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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont une source tant moderne qu’ancienne de produits
pharmaceutiques et médicaux, y compris pour la médecine vétérinaire. En général, les
substances actives d’origine naturelle sont bien acceptées par le corps humain grace a son
action douce et peu d'effets allergisants. Ils sont utilisés dans de nombreux suppléments
naturels, tels que des composées phytochimiques et provitamines (Boveris et Puntarulo,
1998; Moure et al., 2001; Leong et shui, 2002; Dizhbite et al., 2004; Buci ¢-Koji¢ et al.,
2007).

Au fil des siecles, la thérapeutique par les plantes s’est dissociée des pratiques
magiques pour devenir empirique puis scientifique. Cela était évident en début du 19éme
siecle qui marque la découverte des alcaloides (la morphine, la strychnine, quinine...)
(Quezel et Santa, 1963) Dans les pays industrialisés, les recherches dans le domaine des
plantes medicinales sont variables durant les dernieres décennies. Néanmoins, les
substances actives isolées constituent environ 25% des préparations médicamenteuses
(Quezel et Santa, 1963).Parmi ces substances, les lectines occupent un réle privilégié dans
I’action immunitaire et anti-virale. Ces diverses propriétés sont a la base de leur utilisation
dans le domaine biomédical (hématologie, cancérologie immunologie, biologie cellulaire
et agronomie) (Meite et al., 2008) ; les lectines sont des protéines qui fixent le sucre et se
combinent avec les mono et oligosaccharides elles sont rencontrées dans de nombreux
légumes secs (Rudiger et Gabius, 2001; Yagi et al., 2002). Ce sont des molécules
ubiquitaires, car elles se retrouvent chez toutes les classes d’organismes, chez les
microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes, chez les insectes et les animaux
(Goldstein et Hayes, 1978; Kocourek et Horejsi, 1981; Pusztai et al., 1983; Etzler,
1986; Liener et al., 1986).

Les lectines comportent généralement plusieurs sites de liaison. Par conséquent,
leur interaction avec les glucides a la surface des érythrocytes cause ’agrégation d’un
grand nombre de ces cellules (phénomene appelé hémagglutination) (Dam et Brewer,
2002). Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoprotéines, [’activation de la voie alterne du complément et [’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et Oppenheim, 1980), I’induction de la libération de
I’histamine apartir des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro

et anti-inflammatoires (Assreuy, 1997), I’induction de I’apoptose (Kulkarni, 1988).

vl



Introduction

Les méthodes anciennement utilisées pour leur identification consistent a
mélanger I’extrait & examiner avec des érythrocytes en solution. L’agglutination ou la
précipitation des cellules indique que la solution analysée contient une (ou parfois
plusieurs) molécules agglutinantes. Les premiéres lectines furent identifiées chez les
plantes au début du vingtieme siecle mais la communauté scientifique ne commenca a
s’intéresser a cette classe de protéines qu’a partir des années soixante, en concomitance
avec la naissance de la glycobiologie. Le nombre de travaux publiés sur les lectines a vu
une grande croissance principalement grace a I’abondance des lectines dans tous les
organismes vivants, accompagné d’une certaine facilit¢ de purification. Dans les dernier
temps, on a aussi commencé a considérer les lectines comme des molécules bioactives et
on s’est de plus en plus intéressé aux roles biologiques de ces molécules (Wiley et Skehel,
1987).

L’intérét pour I’étude des lectines s’est intensifié depuis qu’il a été démontré que
ces dernieres jouent un role particulier dans de nombreux processus biologiques
importants. Ainsi, il a été démontré que les lectines peuvent étre utilisées pour la détection
des glycoconjugués (Sharon et Lis, 1989a). la purification des lectines a permis leur usage
dans la détermination des groupes sanguins (Bird, 1974). Elles ont surtout été utilisées
pour étudier la physiologie ou certaines activités immunologiques des cellules (Sharon et
Lis, 1972).

L’isolation et la caractérisation des glycoconjugués (molécules possédant des
sucres en périphérie) notamment dans I’étude des changements de glycosylation lors du
développement de métastases. De plus, les lectines sont impliquées dans le contrdle
intracellulaire des glycoprotéines, dans 1’adhésion d’agents infectieux, et dans les
interactions avec le systeme immunitaire (Sharon et Lis, 1989b). Elles sont impliquées
dans la communication entre les cellules, dans I’interaction de certaines molécules avec la
surface cellulaire, mais aussi facilitent le contact primaire des pathogenes (virus, bactérie,

parasite) avec les cellules de héte (Dam et Brewer, 2002).

L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de lectine dans deux
plantes médicinales Astragalus Armatus et Ruta Montana, leur extraction a partir de ces

plantes leur étude biologique et leur activité antibactérienne.




Introduction

Notre travail sera réparti en quatre parties:
-La premiére partie est une étude bibliographique consiste en une recherche
bibliographique dans laquelle nous résumons I’essentiel des connaissances sur le lectine
repartie en trois chapitres:
eDans le premier chapitre introductif, nous présenterons une généralité, historique,
spécificité, la propriété 1’utilisation et distribution des lectines.
eDans le second chapitre nous présenterons les plantes meédicinales sur lesquelles nous
avons travaillées et ses places en médicine traditionnelle.
eDans le troisieme chapitre nous présenterons les souches bactériennes sur lesquelles on va
tester 1’effet antibactérien des lectines.
-La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail expérimental
-La troisieme et la quatrieme partie regroupe les principaux résultats obtenus et leur
discussion.

Et enfin une conclusion permet de faire une synthese des résultats obtenus.
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Chapitre | Les lectines

1.1. Définition

Le mot lectine dérive du verbe latin legere qui veut dire «sélectionner » ou
«choisir», un nom bien approprié pour cette trés importante classe de protéines (Kocourek
et Horejsi, 1981). Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines d'origine virale,
bactérienne, végetale ou animale, dépourvues d'activité enzymatique et non synthétisées
par un systeme immunitaire (Goldstein et al., 1980). Elles sont aussi appelées agglutinines
car elles sont capables d’agglutiner les cellules (comme les érythrocytes) et les
glycoconjugues. Cette caractéristique tres importante des lectines est due au fait que ces
protéines sont généralement multivalentes, car elles possedent au moins deux sites de
reconnaissances par molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont précipiter des
polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et induire I'agglutination de
cellules diverses ( Liener et al.,1986). On peut classer les lectines selon leur origine
(lectines virales, bactériennes, végétales etc.), selon leur spécificité a 1’égard de glucides,

selon leur structure moléculaire ou selon d’autres criteres.

Les lectines végetales sont actuellement les seules qui soient couramment utilisées
pour caractériser ou fractionner des glycoconjugués d'origines diverses (Goldstein et
Hayes, 1978; Sharon et Lis, 1989a). Les méthodes anciennement utilisées pour leur
identification consistent a mélanger I’extrait a examiner avec des érythrocytes en solution.
L’agglutination ou la précipitation des cellules indique que la solution analysée contient
une ou parfois plusieurs molécules agglutinantes. L’abondance des ces molécules et leur
relative facilite de purification leur ont permis d’étre largement caractérisées et d’étre

utilisées dans différents domaines de la biologie (Ramata, 2010).

-



Chapitre | Les lectines

Figure 1: Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines-glucides

(Varki, 1993)




Chapitre | Les lectines

1.2. Historique

Les lectines ont été decrites pour la premiere fois en 1888 par Stillmark
(Renkonen, 1948). Celui-ci a dans un premier temps mis en évidence 1’existence de
molécules ayant la capacité d’agglutiner les érythrocytes. Ces molécules ont ainsi été
nommées hémagglutinines ou phytoagglutinines (Sharon et Lis, 2004). La premiére de ces
molécules a été extraite du ricin (Ricinus communis) et & été appelée Ricine (Lefrere et
Berche, 2010). En 1954, Boyd et Sharpleigh ont démontre la propriété de ces protéines
d’agglutiner sélectivement des érythrocytes humains d'un groupe sanguin donné. Le

tableau I montre I’historique de découverte des lectines (Renato, 1991).

Tableau | : Historique de découverte des lectines (Renato, 1991)

Année | Auteurs Découvertes

1884 | Warden et Waddel /  [Toxicité de la graine d'Abrus precatorius

Bruyllant venneman

1886 | Dixson Toxicité de la graine d' Ricinus communis

1888 | Stillmark Activite hemagglutinante de la graine de Ricinus

Communis Toxicite de la graine de Croton triglium

1890 Erlich Utilisation de I'Abrine et la racine dans les recherches

immunologquees

1891 | Hellin Activité hémagglutinante de la graine d’Abrus
precatorius

1897 | Elfstrand Introduction de terme d'hémagglutinine

1902 | Landsteiner La reversibilite de I'hnemagglutination par la chaleur

1902 | Kauss L'inhibition de I'activité hémagglutinante par la Chaleur

1907 | Lansteiner et Activité hémagglutinante dans les plantes non toxiques
Raubitschek

1908 | Lansteiner et La spécificité des especes de plantes a hémagglutinine
Raubitschek

1909 | Lansteiner L'inhibition de [l'activité hémagglutinante par un

traitement thermique de sérume

1919 | Sumner Isolement et cristallisation de la Concanvaline A(ConA)

-
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Année | Auteurs Découvertes
1926 | Marcusson Begun/ HApplication des lectine sur les groupes sanguins
Siever
1947 | Boyd et Reguera / Spécificité groupes de sang des plantes a

Renkonen Hémagglutinines
1949 | Lienre Toxicité hémagglutinines de Phaseolus vulgaris
1949 | Jaffé Inactivation thermique des hémagglutinines de Phaseolus
vulgaris
1952 | Watkins et L'inhibition de lectines par les sucres simples
Morgan Démonstration avec l'aide de lectine que
Les sucres sont déterminants de groupe sanguin
1954 | Boyd et Shrpleigh Introduction de terme de lectine
1960 | Nowell La stimulation mutogenique des lymphocytes
par la lectine de Phaseolus vulgaris
1965 | Agrawal et Golsten  Chrmatographie d'affinité pour la purification des lectines
1966 | Boyd Lectines dans les algues
1981 | Reinsner et al L 'utilisation de lectines dans les greffes de molle osseuse
1990 | Yamauchi et Expression de ConA dans les cellules d'
Minamikawa Escherichia coli

I .3. Spécificité et I’affinité des lectines

La plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre de sucres et que,

dans la majorité des cas, ces sucres sont présents dans et sur la surface des cellules, surtout

sous la forme de glycoconjugues.

On peut identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles qui

reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des

oligosaccharides (Sharon et Lis, 2003).

L’affinité des lectines pour les monosaccharides est généralement assez faible, en

comparaison avec leur affinité pour les oligosaccharides (Lis et Sharon, 1998; Dam et

Brewer, 2002). Les protéines spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en

-



Chapitre | Les lectines

cing groupes, selon le sucre pour lequel la lectine presente la plus forte affinite : le
Mannose (Man), le Galactose (Gal)/N-acetylgalactosamine (GalNAc), le N-
acetylglucosamine (GIcNAc), le Fucose (Fuc), I’Acide sialique (acide N-
acetylneuraminique, NeuAc) (Lis et Sharon, 1998). Cette reconnaissance est souvent
désignée comme «la spécificité primaire» des lectines (Dam et Brewer, 2002). La
similitude topologique entre certains monosaccharides est déterminante pour la spécificité
des lectines : par exemple, la plupart des lectines, qui reconnaissent le Gal, lient aussi le
GalNAc (Park et al., 2008). Certaines lectines présentent une affinité pour des
monosaccharides qui ne semblent pas étre structurellement proches, par exemple Fuc, Man
et Fru (fructose). Pourtant, les trois fonctions hydroxyles, qui sont fondamentales pour la

liaison du sucre a la lectine, ont une topologie trés similaire (Loris et al., 2003).

Tableau Il : Lectines spécifiques pour les monosaccharides (Sharon et Lis, 2003)

Monosacharide | Lectine

Man Allium;Canavalia ensiformis;Crocus sativus;Vicia faba

Fur Aleuria aurantia ; Anguilla anguilla;Ulva lactaca;lotus tétraganolobus

Gal /GalNAc | Arachis hypogoea; Coprinus cinerus;Ricinus communis; Helix pomatia

Glc /GalNAc | Congutinin; Ulex europeur;ella Pasthyrella velutina

La plupart des lectines sont des protéines multivalentes. Elles sont capables de se
lier a plusieurs molécules de glucides. La multivalence peut provenir de la répétition de
type « tandem > de domaine lectines dans un polypeptide, de I’association de plusieurs
monomeres ou de la présentation de plusieurs lectines sur une surface cellulaire. Les
interactions multiples entre d’une part les lectines multivalentes et d’autre part les
glycoconjugues, sont impliquées dans les processus de reconnaissance (Lee et Lee, 1995).

Pour la reconnaissance des structures oligosaccharidiques, la similitude
topologique joue un role encore plus important. La surface d’une lectine peut porter
plusieurs sites qui peuvent reconnaitre des unités saccharidiques: le site principal reconnait
spécifiqguement les unités monosaccharidiques, alors que les sites secondaires (appelés
parfois "les sites hydrophobes") reconnaissent par exemple la cyanovirine —qui reconnait
des glycannes de type oligomannose tels que la glycoprotéine gp120 du virus VIH (Loris
et al., 1998; Botos et al.,2002) ou la toxine de choléra qui est spécifique pour le GM1

présent sur la surface de cellules épithéliales (Merritt et al.,1994).

-
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Les oligosaccharides sont reconnus par les lectines dans une conformation
unique, qui ne doit pas forcément correspondre a la conformation de plus basse énergie que
I’oligosaccharide adopterait en solution (Bush et al., 1999).

1.4. Les sites de liaison

La lectine interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogéne et
d’interactions hydrophobes, comme montre I’exemple des galectines (Vyas, 1991,
Leonidas et al., 1998) (Figure 2). Seules les liaisons hydrogenes sont impliquées dans
I'interaction du sucre avec la protéine. Ainsi, I'oxygéne en position 4 établit trois liaisons
hydrogéne avec les acides aminés His49, Asn51 et Arg53 et I'oxygene O6 deux liaisons H
avec Asn62 et Glu72. (Ng et al., 2002) (Figure 3).

His49 ; s

Figure 2: Site de reconnaissance de la galectine-7 humaine (Homo sapiens) en complexe
avec le b-D-galactose (code PDB 2GAL2). Le sucre est représenté par des batons épais, les
acides aminés par des batons fins, les liaisons hydrogéne par des pointillés (Vyas, 1991;
Leonidas et al., 1998
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Figure 3: Mannose binding protein de rat (Rattus norvegicus) en complexe avec 1’a-D-
mannose (code PDB 1RDL). La représentation de la protéine est analogue a 1’image
précédente, I'atome de calcium est représenté par une spheére (Ng et al., 2002)
1.5. Structure

Du point de vue structural, on classe les lectines en trois grandes classes selon leur
topologie :
1.5.1. Les lectines simples

Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres (pas forcément identiques),
dont la masse moléculaire généralement n’excéde pas 40 kDa. Cette classe comprend
pratiquement toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes solubles et les
galectines ; une famille de lectines animales spécifiques pour le galactose (Snajdrova,
2006).

Figure 4: Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A (Snajdrova,
2006)
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1.5.2. Les lectines en mosaique
Ce groupe comporte diverses protéines de différentes sources (virus, animaux). Il
s’agit de molécules complexes qui sont composées de plusieurs types de modules ou

domaines, dont un seul possede le site de liaison (Snajdrova, 2006).

Figure 5: Réprésentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine du virus Influenza en
complexe avec I’acide sialique (code PDB 1HGF). La représentation de la protéine est

analogue a la figure3 (Snajdrova, 2006)
1.5.3. Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréquemment trouvées chez les bactéries, ou elles
forment des structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100 nm de
longueur, appelées fimbriae ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée
par la polymérisation d’une unité prédominante, qui ne joue qu’un role structural. Seul un
type d’unités, généralement une composante minoritaire, possede le site de liaison pour les

glucides et donc est responsable de la capacité d’adhésion du fimbriae (Snajdrova, 2006).

Figure 6: Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie Escherichia
coli (Lis et Sharon, 1998)
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1.6. Propriétés Biologiques des lectines
Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées :
1.6.1. Liaison avec les sucres

Elle est spécifique et propre a chaque lectine de sorte que la connaissance du sucre
spécifique conditionne la mise en évimdence de I’activité de la lectine (Miyoshi, 1982).
1.6.2. Agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de 1’interaction des lectines avec les cellules.
Pour qu’elle se produise, les lectines doivent posséder au moins deux sites de
reconnaissance et de liaison avec des saccharides de surface des cellules animales ou
autres (bactéries, virus, mycoplasme, champignon). Les lectines monovalentes a un seul
site de reconnaissance ne provoquent pas d’agglutination (Peumans et Van Damme,
1995 ; Wang et Ng, 1998).

En outre, on s’est apergu que les lectines agglutinent plus facilement les cellules
malignes par rapport & leurs homologues normales. Des attitudes préférentielles ont été
observées également entre cellules embryonnaires et cellules adultes, entre cellules en
mitose et cellules en interphase (Wang et Ng, 1998).

1.6.3. Activité mitogéne

Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de
transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques (Sharon, 1996). Cette
ransformation lymphoblastiques résulte du pouvoir mitogéne des lectines mais en général
elle ne s’exerce que sur les lymphocytes T (Nachbar et Oppenheim, 1980 ; Falasca, 1989
; Babosa, 2001).

1.6.4. Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines de haricot rouge (Phaseolus vulgaris), qui ont une haute
réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets des
hormones. En effet, les lectines pures des graines de haricot rouge sont connues pour avoir
une activité insuline-like sur les grosses cellules isolées (Greer et al., 1985). De méme les
lectines des graines de Momordica charantia comme diverses autres lectines possedent des
activités antilipolytiques et lipogénique (activités insuline-like) a cause de son interaction

avec les récepteurs d’insuline des adipocytes (Wang et Ng, 1998).

-



Chapitre | Les lectines

1.6.5. Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Les travaux de (Valentier, 2003) suggérent que les lectines alimentaires
pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de ’homme
invitro. Quant a (Banwell, 1983), ils montrent que les lectines des graines de haricot rouge

provoquent I’inhibition de la migration des cellules cancereuses.
1.6.6. Actions antivirales

Les lectines peuvent avoir des actions antivirales comme celles observées par les
RIPs (Ribosomes inactivant les protéines) (Wang et Ng, 1998). Les lectines mannose-
spécifiques isolées de bulbes de 15 especes sauvages du genre Narcissus cultivées en
Espagne ont une activité inhibitrice anti-VIH1. L’activité anti- VIH-1 la plus efficace est
obtenue avec les extraits de 1’espéce Narcissus tortifolious (Lopez, 2003).
1.6.7. La symbiose

La symbiose entre les bactéries du genre Rhizobium et les Légumineuses est un
processus complexe qui s'établit en plusieurs étapes : adhésion de la bactérie aux racines,
internalisation et nodulation. Elle confere aux Iégumineuses la propriété de fixer l'azote
atmosphérique (Kaminski et al., 1987; Diaz et al., 1989).
1.6.8. Autres propriétés

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des

glycoprotéines, [’activation de la voie alterne du complément et [’agrégation des
immunoglobulines (Nachbar et Oppenheim, 1980), I’induction de la libération de
I’histamine a partir des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes, 1994), les effets pro
et antiinflammatoires (Assreuy, 1997), I’induction de 1’apoptose (Kulkarni, 1998).

1.7. Utilisation des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systemes biologiques et développer une
diversité d’événements et fonctions dans ces organismes vivants. Ces interactions ont une
grande importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi

que dans des processus pathologiques (Lis et Sharon, 1998).
1.7.1.Dans le domaine biomédical

1.7.1.1. Hématologie

Certaines lectines reconnaissent spécifiqguement les antigénes des groupes sanguins
humains (Boyd et Sharpleigh, 1954), et sont utilisees pour leur identification dans des
banques de sang.

.



Chapitre | Les lectines

1.7.1.2. Immunologie

Par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre Utilisées
pour I’identification et la purification des glycoconjugues aussi bien que pour leur
caractérisation (Hirabayashi, 2004).
1.7.1.3. Biologie cellulaire

Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des
membranes cellulaires (possédant des residus saccharidiques) sous des conditions normales
et pathologiques (Jaffe, 1980).Certaines lectines purifiées a partir des graines de
Iégumineuses tropicales présentent des propriétés anti-inflammatoires (Alencar, 1999).

1.7.1.4. Cancérologie

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont
employées comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont

associées a une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot et al., 2004).
1.7.2. Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogénes
(nuisibles) des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui
commettent d’importants dégats dans des cultures (Murdock et Shade, 2002). Par
exemple, la lectine de blé et celle de graine de Bauhinia purpureaont des effets Iétaux pour
deux insectes (Ostrinia nubilabis et Diabrotica undecimpunctata) se nourrissant sur le malis,
’action des lectines peut se faire a des concentrations relativement faibles (Peumans et

Van Damme, 1995).
1.8. Lectines des plantes

Dans les plantes, les lectines ont été détectées dans les moisissures, les lichens, les
champignons et les spermaphytes mais plus fréquemment dans les légumineuses et les
Euphorbiacees (Renkonen, 1948 ; Grant, 1991). Historiquement, les lectines de
l[égumineuses telle que la Concanavaline A (ConA) ont été les premiéres a étre
caractérisées. Elles se retrouvent dans de nombreux tissus mais sont trés abondantes dans
les parties de la plante susceptibles de subir une attaque par des organismes étrangers,
notamment les organes intervenants dans la suivie de I’individu ou de 1’espéce (Nachbar
et Oppenheim, 1980). La plupart des lectines se trouvent ainsi dans les graines. Pour
exemple, les lectines représentent 30 % des protéines totales des graines de Canavalia

ensiformis (Jaffe, 1980). Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense

.
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contre les phytopathogenes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Van
Damme et al., 1987 ; Chrispeels et Raikhel, 1991 ; Rudiger et Gabius, 2001).

1.8.1. Fonction de lectines dans les plantes

Depuis de nombreuses années, des études sont consacrées a la mise en évidence
des fonctions physiologiques des lectines végétales :
> La spécificité des lectines et les propriétés conférées par leurs sites multiples de
valence amenent certains auteurs a les comparer a des anticorps, et a proposer alors pour

ces molécules un rdle d™anticorps™ chez les plantes, les lectines peuvent jouer le role de
molécules constitutives de défense contre des parasites. De nombreuses études révélent
ainsi I'existence d'interactions entre des lectines et des microorganismes (Pistole, 1981,
Etzler, 1986).
> d’autres études, au contraire suggerent que les lectines favorisent I'invasion des
plantes par des pathogenes en servant de recepteurs pour des phytotoxines, ou de
molecules d'adhesion pour le pathogene (Etzler, 1986).
> la symbiose entre les bactéries du genre Rhizobium et les Légumineuses est un
processus complexe qui s'établit en plusieurs étapes : adhésion de la bactérie aux racines,
internalisation et nodulation. Elle confére aux Légumineuses la propriété de fixer I'azote
atmospherique. Ce processus requiert un haut degré de spécificité : une souche de
Rhizobium peut noduler uniquement certaines légumineuses. Une littérature abondante fait
état des travaux visant a démontrer le réle des lectines dans ce processus de reconnaissance
de la bactérie de la plante (Kaminski et al., 1987; Diaz et al., 1989).
> de nombreuses autres fonctions des lectines sont avancées : Fonction dans
I'élongation des parois cellulaires ; fonction de cofacteurs enzymatique agissant avec des
enzymes glycoproteiques ; intervention dans le transport des glucides et dans leur mise en
réserve dans les graines ; contrle de la division cellulaire (mitogenicite) et de la
germination ; intervention dans les processus de reconnaissance de cellule a cellule
(Etzler, 1986 ; Kaminski et al., 1987).
1.8.2. Classification des lectines des plantes

En 1980, les études de biochimie structurale ont mis en évidence 1’oligomérisation
des lectines. Selon la classification de (Peumans et Van Damme, 1995), trois types

majeurs de lectines sont présentes chez les plantes :

.
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1.8.2.1. Mérolectines

Monovalentes et donc non agglutinantes sont de petits peptides, formes d’une seule
chaine polypeptidique et ne possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides
(Ramata, 2010).

1.8.2.2. Les Hololectines

Di ou multivalentes, concernent la plupart des lectines végétales. (Ramata, 2010).
1.8.2.3. Les Chimérolectines

protéine de fusion ayant une activité de reconnaissance glycanique et une activité
cytotoxique, possedent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides ainsi qu’un
domaine ayant une activité catalytique bien définie et agissant indépendamment du site de
liaison (Ramata, 2010).

.
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11.1. Ruta montana

La famille des Rutaceae a été décrite initialement en 1782 par Durande, puis par
A.L Jussieu en 1789 (Benkiki, 2006). La famille des Rutaceae comprend pres de 1500
especes regroupees en environ 150 genres (Benkiki , 2006 ; Attou, 2010). Cette famille
caractérisée par des poches sécrétrices (Alain, 2003). Le genre Ruta est représenté en
Algérie par 5 espéces : Ruta montana, Ruta chalepensis, Ruta tuberculata (Servais, 2004 ;
Benkiki, 2006), Ruta angustifolia et Ruta latifolia. Les especes different entre elles par
I’allure des feuilles, de la grappe fructifere, des bractées et des sépales (Quezel et Santa,
1963 ; Jayaprakasam et Ravi, 2012).

11.1.2. Description de la plante

Plante glauque, glabre, glanduleuse dans le haut de 20-40 cm de I’hauteur a tige
rameuse dans sa partie supérieure, semi-ligneux. Les feuilles oblongues dans leur pourtour,
finement découpées en segments linéaires-obtus, le terminal un peu plus large et a fleurs
jaunes, petites, bradées, a 0.6 cm de longueur (Jayaprakasam et Ravi, 2012 ; Francis et
Devergnas, 2012). Les sépales lancéolés en aléne, longuement acuminés, a pétales
concaves, denticulés sur les marges (Quezel et Santa, 1963 ; Jayaprakasam et Ravi,
2012). Calice persistant ; Elles comportent 4 a 5 carpelles libres, multiovulés a style soudé.
A maturité, le fruit est une capsule globuleuse, s’ouvrant en deux valves et laissant

apparaitre une graine globuleuse noire et brillante (Benkiki, 2006).

Figure 7 : Quelques photos de Ruta montana. (A) la plante entiére, (B) la fleure, (C) les
feuilles (Benkiki, 2006)




Chapitre 11 Les plantes médicinales

11.1.3. Place dans la systématique

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobinota (plantes vasculaires)
Division : Magnoliophyta (plante a fleures)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnolipsida (dicotylédones)

Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta L.

Espéce : Ruta montana (Clus.)L. Ja+ (Quezel et Santa, 1963)

11.1.4. Répartition géographique

Ruta montana pousse spontanément dans les roches, les lieux arides, vieux murs,
collines seches et elle est abondante dans les terrains calcaires des régions
méditerranéennes. En Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses de
I’intérieur sur 1’ Atlas Saharien et les pelouses arides (Benkiki, 2006).
11-1-5-Utilisation en médecine traditionnelle

En Algérie Ruta montana est utilisée comme un remede pour emménagogue,

rubéfiant. Elle a également été utilisée en Espagne (Belkassam et al., 2011).

Tableau 11l : Ruta montana trés utilisée dans la pharmacopée traditionnelle (Collin,
2007).
Espéce | Pays Partie Voie | Usages Réf

Utilisée
R. Espagne | Plante Orale | Fievre (FrontQuer,
Montana entiére emmeénagogue 1962)

abortive,antispasmodique

contre les vers intestinaux

Algérie | Parties Emménagogue (Forment et
aeriennes Antispasmodique Roques, 1941)
Rubéfiant, poudre

Echarrotique

&
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Les différentes parties de la plante sont utilisées ;
La décoction de racines ou de feuilles est absorbée pour déclencher 1’avortement
(Francis & Devergnas, 2012).
L’infusion de feuilles séches est utilisée pour ses vertus diurétiques, emménagogues et
aphrodisiaques, elle calme aussi les douleurs d’estomac (Francis et Devergnas, 2012 ;
Djarri et al., 2013).
Le suc obtenu par 1’écrasement des feuilles est instillé dans les yeux lors de la maladie
oculaire (Francis et Devergnas, 2012).
La plante fraiche est appliquée contre les maux de téte (Francis et Devergnas, 2012).
11.2. Astragalus armatus

Ce genre a trois synonymes; Acacia armata (Willd.) Batt, Acanthyllis
tragacanthoides (Desf) Pomel et Anthyllis tragacanthoides Desf. (Greuter et al., 1989).
Ce genre est présent en Afrique du Nord. Astragalus armatus est connu en Algérie sous le
nom «El guendoul» (Trabut, 1935).
11.2.1. Description botanique

C’est une chaméphyte, trés rameux, pouvant atteindre 1 métre d’hauteur. Cette

espéce est trés épineuse, le rachis des feuilles se transforme en épine acérée apres la chute
des folioles. Les pétioles deviennent durs et aigus. Les folioles petites tres caduques ;
rameaux ecailleux et glabres. La floraison a lieu a la fin de I’hiver et se poursuit jusqu’a la
fin du printemps. On souligne chez cette espéce I’importance de la reproduction : Un

individu adulte peut former jusqu’a 1500 fleurs. (Sahara Nature) (Saoudi, 2008)

Figure 8 : Astragalus armatus (Saoudi, 2008)
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11.2.2. Place dans la systématique

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Famille : Fabaceae

Genre : Astragalus

Espece : Astragalus armatus

Sous-Espece : Astragalus armatus subsp. armatus
Sous-Espece : Astragalus armatus subsp. Numidicus
Nom vernaculaire : Guettét. / Kded

Nom francais :  Astragale vulnérant (Ozenda, 2004 ; Saoudi, 2008)

11.2.3. Répartition géographique

Figure 9 : La répartition géographique de la plante Astragalus armatus (Greuter et al.,
1989)

E
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11.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Astragalus armatus. est un arbuste endémique de I'Afrique du Nord (Algerie,
Maroc, Tunisie), Il est distribué dans la zone de pré-saharienne et est associé a la
désertification dans les zones arides due au surpaturage (Chaieb, 1997; Hirche et al.,
2010). En Tunisie, il est utilisé comme tonique, stimulant et en cas d'anémie (Bouaziz et
al., 2009).

En Algérie cet arbuste est utilisé dans les cas de fatigue, engourdissement, le
froid, la grippe, les douleurs arthritiques et déficience du systéeme immunitaire (Saoudi,
2008), mais aussi contre la toux, l'arthrite et les piqires de scorpions (Bellakhdar, 1997).
Les prestations de santé supposée de I'astragale sont un peu vagues, au moins a partir d'un
point de vue scientifique. L’Astragale peut prévenir I'asthme et les symptomes d'allergie,
ces vertus proposees comme un remede des maladies autoimmune, le syndrome de fatigue

chronique ; I'népatite ; la myasthénie grave et de cancer (Kerry, 1993; Bate et al., 1998).

-
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Chapitre 111 les souches bactériennes étudiées

I11.1. Activité antibactérienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a [’acquisition de genes de résistance portés par des éléments
génétiques mobiles (plasmides, phages). Ces résistances ont conduits a chercher de
nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part, et bien accepté par ’organisme d’autre part (sans exercer des
effets délétéres sur la santé humaine) (Lozniewski et Rabaud, 2010).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié¢ I’activité antimicrobienne des
lectines de plantes médicinales telles que Asragalus armatus et Ruta montana, ils ont
trouvé que ces protéines sont actifs non seulement contre les virus mai aussi contre les
bactéries (Wang et Ng, 1998).

111 .2. Description des souches bactériennes étudiées
111 .2.1. Escherichia coli

Un bacille a gram négatif, de forme non sporulée, de type anaérobie facultative, sa
longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um .E. coli est le
microorganisme le mieux connu en microbiologie. C’est une entérobactérie généralement
mobile grace aux flagelles et commensale du tube digestif .Elle est frequemment impliquée
dans les infections des voies urinaires. Certaines souches produisent des entérotoxines

responsables de la turista (diarrhée des voyageurs) (Nataro et Kaper, 1998).

» Classification
“+ Regne :Bacteria
< Embranchement : Proteobacteria
¢+ Classe : Gamma Proteobacteria
¢ Ordre : Enterobacteriales
+«+ Famille : Enterobacteriaceae
« Genre : Escherichia

+* Non binominal : Escherichia coli

-
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111.2.2. Staphylococcus aureus
Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme

sphérique, avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en
petits amas (grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent
un pigment jaune doré S. aureus représente est la cause de méningite, ostéomyélite et la
diarrhée (Chambers, 1997).
Classification

% Regne :Bacteria

« Embranchement :Firmicutes

%+ Classe : Bacilli

% Ordre :Bacillales

+«+ Famille : Staphylococcaceae

% Genre : Staphylococcus

% Non binominal : Staphylococcus aureus

111.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces
bactéries fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles
(Nauciel, 2000). P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de
10 % de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3¢éme rang aprés E. coli et S.
aureus, mais le 1 er rang pour les infections pulmonaires basses et le 3éme rang pour les

infections urinaires (Henri, 2002).

» Classification

“ Regne :Bacteria

+» Embranchement : Proteobacteria
+» Classe : Gamma Proteobacteria
¢ Ordre : pseudomonadales

¢+ Famille : pseudomonadaceae

+» Genre :Pseudomonas

% Non binominal : Pseudomonas aeruginosa

-
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111.3.4. Salmonella sp

Les salmonelles (Salmonella) forment un genre de protéobactéries appartenant a
la famille des entérobactéries. Elles mesurent 0,7 a 1,5 um de diamétre, pour 2 a 5 um de
longueur avec un flagelle. Elles provoquent des maladies telles que la fievre typhoide, la

fievre paratyphoide et la toxi-infection alimentaire (Medjbar et al., 2008).

» Classification
+ Regne :Bacteria
% Embranchement : Proteobacteria
¢ Classe : Gamma Proteobacteria
¢ Ordre :Enterobacteriales
<+ Famille : Enterobacteriaceae

% Genre : Salmonella sp

111.3.5. Listeria monocytogenes
Listeria se présente sous la forme de petit bacille droit, de 0,4 a 0,5 um de
diametre sur 0,5 a 2,5 um de longueur, aux extrémités arrondies, se présentant de manicre
isolée ou groupés en V ou en L ou en palissades ou, parfois, en courtes chaines ou petits
amas. Ce sont des bactéries & Gram positif, non acido-résistantes, non capsulées, non
sporulées, aéro-anaérobies facultatives mais cultivant mieux en aérobiose et mobiles
lorsqu'elles sont cultivées a 20 °C (ciliature périt riche), immobile 37° C, non capsulé, non
sporulé. Listeria est une bactérie ubiquiste, tellurique, tres répandue dans I'environnement,
et qui posséde de grandes capacités de résistance dans le milieu extérieur (Kaismoune,
2009). Les infections a L. monocytogenes sont sérieuses mais heureusement « rares ». La
bactérie pouvant contaminer un certain nombre d’aliments, de nombreuses personnes
ingérent assez fréeqguemment de petites quantités de L. monocytogenes sans qu’aucun
symptome n’apparaisse (Ryser, 1999).
» Classification

% Regne :Bacteria

< Embranchement : Firmicutes

¢ Classe : Bacilli

< Ordre : Bacillales

< Famille : Listeriaceae

« Genre : Listeria

+« Non binominal : Listeria monocytogenes.

e
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111.3.6. Klebsiella oxytoca

Est une entérobactérie ubiquitaire & Gram négatif Ce type de bactéries se trouve
normalement dans les intestins et est nécessaire pour une fonction intestinale normale.
Bactérie produit de facon constitutionnelle une pénicillinase lui conférant une résistance
naturelle aux béta-lactamines (amoxicilline, ticarcilline, pipéracilline) (Brissel et al.,
2000).

» Classification

% Regne :Bacteria

% Embranchement : Proteobacteria
¢ Classe : Gammaproteobacteria

¢ Ordre : Enterobacteriales

<+ Famille : Enterobacteriaceae

s Genre : Klebsiella

+«+ Non binominal : Klebsiella oxytoca.
111.3.7. Bacillus subtilis

Les Bacillus sont des bacilles Gram+. Ils sont aérobies stricts (Larpent, 1997). Sa
longueur varie de 2 & 4 um et sa largeur de 0,5 a 2 um. Elle a pour forme cellulaire des
batonnets droits a bout arrondis, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche (un
systeme de flagelle qui recouvre tous les cotés de la surface d'une bactérie) appartient a la
famille de Bacillaceae. (Bridier et al., 2011).
> Classification
% Regne : Bacteria
% Embranchement : Firmicutes
% Classe : Bacilli

% Ordre : Bacillales

% Famille : Bacillaceae

% Genre : Bacillus

«* Non binominal : Bacillus subtilis.
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Partie Il : Matériels et Méthodes
1. Extraction
1.1. Préparation de la plante
1.1.1. Récolte des plantes
Notre travail a éte effectué sur les plantes médicinales suivantes :
» Ruta montana ont été récoltés de la montagne de Tamza a khenchela au mois de
Janvier 2016.
» Astragalus armatus ont été récoltés d’Ouled rchach a Khenchela au mois de Janvier
2016.
Les plantes ont été séchées a température ambiante (T°=25)
1.1.2. broyage
Les plantes ont été concassées minutieusement dans le mortier puis broyées dans
un broyeur jusqu'a 1’obtention d’une poudre, cette derniére a été tamisé, et conservé dans
un emballage ferme.
1.2. Extraction par la solution tampon
Pour macérer la poudre obtenue, une quantité de la solution tampon (Annexe : 01)

a pH=7.2, a été ajoute a une quantité de la poudre de la plante étudiée, I’ensemble a été
agite puis laissé pendant 24 h , aprés le mélange a été centrifugé a 6000tr/min pendant 30
min a 4°C a I’aide d’une centrifugation a froid ,le surnageant obtenu a constitué notre
extrait brut, puis le surnageant a été conserve au frais et a servi pour le test

d’hemagglutination et aussi pour la suite de nos investigations.

-
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50g Poudre des plantes+150ml
solution tampon

24 h a4°C

Centrifugation

Culot Surnageant

l

L’extrait brut

Figure 10 : Schéma d’extraction des lectines a partir des poudres des différentes plantes

2. Test d’hemagglutination
Ce test a été porté sur les hématies du lapin

Les hématies utilisées sont issues de sang du lapin provenant d’élevage de ferme.
Ce test est basé sur I’observation de 1’agglutination, et donc de la précipitation des
Erythrocytes en présence de lectine. Il a été realisé afin d’effectue la présence des lectines.
2.1. Préparation des hématies a 3%

Les hématies du lapin sont collectées pour la mise en évidence la présence des
lectines dans les extraits. Les hématies collectées ont été au préalable soumises a un
lavage, puis a une dilution.

2.1.1. Lavage des hématies

Une quantité du sang a été posee dans un tube puis, I’eau physiologique (Annexe
: 02) a été ajoutée dans le méme tube, aprés le mélange a été centrifugé a 4000 tours/min
pendant 15 min. La centrifugation a été répétée jusqu’a 1’obtention d’un surnageant

transparent, le lavage des hématies a été répétée 4 fois et dans les mémes conditions.

e
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2.1.2. Dilution des hématies

Apres le quatrieme lavage, les globules rouges sont diluées avec I’cau

physiologique (1,5ml des hématies dans un 48,5 ml d’eau physiologique), afin d’obtenir

d’hématies a 3%.

2.2. Technique d’hémagglutination

Dans chaque puits d’une microplaque 50ul des hématies du lapin ont été ajouté a

50ul d’extraits bruts de chaque plante. Apres 1h I’agglutination est observée par 1’ceil nu et

le microscope optique.

Le sang du lapin

\ 4
Centrifugation (4000tr/min, 15 min)
4 fois
[ | 1
Culot

Surnageant

1

Dilution (1,5 ml hématies +48,5ml de
I’eau physiologique)

A 4

Posé dans les puis de microplaque
(50ul de I’extrait brute + 50uld’hematies)

l Aprés 1h

L’observation microscopique

Figure 11 : Schéma de test d’hemeagglutination
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3. Test d’inhibition d’agglutination par des sucres simples

La spécificité de sucre au lectine a été étudiée par la capacité d’une série de sucres
simples a inhiber 1’agglutination des érythrocytes.

Dans un puits d’une microplaque, 50ul de solution de sucre (glucose, Galactose, sucrose,)
(Img du sucre dissout dans 1ml d’cau distillée) sont ajoutées a 50ul d’extrait, le mélange
est incubé pendant 1h a température ambiante, cela permettre au lectine de reconnaitre le
sucre, ensuite 50ul des hématies du lapin ont été ajoutées. Apres 1h la lecture a éte faite par
I’observation microscopique.

4. L’effet de Dextrait d’Astragalus armatus et Ruta montana sur P’activité
antibactérienne

4.1. Détermination des diamétres des zones d’inhibition par méthode de diffusion (la
méthode des disques)

La méthode adoptée pour I'évaluation de l'activité antibactérienne de 1’extrait
végeétal obtenu a partir de la plante d’Astragalus armatus et ruta montana sur sept souches
est la technique par contact direct dite diffusion.

4.2. Principe de méthode de diffusion

Ce test est effectue par dépdt d'un disque stérile en papier wattman N 3, de 6 mm
de diamétre imprégné d'une quantité de 30 ul de l'extrait végétal sur un milieu gélose
préalablement ensemencé avec une culture bactérienne. Apres l'incubation, la lecture des
résultats se fait par mesure des diametres des zones d'inhibition en millimetres.
Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure sur milieu gélosé des bactéries & tester (ayant au
maximum 24h), racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Décharger 1’anse dans 9ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.
Bien homogénéiser la suspension bactérienne. 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, 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, ’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi
interne du tube, afin de le décharger au maximum. Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la

surface gélosée, seéche, de haut en bas, en stries serrées. Répéter 1’opération deux fois, en

.
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tournant la boite de pétri 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur
lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
4.3. Mode opératoire

Des disques de 6mm de diameétre sont découpés dans du papier Wattman N°3 puis
autoclavés pendant 20 min a 121°C. Ces disques sont ensuite imbibés avec 30ul de
I’extrait d’Astragalus armatus et Ruta montana. Des disques imprégnés de solution tampon
sont utilisés comme témoin négatif et les disques imprégnes de Gentamicine (antibiotique a
large spectre de famille des aminosides dont la charge du disque est 10ug) sont utilises
comme témoin positif. Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller
Hinton.

Chaque boite de pétri a recu du milieu de culture et est ensemencée par inondation
avec 1 a 2 ml de la suspension microbienne. Les disques stériles imprégnés de I'extrait sont
déposes délicatement a 1’aide d’une pince stérile a la surface du milieu préalablement
ensemenceés par les bactéries-tests. Ensuite ils ont été inversés et incubés dans une étuve a
une température de 37°C durant 24h.L’activité antibactérienne est estimée par la mesure du
diamétre de la zone d’inhibition. La sensibilité des différentes souches vis-a-vis de
différents extraits étudiés est classée selon le diametre d'inhibition selon les critéres
suivants:

v Non sensible (-) ou résistant : diamétre < 8 mm.

v Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

v’ Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.
v

Extrémement sensible (+++) diameétre > 20 mm (Anonyme).

-
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Partie 111 : Résultats
I11.1. Activité hémagglutinante des lectines de I’extrait brut

L’activité hémagglutinante des lectines de 1’extrait brut est positive. On observe
une agglutination totale des hématies du lapin aprés L’ajout d’une lectine permet la
formation d’un réseau entre les hématies et les lectines, ces interactions forment une
suspension gélatineuse homogene ; ceci correspond au phénoméne d’hémagglutination.

Apres une heure d’incubation.

Tableau 1V : Activité hémagglutinante des lectines de I’extrait brut

Plante Test d’agglutination
Ruta montana 4+
Astragalus armatus +++

Photos : 1 et 2 montrent 1’observation microscopique de 1’agglutination des deux extraits

d’Astragalus armatus et Ruta montana

Photo 01 : I’agglutination des hématies du lapin par I’extrait de Ruta montana

E
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Photo 02 : I’agglutination des hématies du lapin par ’extrait d’4stragalus armatus

111.2. Test d’inhibition d’agglutination par des sucres simples

Le test d’inhibition a été effectué avec certains sucres simples (glucose, galactose,

Sucrose) pour déterminer la spécificité des extraits en sucre. L’agglutination ne se fait pas
dans le cas ou la lectine va fixer I’inhibiteur plutdt que les Hématies, les résultats obtenus
ont été decrit dans le tableau (V).

Tableau V: test d’inhibition des extraits d’Astragalus armatus et Ruta montana, par des

sucres simples

Sucre
Extrait Galactose Sucrose Glucose
Ruta Montana +++ - +++
Astragalus Armatus - +++ -

- : Pas d’inhibition et présence d’agglutination.
+++ : Inhibition et absence d’agglutination.

L’extrait de 1’Astragalus armatus a été spécifiquement inhibé par le sucrose.

L’extrait de Ruta montana a été inhibé par galactose et glucose.

E
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Photo 03 :I’agglutination de sang de lapin par I’extrait de Ruta montana (pas d’inhibition

par le sucrose)

Photo 04 : Absence d’agglutination de sang de lapin par ’extrait de Ruta montana
(Inhibition par le galactose)

E
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Photo 05 : Absence d’agglutination de sang de lapin par ’extrait de Ruta montana
(Inhibition par le glucose)

Photo 06 :I’agglutination de sang de lapin par I’extrait de Astragalus armatus (pas

d’inhibition par le galactose)

E
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Photo 07 :I’agglutination de sang de lapin par I’extrait de astragalus armatus (pas

d’inhibition par le glucose)

Photo 08 : Absence d’agglutination de sang de lapin par ’extrait de astragalus armatus

(inhibition par le sucrose)
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111.3. L’effet de D’extrait d’Astragalus armatus et Ruta montana sur Dactivite
antibactérienne

L’évaluation de ’activité antibactérienne de 1’extrait des racines de 1’Astragalus
armatus et Ruta montana a été effectuée par la méthode de diffusion,la sensibilité des
souches bactériennes testées a I’extrait est déterminée en mesurant autour du disque
le diamétre de la zone d’inhibition.
Tableau VI : résultats de I’activité antibactérienne des extrait de Ruta montana et

Astragalus armatus

La souche Diametre de la zone | Diametre de la zone | Diamétres De
(mm) de ID’extrait non | (mm) de  I’extrait | la zone de
lyophilisé lyophilisé I’antibiotique
Astragalus | Ruta Astragalus | Ruta
Armatus montana | Armatus montana

Listeria

monocytogenes - - 17 18 30

ATCC 25922

Bacillus subtilis - 26 19 11 31

ATCC 21332

Staphylococcus

aureus ATCC 19 - 22 19 34

25923

Pseudomonas

aeruginosa - - 16 9 30

ATCC 27253

Klebsiella

oxytoca ATCC 10 11 16 17 30

25922

Escherichia coli - - - - 38

ATCC 25922

Salmonella sp - - - 18 36

- Pas d’activité antibactérienne (Z1=0)

.
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D'apres les résultats nous constatons que 1’extrait lyophilisé d’Astragalus armatus
montre une efficacité supérieure a celle de D’extrait non lyophilisé. Généralement
|"Astragalus armatus est efficace sur Listeria monocytogenes ATCC 25922, Bacillus
subtilis ATCC 21332, Klebsiella oxytoca ATCC 25922, alors que la souche
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a présenté les meilleurs résultats de ’activité. Donc
c’est la souche la plus sensible des souches testées et par contre les souches Pseudomonas
Aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella ssp sont
montrons la meilleure résistance des souches sans aucune zone d’inhibition (ZI=0 mm.)

Alors que pour D’extrait lyophilisé de ruta montana est efficace sur
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27253,
Salmonella ssp, Klebsiella oxytoca ATCC 25922 et Bacillus subtilis ATCC 21332 a
présenté les meilleurs résultats de ’activité vis-a-vis de 1’extrait non lyophilisé, donc ¢’est
la souche la plus sensible des souches testées, mais en général I’extrait lyophilisé est le
plus efficace. par contre les souches Escherichia coli ATCC 25922 et Listeria
monocytogenes ATCC 25922 sont montrons la meilleure résistance des souches sans

aucune zone d’inhibition (ZI= 0 mm)

Selon le diamétre de la zone d’inhibition :

La zone d’inhibition est claire ; ¢’est-a-dire que les souches bactériennes sont sensibles et
leur développement est inhibé par 1’extrait.

La zone d’inhibition avec colonies ; c’est-a-dire que certaines des souches bactériennes
sont sensibles et d’autres sont résistantes a I’extrait.

Absence des inhibitions ; c’est-a-dire que 1’extrait n’a aucun effet sur le développement

des souches bactériennes.

T+ | Témoin positif

T- | Témoin négatif

R.L | L’extrait lyophilise du Ruta montana

R.N | L’extrait non lyophilisé¢ de Ruta montana

A.L | L extrait lyophilise du /’Astragalus armatus

A.N | L’extrait non lyophilisé de I’Astragalus armatus

.
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Photo 09 : I’effet Antibactérien de /’4stragalus armatus et Ruta montana sur Listeria

monocytogenes

Photo 10 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur Bacillus

subtilis

E
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Photo 11 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur

Staphylococcus aureus

Photo 12 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur

Pseudomonas aeruginosa

E
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Photo 13 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur Klebsiella

oxytoca

Photo 14 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur Escherichia

coli

E
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Photo 15 : I’effet Antibactérien de /’Astragalus armatus et Ruta montana sur Salmonella

sp

E
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Partie IV : Discussion

Les lectines sont des protéines capables de reconnaitre des glucides complexes de
maniere specifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune activité enzymatique
vis-a-vis de leur ligand (Lis et Sharon, 1998). La présence des lectines a été rapportée
dans plusieurs variétés de plantes. Elles sont rencontrées dans de nombreux légumes secs
(Rudiger, 2001; Yagi et al.,, 2002). Au cours des vingt dernieres années, plusieurs
centaines de lectines principalement extraites de plantes, ont été purifiées et caractérisees
(Liener, 1976). Elles sont utilisées dans différentes applications en microbiologie
(Sumner, 1919), ainsi que utilisées comme outils dans la recherche, dans le secteur
biomédical et dans le domaine agronomique (Boyd et Sharpleigh, 1954).

Notre travail décrire une technique d’obtention de I’extrait brut de lectine a partir les
racines de deux plantes médicinales de notre région.

Nous avons commenceé notre travail par le test de la présence des lectines dans les
racines de ces plantes médicinales et pour cela nous avons fait 1’activité agglutinante de
I’extrait brut récupéré a 1’aide d’une solution tampon sur les hématies du lapin.

L’activit¢ hémagglutinante des lectines de 1’extrait brut est positive. On observe une
agglutination totale des hématies du lapin.

Ces résultats montrent que les extraits de Ruta montana et Astragalus armatus
ont des molécules agglutinantes les hématies.

Nous avons réalisé le test d’inhibition a I’aide de différents sucres simples
(galactose, sucrose, glucose).pour déterminer la spécificité des extraits en sucre
L’extrait de 1I’Astragalus armatus est spécifiquement inhibé par le sucrose, et 1’extrait de
Ruta montana est inhibé par galactose et glucose et ce résultat est en accord avec les études
de (Renato et al., 1991) réalisés sur les lectines de 12 plantes permis elles les lectines de
Abrus precatorius, qui sont inhibés par le galactose, les lectines de Adenia digitata qui
sont inhibés par le glucose, cette inhibition est due & des interactions multiples entre d’une
part les lectines et d’autre part les glycoconjugues, qui sont impliquées dans les processus
de reconnaissance, il est possible d’utiliser ces sucres spécifiques comme ligand dans la
chromatographie d’affinité pour purifier la lectine correspond.

L’activité antibactérienne des extraits a été évaluée dans cette étude par la
technique de diffusion sur 1’agar (Bauer et al., 1966), vis a vis de sept (7) souches
bactérienne Listeria monocytogenes ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 21332,
Klebsiella oxytoca ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923,

.
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Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27253, Escherichia coli ATCC
25922) aprés 24 heure d’incubation a une température adéquate de 37°C.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de Ruta montana, exerce un effet

contre toutes les souches étudiées sauf Escherichia coli ATCC 25922.

L’extrait d’Astragalus armatus montre une certaine activité inhibitrice envers les
souches microbiennes ; Listeria monocytogenes ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC
21332, Klebsiella oxytoca ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27253, mais n’a aucun effet sur Escherichia coli ATCC
25922 et Salmonella ssp.

L’activité antibactérienne des extraits de ces deux plantes est due a la présence de

lectine.

L’extrait de Ruta montana a un effet antibactérien plus intéressant par rapport a

celui d’Astragalus armatus.et cela peut s’expliquer par son richesse en lectine.

Nous avons testé 1’activité antibactérienne par des extraits lyophilisés et des extraits

non lyophilisés.

Les résultats obtenus dans le présent travail montrent que ’extrait lyophilisé et
non lyophilisé de Ruta montana ont un effet inhibiteur envers la croissance de Klebsiella

oxytoca avec des zones d’inhibitions (ZI=17mm), (Z1=11mm) respectivement.

L’extrait lyophilisé et non lyophilisé d’Astragalus armatus montrent une activité
contre Klebsiella oxytoca, avec des zones d’inhibitions (ZI=16mm), (ZI=10mm)
respectivement. On constate que 1‘extrait lyophilisé a un effet inhibiteur plus fort par

rapport & celui de I’extrait non lyophilisé.

Les souches Staphylococcus aureus (ZI=19 mm), Pseudomonas aeruginosa (ZI=
9mm), Salmonella ssp (Z1=18 mm) et Listeria monocytogenes (ZI=18 mm), sont
sensibles vis-a-vis 1’extrait lyophilisé de Ruta montana, tandis que I’extrait non lyophilisé

n’a aucun effet sur ces souches.

Listeria monocytogenes(ZI=17mm), Pseudomonas aeruginosa(ZI=16mm) et
Bacillus subtilis(ZI=19mm) sont sensibles vis-a-vis I’extrait lyophilisé d’Astragalus

armatus, mais elles sont résistantes a 1’extrait non lyophilisé .

.



Partie IV Discussion

L’importance d’action antibactérienne démontrée par I’extrait lyophilisé est en
relation avec son teneur élevée en lectine. (La quantité des lectines mis dans le disque

pourrait étre a I’origine de ces résultats).

Staphylococcus aureus a été inhibé par les deux extraits lyophilisé et non
lyophilisé d’Astragalus armtus, cela s’explique par la forte sensibilité de cette souche au

lectines.

On remarque que l’extrait non lyophilis¢é de Ruta montana a une activité
inhibitrice sur Bacillus subtilis avec une zone d’inhibition (Z1=26mm) plus grande par
rapport a celle de I’extrait lyophilisé (ZI=11 mm), cela peut s’expliquer par la probabilité

de présence des autres substances dans 1’extrait ayant une activité antibactérienne.

L’action antibactérienne est causé par la perforation de la membrane bactérienne et
le flux rapide des composants cytoplasmiques (thuill et al., 2003 ; shunying et al., 2005),
mais dans le cas des lectines, la paroi bactérienne exclut toute interactions entre les
glycoconguguées de leur membrane et lectines, et empéche également la pénétration de

ces protéines dans

le cytoplasme et les lectines végétales ne peut pas altere la structure et /ou la
perméabilité de la membrane bactérienne, et d’autre part les lectines jouent un rdle de

défense dans les plantes contre les bactéries (Aphichart, 2012).

Donc I’action antibactérienne dans ce cas il doit se faire par un mécanisme direct

basé sur I’interaction avec les carbohydrates de la paroi bactérienne (Aphichart, 2012).

La présence d’inhibition indique qu’il y a un site de liaison spécifique avec le

récepteur de surface bactérienne.

La sensibilit¢ des souches aux extraits suggere leur possible d’utilisation en
thérapeutique comme alternative naturelle aux agents chimio-thérapeutiques dont le

spectre d’action est en réduction continu.

.






Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs
connus pour leurs propriétés thérapeutiques.

Notre étude est I’extrait des substances appelées les lectines, qui sont des
glycoprotéines ont un effet sur I’agglutination des hématies, et ses propriétés
antibactérienne a concerné deux plantes (Astragalus armatus et Ruta montana).

L’activit¢ hémagglutinante d’extrait de 1’Astragalus armatus et Ruta montana
avec le sang de lapin a été positive. L’extrait de [’Astragalus armatus est inhibé par le
sucrose et I’extrait de Ruta montana est inhibé par le glucose et galactose, cette affinité de
lectine pour ces sucres peut étre utilisée pour sa purification

L’activité antibactérienne a été déterminée sur sept (7) souches bactériennes,
selon la méthode de diffusion de disque, les résultats indiquent que chacun des deux
extraits possedent une activité antibactérienne sur certaines souches testées.

Concernant, les germes Gram+ et Gram- (Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis,
Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp,
Pseudomonas Aeruginosa) utilisés ont été sensibles aux extraits lyophilisés de
I’Astragalus armatus et Ruta montana beaucoup plus que les extraits de ces deux plantes.

Cette étude valide scientifiquement 1’'usage traditionnel de ces deux plantes.

Enfin, compte tenu de I’importance phytothérapeutique des extraits des plantes
médicinales, nous espérons qu’elles prendront une place en thérapie hospitalicre afin de
pallier aux problemes de résistances bactériennes causées par la pression de sélection des
antibiotiques dans le milieu hospitalier, et comme perspectives:

Nous souhaitons la poursuite de la recherche des lectines dans d’autres plantes

disponibles localement et leurs effets antibactériens sur d’autres souches.

.
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Annexe

Annexe 01: Préparation de solution tampon de phosphate
Pour 5 litre I’eau distillér
2.175g Na2Hpo4
5 g NaH2po4
459 NaCL
Pour 100ml
v" Na2Hpo4
5000ml
100ml
Donc X=0.0435¢
v" NaH2po4
5000ml
100ml
Donc X=0.1
v" NaCL
5000ml 45¢
100ml —» X
Donc X=0.9

v

2175¢

v
X

59

v

4
X

v

Annexe 02 : Préparation de I’eau physiologie
NaCL : 0,99
L’eau distillée : 100ml



Résumé

Résumé

Les lectines sont des substances protéiques extraits des plantes, des animaux ou
des microorganismes. L’objectif principal de ce travail est de chercher la présence de
lectines dans deux plantes médicinales (Astragalus armatus et Ruta montana) par le test d’
hémagglutination et d’extraire les lectines et 1’étude de I’activité contre (Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis, Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella ssp, Pseudomonas Aeruginosa). L’extraction a été faite par broyage des
racines et maceération dans une solution tampon. Pour certains nombre des sucres, seul le
glucose et galactose inhibent I’activité hémagglutinante des lectines de Ruta montana. Et le
sucrose inhibe les lectines d’Astragalus armatus. II s’est avéré au terme de ces recherches
que: L Astragalus armatus et Ruta montana présentent une activité antibactérienne.

L’extrait lyophilisé de I’Astragalus armatus et Ruta montana a manifesté une

activité antibactérienne plus forte que I'extrait non lyophilisé

Mots clés : Astragalus armatus, Ruta montana, Lectine, Extraction, Hémagglutination,
Activité antibactérienne



Résumé

Abstract

Lectins are proteins substances extracted from plants, animals or microorganisms.
The main objective of this work is to look for the presence of lectins in two medicinal
plants (Astragalus armatus and Ruta montana) by the haemagglutination test, extract
lectins and the study of the activity against(Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis,
Klebsiella oxytoca, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas
Aeruginosa).  The extraction was made by crushing and macération in abuffer solution
was followed. For some number of single sugar glucose and galactose inhibit
hemagglutinating activity of Ruta montana lectins. And sucrose inhibits the
hemagglutinating activity of lectins Astragalus armatus.

It turned out at the end of this research that: The Astragalus armatus and Ruta montana
have antibacterial activity. The lyophilized extract of Astragalus armatus and Ruta
montana has shown antibacterial activity stronger than the non lyophilized extract.

Key words: Astragalus armatus, Ruta montana, lectin, Extraction,Hemmagglutination,

Antibacterial activity.
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