisés pour les essais d’inhibition de la résistance bactérienne

Famille #ATB | DiS0Ue CATB 1 reviations | CN1arges
testés (ng)
Aztréonam ATM 30
Pénicilline P 30
Béta-lactamines
Ceftazidime CAZ 30
Piperacilline PRL 100
Erytromycine E 15
Macrolides
Spiramycine SP 100
Tétracyclines Tétracycline TE 30
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Aminosides Kanamycine K 10
Nitrofurane Nitrofurantoine F 10
Polymyxines Colistin sulfate cT 10

Tous ces antibiotiques sont Ankara/TURKEY par BIOANALYSE Tibbi Malzemeler
San.ve Tic. Ltd. Sti .

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont eté utilisés dans nos expériences, parmi ces

produits: FeCls, acide sulfurique (H,SO,), HCI, acide acétique, NaOH, NH,OH, KI, I, NaCl,
BaCl,, AICIs;, dimétyl sulfoxide (DMSO), méthanol, n-butanol, Ether de pétrole,acétate
d'éthyle, chloroforme proviennent tous de Sigma-Aldrich.
Parmi 1’appareillage utilisé: Rotavapeur (HAHNVAPOR), spectrophotométre UV-Vis a
double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV «264/365 nm »
(VILBER COURMAT), Bain Marie (MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation (MEMMERT),Agitateur magnetique (SCILOGEX), vortex (VELP), Autoclave
(SANO. Clav) et Balance (OHAUS).
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1. Méthodes

I1.1. Préparation des extraits végétaux

I1.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Les parties aériennes (feuilles, fleures et tiges) de la planteC.Jacea ont été bien nettoyées et
séchées a température ambiante et a 1’abri de ’humidité et de la lumiére du soleil pendant 15
jours. Enfin, la plante séchea été pulvérisée a 1’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une
poudre fine pour qu’elle soit préte a 1’utilisation. La méthode de Markham (1982 ) était suivie
pour la préparation d’extrait méthanolique; 150 g de la poudre végétale est introduit dans un
bécher qui contient le mélangehydroalcooliques; méthanol /H,O (7:3) pendant une nuit
(macération alcoolique). Cette technique est effectuée 5 fois, suivie chaque fois d’une
filtration. Le méthanol est ensuite éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite a 55
°C dans un Rotavapeur (HAHNVAPOR) pour obtenir I’extrait brut méthanolique ( figure 9).
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Macération dans le mélange Filtration Exaperstion & 0C

méthanol/H,O pendant 24h

Extrait m%thanoligue de C. jacea

Figure 11.Les étapes de préparation de PEMCJ de la plante C.Jacea

I1.1.2. Préparation de I’extrait des flavonoides totaux

Afin d’extraire I’ensemble des flavonoides (aglycones et glycosylés), nous avons adopté la
méthode de Harborne (1975)selon laquel, un poids de 200 g de la poudre végétale (tiges,
fleures et feuilles) est mis en macération dans 1000 ml du mélange méthanol/ eau (7 / 3)
(VIV) pendant 24 heures puis filtré. Cette étape est répétée quatre fois avec le méme mélange
de solvants, la quatriéme macération est chauffée. Le filtrat total obtenu est évaporé a moins
de 60°C a sec et le résidu d’évaporation est macéré dans 1’eau bouillante pendant une nuit,

puis filtré par un papier filtre.

La deuxieme étape consiste en I’affrontement de la phase aqueuse obtenue au n-butanol. Dans
une ampoule a décanter, la phase aqueuse obtenue de la filtration est mélangée avec du n-
butanol, apres agitation puis décantation, deux phases ont été obtenues; une phase organique
(butanolique) en haut et une autre aqueuse plus dense en bas. Les deux phases sont séparées
et la phase aqueuse subit un deuxi¢me affrontement par le méme solvant qu’est le n-butanol
pour extraire le maximum de substances flavonoidiques. Enfin, la phase organique totale
obtenue est évaporée a sec a 65°C par un évaporateur rotatif.Le résidu d’évaporation

représente donc I’extrait des flavonoides totaux qui sera utilisé dans cette étude.
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Le déroulement de la procédure d’extraction des flavonoides totaux est représenté dans la

Figure 10

(Mﬂtériel vegetale sec et bmj,.-'é)

Tros maceration  successives (24h  dans
Me(OH}- H;073 VIV puss filtration. Dermiére
macerations (24h) dans Me (OH)

( Filtrat total )

Evaporation 2 moins de 70°C

( Résidu )

Macération (12h) dans de 1'eau bowllante puis filtration

( Phase aqueuse )

3 affrontements successifs par n-butanol et
séparation de 2 phases.

( Phase organique totale )

Evaporation a moins de 65 °C

Résidu sec : extrait butanolique des flavonoides totaux )

Figure 12. Etapes d’extraction des flavonoides totaux

11.2. Screening phytochimique
I1.2.1. Screening phytochimique dans I’extrait méthanolique

Le screening phytochimiquedes différents métabolites secondaires a été réalisé
surl’extrait méthanolique (EMCJ) (Tableau 7)
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Tableau 7.Tests de screening phytochimique dans I’extrait méthanolique

Métabolites Méthode Résultats attendus Les réferences
Flavonoides 5 ml extrait + quelques | Apparition d’une couleur | (Edeaga H.O, Okwu
gouttes d’AlCI;3 (1%). jaune. D. E, Mbaebie BO.,
2005)
Polyphénols | 2 ml extrait+ quelques Apparition d’une couleur | (Edeaga H.O, Okwu
gouttes de FeCl3 a 2%. bleue —noiratre ou vert | D. E, Mbaebie BO.,
foncé. 2005)
Alcaloides - Extrait + 5 ml d’HCI (Benmahdi A.,
(2N)au résidu. 2001)
- Chauffer dans un bain | La présence de turbidité
marie - Filtrer le mélange | ou de précipitation
-Ajouter le réactif de
Wagner (2g de KI et
1,27g d’I, solubilisé dans
100 ml d’eau distillée).
(101).
Taninstotaux |2 ml de la solution | Apparition d’une | (Karumi Y.,
d’extrait+ 2 4 3 gouttes de | coloration bleue-noire et | ONYeYili PA.,
la solution de FeCl3 a 2%. | un précipité apres ;)(%f])buaja Vo,

quelques minutes.

Tanins

galliques

5 ml de I’extrait+2g
d’acétate de sodium et
quelques gouttes de
FeCI3

Apparition d’une

coloration Bleu foncé.

(Edeaga H.O, Okwu
D. E, Mbaebie BO.,
2005)

Saponosides

Test 1: 5 ml d’extrait ont
été bien meélangeé avec 10
ml d’eau distillée pendant

2 min.

La formation d’une
mousse persistante apres
15 min confirme la
présence des
saponosides.

(Karumi Y.,
Onyeyili PA.,
Ogugbuaja VO.,
2004)
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Test 2: 5 ml de I’extrait
ont été mélangé avec 2
ml de chloroforme et 3 ml

d’acide sulfurique

Apparition d’une couleur
rouge-marronne de la

couche d’interface

(Edeaga H.O, Okwu
D. E, Mbaebie BO.,
2005)

concentre.

Composés 1 ml de I’extrait + 5 ml | la formation de deux | (Edeaga H.O, Okwu
réducteurs d’acide acétique | phases, une colorée en | D. E, Mbaebie BO.,
contenant des traces de | brun rouge (acide | 2005)

FeCl3 +5 ml d’acide | acétique) et la deuxiéme
sulfurique contenant des | en  bleu-vert  (acide
traces de FeCls. sulfurique).
Anthocyanes | 5 ml de I’extrait+quelques | Apparition d’une couleur | Karumi Y., Onyeyili
gouttes de HCI rouge PA., Ogugbuaja
VO., 2004
Irridoides 2 ml de [Dextrait+ | Apparition d’une couleur | Karumi Y., Onyeyili
quelques gouttes d’HCI. bleu PA., Ogugbuaja
Chauffer sur  plaque V0., 2004
chauffante quelques
minutes
Mucilages 1 ml  d’infusé+5ml | Formation d’un précipité | Karumi Y., Onyeyili
d’alcool absolu pendant PA., Ogugbuaja
10 min VO., 2004
Sucres 5 ml d’extraitt5ml de | Formation d’un précipité | (Edeaga H.O, Okwu
réducteurs réactif de Fehling rouge brique. D. E, Mbaebie BO.,

Le mélange a été chauffe
dans un bain-Marie

pendant 3 min

2005)

Caroténoides

10ml
d’HCl et 3ml de H,SO,

d’extrait+3ml

Apparition d’une couleur

Vert-bleu

(Edeaga H.O, Okwu D.
E, Mbaebie BO.,2005)

I1.2.2. Screening phytochimique dans I’extraitbutanolique

Le screening phytochimique des différents classes des flavonoides a été réalisé surl’extrait
Butanolique (EBCJ)

——
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11.2.2.1. Mise en évidence des anthocyanes

2 ml d’extrait a été traités avec 2ml de HCI (2N) et quelques gouttes de NH4OH.Un test
positif est révélé par une coloration rose-rouge qui vire au bleu violacée (Mellouk,2013).
11.2.2.2. Mise en évidence des flavonols

0,5 ml du HCI concentré ont été additionnés a 5 ml d’extrait. La couleur rougepourpre apres
incubation dans un bain marie pendant 30 minutes, a température entre 80 —90 C° indique la
présence des flavonols (Guessoum et Lecheheb, 2015).

11.2.2.3. Mise en évidence des flavones

Quelques gouttes de KOH ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur orange indique la
présence des flavones (Mellouk, 2013).

11.2.2.4.Mise en évidence des flavonones

Quelques gouttes de FeCl3 ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur rougeviolacé
indique la présence des flavonones. Si le résultat est négatif cela indique laprésence de

chlacone ou isoflavone (Mellouk, 2013).

11.3.Etude quantitative des extraits

11.3.1.Dosage des flavonoides

Les flavonoides dans I’extrait de la plante CJ ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium; 1 ml de chaque extrait (préparés dans le méthanol pour avoir des
concentrations convenables) a été ajouté a 1 ml de la solution d’AlCl3 (2 %, dans le
méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, 1’absorbance a été lue & 430 nm. La concentration
des flavonoides dans les extraits a €té calculée a partir d’'une courbe d’étalonnage y= ax+b
établie avec la quercétine a différentes concentrations (0-40 pg / ml, chacune a été préparée
dans le méthanol) pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les extraits servira a la
guantification des flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimé en milligrammes
équivalents de quercitrine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E).

(Boharun T., Gressier B., Trotin F., et Al, 1996)

11.3.2. Dosage des polyphénoles

La concentration des polyphénoles dans 1’extrait de CJ a été déterminée par 1’utilisation d’une

méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu’s; Brievement, 0.5 ml de I’extrait (dilués

dans le methanol) a la concentration de 1 mg/ml a eté ajouté a 2.5 ml de réactif de Folin-
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Ciocalteu’s a 10% (dilués dans I’eau et 2.5ml de NaHCOsa la concentration de 7.5 %). Le
blanc a été préparé au méme temps par 0.5 ml méthanol, 2.5ml de réactif Folin-Ciocalteu’s
a 10% (dilués dans I’eau et 2.5ml de NaHCO3 a la concentration de 7.5 %). Les échantillons
ont été ensuite incubes dans une étuve a 45°C pendant 45 min.

L’absorbance a été¢ déterminée a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
765nm. Les échantillons ont été préparés en triple pour chagque analyse et la valeur moyenne
d’absorbance a ¢été obtenue. La concentration des polyphénoles totaux a été calculée a partir
de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (pratiqué dans les
méme conditions de I’extrait) et exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par

grammes du poids d’extrait (mg of GA/g extrait).

( Stankovié MS, 2011)

11.4. Etude quantitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon
leur force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant,
adapté au type de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut
étre un gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas
suffisantes pour identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport

frontal -Rf- et coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothéese de structures.
11.4.1. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont ¢été effectuées afin d’identifier la composition d’extrait
méthanolique de en flavonoides, tanins et saponosides dans 1’extrait méthanolique la plante

C. Jacea sur des plaques desilica gel, sur support rigide en aluminium; 20/20cm.

Les extraits méthanoliques et butanoliques de la plante C. jacea sont déposés a 1’aide d’une
micropipette (2 pl) a des points repéres a 1.5 cm du bord inférieur de la plague. Ensuite, les
plaques sont placées dans les cuves de développement dans les quelles se trouve un systeme
de solvants approprié appelé phase mobile, a environ 0,5 cm de hauteur. La migration est

effectuée par I’utilisation des phases mobiles (Tableau 8)

Aprés développement dans une cuve en verre et séchage, les plagues ont été observées soit

sous lampe UV a 254 et 365 nm (Flavonoides) ou par [’utilisation d’un révélateur
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(Saponosides et Tanin). Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de méme pour les R¢
( Vanhaelen M, Vanhaelen-Fasté R. 1980 )

Les phases mobiles et les systemes de révélations utilisées pour la séparation des différents
composants contenus dans 1’extrait méthanolique de C.Jaceasans présentées dans le tableau

ci-dessous:

Tableau 8 : Les phases mobiles et les révélateurs utilisées pour la séparation des
Flavonoides, saponosides et tanins dans I’extrait méthanolique de C.Jacea

Composants | Phase mobile Révelateur

Test1 Toluéne/ Acétate d’éthyl /Déchlorométhane
es
Flavonoides (6/4/1) Lampe UV 254/365nm

Test 2 | Butanol Acide acétique/ Eau distillé (4/1/5)

) Toluéne / acétone /Acide acétique
Tanains Chlorure de fer (2 %)
(5/5/1)

Acide sulfurique 3, puis
Toluéne/ Méthanol / Déchlorométhane séchage dans I’étuve a

Saponosides
(4/5/1) 110° pendant 10mn.

11.4.2. Calcul du Rapport frontal

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance
parcourue par le constituant/ la distance parcourue par le solvant. Ce facteur permet de

mentionner une information préliminaire sur la structure des différents composants séparés.
I1.5. Etude de I’effet des extraits sur I’antibio-résistance

Dans le présent test, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieux gélosés sur
boites de pétri en adaptant la méthode de disques décrite par Bauer.
( Bauer A.W., Kirby W.M., Sherris T. C and Truck M., 1966 )

11.5.1.Détermination des profils de résistance aux antibiotiques

Le profil de résistance des souches bactériennes (Klebsiella Pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter spp, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus) a été déterminé par la

méthode de diffusion sur milieu Mueller Hinton. Des antibiotiques (Pénicilline, Aztréonam,
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Ceftazidime,  Piperacilline,  Erytromycine,  Spiramycine,  Tétracycline,  Acide
Kanamycine,Nitrofurantoine et Colistin sulfate) communément utilisés en thérapie humaine
ont retenus pour réaliser 1’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne
est ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton.
Des disques de chaque antibiotique ont été¢ déposé a la surface de la gélose. L’antibiotique
diffuse a partir de disque en créant un gradient de concentration décroissante. Les caractéres
de sensibilité ou de résistance des souches bactérienne ont été déterminé par la présence ou

I’absence d’une zone d’inhibiton.

Le mode opératoire est pratiqué selon la standardisation de I’antibiogramme en médecine

humaine a I’échelle nationale selon les recommandations de L’OMS.

» Milieu de culture : C’est la gélose Mueller Hinton (MH), coulé en boite de pétri sur
une épaisseur de 4 mm. Les géloses sont séchées avant 1’emploi.

» Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure sur milieu gélosé¢ des bactéries a tester (ayant au maximum
24h), racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques. Décharger I’anse dans 5ml d’eau physiologique stérile a 0.9%. Bien
homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mack
Ferland (voire Annexe) (DO=0.08-0.10 lue a 625nm). L’ensemencement doit se faire en

moins de 15 min apres la préparation de I’inoculum.

» L’ensemencement : Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton (voire Annexe),
Couler 20ml de la gélose Muller-Hinton dans chaque boite de pétri, et laisser
solidifier. Tremper un €couvillon stérile dans la suspension bactérienne, I’essorer en le
pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum. Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en
bas, en stries serrées. Répéter 1’opération deux fois, en tournant la boite de pétri 60° a
chaque fois, sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir
I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

» Application des disques d’antibiotiques: on a déposé les disques en utilisant une pince
bactériologique stérile. On a pressé le disque d’antibiotique a 1’aide de la pince pour
s’assurer de son application.

» La lecture : Une fois la période d’incubation écoulée, la zone entourant le disque ou
aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. La souche

est ainsi classée sensible(S), intermédiaire(I), ou résistante (R) a I’antibiotique.
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11.6.2. Valorisation de I’effet inhibiteur des extraitsde C.jacea etde I’huile essentiels de

S. aromaticumcontre I’antibio-résistance par la méthode des disques

L’étude du pouvoir inhibiteur de 1’antibio-résistancedes souches bactérienne par cette
méthode est identique a celui de I’antibiogramme, la seule différence c’est 1’utilisation des
disques d’antibiotiques imprégnés par les extraits de la plante C.jacea (EMCJ et EBCJ)ou

I’huile essentiel de S.aromaticum.

( Bauer A.W., Kirby W.M., Sherris T. C and Truck M., 1966 )

11.6.2.1. L’ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton (voire Annexe), qui est le milieu le plus
employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. Couler 20ml de la gélose
Muller-Hinton dans chaque boite de pétri, et laisser solidifier. Tremper un écouvillon stérile
dans la suspension bactérienne, 1’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi
interne du tube, afin de le décharger au maximum. Frotter 1I’écouvillon sur la totalit¢ de la
surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries serrées. Répéter 1’opération deux fois, en
tournant la boite de pétri 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-

méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

NB. Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites de pétri il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.
11.6.2.2. Préparation des disques d’aromatogramme

Stériliser du papier Wattman n°3 coupé en disques de 6mm de diametre a 1’autoclave a 121°C

pendant 15 minutes;
Trois types de disques ont éte utilisés :

» Disques d’antibiotiques seul;

» Disque de I’extrait seul (10ul a la concentration de 100 mg/ml) pour EMCJ et EBCJ
ou de I’huile essentiel (10ul a 1’état brute)

» Disque de I’association antibiotique-extrait ou antibiotique-huile essentiel ou des
disques d’antibiotique ont été imprégnés soit par 10ul d’extrait (EMCJ ou EBCJ) a
une concentration de 100mg/ml repris dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) ou par 10
ul/ml huile essentiels de s.aromaticum a 1’état brute;

» Disques de contrble négatif imprégnés de diméthylsulfoxyde (DMSO);
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Les disques sont ensuite délicatement déposés a la surface de la gélose.

11.6.2.3. Incubation et lecture
Les diamétres des zones d’inhibition(ZI) sont mesurésautour des disques aprés une pré-

incubation de 30minutes a la température ambiante suivie d’uneincubation a 1’étuve a 37°C
pendant 24 ou 48 heures selon le germe.

Les expériences ont été réalisees en trois répetitions et les résultats sont exprimés en moyenne
+ SD (standard déviation). La souche ayant un diameétre D< 8mm, 9 <D =14mm, 15<D

=19mm, D>20mm est considérée respectivement comme souche résistante (-), sensible (+),

tres sensible (++), extrémement sensibles (+++).
11.7. Aanalyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en

moyenne * (déviation standard (n=3)).
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I. Screening phytochimique

Dans le but d’étudier 1’effet inhibiteur de la résistance aux ATB des souches utilisées par les
extraits des plantes (EMCJ et EBCJ) et des huiles essentielles de Thymus.sp et de Syzygium

aromaticum ; on a fait plusieurs travaux in vitro pour obtenir les résultats suivants :

I.1. Screening phytochimique dans PEMCJ

Les tests phytochimiques réalisés sur ’EMCIJ révélent la présence de plusieurs familles de

composés dont les résultats sont présentés dans le (Tableau 9) et les photos ci dessous.

Tableau 9 : Screening phyto-chimique préliminaire dans ’EMCJ

Alcaloides + présence d’une turbidité

Sucres réducteurs + présence d’une couleur rouge brique foncée

Test1: + un précipité

Tanins totaux Test 2 : + (vert foncé)

Tanins galliques + (vert fonce)
Testl: -
Saponosides Test2: -
Test du tableau : + précipité blanc
Flavonoides +

Coposés réducteurs -

Anthocyanes -
Irridoides -
Mucilages -

polyphénols + coloration vert foncé

Caroténoides + coloration vert bleu

Les résultats sont interprétés comme suit : (+) Réaction positive, (x) Trace, (-) Réactions

négatives
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Tanins totaux et galliques

S

Caroténoides

Mucilage

Irridoides

Anthocyanes Flavonoides

Figure 11.Résultats obtenus in vitro des tests phytochimiques de | : EMCJ

L’¢étude phytochimique d’EMCJ a montré que cette plante contient : des flavonoides, des

alcaloides, des sucres réducteurs, des polyphénols, des caroténoides, des saponosides et des

traces des tanins totaux et galliques. Ce qui confirme les travaux qui ont été révelé la richesse

de D’extrait méthanolique en composés chimiques actifs qui pourraient expliquer son

utilisation traditionnelle

depuis longtemps dans la médecine populaire contre plusieurs

maladies tels que le diabete, la malaria ainsi que les maladies de la peau et du foie.

Récemment plusieurs especes du genre Centaurea font le sujet d'une large investigation

phytochimique en raison de leur richesse en métabolites secondaires connues pour leurs

diverses activités biologiques trés importantes: anti tumeur, cytotoxique, antimicrobienne,

hypothermique.( Barkat El houaria Belbey Meriemet Al,2017 )
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1.2. Screening dans ’EBCJ

Le tableau 10 représente les tests de mise en évidence des flavonoides dans I’EBC]J :

TableaulO : Les tests de mise en évidence des flavonoides :

Présence des o
Types de . Interprétation des
flavonoides flavonoides dans Couleurs résultats
EBCJ
. . Présence des
Flavonoides + couleur jaune .
flavonoides
Pas de virage de Absence des
Anthocyanes -
couleur anthocyanes
Présence de traces des
Flavonols + Couleur marron
flavonols
Flavones + Couleur orange | Présence des flavones
Couleur Bleu Présence de chlacone
Flavonones - ) .
nuit ou isoflavones

Flavones

Flavonols

Flavonoides Anthocyanes Flavonones

Figurel2. Tests de mise en évidence des flavonoides

D’apres les résultats obtenus I’EBCJ contient un nombre important de flavonoides ( des

flavones, des traces de flavonols, des chlacones ou des isoflaflavones).
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Le genre Centaurea est une source importante dans le régne végétal qui produit de
nombreux produits naturels : notamment les flavonoides qui sont connus pour leurs activités
biologiques diverses notamment ’activité antioxydant et 1'activité cytotoxique. Suggérant que
ces composés peuvent affecter significativement les fonctions de multiples systemes

cellulaires. ( Merzouk Meriem , 2019 )

I a été rapport¢ que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations
phytochimiques riches en flavonoides ont possédé une activité antimicrobienne [32], les
flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhésines microbiens, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [33]

[32] (C.T.P.Tim and J.L.Andrew. 2005 )

[33] ( M.Cowan,1999 )

I1. Etude quantitative des extraits de C.Jacea

Afin de caractériser les extraits préparés a partir de la partie aérienne de C.Jacea, un dosage
des flavonoides et des polyphénols totaux a été effectué. Le choix de quantifier les
polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques, résulte du fait que les
polyphénols ont des activités biologiques trés importantes. De méme pour les flavonoides qui
sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols (Beta et al., 2005;.
Meddour, 2013).

11.1.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans EMCJ et EBCJ a éte effectué au moyen des dosages
spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3). Une courbe
d’¢étalonnage (Figure 13) a été tracée pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes
concentration. Des mesures de densité pour chaque extrait ont été réalisées a 430 nm. Les
quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme de

quercétine par gramme d’extrait (Figure 14) et déterminés par 1’équation de type: y=a x + b
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0.9
0.8 A

0.7 . y=0,016x+ 0238
0.6 R==0.959
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0.4 A
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0,1
0 T T 1
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Concentration de quercetine pg/ml

Absorbance 2430 nm

Chaque point de la courbe représente la moyenne (n = 3)

Figure 13. Courbes d’étalonnage de la quercétine
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Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Figure 14. Teneur en flavonoides totaux dans EMCJ et EBCJ (mgEQ/QE)

Suivant la figure ci-dessus, les teneurs en flavonoides, exprimés en mg équivalent
quercétine par g extrait sont: 21.8 mgEQ/gE et 24.84 mgEQ/gE, respectivement avec 1’extrait
méthanolique et butanolique.
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L’extrait butanolique représente la teneur la plus élevé en flavonoides en comparaison avec

I’extrait mutanolique.

I1.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique et 1’extrait butanolique
de C.Jacea a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu’s. Une courbe d’étalonnage
(Figure 15) a été tracée pour cet objectif, établie avec I’acide gallique comme standard a
différentes concentration. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765 nm. Les
quantités des polyphénols correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme d’

acide gallique par gramme d’extrait (Figure 16) et déterminés par 1’équation de type:y=a x + b

0.9
0.8

0,7 //

0.6

0.5

0.4 o y=0,003x+ 0,104

. o R=0.997

0,1
() T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Absoebancea 765 nm

concentration de 1'acide gallique

Chaque point de la courbe représente la moyenne (n = 3)

Figure 15. Courbes d’étalonnage de I’acide gallique
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41

s

3

ad

+20.74

250 - mEMCI]
200 - mEBCIJ
150 - 65,47+ 2.49

EMCJ EBCIJ

Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n = 3).
Figure 16. Teneur en polyphénols totaux dans EMCJ et EBCJ (mgEQ/gE)

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que 1’extrait brut méthanolique contient
(65.47 mg EQ/g d’extrait). Cependant, la teneur en polyfénols dans 1’extrai butanolique est
de (413 mg EQ/g d’extrait) .

Les résultats de I’étude quantitative montrent que la proportion en polyphénols est nettement
supérieure a celle des flavonoides, ceci suggere que les polyphénols présents dans 1’extrait ne
sont pas tous des flavonoides, il peut y avoir présence d’autres polyphénols tels que les tanins
qui ont été mis en évidence dans le screening phytochimique.

La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, les
conditions climatiques des endroits ou elles poussent (température élevée, grande exposition
au soleil, la sécheresse et la salinité qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires,
notamment les polyphénols), le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions

de stockage (Podsedek, 2007; Falleh et al., 2006).

11.3. Etude quantitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

Afin d'avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons effectué un

criblage phytochimique par CCM

La chromatographie est une méthode analytique largement utilisée pour la séparation,

identification et dosage des constituants chimiques dans des mélanges complexes. Cette
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technique repose principalement sur des phénomeénes d'absorption et d'interaction. La phase
mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une phase
stationnaire. L’échantillon a analyser doit se trouver dans un solvant volatil. Aprés que
I'échantillon ait été déposé, les substances migrent par capillarité. La vitesse dépend des
forces électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et de sa solubilité dans
la phase mobile. Les composés se déplacent alternativement de la phase stationnaire a la
phase mobile. Les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants
polaires ( Mamadou Aissa Jazy,2018 )

* Le choix de la phase mobile

Plusieurs systemes de solvants sont exploités durant cette manipulation, le choix de
systéme est basé sur ceux qui donnent les meilleures séparations (migrations). Pour avoir les
empreintes flavoniques et tannique et saponosidique des deux extraits ( butanolique |,
méthanolique ) de la plante centaurea jacea et avoir une idée sur les bons systéemes de
séparation et isolement. On a essayé plusieurs systéemes solvants et on a gardé celui qui donne

autant de taches.( Houazene Mounira, Alem Ouerdia ,2017)
11.3.1.Séparation des flavonoides par CCM

Pour I’identification des flavonoides, nous avons utilisé deux tests (Tableau 9)

La révélation est faite sous une lampe a UV (Ultra Violet) qui met en évidence la présence des
flavonoides. Le comportement d’une molécule particuliere dans un systeme donné est

exprimé par son rapport frontal Rf, calculé par la formule suivante : RF=d/D
d : la distance parcourue par la molécule ;

D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).
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Tableau 11. Résultat de la séparation des flavonoides CCM (EMCJ)

Adsorbant : gel de silice

\ Couleur sous UV Type flavonoide possible
I Rf
Systéme solva 365 (nm) (cm) (Maroua Ferhat ,2019)
toluene , acétate
, d ethyll rose 0.76 Anthocyan.ldlne 3-
,déchlorométhane glycosides
(6V/AVILV)
mélange butanol Bleu blanc 0.357 Flavonols, flavones,
acide acétique et fluorescent ' isoflavones, flavanones
d’Eau distill¢ dans Bleu vif 0.93 Acide phénol
les proportions
4VI1VI5V idine 3-
( ) ose 0.92 Anthocyanidine 3
glycosides

Tableau 12. Résultat de la séparation des flavonoides par CCM (EBCJ)

Adsorbant : gel de silice

. Couleur sous UV . .
Systeme solvant 365 (nm) Rf (cm) Type flavonoide possible
toluéne , acétate 0.14
d’éthyl Bleu blanc ' Flavonols, flavones,
,déchlorométhane fluorescent isoflavones, flavanones
(6V/4VI1V)
mélange butanol acide
acétique et d’Eau
distille dans les Bleu blanc 0.92 Acide phénol
proportions
(4V/1V/5V)
(&)
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Figurel7. Séparation des flavonoides par CCM apres révélation par UV 365 (EMCJ)

Figurel8. Séparation des flavonoides par CCM apres réveélation par UV 365 (EBCJ)

11.3.2.Separation des tanins par CCM

Pour I’identification des tanins pour ’EMCIJ et ’EBCJ de la plante C. jacea, on utilise des
plaques en aluminium recouvertes de gel de Silice comme phase stationnaire. La révélation
est faite par une solution de chlorure de fer 2 % apres sechage. La chromatographie est

effectuée a une température ambiante et a la pression atmosphérique. (Tableau 11)
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Tableau 13. Résultat de la séparation des tanins par CCM (EMCJ +EBCJ)

. . Couleur des spots
Extrait Systeme solvant o Rf
apres révélation
toluéne ,acétone , Vert
EMCJ acide acetique 0.67
(5VI5VI1V)
toluene ,acetone , Rf1=6/6.5=0.92
. . Vert
EBCJ acide acetique Rf2=7/6.5=1.07
Marron
(BV/SVILV) Rf =1.07-0.92=0.15

Figurel9. Séparation des tanins par CCM de PEMCJ
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Figure20. Séparation des tanins par CCM de I'EBCJ
11.3.3.Séparation des saponosides par CCM

la révélation est faite par I’acide sulfurique 3%,(figure 11)

Tableau 14. Résultat de la séparation des saponosides par CCM (EMCJ+EBCJ)

. . Couleur des spots
Extrait Systeme solvant o Rf
apres révélation
toluéne , méthanol Orange 0.875
EBCJ ,déchlorométhane
4V/5V/I1V
toluene , méthanol Vert 0.875
EMCJ ,déchlorométhane
4V/5V/1V

Apres la révélation mettre les plaques dans 1’étuve 110° pendant 10mn

——
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Figure2l. la séparation des saponosides par CCM

Figure 22. Séparation des saponosides par CCM de PEMCJ

Figure 23. Séparation des saponosides par CCM de PEBCJ
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Le rapport frontal pour I’extrait méthanolique est égale le rapport frontal pour I’extrait

butanolique.

Les saponosides, se retrouvent majoritairement dans les extraits d’éther de pétrole et de
dichlorométhane (4 composés chacun) ; dans I’ensemble, les phytocomposés sont plus
nombreux dans les extraits de dichlorométhane, de méthanol (8 composés chacun), et

d’acétate d’éthyle (7 composés).
(Mamadou Aissa Jazy,2018)

La CCM nous a permis de controler la qualité de notre extrait, méme si elle n’est pas
suffisante pour identifier un constituant précis. Elle nous a permis d’obtenir des
renseignements utiles sur les éléments constitutifs de notre extrait (fluorescence, coloration et

facteurs de rétention).

I11. Etude de Peffet des extraits sur I’antibio-résistance :

111.1. Détermination des profils de résistance aux antibiotiques

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, I’action de molécules antibiotiques
sur une souche bactérienne. Il donnera donc des indications sur I’efficacité in vitro de ces

antibiotiques.

L’antibiogramme a été réalisé selon la technique de référence de diffusion en milieu gélosé
(MuellerHinton) vis-a-vis de 11 antibiotiques de plusieurs familles d’antibiotique (voir

tableau ci-dessus)

Tableau 15 : Antibiotiques testés pour les souches étudiés .

Famille ’ATB Disque d ATB Abréviations Charges
testes (1g)
Aztréonam ATM 30
Pénicilline P 30
Béta-lactamines
Ceftazidime CAZ 30
Piperacilline PRL 100
Erythromycine E 15
Macrolides
Spiramycine SP 100
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Tétracyclines Tétracycline TE 30
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Aminosides Kanamycine K 10
Nitrofurane Nitrofurantoine F 10
Polymyxines Colistin sulfate cT 10

Les résultats des antibiogrammes ont fait ressortir que les souches sont résistantes a certaines

familles d’antibiotiques testés. (Tableau 12)

Tableau 16 :Résultats de I’antibiogramme

Familles ATB . Staphylococcus Klebsiella. | Pseudomona
, E.coli Enterobacter
d’ATB testés .aureus pneumoneae | s aerugenosa
ATM S S S S S
Béta- P R R R R R
lactamines CAZ R R R R R
PRL S R S | S
E S X S | |
Macrolides
SP S S S R R
Tétracyclines TE R S S S S
Quinolones NA R S S S S
Aminosides K S S S S S
Nitrofuranes F S R S R R
Polymyxines CT X R X X X
S : sensible R : résistante | : intermédiaire X : ATB non testé
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Figure 26. L’antibiogramme de Escherichia.coli
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Figure 28. L’antibiogramme de I’Enterobacter.spp
D’apres les résultats obtenus de I’antibiogramme, on conclure que :

- E.coli est une bactérie multi-résistante : elle résiste a trois familles d’antibiotiques (les
béta-lactamines, les quinolones, les tétracyclines).

- Staphylococcus.aureus est une bactérie multi-résistante : elle résiste a trois familles
d’antibiotiques ( les béta-lactamines, les nitrofuranes, les polymyxines)

- Enterobacter est une bactérie résistante a une seule famille d’antibiotique (les béta-
lactamines)

- Klebsiella. pneumoniae est une bactérie multi-résistante : elle résiste a trois familles
d’antibiotiques (les béta-lactamines, les macrolides, les nitrofuranes).

- Pseudomonas aeruginosa est une bactérie multi-résistante : elle résiste a trois

familles d’antibiotiques (les béta-lactamines, les macrolides, les nitrofuranes).

(=)
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L’antibiogramme est effectué pour mesurer la sensibilité d’une souche bactérienne a un
ou plusieurs antibiotiques et dépister les résistances acquises ou naturelles pour une
orientation des décisions thérapeutiques.

Donc on a choisis d’utiliser la Pénicilline G (un [ —lactamines) dans notre objet de
recherche « I’inhibition de 1’antibiorésistance » parce que toutes les souches sont
résistantes a cet ATB. (Les entérobactéries tels que E.coli, K.pneumoniae,
Enterobacter.spp sont résistantes naturellement a la pénicilline G).

Les B-lactamases sont des enzymes bactériennes qui hydrolysent le noyau bétalactame et
qui rendent 1’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne sa cible : les « protéines de liaison
a la pénicilline » (PLP). La parenté structurale que les béta-lactamases partagent avec les
PLP leur permet de lier, acétyler et hydrolyser donc inactiver les B-lactamines. Les béta-
lactamases sont exportées dans le milieu extracellulaire (bactéries @ Gram positif telles
que Staphylococcus aureus) ou péri-plasmiques (bactéries a Gram négatif)
( Bibbal_Delphine, 2008 )

La destruction des B-lactamines par les béta-lactamases est le mécanisme de résistance
majeur des bactéries a Gram négatif par trois actions :

* Modification des PLP : Ces PLP modifiées présentent une affinité plus faible pour les
B-lactamines. Elles sont relativement résistantes a 1’inactivation par les pénicillines et sont
capables de remplir les fonctions des PLP lorsque ces dernieres sont inactivées. Ce
mécanisme de résistance est majeur pour les bactéries pathogenes telles que
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae et les entérocoques .

* Diminution de la perméabilité de la membrane externe : Chez les bactéries & Gram
négatif, la perte ou la diminution de 1’expression des porines limite I’entrée de certaines
B-lactamines dans I’espace péri-plasmique et donc I’acces a la membrane interne ou sont
situées les PLP. Cette diminution de la perméabilité contribue au développement de
résistance aux B-lactamines, d’autant plus si elle est associée a d’autres mécanismes de
résistance. ( Bibbal _Delphine , 2008 )

* Protéines d’efflux : L’acquisition ou la surproduction de pompes a efflux peuvent

expulser les B-lactamines hors de la bactérie méme contre le gradient de concentration.
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I11.2. Valorisation de I’effet inhibiteur des extraits de C. jacea et de I’huile
essentielles de S. aromaticum et de Thymus.sp contre I’antibio-résistance par
la méthode des disques :

I11.2.1. Etude de P’effet inhibiteur de I’antibiorésistance par PEMCJ :

Tableau 17: Résultats de I’effet inhibiteur de I’antibiorésistance par PEMCJ

Enterobacter.sp
Y

E.coli S. aureus K.pneumoneae | P.aeruginosa

Disque d’ATB
(P)

Disque P +

1001 de EMCy | OMM=0) ; - ;

Disque imbibé
par D’extrait Cj (6mmz0)

Disque imbibé
par DMSO

(-) Resultats négatifs  (+) Résultats positif (x) ATB non testé

Remarque : La colistine sulfate(CT) a été testé sur la souche S.aureus mais le résultat a
été négatif sauf pour 1’effet de ’EMCJ qui donne la méme zone d’inhibition (6mmz0)
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Figure 29. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de E.coli a la pénicillineG par
PEMCJ

Figure 30.Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance S.aures a la pénicillineG par
PEMCJ
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Figure3l. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de P.aeruginosa a la pénicilline
G par PEMCJ

 /*

|

vy

Figure32. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de Enrerobacter.spp a la
pénicilline G par PEMCJ

Figure33. . Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de K.pneumoniae a la
pénicilline G par PEMCJ
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Le test a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé, apres I’incubation, les
diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés autour de chaque disque.

D’aprés les résultats obtenus (le tableau et les figures) on a constaté que I’EMCJ a une
activité d’inhibition de la résistance a I’antibiotique utilisé (pénicilline G) sur la bactérie
E.coli (9mmz=0) parce que le résultat est négatif avec 1’extrait mais positif avec la
combinaison de 1’antibiotique avec I’extrait mais on remarque que l’extrait n’a aucune
activité inhibitrice sur les autres souches ( S. aureus, Enterobacter.spp, K. pneumoneae, P.
aerugenosa) mais il a un effet inhibiteur de la croissance sur S.aureus (6mmz=0)

A notre connaissance, la plante C. Jacea et et les huiles essentielles de Syzygium
aromaticum et Thymus.sp n’ont été jamais étudiées pour évaluer I’inhibition de la
résistances des bactéries aux ATB.

I s’est avéré que les substances naturelles issues des végétaux peuvent améliorer les
performances des antibiotiques. Cela se fait par ; 1’augmentation de I’efflux de
I’antibiotique a D’intérieur de la cellule et I’empécher de sortir, 1’inhibition des [-
lactamases, et I’empéchement de la modification des récepteurs des antibiotiques, (Elkolli
Meriem , 2016 )en inhibant alors les mécanismes de résistance cité par ( Bibbal_Delphine ,
2008 ) (le mécanisme de la résistance aux P-lactamines cité dans la discussion de

I’antibiogramme)

Ces composés appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme
inhibiteurs des pompes a efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibiteurs des
(Protéine Liant la Pénicilline) PLPs (quinones, terpénoides) provoquant la perméabilité des
membranes bactériennes (terpénoides) et inhibiteurs des bétalactamases (alkyls gallates ;
phénols). (Figure 29) (Toure Daouda , 2015 )
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Figure34.Mécanismes d’inhibition de la résistance aux ATB par les métabolites
secondaires issues des plantes médicinales ( Elkolli Meriem , 2016 )

E.coli est I’'une des entérobactéries (Bacilles a Gram-) résistantes aux [ -lactamines par
production d’enzymes inactivatrices, sécrétent des [ -lactamases qui se localisent dans
I’espace périplasmique et nécessitent pour étre libérées la cassure de la paroi bactérienne.

On parle d’abord des mécanismes de résistance aux f3-lactamines :

La production des B-lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu et le plus
important des bactéries vis-a-vis des B-lactamines (Livermore, 1995) Les B -lactamases a
spectre élargi (BLSE) constituent un groupe d'enzymes qui ont la propriété commune de
conférer la résistance aux pénicillines. Leur hyperproduction est associée au phénotype de
multirésistance observé chez certains bacilles a Gram négatif (souche testé E.coli).

( Ganpiejo , 2007 )

Trois inhibiteurs de B-lactamases sont actuellement utilisés en association avec les f-
lactamines pour empécher leur dégradation par ces enzymes et sont : I’acide clavulanique, le
tazobactame et le sulbactame, cependant ces inhibiteurs peuvent provoquer des effets
indésirables, c’est pour cela les scientifiques ne cessaient de rechercher et penchent vers les
plantes médicinales riches en multiples substances phytothérapiques tel que les flavonoides,
les polyphénols, les tanins et les huiles essentielles qui peuvent étre 1’arme permettant de

faire face a I’antibio-résistance sans effets secondaires ( Hamadache Noura , 2011)

Des études récentes ont démontré que les extraits naturels sont capables d’inhiber
partiellement ou totalement les systémes de résistance des souches bactériennes aux

antibiotiques (Tiwari et al., 2005 ; Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009). Les inhibiteurs les

77

——
| —



CHAPITRE 111 Résultats et discussion

plus étudiés sont les inhibiteurs des B-lactamases et les inhibiteurs des pompes d’efflux.

De nombreux polyphénols sont capables de se fixer sur les enzymes et de modifier ainsi
les équilibres enzymatiques de ces derni¢res et méme d’abolir leurs activités (Cowan, 1999;
Yousfi et al., 2006). Toutefois I’inhibition de ces enzymes est attribuée a des composés de la
classe des phénols (flavonoides et anthocyanes) présents dans ces extraits (Gangoué Pieboji,
2007).( Hamadache Noura , 2011 ) Alors on suggere que les polyphénols et les flavonoides
contenus dans notre extrait méthanolique EMCJ sont a I’origine de I’inhibition de la
résistance a la pénicilline par une modification des p-lactamases produites par E.coli ce qui
permet a la pénicilline G d’exercer son action ou par I’inhibition des pompes d’efflux
comme il a montré (Cattoir, 2004,Gangoué Piéboji, 2007) dans leurs travaux que : pour
lutter efficacement contre Defflux actif, il faudrait développer des associations
d’antibiotiques avec des inhibiteurs atoxiques et présentant des propriétés
pharmacocinétiques superposables a celles de 1’antibiotique (Cattoir, 2004).

Quelques travaux de recherche se sont orientés vers les composés phénoliques des
végétaux vue l’efficacité de ces métabolites secondaires sur des bactéries résistantes par
efflux actif, ainsi différentes molécules inhibitrices ont été identifiées et caractérisées
(Gangoué Piéboji, 2007).

I11.2.2.Etude de I’effet inhibiteur de I’antibio-résistance par I’ EBCJ :

Les résultats sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableaul8 : L’effet inhibiteur de I’antibio-résistance par ’EBCJ

Enterobacter.sp | K.pneumonea
P e

E.coli S. aureus P.aeruginosa

Disque d’ATB
(PénicillineG)

Disque d’ATB+
10ul de ’EBCJ

Disque imbibé
parlOul de - - - - -
I’EBCJ

Disque imbibé
parlOul de - - - - -
DMSO

(-) Résultat négatif
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Figure 35. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de E.coli a la
pénicilline par EBCJ

Figure 36.Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de K.pneumoniae a la
pénicilline par EBCJ

Figure 37.photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de S.aureus a la pénicilline par
I’ EBCJ
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Figure 38. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance D’Enterobacter.spp ala
pénicilline par PEBCJ

Figure 39. Photo du résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de P.aeruginosa a la
pénicilline par PEBCJ

Tous les résultats sont négatifs ce qui explique que I’EBCJ n’a aucune activité inhibitrice de
la résistance a la pénicilline sur toutes les souches bactériennes.

1V. L’effet des huiles essentielles sur ’inhibition de I’antibio-résistance

L’inhibition de la résistance des antibiotiques par les huiles essentielles a été évaluée par la
méthode de diffusion par disque. Les résultats du criblage ont été présentés dans le tableau et
les photos ci-dessous ( en prenant la moyenne des diamétres des zones d’inhibition par mm
dans les deux répétitions) :
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Tableaul9 : Effets inhibiteurs des HE1 et HE2 sur ’antibiorésistance

ATBp HE1 HE2 HE1+ATBp | HE2+ATBp
P aeruginosa - - - - -
E.coli - - (13mm=0) - (175:;1 +0)
Enterobacter.Spp - - (13mmz=0) - + (13mmz=0)
K.pneumoniae - - (12mm=0) - + (12mm=0)
S.aureus - + (13mmz=0) (35;::; +0) + (13mmz=0) ( 45;;: +0)

Les résultats sont interprétés comme suit : ( -) Bactérie résistante, + Bactérie sensible, ++ Bactérie trés
sensible, +++ Bactérie a sensibilité trés élevee.

Figure 40. Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de S.aureus a la pénicilline par HE2 ( a
gauche aprés 24 heures d’incubation et a droite apres 48 heures d’incubation)

Figure 41. Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance de S.aureus a la pénicilline par HE1

81

——
| —




CHAPITRE 111 Résultats et discussion

Figure 42 Résultat de I’effet inhibiteur de la Figure 43.Résultat de I’effet inhibiteur de la
résistance de E.coli a la pénicilline par HE2 résistance de E.coli a la pénicilline par HE1

Figure 44 Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance Figure 45.Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance

de Enterobacter.spp a la pénicilline par HE2 de Enterobacter.spp a la pénicilline par HE1

Figure46.Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance Figure47.Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance

de K.pneumoniae a la pénicilline par HE2 de K.pneumoniae a la pénicilline par HE1
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Figure 48.Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance  Figure49. Résultat de I’effet inhibiteur de la résistance

de P.aeruginosa a la pénicilline par HE2 de P.aeruginosa a la pénicilline par HE1

D’apreés le tableau et les photos, les résultats ont été interprétés comme suit :

- Pour S.aureus (Gram+) et E.coli (Gram-) le diamétre d’inhibition ( zone d’inhibition)
par 1’association de I’HE2 de (Syzygium aromaticum) avec 1’antibiotique (pénicilline
G) est plus grand que la zone d’inhibition de HE2 seule, alors on suggére qu’il y a une
activité remarquable d’inhibition de la résistance a la pénicilline G par cette huile

essentielle.

D’aprés les travaux antérieurs sur ’effet inhibiteur de 1’antibio-résistance des HE
(Lambert et al., 2001) ont montré que le carvacrol et le thymol des huiles essentielles
semblent capables d’augmenter la perméabilité membranaire en détruisant la membrane
externe des bactéries Gram négatives(Helander et al., 1998) ( c’est le cas d’E.coli dans notre
étude pour HE2 de Syzygium aromaticum ), elles augmenteraient la perméabilité de la
membrane plasmique aux métabolites cellulaires et par concéquant elles peuvent etre
également augmenter la perméabilité des ATB pour faciliter I’action de I’ATB sur les
bactéries et alors réverser la résistance. Les HE pénetrent dans la bicouche lipidique et se
positionne entre les chalnes d’acides gras. Cette déformation de la structure augmente la
fluidité membranaire, aboutissant a une modification de la perméabilité passive. (Elodie
Guinoiseau 2010)

La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur
hydrophobicité, ce qui permet leur solubilisation dans les membranes et provoquer une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema

et al., 1994), ce qui explique la perméabilité de la membrane des S.aureus et alors la diffusion
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de I’ATB pour exercer son activité, en inhibant alors la résistance de la bactérie a la

pénicilline.

- Pour K.pneumoniae et Enterobacter.spp (Gram-) le diameétre d’inhibition (zone
d’inhibition) par 1’association de I’HE2 de (Syzygium aromaticum)  avec
I’antibiotique (pénicilline G) est égal a celle de 1’huile, alors on peut conclure qu’il y a
une activité antibactérienne de I’huile ( inhibition de la croissance) sur les souches et

c’est le méme cas pour S.aureus avec I’HE1 de (Thymus sp)

Le mécanisme d’action antibactérien des huiles essentielles n’est pas bien €lucidé. Compte
tenu de la diversit¢ des molécules présentes dans les huiles essentielles, 1’activité
antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant
différentes cibles cellulaires..( Bibbal_Delphine , 2008 ) Les composés chimigues connus
pour leur efficacité antimicrobienne et leur large spectre sont Les phénols (thymol, carvacrol
et eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones et plus

rarement les carbures.

La premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été
réalisée en 1881 par Delacroix. Leur spectre d’action est tres étendu, car elles agissent contre
un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a ’autre et d’une
souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003). Comme il a montré (Burt, 2004) les
huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries
Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a leur
action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004) ; on a
confirmé que I'HE2 de (Syzygium aromaticum) a une activité trés importante sur cette
bactérie S.aureus( Gram+), et comme il a montré (Dorman et Deans, 2000) la bactérie
reconnue comme la moins sensible a leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative

P. aeruginosa, on a trouvé que HE1 et HE2 n’ont pas aucune activité sur cette souche.

Les huiles essentielles, isolées de deux especes de thym de Corée, Thymus magnus et
Thymus quinquecostatus, sont capables d’inhiber la croissance de bactéries résistantes comme
S. aureus (Shin et Kim, 2005) comme on a obtenu dans notre recherche ( L’effet de HE1 sur

S.aureus)

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre

inhibée par certaines huiles essentielles. L’huile de Thymus.sp se révéle particulierement
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efficaces contre les staphylocoques dorés résistants a la meéthicilline (SARM) (Elodie

Guinoiseau 2010) ce qui explique I’effet de ’HE1 de Thymus.sp sur S.aureus dans notre
recherche .
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Conclusion et perspectives

L’¢évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie, de méme la résistance bactérienne aux ATB qui constitue un
probléme majeur dans le monde entier. Pour cela on a étudié 1’effet inhibiteur de la résistance
des bactéries pathogénes aux antibiotiques par les extraits méthanolique et butanolique de la
plante C.jacea et des huiles essentielles de Syzygium aromaticum et de Thymus.sp.

Le screening phytochimique et le CCM sur ’EMCIJ et ’EBCJ ont montré que C.jacea est
riche en substances naturelles tres variées tels que les flavonoides, les tannins et les saponines,
les alcaloides les sucres réducteurs, les polyphénols, les caroténoides. Ainsi que I’analyse
spectrale de I’EMCJ et ’EBCJ a montré que la proportion en polyphénols est nettement
supéricure a celle des flavonoides qui sont a l’origine d’une activité inhibitrice tres
intéressante de la résistance des souches E.coli et S.aureus a la pénicilline G, cette activité a
été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé qui donne aussi un résultat
remarquable d’inhibition de I’antibiorésistance par 1’HE de Syzygium aromaticum sur la
souche S. aureus.

Ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes
utilisées en médecine traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes
actifs et 1’évaluation de leurs activités biologiques. Sachant que la plante C.jacea et I’HE de
Syzygium aromaticum se caractérisent par un réservoir assez important de métabolites
secondaires avec des effets importantes d’inhibition de la résistance des bactéries aux ATBs,
il est donc nécessaire de :

- Procéder a une enquéte plus approfondie en ce qui concerne le fractionnement et la
purification de composés bioactifs ainsi que leur mode d'action sur les cellules
microbiennes, et encore une recherche plus avancée de 1’effet de 1’association ATB et
substances naturelles issus de ces plantes.

- Ainsi, la combinaison de ces deux stratégies thérapeutiques ( Antibiotiques + substances
actives des plantes) devrait contribuer a élargir I’arsenal thérapeutique dont nous

disposons pour lutter contre le probléme récurrent de 1’antibio-résistance bactérienne.

Toutefois, d’autres études seront nécessaires pour 1’isolement et la caractérisation des
composés actifs responsables de cette activité¢ d’inhibition de 1’antibiorésistance et
I’identification de leur mécanisme d’action in vivo.

- Enfin, une recherche d’autres activités des extraits de ces plantes est nécessaire.
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Résumé

Résumé

L’objectif principal de cette étude est 1’évaluation de I’effet inhibiteur de la plante
médicinale Centaurea jacea et les huiles essentielles de Syzygium aromaticum et de
Thymus.sp sur’la résistance ou la multi-résistance (MDR) des bactéries pathogénes aux
antibiotques.

Le screening phytochimique sur 'I’EMCIJ et 'I’EBCIJ a révélé que cette plante contient :
des alcaloides, des saponosides, des tanins totaux et galliques, des sucres réducteurs, des
flavonoides, des polyphénols et des caroténoides.

L’¢tude quantitative a montré que I’EBCJ représente la teneur la plus élevé en flavonoides
(24.84 mgEQ/gE) en comparaison avec I’EMCJ (21.8 mgEQ/QE), également le dosage a
prouvé que I’EBCJ est le plus riche en polyphénols (413 mg EQ/g d’extrait) par apport a
I’EMCIJ (65.47 mg EQ/g d’extrait). Qualitativement, I’analyse effectuée par CCM de ’EMCJ
et ’EBCJ a confirmé la richesse de ces deux extraits en tanins, saponosides et flavonoides.

Pour I’activité¢ de I’inhibition de la résistance, un test a été effectué sur cinq souches
quatre Gram- (E.coli, Pseudomonas.aeruginosa, Enterobacter.sp et Klebsiella.pneumoniae)
et une Gram+ Staphylococcus.aureus en adoptant la méthode de diffusion en milieu gélosé.
Les résultats obtenus avec ’EBCJ et I’huile essentielle de Thymus.sp sont tous négatifs.
Alors que ’EMCJ montre un effet inhibiteur de l'antibio-résistance a la pénicilline G (9mm)
sur E.coli, et méme pour I’huile essentielle de Syzygium aromaticum qui donne un effet trés
important sur S.aureus (45 mm) et sur E.coli (17mm).

Cependant les résultats obtenus révelent que I’huile essentielle de Syzygium aromaticum
a une activité antibactérienne sur Enterobacter.sp (13mm) et K.pneumoniae (12mm) , tandis
que I’huile essentielle de Thymus.sp montre une activité antibactérienne sur seulement
S.aureus (13mm).

La présente étude suggére que I’EMCIJ et I’huile essentielle de  Syzygium aromaticum
peuvent atténuer la résistance d’E.coli a la pénicilline G. Ainsi que I’huile essentielle de
Syzygium aromaticum peut reverser d’une maniére importante la résistance de S.aureus a la
pénicilline G. Donc, les deux plantes (Centaurea Jacea et Syzygium aromaticum) peuvent
étre une source prometteuse de nouvelles substances inhibitrices de la résistance bactérienne
aux antibiotiques.

Mots clés : Résistance bactérienne, polythérapie, antibiotques, Centaurea jacea,
Syzygium aromaticum, Thymus.sp, métabolites secondaires, EMCJ, EBCJ
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ABSTRACT

Abstract

The main objective of this study is to evaluate the inhibitory effect of the medicinal plant
Centaurea jacea and the essential oils of Syzygium aromaticum and Thymus.sp on the

resistance or multidrugresistance (MDR.) of pathogenic bacteria to antibiotics.

Phytochemical screening of the methanolic extract of Centaurea jacea (MECJ) and the
butanolic extract of Centaurea jacea (BECJ) revealed that the plant contains: alkaloids,
saponosides, total and metallic tannins, reducing sugars, flavonoids, polyphenols and
carotenoids.

The quantitative study showed that BECJ was the highest flavonoid content (24.84
mgEQ/gE) compared to MECJ (21.8 mgEQ/gE), and the assay also showed that BECJ was
the richest in polyphenols (413 mg EQ/g extract) compared to the MECJ (65.47 mg EQ/g
extract). Qualitatively, Thin Layer Chromatography (TLC) analysis of the MECJ and the
BECJ confirmed the richness of these two extracts in tannins, saponosides and flavonoids.

For the resistance inhibition activity, test was performed on five bacteria four Gram-
(E.coli, Pseudomonas.aeruginosa, Enterobacter.sp, and Klebsiella.pneumoniae) and one
Gram+ (Staphylococcus.aureus) using the agar diffusion method. The results obtained with
BECJ and essential oil of Thymus.sp are all negative. When the MECJ showed an inhibitory
effect of antibio-resistance to penicillin G (9mm) on E.coli, and also for the essential oil of
Syzygium aromaticum which revealed a very important effect on S.aureus (45 mm) and
E.coli (17mm).

However, the results showed that the essential oil of Syzygium aromaticum had
antibacterial activity on Enterobacter.sp (13mm) and K.pneumoniae (12mm), while the
essential oil of Thymus.sp showed antibacterial activity on only S.aureus (13mm).

This study suggests that MECJ and essential oil of Syzygium aromaticum can reduce
the resistance of E. coli to penicillin G. As well as the essential oil of Syzygium aromaticum
can significantly reverse S. aureus resistance to penicillin G. Therefore, both plants
(Centaurea Jacea and Syzygium aromaticum) can be a promising source of new inhibitory

substances of bacterial resistance to antibiotics.

Keywords: Bacterial resistance, polytherapy, antibiotics, Centaurea jacea, Syzygium

aromaticum, Thymus.sp, secondary metabolites, MECJ, BECJ
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Annexel

Extraction de ’huile essentielle

Pour extraire I’huile essentielle de Thymus sp en titre d’exemple , la technique
d’hydrodistillation simple a été utilisé, celle-ci se produit dans 1’appareil de Clevenger et
consiste a porter a ébullition I’ecau alaquelle est mélangée la poudre dans un ballon de
laboratoire, et ce, grace a un chauffe ballon.
Les vapeurs hétérogenes ascendantes provenant du ballon progressent dans la partie A puis se
condensent sur la surface froide du réfrigérant (partie B). Le condensat est récupéré dans la
partie C ou I’huile essentielle se sépare de la phase aqueuse grace a leurs différences de
densité.

L’eau en exces retourne dans le ballon par la partie D qu’un robinet a 3 voies (f) fait

communiquer avec la partie C. (Figurel3)

Lés dmgmmans wnt VRS 08 T

Figure 13 : le Clevenger (hydrodistillateur standardisé)

Afin de réaliser cette extraction, les étapes suivantes ont préalablement été réalisées :

1) Peser 50 grammes de la poudre du Thymus sp, les mélanger a 500 ml d’eau contenue
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Annexe

dans un ballon de laboratoire d’un litre de volume.

2) Placer ce ballon dans le chauffe-ballon et introduire 1’ouverture du Clevenger dans celle
du ballon.

3) Etablir un équilibre entre les volumes d’eau présents dans les parties basses du Clevenger
(C, D et d) en introduisant de 1’eau par I’ouverture « d » jusqu’a atteindre le niveau « b ».

4) Allumer la chauffe ballon.

Apres deux heures et demie d’extraction, les deux phases (eau florale et huile essentielle)
présentes dans la partie C et la partie E sont séparées en tournant le robinet a 3 voies.
L’huile essentielle a ét¢ déshydratée avec du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) pour
éliminer

les traces d’eau avant d’étre conservée dans un flacon en verre hermétique et ombré a

température ambiante.

Figure 14: étapes préalables a I’extraction (les numéros correspondent aux étapes suscités) :

(Hessas Thafsouth , Simoud Sounia , 2018 )
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Annexe 2

Le Mac Farland

1. Qu'est-ce que les normes McFarland ?

Les étalons McFarland sont utilisés comme référence afin d'ajuster la turbidité de la
suspension liquide/bactérienne dans le flacon ou le tube dans le laboratoire de microbiologie.
Il aide a maintenir et/ou a garantir que le nombre de bactéries se situera dans une plage
donnée pour standardiser les tests microbiens. L'étalon McFarland peut étre préparé avec une
concentration variable allant de 0,5 a 4 concentration et en fonction de la concentration, la
densité de comptage cellulaire varie. Cependant, la concentration la plus couramment utilisée
pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens et les tests de performance des milieux de
culture est généralement effectuée par 0,5 McFarland standard dans les laboratoires de

microbiologie.
2. Principe des normes McFarland

Un étalon McFarland est une solution chimique de chlorure de baryum et d'acide sulfurique.
La réaction chimique entre ces deux produits chimiques entraine la production d'un fin
précipité de sulfate de baryum. Apres avoir bien agité, la turbidité d'un étalon McFarland est
visuellement comparable a une suspension bactérienne de concentration connue. Les étalons
de turbidité McFarland sont préparés en mélangeant divers volumes d'acide sulfurique a 1 %
et de chlorure de baryum a 1 % pour obtenir des solutions avec des densités optiques
spécifiques. L'étalon de turbidité McFarland 0,5 fournit une densité optique comparable a la

densité d'une suspension bactérienne avec 1 x 1078 unités formant colonie (CFU/ml).
3. Préparation et utilisation du McFarland

> Préparer une solution a 1% de chlorure de baryum (BaCl2) et une solution a
1% d'acide sulfurique(H2S04)

> Pour préparer la solution de densité standard McFarland 0.5, mélanger 0.05ml
de chlorure de baryum (BaCl2 a 1%) avec 9.95ml d'acide sulfurique(H2SO4 a 1%)
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> Conserver la préparation dans un tube a bouchon a vis a température

ambiante(25°) en recouvrant de papier d’aluminium, lorsqu’il n’est pas utilisé.

> Cette solution précipitere et s’aggloméra avec le temps, alors pour une

nouvelle utilisation ; elle nécessite une agitation vigoureuse(vortex).

> En présence d’un bon éclairage, comparer visuellement la turbidité avec le

tube contenant 1’inoculum bactérien. (Sagar Aryal.2020)

» Mais c’est mieux de mesurer I’absorbance du macFarland et des suspensions
bactériennes a 1’aide d’un spectrophotométre (2 une longueur d’onde de 600nm) qui
doivent se situer entre 0.08 a 0.1 por obtenir une Densité cellulaire approximative de
(1 x 10.8 UFCs/mL)
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Annexe 3

Préparation de HCL(2N)

2N=2M=2 mole/l donc on va préparer 2 mole/l de HCL
On sait que : d=m/V et d=1.18 alors m=d * v alors m=1.18*1000=1180 g ——>m=1180g
m : masse de HCL

d : densité de HCL dans un volume V de 1000ml d’une solution de HCL (les chiffres sont

mentionnés sur la bouteille du produit de HCL)
chaque 100 g du produit de HCL contient 37 g de HCL alors
100g ——> 37g X=1180*37/100
——
1180 ——=> X X=436.6g9 de HCL
On sait que n=M/M ——> n=436.6/ 36.46=11.97 alors [HCL]=11.97mole/I

Donc on prend 3.31ml d »HCL et on compléte a 100 ml par 1’eau distillée.
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Théme: L'investigation- in vitro- de I'effet de la polythérapie sur des bactéries pathogenes
présentants le phénotype multi -drogue résistance (MDR)

Résumé

L’objectif principal de cette étude est I’évaluation de l'effet inhibiteur de la plante médicinale
Centaurea jacea €t les huiles essentielles de Syzygium aromaticum et de Thymus.sp sur’la
résistance ou la multirésistance (MDR) des bactéries pathogénes aux antibiotques.

Le screening phytochimique sur 'I’EMCIJ et 'I’EBCIJ a révélé que cette plante contient :
des alcaloides, des saponosides, des tanins totaux et galliques, des sucres réducteurs, des
flavonoides, des polyphénols et des caroténoides.

L’¢étude quantitative a montré que 'EBCJ représente la teneur la plus élevé en flavonoides
(24.84 mgEQ/gE) en comparaison avec ’EMCJ (21.8 mgEQ/gE), €galement le dosage a prouvé que
I'EBCJ est le plus riche en polyphénols (413 mg EQ/g d’extrait) par apport a8 I’EMC]J (65.47 mg
EQ/g d’extrait). Qualitativement, I'analyse effectuée par CCM de 'EMCJ et I'EBCJ a confirmé la richesse de
ces deux extraits en tanins, saponosides et flavonoides.

Pour I'activité de l'inhibition de la résistance, un test a été effectué sur cing souches quatre Gram-
(E.coli, Pseudomonas.aeruginosa, Enterobacter.sp et Klebsiella.pneumoniae) et une Gram+
Staphylococcus.aureus en adoptant la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les résultats obtenus avec
I’'EBCJ et I'huile essentielle de thymus.sp sont tous négatifs. Alors que 'EMCJ montre un effet inhibiteur de
I'antibio-résistance a la pénicilline G (9mm) sur E.coli, et méme pour I'huile essentielle de Syzygium
aromaticum qui donne un effet trés important sur S.aureus (45 mm) et sur E.coli (17mm).

Cependant les résultats obtenus révelent que l'huile essentielle de Syzygium aromaticum a une activité
antibactérienne sur Enterobacter.sp (13mm) et K.pneumoniae (12mm) , tandis que I’huile essentielle de
Thymus.sp montre une activité antibactérienne sur seulement S.aureus (13mm).

La présente étude suggére que 'EMCJ et F’huile essentielle de Syzygium aromaticum peuvent atténuer
la résistance d’E.coli a la pénicilline G. Ainsi que Fhuile essentielle de Syzygium aromaticum peut reverser
d’une maniere importante la résistance de S.aureus a la pénicilline G. Donc, les deux plantes (Centaurea
Jacea et Syzygium aromaticum) peuvent étre une source prometteuse de nouvelles substances inhibitrices
de la résistance bactérienne aux antibiotiques.

Mots clés: Résistance bactérienne, polythérapie, antibiotques, Centaurea jacea, Syzygium aromaticum,
Thymus.sp, métabolites secondaires.

Laboratoire: de microbiologie, Université Abbés Laghrour khenchela
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