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INTRODUCTION



Introduction :

De nos jours, un intérét croissant est apporté a I’étude et a I'utilisation des plantes médicinales
pour la recherche scientifique a des fins industrielles (diététiques, pharmaceutiques et
cosmétiques). Ceci est principalement dd a leur forte activité biologique en plus de toutes les

réactions biochimiques et enzymatiques qu'elles renferment.

Tamarix gallica est 'une des plantes de la médecine traditionnelle. Elle appartient a la
famille des Tamaricacées. C’est une halophyte qui se présente sous forme d’arbustes avec un
systeme racinaire profond. Originaire de la région méditerranéenne et du nord de la chine
(DRABU et al., 2012). Ces halophytes sont connues par leur capacité a résister a des
conditions climatiques difficile. De plus, plusieurs investigations phytochimique sur I’espéce
T. gallica ont permis de mettre I’accent sur une série des produits qui ont une importance sur
plusieurs aspects. Parmi ces composés phytochimique, nous pouvons citer : les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins qui aident la plante a résister aux stresses abiotiques et
aux diverses conditions climatiques extrémes (BAHRAMSOLTANI et al., 2019).

Les composés phénoliques ont gagné un intérét dans le domaine pharmaceutique, celui de
la chimie et en plus dans la médecine. Et ce grace a leur propriété thérapeutique. Les
composes phénoliques ou les polyphénols sont largement répondu dans le régne végétal se
sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces métabolites
comprennent de nombreuse classes allant des acides phénolique, anthocyane, flavonoides,
saponine et les tanins condensé. lls ont des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes,

activité antiulcéreuse, anti cancérigene, et antimicrobiennes (NAWAZ et al., 2006).

Les antioxydantes sont les molécules qui peuvent interagir en toute sécurité avec les
radicaux libres pour mettre fin a la réaction en chaine avant les molécules vitales sont
endommagés et sont intimement impliqués dans la prévention des dommages du cancer, du
vieillissement, en plus d’une grande variété de maladies (DRABU et al., 2012). Les composés
phénoliques sont connus pour leur activité antioxydante attribuée aux radicaux libres

hautement réactifs et aux métabolites secondaires bioactives.

La résistance aux antibiotiques pose de grands probléemes au niveau de la santé publique a
I’échelle mondial. De nouveaux mécanismes de résistance émergent et se répandent dans le

monde entier, compromettant la capacité de traiter les maladies infectieuses courantes.
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Actuellement, environ 25 000 personnes meurent chaque année d'infections résistantes aux
médicaments dans I'Union européenne. En fait, les infections causées par des bactéries
résistantes sont associées a une morbidité et une mortalité plus élevées que les maladies dans

lesquelles les bactéries sont sensibles aux antibiotiques. (MUYLAERT et al., 2012).

Les scientifiques sont donc & la recherche de nouveaux produits antimicrobiens naturels
chez les plantes médicinales qui présentent un grand potentiel et I’opportunité de découvrir de
nouveaux antibiotiques. A I’aide de dépistage des composés phytochimiques dans les extraits

de plantes plusieurs produits et formules antimicrobiennes sont découvertes.

Compte tenu du réle important joué par Tamarix gallica dans I’arsenal thérapeutique de
I’humanité nous avons focalisé notre recherche sur I’évaluation des activités antimicrobiennes
et antioxydantes des composées phénoliques du T. gallica. L’activité antimicrobienne a été
évalué sur des souches pathogénes a I’homme pouvant conduire a des intoxications

alimentaires aigues.
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I. Généralités sur ’espéce Tamarix gallica :

Tamarix gallica appartient au genre Tamarix. 1l y a environ 50 & 60 espéces de plantes a
fleurs dans la famille des Tamaricacées. Le nom générique provient du latin et est censé se
référer a la riviere Tamaris en Espagne (DRABU et al.,2012). Les Tamaris sont des arbres ou
arbustes fréquents dans les terrains salés, caractérisés par de petites feuilles écailleuses,
souvent imbriquées. Grace a leur élégance et a leur abondante floraison, les Tamaris se

classent parmi les plus décoratives de nos plantes ligneuses (DERGISI et al., 1977).

Tamarix gallica L. est communément appelé « Jhau » en hindi, et Tamarisk en anglais.
Désigneés respectivement en arabe aux nom de "Thlaia" (plus "Ethel") et "Fersiga" (plus "The
Aarich") en algérie appelé "Tarfa" (ELAMINE, 2017).

Ces arbustes ou petits arbres feuillus, sont originaires d'Arabie saoudite et de la peninsule du
Sinai et sont trés communs autour de la région mediterranéenne. 1l existe dans de nombreuses
autres regions en tant qu'espéce introduite envahissante, devenant souvent une mauvaise herbe
venéneuse (DRABU et al., 2012).

Cette espece posseéde des branches ligneuses fragiles qui tombent a l'automne et de petites
feuilles les recouvrent. La forme des feuilles s'adapte aux conditions extrémement séches au
fil du temps. Les fleurs roses sont petites, hermaphrodites et poussent sur des épis plumeux
étroits (DRABU et al., 2012).

Elles fleurissent généralement plus tot que les feuilles, la premiere en mai et parfois la
seconde en aodt. Il a été cultivé comme plante ornementale en raison de son grand nombre
d'épis de fleurs roses voyantes. Cette plante se trouve principalement dans les régions salées

et se trouve entre les zones inter-dunales du désert (DRABU et al., 2012).
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Il. Classification :

- Classification classigue des Tamarix gallica selon Cronquist 1988 :

Selon Cronquist (1988) Tamarix gallica est un arbuste appartient au classe de Dicotylédones,

il fait partie de la famille de Tamaricaceae, au genre de Tamarix (Tableau 01).

Tableau 01: Classification des Tamarix Gallica selon Cronquist (1988).

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Violales
Famille : Tamaricaceae
Genre : Tamarix
Espeéce : Tamarix gallica

- Classification des Tamarix gallica selon APG 2003 :

Classification des Tamarix gallica selon la classification phylogénétique APG 2003

(Angiosperm Phylogeny Group).

Tableau 02: Classification des Tamarix gallica selon APG 2003.

Clade : Angiospermes

Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Noyau des Dicotylédones vraies
Ordre : Caryophyllales
Famille : Tamaricaceae
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Figure 01: Position du clade des Caryophyllales dans les Angiospermes selon classification
phylogénétique 2003(APG 2003)
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Droseraceae

- Nepenthaceae

~ Drosophyliaceae
— Ancistrocladaceae
Dioncophyllaceae
Frankeniaceae
Tamaricaceae

~ Plumbaglnaceae
T~ Polygonaceae
Rhabdodendreceae
Simmondsiaceae
Asteropeiaceae

- Physenaceae
Caryophyllaceae

T~ Achatocarpaceae

T~ Amaranthaceae
Caryophyllales Stegnosepermataceae
Limeaceae
Lophiocarpaceae
Barbeuiaceae
Aizoaceae
Phytolaccaceae
Sarcobataceae
~ Nyctaginaceae
Molluginaceae
Halophytaceae
~ Basellaceae
- Montiaceae
Didiereaceae
—~ Talinaceae
- Portulacaceae

—~ Anacampseros

Cactaceae

Figure 02: Position de la famille Tamaricacée dans le clade des Caryophyllales selon
classification phylogénétique 2003 (APG 2003)

I11.  Description :

Tamarix gallica est un petit arbre de la famille des Tamaricacée, géenéralement de 2-3
metre de haut. A rameaux gréles, effilés, rougeatre. La couleur de 1I’écorce varie entre noir et
violet foncé ou bien le brun, brun noiratre. Leurs racines sont en général tres développées et
longues qui lui permettent d’intercepter les nappes d’eau profonde et d’exploiter les

ressources naturelles en eau (DRABU et al., 2012).

Caractérisées par des petites feuilles sessiles plus longue que large de 1 a 2 mm, écailleuse
de couleur vert. De forme ovale lancéolée, Ayant des glandes sécrétrices de sel
(BATTANDIR et al.,1907).

La plupart des fleurs sont petites bisexuée, rarement unisexuelles, actinomorphe bractées,

pentameres ou tétramére. Sont portées par un pédoncule tres court (BENOIT et al., 2021).

Sépales et pétales imbriqué, sépale de 0.7 a 1.2 mm de long et pétales 1.5 a 2 mm de long,
(ALLRED, 2019) avec les étamines saillantes a anthéres apicules, les fruites sont des capsules
anti-poux. Il fleurit au printemps (Mars-Avril) (BAUM, 1978).
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Figure 03: Schéma du Tamarix gallica (BAUM, 1978)

1.Rameau jeune (x5), 2. Rameau adulte (x10), 3. Fleur (x10), 4. Feuille (x20), 5a.
Sépale externe, 5b. Sépale interne, (x20), 6. Pétale (x20), 7. Androcecium (x30).

IVV. Distribution :

Tamarix gallica est un arbuste halophyte des zones cotieres et désertique. Il pousse

généralement sur tous les types de sol (SAIDANA et al., 2007).

Le genre Tamarix gallica se trouve le long les cotes méditerranéennes ou il peut étre

spontané ou cultivé.

Environ 125 espéces distribuées dans les diverses régions du monde (Figure 04), notamment
aux Etats-Unis, en Europe principalement en France, en Espagne, en Portugal et en Italie. En
Afrique principalement 1’Afrique du Nord (1’Algérie, Tunis, Maroc) (ZAAFOURI et
al.,1999), et dans les foréts cotiéres du Bengale, au Pakistan, en Afghanistan, en Iran, en
Turkménistan au Nord de la Chine, en Indien, dans Japon et I’Arabie Saoudite (MIRZA et
al.,2016) (Il est considéré comme exotique en Australie (GASKIN et al.,2003))
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C’est un arbuste qui présente une longue dure de vie qui tolere une large gamme de
conditions environnementales, et qui résister aux stress abiotiques tels que la salinité, les
températures élevées et la secheresse. Il se retrouve sur les flancs orientaux du Hoggar
(Sahara central d’Algérie) (BEN AMMAR, 2019).

Figure 04 : Distribution de I’espéce Tamarix gallica au monde (Original, 2022)

V.  Principaux constituants :

Tamarix gallica est une plante riche en composé polyphénoliques tell que :
e Flavonoide :

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols, la classe la plus importante des métabolites secondaires de plante, et sont
distribuées dans toute la plante, localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, dans les
cellules épidermiques des feuilles (BENCHAACHOUA, 2019).

e Tanins:

Tamarix gallica est composé de tanin (50%) par ex. l'acide ellagique et l'acide gallique. Sont
des substances naturelles poly phénoliques, hydrosolubles, ayant en commun la propriété de
tanner la peau. Ils se localisent dans divers organes: racine, feuilles, fleurs
(BENCHAACHOUA, 2019).
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On distingue 3groupe de tanins :

- Tanins hydrolysables.
- Tanins condensés.
- Phlorotanins

e Resveratrol :

Est un polyphénol végétal antioxydante appartenant a la classe des stilbénes. Que I’on
trouve dans de nombreuses especes végétales telles que Tamarix gallica il est produit par la
plante pour offrir une protection contre des organismes indésirables comme les champignons
et les moisissures (NASSOR et all., 2020).

e Anthocyanine :

Les anthocyanes représentent une sous-classe des composés phénoliques. Ce sont des
glycosides hydrosolubles. Dans les plantes, ils sont utilisés pour la pigmentation, la protection

contre les espéces réactives d’oxygéne ou la fixation de ’azote (ABRSALNER et al., 2019).

VI. Propriétés thérapeutique :

L’utilisation des plants médicinales comme médicaments est une nouvelle industrie

pharmaceutique moderne a cause de ses avantages thérapeutique variés (ELAMIN., 2017).

Tamarix gallica fait partie de ces plantes médicinales a intérét réservé aux populations
locales, il est connu comme étant tonique pour le foie et la rate utilisé avec du vinaigre méme
avec de I’eau, le bois du T. gallica serait bénéfique aux patients atteints de maladies de la rate.
Il était utilisé comme traitement de divers troubles hépatigues (BAHRAMSOLTANI et
al.,2019).

Tamarix gallica est utilisé pour un large spectre de maladies infectieuses de la simple toux et
du rhume aux infections dentaires et des infections graves comme la tuberculose, la variole. 11
existe également des rapports de propriétés cicatrisantes et anti-diarrhéiques et anti-
inflammatoires ainsi que cicatrisantes et anti-irritables anti-hémorroides, qui peuvent étre
attribuées a sa teneur élevée en composés phénoliques astringents. Diabete, problémes de foie
et de rate, rhumatismes et maladie maculaire (BAHRAMSOLTANI et al., 2019).

Tamarix gallica est considéré comme agent antiulcéreux pour les ulceres cutanés et gastro-

intestinaux et comme agent antihémorragique pour différents types de saignements. Ses
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branches et ses feuilles sont utilisées dans un bain de siége (bath sits) pour traiter la
leucorrhée (BENAMMAR,2019).

Tamarix gallica a constitué un certain nombre de produits phytochimique, qui divulgue ses

utilisations a diverses fins thérapeutiques.

Tamarix peut étre utilisé pour le traitement de divers problemes de santé, par exemple anti-
hyperlipidémies, anti-nociceptifs, anti-diarrheiques, antioxydantes,  anti-cancéreux,
antimicrobiens (LAVAIN et al.,2011).

VII. Usages :

L’application de Tamarix gallica dans le génie végétal concerne principalement la résistance
a l'érosion éolienne. Il est utilisé comme brise-vent et fixateur de dunes au Maghreb et en
Chine pour lutter contre la désertification (BENCHAACHOUA, 2019).

Il stabilise la plupart des sols sablonneux car ses racines aident a fixer le sol.

Dans l'industrie alimentaire, T. gallica est considere comme plante mellifere et peut étre
utilisé comme substitut des sucres.

Pour la décoration, il est parfait pour les petits jardins car il a la méme fonction qu'un arbre,
mais il n'est pas trop grand. Il est souvent utilisé pour I'alignement des trottoirs. En effet, sa
grande résistance au vent et a I'eau de mer lui permet de créer une superbe décoration dans ces
lieux. Les tamaricacées sont régulierement coupées pour fournir du bois de chauffage
(BENCHAACHOUA, 2019).
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Usage

= Médicaments = Décoration = Teinture Lutte contre désertifivation = Coté alimentaire |

Figure 05 : Usage de I’espéce de Tamarix gallica (Original.2022)

Tamarix gallica appartient a la famille des Tamaricacée qui sont des petits arbres a petites
fleurs distribuées dans les zones arides en particulier les déserts, récemment 1’espéce Tamarix
gallica a été présenté dans I’industrie pharmaceutique a cause de ses activités cytotoxiques,
antimicrobiens, antioxydantes, anticanceéreux, hepatoprotecteure, anti diarrhéiques,
antipaludique, vermifuge, anti hémorroidaire (ELAMIN, 2017).

L’utilisation de Tamarix gallica été beaucoup plus dans la médecine traditionnelle pour
traiter un large groupe des maladies telles que les trouble de la rate et les maladies oculaires,
les rhumatismes, leucoderme (BAHRAMSOLTANI et al., 2019).
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I. Généralités :

Les composes phénoliques sont des composés qui ont un ou plusieurs groupes hydroxyle
attachés directement a un cycle aromatique généralement sous forme d'esters ou glycosides
plut6t que sous forme de composés libres (VERMERRIS et al., 2008).

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux, elles
interviennent dans plusieurs fonctions vitales comme la défense contre les agents pathogeénes,
et ils ont des propriétés antioxydantes. Les polyphénols interviennent dans la croissance des
végétaux et sont responsables de la coloration des certains fruits, fleurs et des feuilles des
plantes (MANACH et al., 2005).

Les composés phénoliques sont responsables du tannage de la peau chez les étres humains. Et
chez les végétaux ils représentent un moyen de conservation des produits consommés. Ils sont
a ’origine de la modification des proprietés organoleptiques et nutritionnelles des aliments,
en particulier en raison des brunissements auxquels ils donnent naissance lors des processus
de transformation (MACHIEX, 2013).

I1. Principales classes des composés phénoligues :

Le terme phénolique couvre un groupe tres vaste et diversifié de composes chimiques qui
peuvent étre classés de plusieurs facons. HARBORNE et SIMMONDS (1964) ont classé ces
composeés en groupes basé sur le nombre de carbones dans la molécule. Une classification
alternative a été utilisée par SWAIN et BATE-SMITH (1962). lls ont regroupé les phénols en
"courants” et "moins courants" catégories. Par la suite, RIBEREAU-GAYON (1972) a

regroupé les phénols en trois familles comme suit :

1. Phénols largement distribués - omniprésents dans toutes les plantes, ou qui représente
une importance dans une plante spécifique.

2. Phénols moins répandus - nombre limité de composés connus.
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3. Constituants phénoliques présents sous forme de polymeéres.

Les Compaoses
phénaliques

phénoliques
—— Flavanones les tannins
—p
——  Acide Hydroxy- hydrolysables
—— Flavonols benzoiques
les tannins
— |soflavones Acitle Fydrony: o
cinnamique

—— Flavones

——— Anthocyanes

[ Figure 06 : Classes des composées phénoliques (Original.,2022) ]

Généralement les composés phénoliques ont un grand nombre de structures différentes en
fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles. Les composés phénoliques
sont classés suivant la complexité du squelette de base (noyau Cs), le degré de modification
(oxydation, hydroxylation) et enfin suivant les molécules auxquelles ils sont associés
(glucides, lipides, proteines, autres métabolites). Les formes les plus simples sont représentéees
par deux principaux groupes dont dérivent de nombreux composés : les acides hydroxy-
cinnamiques et les flavonoides. Les formes complexes sont pour la plupart issues de la
condensation de certaines formes simples et renferment, entre autres, les tannins et les
lignines (ROCHOW et al., 1966).

Les flavonoides représentent le groupe le plus vaste des polyphénols et le plus largement
distribué dans le regne végetal. Plus de 4000 flavonoides différents ont été identifiés. 1ls sont
répartis en différents groupes, définis en fonction de la structure de leur squelette carboné. ce
sont les acides phénoliques (Ce-C1 et Cs-Cs) et surtout les flavonoides (Cs-C3-Cs) qui sont les
plus fréquentes. Les lignines (Cs-Cs-C3-Cs) sont les moins répandus. Le dernier groupe est
celui des stilbénes (Cs-C2-Cs); avec le groupe des resveratrol qui sont les plus connu avec leur
présence dans la peau des raisins. Plusieurs classes de flavonoides sont retrouvées dans notre

alimentation. Elles différent par le degré d’oxydation du noyau hétérocyclique oxygene.
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Tableau 03 : Principales classes des composés phénoliques (MACHIEX., 2013)

Squelette carboné

Cs
Cs-C1
Cs-C3

Cs-Cy
Cs-C1-Cs

Cs-C2-Cs

Cs-C3-Cs

(C6-C3)2
(C6-C3-Ce)2
(C6-C3)n

(C6-C3-Co)n

Classe
Phénols simples
Acides
hydroxybenzoiques
Acides
hydroxycinnamiques
Coumarines
Naphtoquinones
Xanthones

Stilbénes
Flavonoides
e Flavonols
Anthocyanes

[ ]
e Flavanols
e Flavanones

Isoflavonoides

Lignanes

Biflavonoides
Lignines

Tanins condensés

1.1 acides phénoliques :

Exemple
Catéchol
p-hydroxybenzoique

Acide
férulique
Scopolétine
Juglone
Mangiferine

Resvératrol

Kaempférol,
quercétine
Cyanidine,
pélargonidine
Catéchine,
épicatéchine,
Naringénine
Daidzéine

Pinorésinol

Amentoflavone

caféique,

Origine
Epices, fraise

Pomme de
pomme

Citrus
Noix

terre,

Vigne
Fruit, légumes,

Fleurs, fruits rouges,
Pomme, raisin Citrus

Soja, pois

Pin
Fruits, légumes

Bois, noyaux des
fruits

Raisin rouge, kaki

Les acides phénoliques ou phénolcarboxyliques (un type de phytochimique appelé

polyphénol) sont l'une des principales classes de composés phénoliques des végétaux. Ce

terme décrit généralement les composés phénoliques ayant un groupe “’acide carboxylique’’.

Ils représentent les formes les plus simples des composées phénoliques. lls possédent au

moins une fonction hydroxyle et une fonction carboxyle. Ce sont des dérivés hydroxylés de

I’acide benzoique (Ces-C1) ou de I’acide cinnamique (Ce-Cs).
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Ils sont présents en forte concentration dans la variété des aliments a base de plantes, a

savoir : les graines, les peaux de fruits et les feuilles de légumes. En régle générale, ils sont

présents sous forme liée tels que les amides, les esters ou les glycosides et rarement sous
forme libre (PEREIRA, 2009).

Les acides phénoliques sont principalement divisés en deux sous-groupes : les acides

hydroxybenzoique et hydroxycinnamique.

R3

Les Acides hydroxycinnamiques, dérivés de l'acide cinnamique, présents dans les
plantes souvent sous forme d'esters simples avec de l'acide quinique ou du glucose.
L'acide hydroxycinnamique lié soluble le plus abondant est l'acide chlorogénique (une
forme combinée d'acides cafeique et quinique). Les quatre acides hydroxycinnamiques
les plus courants sont les acides féruliques, caféique, p-coumarique et sinapique.
D'autre part, les acides hydroxybenzoiques possedent une structure commune en Cs-Cy
et dérivent de l'acide benzoique. Ils se trouvent sous forme soluble (conjugués avec
des sucres ou des acides organiques) et lies a des fractions de paroi cellulaire sous
forme de lignine. Par rapport aux acides hydroxycinnamiques, les acides
hydroxybenzoiques se trouvent généralement en faible concentration dans les fruits
rouges, les oignons et le radis noir, etc. Les quatre acides hydroxybenzoiques
couramment trouveés sont les acides p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique
et syringique (SHAHIDI et al., 1995).

v

R,=R,=R;=R,=H

acide benzoique

R2 R1 R,=R,=R,=H, R;=OH

v

acide p-hydroxybenzoique

v

R,=R,=H, R,=R;=0OH acide protocatéchique

cooH Ri=Rs=H, Ry;=0CH3, R;=OH———— acide vanillique

R,=H, Ry=R;=R,=0H » acide gallique
R4 R;=H, R,=R,=0CH,, R,=OH———— acide syringique

R,=OH, R,=R;=R,=H » acide salicylique

R,=R,=0OH, R,=R; =H *> acide gentisique

Figure 07: Structure générale des acides phénols dérivés de I’acide benzoique
phénoliques (MACHIEX, 2013)
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COOH
Ry \ Ry=R,=Ry =H———— acide cinnamique

Ry=Ry=H, R,=OH———— acide p-coamarique
Ry=R,=0H, Ry=H——— acide caféique
R;=0CH,, R,=OH, R,=H—— acide férulique

R,=R;=0CH;, R,=0H ——acide sinapique

Figure 08 : Structure générale des acides phénols dérives de 1’acide cinnamique
(MACHIEX, 2013)

11.2  Flavonoides :

Comme les acides phénoliques, les flavonoides sont des métabolites secondaires a structure
polyphénoliques. Ils sont synthétisés par phénylpropanoides, le composant de départ est la
molécule de phénylalanine. Les effets biologiques de ces composes varient. Tous les
flavonoides ont le squelette structurel de base Cs-C3-Cs, composé de deux cycles aromatiques
en Ces et un cycle hétérocyclique qui contient un atome d'oxygéne. lls ont été classés en six

SOUS-groupes :

1. Flavones (luteonin, apigenin, tangeritin).

2. Flavonols (quercétine, kaemférol, myricétine,
isorhamnétine, pachypodol).

Flavanones (hesteretin, naringenin, eriodictyol).
Flavan-3-ols: catéchines and épicatéchines.

Isoflavones (génistéine, daidzéine, glycitéine).

© 0~ w

Composés d'anthocyanidines (cyanidine, . o
Figure 09: Structure générale des
delphinidine, malvidine, pélargonidine, péonidine, flavonoides (GHASEMZADEH

pétunidine). et al., 2011)

Les flavonoides sont responsables de la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle,

des caroténoides et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par leur
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présence sous forme "leuco", ce qui explique leur intérét commercial dans l'industrie
alimentaire (GHASEMZADEH et al., 2011).

1.3 Tanins:

Les tanins comprennent un groupe de composes avec une grande diversité de structures qui
partagent leur capacité a se lier et a précipiter les protéines. Dans le cadre de la médecine
naturelle japonaise et chinoise les tanins ont été utilisés comme composés anti-inflammatoires
et antiseptiques. lls ont également été utilisés pour traiter un large éventail de maladies, y

compris diarrhée et tumeurs de I'estomac ou du duodénum. (ALKURD, 2008).

Les tanins sont abondants dans de nombreuses especes végétales différentes, en particulier le
chéne (Quercus spp.), chataignier (Castanea spp.), vinaigrier (Rhus typhina), et bonnets a
franges (Tellima grandiflora). Des tanins peuvent étre présents dans les feuilles, I'écorce et les

fruits. 1ls protégent la plante contre les infections et herbivore.

Les tanins peuvent étre classés en trois groupes : les tanins condenses, tanins hydrolysables et

tanins complexes. Ces groupes peuvent ensuite étre subdivisés (ALKURD, 2008).
11.3.1 tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des métabolites vegétaux secondaires, qui sont également des
composeés phénoliques. Selon leur structure, les tanins hydrolysables sont classés en trois

sous-classes : dérivés simples de l'acide gallique, Gallotanins (GT) et Ellagitanins (ET).

Les tanins hydrolysables sont caractérisés par le fait qu'ils peuvent étre degrades par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique. lls libérent alors une partie non
phénolique (souvent du glucose ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre

soit de I’acide gallique soit un dimére de ce méme acide. (CONARD et al., 1998).

La teneur en Ellagitanins de plusieurs produits végétaux est élevée. Plusieurs especes
végétales contiennent d’importantes quantité d’ellagitanins, tel que : les noix de cajou, les
pistaches, les mangues, les noisettes, les kakis, les chataignes, les noix, les goyaves, les clous
de girofle, les piments, les grenades, les prunes, abricots, péches, les fruits rouges et les thés
(CONARD et al., 1998).
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11.3.2 tanins condensés :

Les tanins condensés sont également appelés proanthocyanidines. Ce sont des flavonoides
(oligomeres ou polymeres) constitués de flavan-3-ol (catéchine) unités. L'hydrolyse des tanins

dans des conditions difficiles telles que le chauffage en milieu acide donne anthocyanidines.

Les tannins condensés sont tres abondants dans certains organes aériens des végétaux, tel
que les fruits et les feuilles (DYKES, 2006).

Figure 10 : Tanins condensés (DYKES, 2006)

11.3.3 Phlorotanins :

Les phlorotanins sont des composés polyphénoliques formés par la polymérisation d‘unités

de phloroglucinol. Ils peuvent étre classés en quatre sous-classes (VERMERRIS et al., 2008),
a savoir :

e Phlorotanins avec une liaison éther (liaison aryl-éther comme dans les phloréthols),
e Un phényle liaison (liaisons aryl-aryle),
e Une liaison éther ainsi qu'une liaison phényle(fucophloréthols)

e Une liaison dibenzodioxine.

1.4 Lignines :

Les lignines sont des polymeres phénoliques. Ce sont les deuxiémes biopolymeéres les plus

abondants sur terre (aprés la cellulose), et jouent un réle important dans le maintien de la
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structure cellulaire des végétaux. En effet, leur hydrophobicité facilite également le transport
de l'eau a travers le tissu vasculaire. Enfin, la complexité chimique et le manque apparent de
régularité dans leur structure rend les lignines extrémement appropriées comme une barriere

physique contre les attaques d’insectes et de champignons (JUTIVIBOONSUK, 2005).

I1.5 Stilbénes :

Les stilbénes sont une petite famille de métabolites secondaires végétaux dérivés de la voie
des phénylpropanoides, et produit dans un certain nombre d'espéces végétales non
apparentées. Ces composés ont de nombreuses implications dans la résistance des plantes aux
maladies. Un grand nombre de preuves indiquent que les stilbénes participent a la fois a la

défense constitutive et inductible mécanismes chez les plantes (CHONG, 2009).

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine, parmi ces
composes on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes

médicinales, ’exemple le trans-resvératrol.

OH

(16 ) trans-resveratrol

OH

Figure 11 : Stilbénes phénoliques (CHONG, 2009)

1.6 Saponines :

Les saponines ou saponosides sont une classe spécifique de metabolites secondaires, sont
généralement connues comme des composes non-volatils, tensio-actifs qui sont produits

naturels abondamment retrouvés dans le regne végétal.

Stracturalement parlant, les saponines sont constituées d'un squelette stéroidique ou

triterpénique porteur d'une (monodesmoside) ou de plusieurs (bidesmoside, tridesmoside)
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sections sucres. En effet, les molécules de saponines dans 1’eau forment une solution
moussante. C’est d’ailleurs sur leur tensio-activité qu’est fondée 1’utilisation multiséculaire de

certaines plantes qui renferment : la saponaire (CHAIEB, 2008).

I1l. Biodisponibilité des polyphénols :

Il est important de réaliser que les polyphénols sont les plus communs dans l'alimentation
humaine ne sont pas nécessairement les plus actifs dans I'organisme, soit parce qu'ils ont une
activité intrinseque plus faible ou parce qu'ils sont mal absorbés par l'intestin, fortement
métabolisé ou rapidement éliminé. De plus, les métabolites qui se trouvent dans le sang et les
organes cibles et qui entrainent de l'activité digestive ou hépatique peut différer de I'indigéne
en termes d'activité biologique. Une connaissance approfondie de la biodisponibilité des
polyphénols est donc essentielle pour identifier leurs effets sur la santé humaine
(VERMERRIS et al., 2008).

Le métabolisme des polyphénols se produit via une voie commune. Les aglycones peuvent
étre absorbés par l'intestin gréle. Cependant, la plupart des polyphénols sont présents dans les
aliments sous forme d’esters, glycosides ou polymeres qui ne peuvent pas étre absorbés dans

leur forme native, ils doivent étre hydrolysés (VERMERRIS et al., 2008).

VI. Intérét des composés phénoliques :

Les principaux réles établis des composés phénoliques végétaux sont écologiques, certains
ayant des fonctions doubles, voire multiples. Plusieurs études ont indiqué un degré éleve de
compartimentation des composés phénoliques et des enzymes impliquées dans leur

biosynthése qui se produit par diverses voies. (XIAO et al., 2019)

Les composés phénoliques sont largement distribués dans la plante. lls s'accumulent
généralement dans les vacuoles centrales des cellules de garde et des cellules épidermiques et
des cellules sous-épidermiques des feuilles et des pousses. lls sont généralement produits au

cours de deux phases :

1. Les composés phénoliques préformés synthétisés au cours du développement normal
des tissus végétaux.

2. Les composés phénoliques induits synthétisés par les plantes en réponse a un stress
abiotique (XIAO et al., 2019).
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V1.1 Roble physiologique :

La majorité des phénols sont responsables de la croissance de la plante en aidant a la
formation de la paroi cellulaire. Les acides hydroxycinnamiques, en particulier l'acide p-
coumarique et l'acide férulique sont présents dans la fraction insoluble ou de la paroi
cellulaire sous forme d'esters. Ils se lient aux parois végétales et sont responsables de la
transduction de I'énergie lumineuse entrainant des changements dans la structure de la paroi
cellulaire végétale, le flux d'eau, la pression de turgescence et la croissance. D’un autre coté,
l'auxine (acide indole acétique), qui est une phytohormone qui joue un réle majeur dans la

régulation de la croissance de la plante (SUN et al., 2002).

V1.2 Roble Biologique :

Les composes phénoliques sont responsables de nombreuses fonctions biologiques chez la

plante, leur structure et propriétés chimiques leur permettent de performer plusieurs fonctions.
e Lasécheresse :

L'accumulation des composées phénolique est trés importante pour limiter les impacts
négatifs de la secheresse chez les plantes. Des études transcriptomiques et métabolomiques
réalisées sur des plantes Arabidopsis ont confirmé qu’une accumulation accrue de flavonoides
sous stress hydrique est tres utile pour fournir une résistance. La biosynthése et I'accumulation
des flavonols ont également été stimulées chez les plantes en conditions de déficit hydrique
accompagné d'une résistance accrue contre ce stress abiotique. Le stress hydrique peut
également reguler les voies de biosynthese des acides phénoliques et des flavonoides,
conduisant a une accumulation accrue de ces derniers composés qui agissaient comme
antioxydantes et entrainent une diminution des effets néfastes du stress hydrique
(HERNANDEZ et al, 2008).

e Le stress Salin :

Le stress salin entraine la génération des espéces réactives de I’oxygene (ROS) comme les
anions superoxydes, le peroxyde d'hydrogene et I'hydroxyle ions nécessitent l'activation du
systéeme antioxydante des plantes pour contraster la propagation des ROS. Les composés
phénoliques ont de puissantes propriétés antioxydantes et aider a piéger les effets nocifs chez
les plantes soumises a un stress salin. De plus, en réponse a stress salin, la biosynthese des
phénylpropanoides est stimulée et entraine la production de diverses voies composées

phénoliques a fort potentiel antioxydante (BARS, 1995).
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e Les rayonnements ultraviolets :

L'exposition des plantes aux rayonnements ultraviolet-B endommage leur structure
protéique, provoque des mutations de I'ADN et génére des ROS nocifs. Pour contrer les effets
négatifs de I'exposition aux ultraviolet-B, les composés phénoliques endogénes s’accumulent
dans les cellules végétales et protegent les composants cellulaires en créant un bouclier sous
la couche épidermique. Ils réduisent les dommages & I'ADN en empéchant la dimérisation de
la thymine ainsi que la réduction des photo-dommages d'enzymes importantes comme le
NAD/NADP. En outre, les flavonoides agissent également comme des écrans lumineux en
raison de leur capacité a absorber a la fois le visible (anthocyanes) et des rayonnements
ultraviolet (anthocyanes et flavonoides incolores), protégeant ainsi les plantes de ces
rayonnements nocifs (BERLI et FANZONE, 2011).

V.3 RO6le Pharmacologigue et Thérapeutique :

e Effet antioxydante et piegeur de radicaux libres :

Une production excessive de radicaux libres peut provoquer de profonds dégats tissulaires
(au niveau du matériel génétique et des acides gras insaturés des membranes) et engendrer des
maladies. Parmi celles- ci, on pourra citer l'inflammation chronique, les complications
diabétiques, 1’athérosclérose, le cancer. Aux cotés de I'acide ascorbique, de la vitamine E, du
B-caroténe ou du sélénium, les flavonoides peuvent agir comme de puissants antioxydantes
(BARS, 1995).

Quercetin, gossypetine, les anthocyanosides et les procyanidines présents dans de nombreux
fruits et fleurs sont les flavonoides naturels les plus actifs. Les propriétés antioxydantes des

tannins ont également été rapportées (OKUDA, 1991).

e Activité Antivirale :

L'évaluation de I‘activité antivirale est réalisée par la mesure de la réduction d'ineffectivité
virale sur cultures de cellules par ’étude du mécanisme d'action au niveau des différentes
étapes du cycle viral (fixation du virus sur la cellule hote, pénétration du virus dans la cellule
hote, réplication des constituants viraux, assemblage et sortie du virus de la cellule héte)
(NOUMAN et al., 2011).
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e Activités antitumorale et chimio-préventive potentielles :

Les aminoflavones en se sont révélées de bons inhibiteurs de protéine kinase tyrosine (PKT)

ainsi qu'un dérivé flavonique. Ce dernier compose a présenté des effets antitumoraux
significatifs in vitro et in vivo prometteurs en vue d'études clinique ultérieures (SEDLACEK
et al, 1991).

L'action des flavonoides a ces différents stades a €té l'objet de nombreuses controverses. Plus
d'une centaine de tests in vitro et in vivo permettent de déterminer l'action antimutagéne d'une
substance, le plus connu étant le test de Ames. Une cinquantaine de flavonoides ont présenté
une action antimutagéne principalement in vitro dont les plus actifs sont myricétine et
quercétine. 1l semble que la présence d'un groupement 5,7 dihydroxy soit nécessaire a
l'activité. En revanche, d’autres auteurs ont montré I’effet mutagéne des flavonoides

(SHAMAN, 1994).
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Les bactéries sont des microorganismes procaryotes, de taille microscopique variable.

Il s’agit des bactéries pathogénes causent la majorité des maladies et des infections
survenues a I’homme notamment les angines, fiévre, diarrhée, abces, les infections urinaires

et respiratoires aussi des tracts digestifs... (KUMAR, 2012, MARIS, 2016)

Leur pathogénicité est la résultante de la sécrétion des substances nocives, toxiques au corps
humain. Déposer sur les surfaces faciles a contaminé par I'air tel que ; les mains, les

substances alimentaires ... (BIDET et al., 2016)
Elles sont beaucoup plus présentes dans certains endroits tels que les hdpitaux.

Dans ce chapitre nous allons présenter quelques souches nocives a I’homme que nous avons
utilisées dans notre présente étude : Escherichia coli, Streptococcus spp, Pseudomonas

aeruginosa, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, et Klebsiella pneumoniae.
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I. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie appartenant a 1’embranchement des Proteobacteria a la
famille des Enterobacteriaceae. Elle a été décrite pour la premier fois en 1885 par pédiatre
allemand Theodore Escherich dans les selles de nourrissons. Dénommée « Bacterium coli
commune » « Bacillus coli » ou encore « Bacterium coli ». Le nom Escherichia coli fut
proposé par Castellani et Chalmers en 1919. Cette dénomination fut officiellement adoptée en
1958 (GRIMONT, 1987).

1- Classification :

Selon le Bergey’s Manuel 2007 Escherichia coli appartient au la famille des Entérobactéries.

Tableau 04: Classification de Escherichia coli.

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espeéce Escherichia coli

2- Habitat :

Escherichia coli domine dans la microflore de I’appareil digestif de I'homme et des
animaux, vue qu’elle est commensale de I'nomme et de la plupart des animaux a sang chaud
(mammiferes et oiseaux) elle colonise de maniere asymptomatique le tube digestif peu apres
la naissance (MATTHEW et al., 2018).

La niche écologique d’E. coli se trouve dans la couche de mucus sécrétée par 1’épithélium

du célon ou elle assure, avec les autres composants de la microflore, une barriére de
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protection de la muqueuse. La concentration en E. coli par grammes de selles varie d’un
individu & un autre de 10° & 10° unités formant des colonies (UFC) (BRIDT et al.,2016). Elle
est plus faible chez les autres mammiféres. Son acquisition se fait a partir du microbiote
maternel chez le nouveau-né, puis par voie orale, a partir de I’alimentation. C’est une bactérie
pathogéne qui commence par coloniser une muqueuse puis elle se multiple causent des
dommages a I’hote en essayant de s’échapper au point d’entrainer des diarrhées et diverses

affections extra-intestinales (MARIS, 2016).
Sa présence dans I’eau est un indice de contamination fécale (CLAVED et al., 2015).

3- Caractére bactériologiques :

3.1. Caractere morphologiques :

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif, en forme batonnet droit et a extremités
arrondies, mesurant de 2 a 4 um de longueur sur 0.4 a 0.6 um de largeur, mobile grace a une

ciliature péritriche, non sporulée mais parfois capsulée (BIDET et al., 2016).
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Figure 12: E. coli sous microscope électronique(a) et apres coloration de Gram(b)
(ROBERT.D, 2013)

3.2. Caractere biochimique :

Les entérobactéries possédent a la fois un métabolisme respiratoire aérobie-anaérobie
facultatif et fermentatif. Elles fermentent le glucose, le lactose et le mannitol et sont catalase

positive, oxydase négative et réduisent les nitrates en nitrites (PANTEL, 2015).
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Elle est capable de fermenter le lactose et de produire de I'indole. Elle ne fermente pas
I’acétoine (VP) et H2S et ne posséde pas d’uréase mais posséde une B-galactosidase, une
Lysine décarboxylase. Elle se multiplie trés rapidement : dans les conditions optimales, une
population peut doubler toutes les 20 minutes sur les milieux ordinaires a 37 °CetapH 7, 5
sur gélose nutritive, Hektoan, Mac Conkey et gélose au sang forment des colonies de 1 a 4

mm de diameétre, rondes, lisses et plus ou moins brillantes (ESCHERICH., 1885).

4- Pouvoir pathogene :

Escherichia coli est une bactérie qui a un indicateur de contamination fécale bien connue
des hygiénistes. Elle est responsable des diarrhées pouvant causer un syndrome hémolytique
et urémique (SHU) avec atteinte des systemes sanguins et rénaux (destruction des globules

rouges et lésions rénales) ou d'autres infections (urinaires, septicémiques) (GRIMONT, 1987).

Des infections communautaires et nosocomiales a tous les ages de la vie. E. coli est de loin
le premier germe responsable des infections urinaires retrouvé dans environ 80% des cas

d’infections communautaires et 35% des cas d’infections nosocomiales (BIDET et al., 2016).

I1. Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques ont été observés pour la premiére fois dans des lésions pyogenes
humaines par Von Recklinghausen en 1871. Pasteur (1880) a obtenu des cultures liquides
des cocci a partir de pus et produit des abces en les inoculant aux lapins. C’est sir Alexander
Ogston, chirurgien écossais, qui a établi de facon concluante le réle causal du coccus dans les
abcés et autres lésions suppuratives (1881). Il lui a aussi donné le nom de Staphylocogue
(Staphyle, en grec, signifiant "grappe de raisin™; kokkos, signifiant une baie) en raison de
I’occurrence typique des cocci "dans grappes de raisin comme" dans le pus et dans les
cultures. Ogston a remarqué que les staphylocoques non virulents étaient aussi souvent

présents sur les surfaces cutanées (KUMAR, 2012).
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1- Classification :

Selon Rosenbach 1884 Staphylococcus aureus appartient au famille des Staphylocoques

Tableau 05: Classification de Staphylococcus aureus

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

Espeéce Staphylococcus aureus

2- Habitat :

L’habitat naturel de Staphylococcus aureus est le corps humain aussi bien que plusieurs
especes animales chez ’homme on peut trouver au niveau de la peau, le nez, les aisselles,
systéme gastro-intestinal et le nasopharynx. Il peut causer une grande variétés d’infections
touchant la peau et les tissus mous, les sites endovasculaires et les organes internes.
Staphylococcus aureus continue d’étre un agent pathogeéne important dans la communauté et
dans les hopitaux, causant une morbidité et une mortalité élevées. C’est un agent de

contamination des surfaces, de I’air et des eaux (FOSTER, 2002).
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3- Caractére bactériologiques :

3.1. Caractere morphologiques :

Les Staphylococcus aureus ce sont des Cocci sphériques a gram positive, d’environ 0.8 a 1
pum de diameétre, est arrondies, bombées, dorées dispose de fagcon en grappes ou amas. On peut
aussi les trouver individuellement, par paires et dans de courtes chaines de trois ou quatre
cellules. Ils sont non sporulés, immobiles et généralement non capsulés a 1’exception des

souches rares. lls colorent facilement et sont uniformément gram-positifs (KUMAR, 2012).
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Figure 13 : Staphylococcus aureus sous microscope électronique(a) et apres coloration
de Gram(b) (ROBERT, 2013)

3.2. Caractere biochimique :

S. aureus est une bactérie aéro-anaérobies facultatives, fermente une gamme de sucre
(glucose, maltose, lactose, saccharose, y compris le mannitol) produisant ainsi un I’acide mais
pas de gaz. 1l est capable de produit une catalase et coagulase. Elle est aussi oxydase négative.
Réduisent les nitrates en nitrites et possedent I'uréase. Indole négative, il forme ’acétoine

(VP) (KUMAR, 2012).

Sa croissance est rapide et aisée sur plusieurs types de milieux Gélose Nutritive, Gélose
Chapman, Baird Parker et Gélose au sang. Sa température optimale de croissance est de 37°c
ou légérement inférieure a 37°C donnent des colonies lisses, convexes avec des diametres de

1~3 mm, de couleur jaune doré due a la fermentation du mannitol (PAUL, 1993)
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4- Pouvoir pathogeéne :

Le Staphylocoque doré est une bactérie commensale et opportuniste qui colonise
différentes parties du corps, comme la peau, les narines, les aisselles et les régions inguinales.
Provoque genéralement des infections cutanées et parfois une pneumonie, une endocardite et
une ostéomyélite. Cela conduit souvent a la formation d'abces. Certaines souches produisent
des toxines qui causent la gastro-entérite, le syndrome des cellules squameuses et le syndrome
de choc toxique (RACHEED et al., 2021).

Certains groupes de personnes présentent un risque plus élevé de colonisation de S. aureus
(jusqu’a 80 %), notamment les employés de la santé, les diabétiques, les patients sous
traitement intraveineux, les personnes ayant une faible immunité, les patients ayant de longs
sé¢jours a I’hopital, les bénéficiaires d’opérations chirurgicales, utilisateurs de cathéters a
demeure, patients en dialyse. Les symptdmes d'une intoxication par Staphylococcus aureus
peuvent se manifester trés rapidement les plus communs sont la diarrhée et les vomissements.
Les souches a coagulase positive sont celles qui généralement sont reconnues comme
pathogenes (PAUL, 1993).

I11. Proteus mirabilis

L’espéce pathogene Proteus mirabilis a été découvert pour la premiere fois en 1885 par
Gustav Hauser. Le nom de Proteus vient du poéme Odyssée d’Homére par leur caractére
changeant de forme parce que le Proteus a la capacité de changer leur cellule végétative en
forme de tige dans une cellule allongée et fortement flagellée qui a essaimage motilité
(ZAFAR et al., 2019).

1- Classification :

Le tableau 06 représente classification de Proteus mirabilis selon Bergey’s ,1998 qu’est

apparait a la famille les entérobactéries.
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Tableau 06: Classification de Proteus mirabilis

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriale
Famille Enterobacteriaceae
Genre Proteus
Espeéce Proteus mirabilis

2- Habitat :

Proteus mirabilis peut étre trouvé dans une grande variété d’environnements, y compris le
sol, les sources d’eau, et les eaux usées, mais il est principalement un commensal des tractus
gastro-intestinaux des humains et des animaux. Elles sont pour la plupart des habitants de
voies urinaires de I'nomme ou elle est censee causer des infections des voies urinaires
(ARMBRUSTER at al., 2018).

Les Proteus sont également retrouves fréquemment dans les septicémies, surtout chez les
personnes agées (PANEZAI et al., 2014).

3- Caractére bactériologiques :

3.1. Caractere morphologiques :

Proteus mirabilis a une morphologie des petits bacilles a Gram négatif de famille
Entérobacteriaceae en forme de béatonnet, polymorphes, mesurant de 0.4 a 1 um de
diamétre sur 1 um a 80 pm de longueur, trés mobile a 6 - 10 flagelles, non sporulés, non

capsules.

Geneére un grand nombre de cellules allongées couvertes de flagelles qui agissent en

synergie pour produire une motilité accrue sur un milieu solide (DJOMBER, 2018).
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(a) (b)

Figure 14 : Proteus mirabilis sous microscope électronique(a) et aprés coloration de
Gram(b) (DJOMBER, 2018)

3.2. Caractere biochimique :

C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, fermentant le glucose avec production de
gaz, H.S+, oxydase négative, catalase positive, possede une nitrate-réductase, Rouge de
méthyle positif (RM) et Voges-Proskauer négative (VP) (peut étre a la fois RM et VP
positif) Elle peut vivre dans des environnements hautement alcalins (HAMDOUCHE et
al., 2016).

L’espéce P. mirabilis se cultive facilement sur milieux simples a 37°C sur gelose

nutritive et gélose au sang et Mac Conkey.

Les colonies diffusent sur les milieux riches et donnent un aspect en nappe. Ces

bactéries présentent une odeur désagréable trés spécifie (DJOMBER, 2018).

4- Pouvoir Pathogéne :

Proteus mirabilis dans des conditions appropriées a la possibilité de causer des infections
des plaies, des voies urinaires infections, arthrite rhumatoide et méningite chez les
nourrissons. (ZAFAR et al., 2019).

Elle est surtout observée pour les infections des voies urinaires cathétérismes, connues sous

le nom d’infections des voies urinaires associées aux cathéters (ARMBRUSTER at al., 2018).
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La pathogénicité de Proteus mirabilis est facilitée par leurs facteurs de virulence unique et
I’augmentation du séjour dans I’hote humain (ZAFAR et al., 2019).

Bien que la bactérie soit capable de causer une variété d’infections humaines des infections
des voies respiratoires, les yeux, les oreilles, le nez, la peau, la gorge, du tractus gastro-
intestinal, les brQlures et les blessures et a €té impliqué dans la méningoencéphalite,

I’empyeéme et I’ostéomyélite néonatales (SCAFFER et al., 2013).

IV. Pseudomonas aeruginosa

L’espéce Pseudomonas aeruginosa a été décrite pour la premiére fois en 1882 par Carle
Gessard au cours de la premiere guerre mondiale, des colorations bleues et vertes du pus

laissé sur les bandages recouvrant les plaies des soldats (JEANNOT et al., 2014).

Sous le nom de « bacille pyocyanique ». Le nom de genre est composé du grec « pseudo »
(imitation) et « monas » (unité), « aeruginosa » signifie vert-gris en latin et se réfere aux
pigments que sécrete la bactérie (SALACHA, 2010).

1- Classification :

Selon la Liste des noms procaryotes avec position dans la nomenclature (LPSN)

Pseudomonas aeruginosa appartient au:

Tableau 07: Classification de Pseudomonas aeruginosa

Regne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa
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2- Habitat :

Pseudomonas aeruginosa est un micro-organisme ubiquitaire capable de survivre dans
diverses conditions environnementales. Dans les milieux aquatiques riches en matiéres
organiques (piscines, jacuzzi, égouts, lacs, estuaires, etc.). Les hdpitaux constituent une
niche écologique (siphons, douches, toilettes, endoscopes, nébuliseurs, humidificateurs,
respirateurs, etc.) qui favorisent leur développement. La contamination par les patients peut
provenir directement des réservoirs environnementaux ou indirectement par I'équipement
médical ou les mains des travailleurs de la santé. Encore plus rarement, cette bactérie se
retrouve dans la flore digestive humaine et y demeure lorsqu'elle est perturbée (symbiose)
par la prise d'antibiotiques (JEANNOT et al., 2014).

3- Caractére bactériologique :

3.1. Caractere morphologique :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie de type bacilles a gram négative (Fig 15) en forme
de batonnets droits ou légerement courbés, non sporulés, non capsulés, mobiles grace a leurs
flagelles monotriche polaire produisant les pigments de fluorescéine et de pyocyanine.

Mesure en moyenne 2 pm de long pour un diamétre de 0,6 pm (KUMAR,2012).

Figure 15 : Observation de P. aeruginosa au microscope électronique
(BIQUAND, 2017)
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3.2. Caractére biochimique :

Pseudomonas aeruginosa est une bacille aérobie strict, P. aeruginosa différe des membres
de I’Enterobacteriaceae en dérivant 1’énergie des glucides par un métabolisme oxydatif plutot
que fermentatif. Elle est catalase positive, oxydase positive, réduisent les nitrates en nitrite

méthyl rouge positive et Voges-Proskauer (VP) positive. Indole, H2S aussi négative.

Il se développe facilement sur des milieux normaux ou sélectifs (Gélose nutritive, Mac-
Conkey, Hektoen...). Cela produit des colonies plates aux bords irréguliers qui prennent un
aspect métallique irisé avec le temps. Un pigment vert brillant diffusible est caractéristique de
cette espéce : il est d0 a une combinaison de properdine (un pigment vert-jaune fluorescent
commun aux espéces du groupe Fluorescences) et de Pseudomonas aeruginosa (un pigment
bleu propre a Pseudomonas aeruginosa). A souvent un ardéme de type seringa (KUMAR,
2012).

4- Pouvoir Pathogéne :

Pseudomonas aeruginosa peut infecter presque n’importe quel site ou organe externe. La
plupart des infections communautaires sont bénignes et superficielles, mais chez les patients

hospitalisés, les infections sont plus fréquentes, plus graves et plus variees.

Les personnes les plus a risque sont celles dont les défenses immunitaires sont affaiblies.
Une antibiothérapie antérieure qui élimine la flore normale peut également fournir a P.

aeruginosa un acces accru aux tissus colonisateurs (KUMAR, 2012).

P. aeruginosa est régulierement une cause de pneumonie nosocomiale, d’infections
nosocomiales des voies urinaires, d’infections du site chirurgical, d’infections de brilures
graves et d’infections de patients subissant une chimiothérapie pour des maladies

néoplasiques ou une antibiothérapie (KUMAR, 2012).
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V. Klebsiella pneumoniae

Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand (NOURI et al.,2015). Elle a été isolée pour la premiere fois par
Carl Friedlander en 1882 comme une bactérie isolée des poumons des patients décédés d’une
pneumonie. Elle a été connue sous le nom pneumobacille de Friedlander « Bacillus mucosus
capsulatus » (REBAKAH et al., 2018)

1- Classification :

Selon la Liste des noms procaryotes avec position dans la nomenclature (LPNS) Klebsiella
pneumoniae appartient au la famille des entérobactéries qu’est représenté dans le tableau
suivant : (FAUCHERE et al., 2002)

Tableau 08: Classification de Klebsiella pneumoniae.

Régne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Klebsiella

Espéce Klebsiella pneumoniae
2- Habitat :

On les retrouve dans les eaux de surface, les eaux usées, les eaux usées industrielles

(papeteries, scieries, minoteries), les sols, les végétaux, les aliments (KONE, 2010).

Chez I'nomme, cette espece se développe sur la peau, les mugueuses, les voies respiratoires

supérieures, et est isolée des feces chez 30% des individus.

La colonisation a augmenté de maniére significative chez les patients hospitalisés (NOURI et
al., 2015).
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3- Caractére bactériologigue

3.1. Caractere morphologique :

Klebsiella pneumoniae sont des entérobactéries bacille, a gram négative, de forme régulier
courtes mesurent 1-2 um longueur et 0.5-0.8 um large. Immobile, trés souvent capsulé, non
sporulés (KUMAR, 2012).

3.2. Caractere biochimique :

K. pneumoniae une bactérie aéro-anaérobie facultative qui fermentent des sucres avec
productions de gaz (Glucose, Mannitol, lactose, Saccharose). Elle est Catalase positive, ne
possede pas d’Oxydase (KUMAR, 2012).

Posséde une nitrate réductase (réduisent les nitrates en nitrites), Citrate, Urée et fermentant

I’acétoine (Voges-Proskauer (VP) positive). Indole négative, H.S aussi négative.

Klebsiella pneumoniae pousse bien sur les milieux ordinaires a températures comprises
entre optimale 37 °C en 18 a 24 heures. Sur une gélose Mac-Conkey, les colonies

apparaissent généralement grandes, bombées, brillante et de couleur rouge-rose (Fig 16).

La nature mucoide des colonies est due au matériel capsulaire produit par I’organisme.
Cependant, certaines souches ne sont pas mucoides. Capsuler matériel est produit en plus

grandes quantités sur le milieu riche en glucides (KUMAR, 2012).

Figure 16 : Klebsiella pneumoniae sur Gélose Mac-
Conkey (Originale., 2022)
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4- Pouvoir pathogeéne :

Klebsiella pneumoniae peut causer la pneumonie acquise de la communauté primaire,
infections nosocomiales, infections des voies urinaires, infections des plaies, bactériémie et

meningite, et rarement la diarrhée.

Dans certains hépitaux, K. pneumoniae a remplacé E. coli comme principal isolat
d’hémoculture. Comme la plupart des souches sont résistantes aux antibiotiques, le traitement

pose de graves probléemes (KUMAR, 2012).

VI. Streptococcus spp

Les Streptococcus ont d’abord été décrits par Billroth en 1874 dans des exsudats
d’érysipele et d’infections de plaies, Elle fut appelés streptocoques (Streptos, c’est-a-dire
tordus ou enroulés; Coccus, grain ou baie). Pasteur, 1879 a trouve des organismes similaires

dans le sang d’un patient atteint de septicémie puerpérale (PAUL, 1993).

En 1881 Ogston a isolés dans des abces aigus, les a distingues des staphylocoques et par

inoculation animale a établi leur pathogénicité (KUMAR, 2012).

1- Classification:

Selon Rosenbach,1884 Streptococcus spp appartint au la famille des streptocoques

représentant dans le tableau NO9 :

Tableau 09: Classification de Streptococcus spp.

Regne Bacteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Streptococcaceae
Genre Streptococcus
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2- Habitat :

L’habitat naturel de Streptococcus est la peau et les muqueuses, en particulier la cavité
nasale. La plupart des streptocoques appartiennent a la flore commensale des cavités
naturelles du corps humain : nasopharynx, cavité buccale, tube digestif, appareil reproducteur.
Ces micro-organismes se fixent sur les cellules épithéliales de I'hdte et colonisent ainsi les
mugqueuses et la peau (KUMAR, 2012).

3- Caractéres bactériologiques :

3.1. Caracteres morphologiques :

Le genre Streptococcus comprend un grand groupe biologiquement diversifié de Cocci, a
Gram positifs qui se développe en paires ou en chaines (Fig 17). lls ont un aspect ovoide ou
sphérique de 2um de diameétre. Les Streptococcus sphériques restent attaches aprés la

division, et par conséquent, croitre en chaines. Immobile, non sporulés (KUMAR,2012).

Gram-positive
cocci in chains

[ Figure 17: schéma Streptococcus spp (KUMAR, 2012) ]

3.2. Caracteres biochimiques :

Streptococcus spp sont des microorganismes aéro-anaérobies facultatifs, ils se
développent aussi bien en absence d’oxygene qu’avec sa présence. Fermants les Glucose sans

production de gaz. lls sont catalase négative (KUMAR, 2012).

Ils sont multiples dans les milieux enrichis en nutriments car ce sont des germes exigeants
(Gélose nutritive, Gélose sang cuit, Gélose sang frais...) a température optimal a 37 °C en 18 a
24 heures (KUMAR, 2012).

39|Page



Partie : Synthése Bibliographique Chapitre 111 : Les souches nocives a ’hommes

4- Pouvoir Pathogéne :

lIs habitent divers sites, notamment les voies respiratoires supérieures, et vivent sans
danger comme commensaux. Un certain nombre d’espéces du genre causent d’importantes
maladies humaines comme I’infection aigles, nasopharyngé, la scarlatine. Environ de 45%

des angines rouges causée par les Streptococcus spp (KUMAR, 2012).

Le plus important d’entre eux est Streptococcus pyogenes causant des infections pyogeénes,
avec une tendance caractéristique a se propager, par opposition au staphylocoque (KUMAR.,
2012).
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Partie Expérimentale Chapitre I : Mateériel et Méthodes

Objectif de travail :

Au cours de ce chapitre nous présenterons les différents appareils et produits que nous avons
utilisés pour réaliser le travail.

Notre principal objectif est d’évaluer le pouvoir antimicrobienne et antioxydant des extraits
polyphénoliques de Tamarix gallica sur les activités antimicrobiennes et antioxydantes.

Le travail est divisé en trois principales parties :

« Extraction des polyphénols par macération.

« Evaluation I’effet des extraits polyphénoliques sur les micro-organismes pathogénes a
I’homme.

« Evaluation I’activité antioxydante d’extrait polyphénoliques.

I. Premiere partie : Extraction

La plante utilisée dans ce travail est I’espece Tamarix gallica.

I.1 Préparation de ’extrait hydroalcoolique par macération :

Cette étape consiste a extraire le maximum des substances actives contenues dans les

parties aériennes de I’espéce végétale ¢tudiée.

1.1.1. Récolte et séchage de matériel végétal :

Le matériel végétal constitué des parties aériennes de la plante a été collecté durant la période
Mars-Avril 2022 d’une plantation de 2 ans sur un sol salin avec un inoculum mycorhizien

arbusculaire.

Les parties aériennes de la plante ont été séchées dans un incubateur-agitateur Shaker a une
température de 45°C pendant 3 jours, puis broyés dans un moulin électrique afin d’obtenir

une poudre fine pour préserver I’intégrité des molécules.

Figure 18 : Tamarix gallica partie aérienne. {

(Original, 2022) Figure 19 : Broyage (Original, 2022) ]
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1.1.2 1°" Méthode d’extraction :

En utilisant le méthanol comme solvant organique, selon Bouchouka. (2016) (Extrait 1).

- 10 g de plante séche et finement broyée sont macérés dans 150ml d’un mélange

Méthanol-eau (70/30) pendent 24h. L’cau est utilisée afin d’augmenter la polarité.
- Une agitation manuelle est realisee de temps a autre.
- Les macérations hydrométhanoliques obtenues sont filtrées sur papier filtre.

- Le liquide collecté va subir une évaporation a sec sous vide a I’aide d’un évaporateur
rotatif a 65°C pendent 3h.

Une fois le temps d’évaporation écoulé I’extrait est récupéré et laissée sécher dans un
incubateur a 30°C pendant 3 jour. Les résidus secs sont pesés puis repris dans une solution

de diméthylsulfoxyde (DMSO) a 1% pour le test antibactérien.

G SN,
™ ¥ Réfrigérant

Ballon de
récupération

Ballon
d'évaporation

Bain
marie

hydrométhanolique (Original, 2022) (Original, 2022)

/

[ Figure 20 : Maceration ] { Figure 21 : Evaporation a I’aide rota vapeur }

[ Figure 22 : Résidus secs 1*° méthode (Original, 2022) }
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1.1.3 2°M Méthode d’extraction :

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Ksouri et al. (2009),

(Extrait 2)_extraction par macération dans une solution de Méthanol pure 98.9%.

- Mélanger 5g de poudre du végétal séchée avec 50ml de solution méthanol pure 98.9%
dans un Erlenmeyer.

- Agiter magnétiquement pendant 30 min, ensuite conservé le mélange pendent 24h a
4°C.

- L’extrait est filtré sur papier Wattman N°4.

- La macération a été répétée trois fois avec le méme dép6t de solide et renouvelement

de solvant, I’opération est renouvelée de la méme maniére.

Les filtrats sont collectés, évaporés sous vide. Ensuite, stockés a 4°C jusqu’a I’analyse.

Figure 23 : Macération avec Méthanol Figure 24 : Filtration
(Original,2022) (Original,2022)

1.1.4 3*™ Méthode d’extraction :

Pour cette méthode nous avons choisi un mélange des solvants acétone/méthanol/chloroforme

selon le protocole décrit par Ksouri et al. (2008) (Extrait 3) :

- 5g de matiére végétale broyée est mélangée a un solvant composé de 20% d’eau et de
80% d’un mélange équivalent d’acétone + chloroforme + méthanol
- Agiter magnétiqguement le mélange pendant 20min & 100°C.

- Laisser refroidir, puis garder a 4°C pendant 24h.
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Cette opération de maceération a été répétée trois fois avec le méme dépdt de solide avec

renouvelement de solvants de la méme maniére.

- Les filtrats sont collectés, et évaporés sous vide avant d’étre conservés a 4°C jusqu’a

utilisation.

Figure 25 : Macération sur acétone, Figure 26 : Filtration (Original,
chloroforme et méthanol (Original, 2022) 2022)

Figure 27 : Résidus secs 2°™ méthode Figure 28: Résidus secs 3°*™ méthode
(Original, 2022) (Original, 2022)
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1.2.  Tests phytochimiques:

Les tests sont réalisés selon la méthode décrite par Bouchouka. (2016).
1.2.1  Elavonoides :
- Macérer 2g de poudre séchée de matiére végétale dans 40ml d’HCI dilué a 1% pendant 24h.
- Filtrer sur papier filtre N° 4.
- Prendre 10 ml de filtrat, le rendre basique par I’ajout d’une solution de NHsOH.

L’apparition d’un couleur marron dans la partie supérieure du tube indique la présence des

flavonoides.
1.2.2 Tanins:

Préparer I’infusion de la plante en poudre a 10% (1g de poudre seche est recouvert de 10
ml d’eau trés chaude ou bouillante), aprés 5 a 6 minutes, le meélange est remué légérement

avant d’étre filtré.

Une portion du filtrat est diluée avec de I’eau distillée avec une proportion de 1 :4 avant

d’ajouter trois gouttes de FeClI3 a 10 %.
L’apparition d’une couleur bleu ou verte indique la présence de tanins.
1.2.3  Saponines :
Test de mousse:

2,5 ml du filtrat a 10% (voir Tanins) sont ajoutés a 10 ml d’ecau distillée dans un tube a
essai. Le tube est secoué vigoureusement pendant environ 30 secondes avant de le laisser

reposer une demi-heure.
Une mousse persistante supérieure a 1 cm indique la présence des saponines.

1.2.4  Anthocyanes :

Ce test repose sur le changement de la couleur du filtrat a 10% avec le changement du pH.

- Quelques gouttes d’HCI sont ajoutés au filtrat provoquant un changement de couleur
vers le jaune.
- Quelques gouttes de NH4OH sont ajoutées au melange précédant pour observer une

couleur marron une deuxiéme fois, ce qui indique la présence des anthocyanes.
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.25 Test de Caractérisation des phénols :

Dans un tube contenant 5 ml d’éthanol avec de trés petites quantites d’extrait nous avons
projeté 0.5 g de tournure de magnésium en agitant avec précaution, en ajoutant quelques
gouttes d’acides chlorhydrique concentré (HCI) a 37%. Juste aprés I’ajout de tournure de
magnésium et ’acide, nous observons en premier temps que notre mélange commence a
barboter ce qui indique I’établissement d’une réaction chimique entre le magnésium et ’acide

chlorhydrique.

I1. Deuxiéme partie : Test de Pactivité antimicrobienne

Cette partie se divise en trois étapes :

- Préparation des milieux de culture pour les souches bactériennes que nous avons
collectées a I’hopital de Djelfa.

- Tests antibiotiques.

- Tester I’activité antimicrobienne.

1.1 Préparation des milieux de culture :

a. Gélose nutritive (GN) :

La Gélose Nutritive est un milieu ordinaire non sélectif a usage genéral pour la croissance

des souches bactériennes.

Nous avons préparé une quantité de 1L mélangé sur agitateur magnétique avec 38g de poudre

déshydraté de Geélose nutritive dans un Erlenmeyer (selon la fiche technique de la boite de
gélose nutritive déshydratée) (annexe 02), le mélange obtenu est stérilisé dans I’autoclave a
121°C pendant 20 minutes.

b. Gélose Chapman :

Gélose Chapman est un milieu de culture sélectif et différentiel pour les Staphylococcus.

c. Gélose Mac-Conkey :
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Gélose Mac-Conkey est un milieu d’isolement ordinaire sélectif pour les Gram négatifs.

Nous avons préparé une quantité de 1L mélangé sur agitateur magnétique avec 50g de la
poudre déshydratée de gélose Mac-Conkey dans un Erlenmeyer (selon la fiche technique du
flacon gélose Mac-Conkey déshydratée) (annexe 02), Par la suite une stérilisation a

I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes a été realisée.

o 0 L .
- - |
3 ‘\‘.‘

[ Figure 29: Préparation de la gélose Mac-Conkey (Original, 2022) }

d. Mueller Hinton :

Gélose Mueller Hinton est un milieu standardisé recommandé par la National Commette
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques

des bactéries peu exigeantes.

Nous avons préparé la quantité de 1L melangé avec 38g de poudre déshydratée de gélose
Muller Hinton (selon la fiche technique de la boite gélose Muller Hinton déshydratée)

(annexe 02), avant de pratiquer une stérilisation dans I’autoclave a121°C pendant 20 minutes.

Figure 30 : Préparation Mueller Hinton (Original, 2022)
11.2  Evalua :
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Nous avons utilisé la technique de diffusion (méthode des disques) qui permet d’estimer

I’activité antimicrobiens a ’aide de la zone d’inhibition.

11.2.1 Echantillonnage :

L’activité antimicrobienne de polyphénols a été évaluée en utilisant des souches récupérées

aprés isolation du laboratoire de microbiologie de 1’hopital Mahad Abdelkader-Dijelfa.
Les souches concernées sont :

e Escherichia coli.

e Kilebsiella pneumoniae.

e Pseudomonas aeruginosa.
e Proteus mirabilis.

e Staphylococcus aureus.

e Streptococcus spp.

Le choix des souches a été basé sur les critéres suivants :

Pouvoir pathogene.

La disponibilité.

Sources d’infection pour ’homme.

11.2.2 Isolement :

Chague souche a été isolée a partir de différents prélevements (Tableau 10) puis incubée
dans I’étuve pendant 24h a 37°C et identifier par galerie api (lab microbiologie de
I’hépital Mahad Abdelkader-Djelfa).
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Tableau 10 : Isolement des souches bactériennes.

Numérotation Souches Prélevements
171 Staphylococcus aureus Fistule sternale
172 Escherichia coli Pus
192 Pseudomonas aeruginosa Les urines
253 Streptococcus spp Liquide plurale
264 Klebsiella pneumoniae callizEog

intra péritonite

271 Proteus mirabilis Hémoculture

11.2.3 Purification :
Les souches isolées sont purifiées par la méthode des trois Cadrans (FRANCOIS., 2016) :

Les boites de Pétri doivent porter les mémes références que celles du tube de prélevement (la

date, le numéro, les références de la souche, ...)

- Prélever a ’aide de pipette Pasteur boutonnée stérile une fraction des colonies.

- Ensemencer par des stries fines et serrées le premier demi-cercle de la boite de Pétri.
- Flamber la pipette Pasteur ou bien I’anse de platine

- Retourner la boite de Pétri et ensemencer le deuxiéme demi-cercle.

- Flamber la pipette /I’anse encore une fois et laisser refroidir.

- Retourner la boite et ensemencer le dernier demi-cercle avant de fermer la boite de

Pétri.
—_—

=

Figure 31 : Ensemencement selon technique
trois cadrans (FRANCOIS, 2016)
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Tableau 11: Aspect des souches bactériennes dans milieux sélectifs et ordinaire (Original,
2022)

Aspect dans milieu sélctif Aspect dans milieu
Les souches o
ordinaire

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Gélose Mac-Conkey Gélose Nutritive

52|Page



Partie Expérimentale Chapitre I : Mateériel et Méthodes

Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus

Geélose Nutritive

Streptococcus spp

Gélose Nutritive

- Conservation :

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement par piqure centrale sur
gélose nutritive non inclinée. Apres incubation a 37C° pendant 18-24 heures, les tubes sont

conserveés a + 4°C. Le renouvellement des cultures se fait tous les trois semaines.

11.2.4 Préparation du standard McFarland :

MaFarland est un standard de turbidité pour normaliser le nombre approximatif de

bactéries dans une suspension liquide pour tester la sensibilité aux agents antimicrobiens.

Les réactifs utilisés pour préparer 100ml de tube McFarland 0.5 (annexe 02) :
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- 99.5ml Acide sulfurique (H2S04) 1%.
- 0.05 ml Chlorure de baryum (BaCl2) 1%.

L’absorbance du mélange est testée par spectrophotométrie a 625nm, elle doit étre entre
[0.08-0.1] (BECTON et al.,2005).

BECKMAN
—————

\

[ Figure 32 : Préparation du McFarland 0.5 (Original, 2022) }

11.2.5 Préparation de la suspension bactérienne :

Apres purification des souches, 3-4 colonies sont choisies et isolées a I’aide d’anse ou bien

de pipette Pasteur boutonnée stérile et transférées dans un tube stérile contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile.

Une comparaison de la turbidité des colonies diluées dans I’eau physiologique avec celles

contenues dans le milieu McFarland 0.5.

11.2.6 Préparation des disques :

Des disques de papier filtre Wattman de 5mm sont découpés, puis stérilisés a ’autoclave a
120°C pendant 20min. Ces disques trempés dans les extraits polyphénoliques avec une

quantité approximative de 20 ul pour chaque disque.

11.2.7 Méthode de diffusion :

La méthode de diffusion est 'une des méthodes les plus anciennes pour déterminer la
sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques imprégnés des différents produits a tester. La méthode est

recommandée par Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI).
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L’ensemencement et dépots des disques :

- Tremper un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer
I’excés de liquide en tournant 1’écouvillon sur les parois interne du tube.

- Ensemencement par inondation frotter I’écouvillon sur toute la plaque de gélose MH,
de haut en bas, avec des stries fines et serrées.

- Répéter cette opération trois fois par légere rotation de la boite de 60°.

- Tourner I’écouvillon trois fois autour de la paroi interne de la boite Pétrie.

- Recharger I’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de
Pétri avec la méme souche.

- Déposer les disques Wattman qui sont imprégnés d’une petite quantité des extraits 20
ul pour chaque disque sur la surface de la gélose inoculée a I’aide de pince stérile.

- Des disques Wattman imprégnés d’éthanol ou DMSO sont utilisés comme témoin
négatif.

- Déposer disque antibiotique servant de témoin positif.

Les boites de Pétri ont été incubées pendant 18 a 24 heures a 37° C.Nous avons testé les

trois extraits sur toutes les souches bactériennes.

11.2.8 Méthode de puits :

L’ensemencement a été fait de la méme fagon que la méthode de diffusion, la seule différence
réside dans le fait qu’au lieu d’utiliser les disques nous avons réalise des puits de 6 mm de
diametre sur la gélose Muller Hinton a I’aide d’un emporte-piéce, par la suite 1’extrait est
déposé dans chaque puit au centre a I’aide d’une pipette pasteur stérile. Aprés une pré-
diffusion de 45 minutes a température de 4°C, les souches ont été incubées dans I’étuve
pendant 18 a 24 heures a 37°C.

emporte-piece

p

-

percage
du demier

puits v
trous équidistants

Figure 33 : Méthode des puits (BENZOHRA et al., 2019)
.29 Test\ °~
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On a testé I’activité antimicrobienne de la poudre de matiere séche par méthode de
diffusion sur gélose les étapes sont réalisées également de la méme fagon que la méthode
de diffusion d’extraits avec un seul changement les disques de papier filtre sont imprégnés

dans I’éthanol puis la poudre de mati¢re végétale seche.
1.3  Lecture:

A la sortie de l'incubateur, l'absence de croissance microbienne se traduit par un halo
d'inhibition du disque, relativement circulaire et dont le diametre est mesuré et exprimé en

centimétres ou en millimétres. Selon Durafour et al. (2006) :

Lorsque le diamétre est inférieur ou égal & 8 mm, la sensibilité des bactéries est nulle (N).

La sensibilité des bacteries est limitée (L) lorsque le diameétre est compris entre 8 et 14mm.
La sensibilité des bacteries est moyenne (M) lorsque le diamétre est compris entre 14-20mm.
Les bactéries sont trés sensibles aux bactéries de diamétre supérieur ou égal a 20 mm (S).

1.4  Antibiogramme :

L’antibiogramme est une technique qui permet de mettre en évidence les effets des
antibiotiques sur les souches bactériennes. Les différentes étapes de 1’antibiogramme sont les
mémes que celles réalisées lors de la méthode de diffusion, la seule différence est qu’a la
place des disques qui contiennent une quantité de notre extrait nous allons utiliser des disques

antibiotiques.

Les antibiotiques :

Le mot antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») se sont des substances
d’origine naturelle, synthétique ou semi synthétique utilisée contre les infections d’origine
bactérienne. Les antibiotiques possédent la capacité de tuer les bactéries (effet bactéricide) ou
d’inhiber leur multiplication (effet bactériostatique). Certains antibiotiques peuvent, en
fonction de leur concentration, étre bactéricides ou bactériostatiques. (MUYLATAERT et
al.,2012)

Le choix des antibiotiques utilisée a été fait en fonction de:

e Ladisponibilité.
e List d’institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI 2018).

e Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale.
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Les antibiotiques utilisés :

Amikacine (AK)
Ampicilin (AM)
Aztraonam (ATM)
Colistine (Cl)
Fosfomycine (FO)
Gentamicin (HLG)
Kanamycin (K)
Ofloxacin (OF)
Penicillin (P)
Rifampicin (RIF)
Ticarcillin (TIC)
Tobramycin (TOB)

Chapitre | : Matériel et Méthodes

[ Figure 34 : Antibiogramme (Original, 2022) ]

Troisieme partie : Effet des extraits de T. gallica sur Pactivité antioxydante :
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Une activité antioxydante est attribuée a une molécule qui empéche I’oxydation en
neutralisant des radicaux libres. Ces radicaux libres apparaissent aux cours de la respiration
cellulaire et au cours de la production d’énergie. Ce sont des radicaux nocifs pour plusieurs
constituantes cellulaires en particulier I’ADN, les radicaux libres peuvent générer la vieillesse
et la mort cellulaire. Alors les molécules antioxydantes protégent les cellules contre ces

radicaux libres.

I11.1  Evaluation de la capacité antioxydante totale

Le test est basé sur la réduction de Mo(VI) en Mo(V) par I’extrait et la formation subséquente

d’un complexe phosphate vert/Mo(V) a pH acide.

Selon Ksouri et al. (2009) Un aliquote (0.1 ml) de I’extrait vegétal a eté combinée avec 1 ml
de la solution du réactif (acide sulfurique 0.6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate

d’ammonium 4 mM).

Les tubes ont été incubés dans un bloc thermique a 95°C pendant 90min. Aprés que le
mélange a été refroidi a température ambiante, I’absorbance de chaque solution a été mesurée
a 695 nm, le blanc est composé de 1 ml de la solution du reactif sans 1’extrait (acide

sulfurique 0.6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4 mM).

La capacité antioxydante a été exprimée en mg d’équivalent en acide gallique (0.02g/20ml
d’eau distillée) par gramme de poids sec (mg de GAE/g de poids sec), la courbe d’étalonnage

se situant entre 0 et 500 pg/ml. Trois répétitions pour chaque test ont été réalisees.

I11.2  Capacité de piégeage des radicaux DPPH :

La capacité de réduction du 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH*) des extraits d’organes
a été mesurée selon la méthode décrite par Ksouri et al. (2009). Un millilitre de I’extrait a des
concentrations connues [0-500 pg/ml] a été ajouté a 0.25 ml d’une solution de méthanol
DPPH*(0.025¢/1l). Le mélange a été agité vigoureusement et laissé a température ambiante

pendant 30 minutes dans I’obscurité.

L’absorbance de la solution résultante a ensuite été mesurée a 517 nm par
spectrophotométrie et correspondait a la capacité d’extraits pour réduire le radical stable

DPPH a la 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazine de couleur jaune.

L’activité anti-radicale a été exprimée en ICso (ug/ml), la dose d’extrait nécessaire pour

provoguer une inhibition de 50 %. Une valeur inférieure de Clso correspond a une activité
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antioxydante plus élevée de I’extrait végétal comparable au acide ascorbique. La capacité de

récupération du radical DPPH a été calculée a I’aide de 1’équation suivante :
DPPH* effet de récupération (%) = [(Ac-A1/Ao) * 100]

Ou Ay est ’absorbance de la commande a 30 min, et A1 est I’absorbance de 1’échantillon a

les échantillons ont ét

30 min. Tous é analysés en trois exemplaires.

[ Figure 35 : Détermination capacité DPPH*(Original, 2022) ]

I11.3  Quantification colorimétrique des phénols :

111.3.1. Dosage polyphénols

La quantification colorimétrique des polyphénols totaux a été déterminée par la méthode
décrite par Ksouri et al. (2009).

Une aliquote de 125 pl de I’extrait dilué a été ajoutée a 500 pl d’eau distillée et 125 pl du
réactif Folin-Ciocalteu. Le mélange a été secoué, avant d’ajouter 1250 pl Na.CO3z (7%), en
ajustant avec de I’eau distillée a un volume final de 3 ml, et mélanger soigneusement. Apres
incubation pendant 90 min a 23 °C dans I’obscurité, 1’absorbance par rapport au blanc

préparé a été mesurée a 760 nm par spectrophotométrie.

Une courbe standard d’acide gallique a été réalisée. La teneur phénolique totale des organes
a été exprimée en mg d’équivalents en acide gallique par gramme de poids sec (mg GAE/g
poids sec) reportée sur la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, allant de 0 a 400 pg/ml.

Tous les échantillons ont été analysés en trois répétitions.

111.3.2 Dosage flavonoides :

Les flavonoides totaux ont été mesurés par un essai colorimétrique selon Ksouri et al.
(2009). Un aliquote de I’échantillon dilué ou solution-type de (+/-) Quercétine a éteé ajouté a
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une solution de 75 ul de NaNO:z (5 %), et mélangé pendant 6 min avant d’ajouter 0.15 ml
d’AlClz (10 %). Aprés 5 min, 0.5 ml de NaOH a été ajouté. Le volume final a éteé ajusté a 2.5
ml avec de I'eau distillée et bien mélangé. L’absorbance du mélange a été determiné par
spectrophotométrie a 510 nm par rapport au blanc (75 ul de NaNO2 (5 %),0.15 ml d’AICl3

(10 %)+0.5 ml de NaOH, le volume final a été ajusté & 2.5 ml avec de I’eau distillée)

La teneur totale en flavonoides a été exprimée en mg de Quercétine par gramme de poids
sec (mg Quercétine/g de poids sec), en ayant recours a la courbe d’étalonnage de (+/-)
Quercétine, allant de 0 a 400 pg/ml. Tous les échantillons ont été analysés en trois

exemplaires.
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[ Figure 36 : Préparation dosage Flavonoides (Original, 2022) ]

111.3.2. Dosage total des tanins condenseés :

L’analyse des tanins condensés (proanthocyanidines) a été effectuée selon la méthode de
Ksouri et al. (2009). Pour 50 pl de I’échantillon correctement dilué, 3 ml de solution de
vanilline a 4 % diluée dans du méthanol et 1,5 ml d’acide chlorhydrique concentré ont été le
mélangé. Ce mélange a été laisse a température ambiante pendant 15 minutes avant de
mesurer 1’absorbance a 500 nm en utilisant le méthanol comme un blanc. La quantité totale de

tanins condensés est exprimée en mg (+/-) Quercétine/g de poids sec.

La plage de la courbe d’étalonnage de la Quercétine a éte établie entre 0 et 400 pg /ml.

Tous les échantillons ont été analyses en trois répétitions.
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Dans ce chapitre nous allons tout d’abord exposer les résultats obtenus en fonction des
expérimentations réalisées, par la suite nous allons essayer de discuter ces résultats en les
comparants avec des études similaires.

I.  Résultats

1.1 Extraction :

1.1.1 Rendement d’extraction :

Le rendement de I’extraction se calcule par rapport la masse de polyphénols extraits et la
masse de la matiere premiere végétale traitée. Le rendement exprimé en pourcentage est

calculé par la formule suivante:

RT (%) = (P1 - P2/P3) x100 (HADDOUCH] et al.2016)
P1: poids du ballon apres évaporation
P2: poids du ballon avant évaporation (vide)
P3: poids de la matiére végétale de depart ;

Avec trois méthodes d’extractionon a :

1*" méthode : 2°™M méthode : 3°M¢ méthode :
P1: 153.1g P1: 152.99 P1: 157.99
P2: 150.4g P2:150.4g P2: 156.5g
P3: 10g P3: 5¢ P3: 5¢

Nous avons calculé le rendement de ’extraction, le résultat obtenu est représenté dans la
Figure :

50 ~

40

30

20

10

0

Quantité de polyphénols (%)

ler Méthode 2eme Méthode 3eme Méthode
Méthodes d'exractions

[ Figure 37 : Rendement d’extraction Tamarix gallica ]
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D’aprés les résultats représentés dans I’histogramme de la figure N°37, la valeur du
rendement de I’extraits de Tamarix gallica varie en fonction de la méthode d’extraction
employée. C’est la deuxiéme méthode qui présente le rendement le plus important avec 44%
tandis que la premiére et la troisieme méthode présentent des résultats presque semblables (27
et 28%).

I-  Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a évaluer la présence de certains métabolites

secondaires dans les parties végétales de la plante étudiée.
1.2.1 Flavonoides:

L’ammoniaque NH4OH est utilisée comme indicateur de présence de flavonoides, la réaction
est considérée positive avec I’apparition de couleur marron dans la partie supérieure du tube

indiquant la présence de flavonoides. (Figure 38)

[ Figure 38 : Réaction positive de Flavonoides (Original,2022) ]

1.2.2 Tanins :

Les tanins sont des composés important utilisés en tant qu'anti-inflammatoire, digestif,
diurétique et dans le traitement de I'nypertension artérielle. La teneur en tanin dans le végétal

est évaluée par I’ajout du chlorure ferrique (FeCl3). Cette réaction est positive avec
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I’apparition de couleur bleu ou vert indiquant ainsi la présence de tanins dans les parties

aériennes du Tamarix gallica.

Figure 39 : Réaction positive les tanins
(Original,2022)

1.2.3  Saponines:

Les saponines sont un groupe de molécules détergentes et émulsifiantes naturellement
produit par des plantes. Leur présence est déterminée par le test de mousse, une mousse
apparait a la partie supérieure du tube a 1 cm indique la présence des saponines (Figure
N°40).

[ Figure 40 : Test mousse saponine (Original,2022) ]
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1.2.4 Anthocyanes :

Ce sont des molécules qui existent chez certain nombre de plantes. Elles jouent un réle
important dans la pollinisation des fleurs et la dispersion des graines, ainsi que dans la
protection des plantes contre les agressions du milieu (froid, lumiére, ravageurs, etc.). Leur
révélation ce fait par un test en deux étapes, en premier I’apparition de couleur jaune apres
ajout du HCI pure, et une apparition de couleur marron la deuxiéme fois aprés 1’addition de

quelques gouttes de NH4OH.

Figure 41 : Test anthocyanes (Original, 2022)

1.2.5 Test de caractérisation de phénols :

Ces tests donnent une couleur spécifique, appelée la réponse anthocyanique, qui montre que
le Tamarix contient une certaine quantité de dérivés phénoliques. Lorsque notre extrait est mis
en solution alcoolique, en présence du magnésium ionique, il y a selon la structure du phénol
impliqué, il aura l'apparence d'une couleur spécifique. Le changement de couleur indique la
formation de nouveaux complexes de phénate de magnésium qui suivre l'interaction entre les

phénols contenus dans les végétaux et les ions Mg+.

Nous observons en premier temps que notre mélange commence a barboter ce qui explique
que le magnésium a réagi avec I’acide chlorhydrique. Avec une apparition d’une couleur
rouge brique pour ce qui prouve la présence des flavonoides dans notre plante (la couleur

rouge brique indique la présence des flavones ; sous famille de flavonoides).
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Ce changement de couleur démontre que 1’ion de Mg*? forme un complexe avec les

flavonoides contenus dans les extraits.

T

[ Figure 42 : Test caractérisation phénols (Original,2022) ]

1.3 Deuxiéme partie :

|. Evaluation ’activité antimicrobienne :

1- Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode des disques

Les résultats de ’activité antibactérienne des extraits bruts hydrométhanoliques de la plante

étudiée sont révélés dans le tableau suivant :

e Premiére méthode d’extraction :

Tableau 12: Résultats d’activité antimicrobienne de premiére méthode d’extraction.

Souches Dilution 1% Dilution 10% Extrait DMSO

Escherichia coli - - 7mm (N) -

Staphylococcus aureus - - - -

Pseudomonas
) - - 9mm (L) -
aeruginosa
Streptococcus spp B} - - -
Proteus mirabilis - i 9mm (L) -

Klebsiella pneumoniae
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*(diamétre des disques en papiers 5mm).

v,

Figure 43 : Résultats évaluation activité Figure 44 : Résultats évaluation activité antimicrobien
antimicrobien dilution de 10% d’extrait

e Le Di-MythéISulfOxyde (DMSO) a été utilisé comme témoin négative ce qui n’a
aucune influence sur la réaction.

e Nous notons que ’extrait hydroalcoolique de Tamarix gallica est actif lorsqu’il est
concentre, et cette activité diminue en augmentant la dilution indépendamment de la
souche testée. Par conséquent, I’activité est inversement proportionnelle a la dilution.

e Les résultats révelent que les plus hauts niveaux d'activités marqués ont été
enregistrés sur Pseudomonas aeruginosa, et Proteus mirabilis avec un diameétre
d’inhibition limite de 9 mm, suivi par des activités légérement moins importantes a
nulle pour Escherichia coli. Aucun effet n’a été enregistré sur les souches

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Klebsiella pneumoniae testees.
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2- Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode de puits :

Les souches bactériennes se comportent difféeremment vis-a-vis de tous les extraits par des
puits de 6mm de diametre.

Tableau 13 : Résultats d’activité antimicrobienne d’extraits T. gallica par la méthode des

puits.
Diamétre Diamétre o
Antibiotique
Souches d’inhibition d’inhibition _
] ] DMSO  Kanamycin (K)
Puits 1 Puits 2
Escherichia coli 7 mm 7.5 mm - 19 mm
Proteus mirabilis 8 mm 9 mm - 20 mm
Staphylococcus aureus = = - 17 mm
Klebsiella pneumoniae 10 mm 9 mm - 13 mm
Pseudomonas
) 7 mm 7mm = 14 mm
aeruginosa

*(diameétre des disques en papiers 5mm).

Extrait

Proteus mirabilis Klebsiella pneumoniae
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Extrait
Extrait

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

e Les résultats sont obtenus par contact direct des souches a tester avec I’extrait par des
puits.

e Les résultats obtenus indiquent une réaction négative vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus (-).

e Les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa a un effet ou bien
sensibilité, moins important avec un diamétre de D= 7mm <8, les souches qui a une
sensibilité limitée de diamétre variée entre 9 — 10 mm remarqué sur Proteus mirabilis

et Klebsiella pneumoniae.

Concernent I’antibiotique Kanamycin a enregistré un effet sur toutes les souches testées.
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3- Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode de diffusion des disque et

poudre :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur milieu Muller- Hinton en utilisant les

disques du papier Wattman stérile N° 3 avec un diamétre 6 mm imprégné avec 20 pl de

chaque extrait, et des disque imprégné d’éthanol et poudre de matiére végétale seche. Notre

étude a porté sur 4 souches bactériennes et les résultats sont représentés sur le tableau N°14.

Tableau 14: Résultats d’activité antimicrobienne d’extraits par méthodes de diffusion des

disques et poudre.

Souches Diameétre Diameétre Diamétre Témoin Témoin
d’inhibition  d’inhibition  d’inhibition = négative positive
de deuxiéme  de troisieme  delapoudre  éthanol Kanamycin

méthode méthode
Escherichia coli 7 mm 7.5 mm 6.5 mm - 19 mm
Pseudomonas 7 mm 8 mm - - 12 mm
aeruginosa
Proteus mirabilis - - - - 22 mm
Klebsiella - 6 mm - - 13 mm
pneumoniae

*(diameétre des disques en papiers 5mm).

e Une sensibilité nulle a été observée pour les trois extraits sur la souches E. coli, P.

aeruginosa et K. pneumoniae 7 mm, 8 mm, 6 mm de diamétre des zones d’inhibition,

respectivement, et aucun effet observé sur P. mirabilis, par les trois méthodes

utilisées. De plus aucun effet n’a été remarqué contre Proteus mirabilis (-).

Escherichia coli

71|Page



Partie Expérimentale Chapitre 11 Résultats et Discussion

Poudre

Ethanol

Extrait

Ethanol

Ethanol

Extrait

Klebsiella pneumoniae
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4- Résultat d’antibiogramme :

Les résultats de I’antibiogramme obtenu ont été interprétée selon :

e Clinical and Laboratory Standards Institutes 2018 (CLS12018)
e Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale (7eme

Edition)
Avec R : Résistance
S : Sensible
| : Intermédiaire

Tableau 15: Valeur des zones d’inhibition pour Entérobactéries.

Antibiotiques Abréviation Charge Escherichia Klebsiella Proteus mirabilis

de coli pneumoniae

disques
Amikacine AK 30ug 2lmm S 17mm S 19mm S
Ampicilline AM 10 ug 7mm R 30mm S 6mm R
Aztraonam ATM 30 pg 27/mm S 6mm R 29mm S
Colistine Cl 25 ug 16mm S 15mm S 19mm S
Fosfomycin FO 200 pg  36mm S 25mm S 3mm S
Gentamicin  CN 10pg  19mm S 7mm R 19mm S
Kanamycin K 30 pg 19mm S 13mm R 18mm S
Ofloxacin OF 5ug 3lmm S 9mm R 30mm S
Ticarcillin TIC 75pg 10mm R 7mm R 6mm R
Tobramycin  TOB 10 g 21lmm S 9mm R 16mm S
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Tableau 16 : Valeur des zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus, Streptococcus spp,

Pseudomonas aeruginosa.

Souche Antibiotiques  Abréviation Charge  de Diametre Résultats
disques
Amikacine AK 30 pug 18mm S
3 Gentamicin CN 10 pg 17mm S
o
S
o Kanamycin K 30 pug 17mm I
2
S Ofloxacin OF 5ug 28mm S
o
=
:*_% Penicillin P 10 pg 6mm R
n
Rifampicine RIF 5ug 14mm R
Amikacine AK 30 g 25mm S
]
é Aztraonam ATM 30 g 26mm S
= |
= Colistine Cl 25 ug 18mm S
S
§ Gentamicine  CN 10 pug 20mm S
o
5
= Ofloxacine OF 5ug 31mm S
A
D- -
Tobramycine TOB 10 pg 17mm S
Amikacine AK 30 ng 23mm S
Ampicilline AM 10 pug 6mm R
&
(%0}
s Gentamicine  CN 10 pg 18mm S
:
8 Ofloxacine OF 5ug 24mm S
o
o
] Penicilline P 10 pg 6mm R
Rifampicine RIF S5ug 12mm R
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- 10 antibiotiques sont testés sur les entérobactéries (Ampicilline, Amikacine, Aztraonam,
Colistine, Fosfomycin, Gentamicin, Kanamycin, Oflaxacin, Ticarcillin, Tobramycin), les
résultats sont les suivants :

e Escherichia coli a montré une sensibilité pour tous les antibiotiques testés sauf
dans le cas des Ticarcillin, Ampicilline qui été résistance.

e Klebsiella pneumoniae a été multirésistante aux antibiotiques sauf pour les
Amikacine, Ampicilline, Colistine, Fosfomycin.

e Proteus mirabilis a prouvé une sensibilité pour Ampicilline, Ticarcillin, comme
Escherichia coli.

- Pour les trois autres souches leurs résultats ont les suivants :

e Staphylococcus aureus montre une sensibilit¢ pour Amikacine, Gentamicin et
Oflaxacin, et une résistance pour Rifampicine, Penicillin et été intermédiaire pour
Kanamycin.

e Pseudomonas aeruginosa montre une sensibilité forte pour tous les antibiotiques a
tester (Amikacine, Colistine, Oflaxacin, Tobramycin et Aztraonam.

e Streptococcus spp a montré une sensibilité pour Amikacine, Gentamicin et

Oflaxacin, et une résistance pour Rifampicine, Penicillin et pour Kanamycin.

1.4 Troisieme partie : Evaluation activité antioxydante

1.4.1  Evaluation de la capacité antioxydante totale :

La capacité antioxydante totale est une méthode quantitative pour déterminer la capacité
d’une espéce donnée a dissiper les composés oxydatifs qui s’accumulent dans les différentes
parties du végétale. Nous évaluons dans notre présente étude cette capacité chez Tamarix

gallica. La capacité antioxydante a été formulée en nombre d’équivalents d’acide gallique.
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Les résultats de la capacité antioxydante totale sont exprimés en milligramme (mg)
équivalent d’acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg GAE/g de poids sec) a
partir d’une courbe d’étalonnage établie en utilisant 1’acide gallique comme référence. La
courbe d’étalonnage est exprimée par la fonction : Y = 0.0016x + 0.0584, et nous avons un
coefficient de détermination équivalant a: R?=0.924. La courbe d’étalonnage de 1’acide
gallique pour la détermination de la capacité antioxydante totale est représentée dans la figure
N°45 a le dosage de I’activité obtenu est de (444.125 mg de GAE/g de poids sec) et (451mg
de GAE/g de poids sec) pour les deux méthodes d’extraction testée ’extrait N°2 et I’extrait
N°3 la figure (b) montre une différente significative entre la concentration en acide gallique

entre les deux extraits. Le deuxiéme extrait présente une valeur plus importante. Ksouri et al.

Chapitre 11 Résultats et Discussion

(2009) (Extrait 2), Ksouri et al. (2008) (Extrait 3).
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Figure 45 : a. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. b. capacité antioxydante des
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1.4.2 Capacité de piégeage des radicaux DPPH :

La capacité de réduction du radical DPPH a été déterminée par la diminution de
I’absorbance induite par les antioxydantes présents dans la matiere végétale extrait du T.
gallica testée dans cette étude. Nous avons utilisé 1’acide ascorbique comme réactif en
standard. Les résultats obtenus révelent un effet plus fort de piégeage des radicaux libres que
le témoin positif (AC. Ascorbique). Cet effet est observé par le changement de coloration du

DPPH qui est initialement violet et se décolore indiquant la réaction positive.

La méthode d’extraction a base d’utilisées le méthanol concentré 98.9% décrit par Ksouri et

al. (2009) extrait 1 est plus efficace avec in 1C50 plus bas.

Le graphe de la figure (46). Indique que le coefficient de détermination R? est plus significatif
avec I’extrait 2 qui a une courbe de tendance presque identique a celle de I’acide ascorbique,
reflétant ainsi 1’efficacité de ’extrait 2 et sa capacité antioxydante. L’extrait 3 a une capacité
antioxydante inférieure a celle de I’extrait 1 et celle de I’acide ascorbique avec un coefficient

de détermination R?= 0.9404.

90

w0 y= 1R§’?50X£;87A:g771 s [nhibition (ac ascro)
y = 11,344x - 3,0271
70 R2=0,943

co | |y=11783x-17,036
R2 = 0,9404

50

40

30 (ac ascro))

20

it2
10 (extrait2 ))

Pourcentage d'hinibition: Capacité de
Piegeage du DPPH

0 (extrait3))

50
Concentration en DPPH (ug/mL) de 50 a 500

100 200 300 400

-10

[ Figure 46 : Capacité de piégeage du radical DPPH ]
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11.4.2 Quantification colorimétrigue des phénols :

3.1. Dosage polyphénols :

Sur la base des valeurs d’absorbance aprés réaction avec le réactif Folin-Ciocalteu, nous

avons déterminé la teneur en polyphénols dans nos extraits du T. gallica.

Les résultats obtenus montrent qu’avec I’extrait N° 2 nous avons obtenus 253.0833(mg
GAE/g PS) et avec la deuxiéme méthode d’extraction nous avons observé 95.583(mg GAE/g
PS). La courbe d’étalonnage établiec en utilisant I’acide gallique comme référence (Y =
0.0012x + 0.899, avec un coefficient de détermination & R?=0.889) est représentée sur la
figure 47, Nos résultats nous ont permis d’enregistrer une teneur en polyphénols plus élevée

avec la premiére méthode d’extraction.

1.4

1.233

1.143

1.2

0.99
y =0.0012x + 0.7923

R?=0.889
0.8 ®

0.6

L'absorbance

0.4

0.2

200 250 300 350 400 450

0 50 100 150 )
Concentration(mg/ml)

(ng/mL)

y =-157.5x + 410

0 - T
Extrait 2 Extrait 3
Extarits du Tamarix gallica

Concentration en polyphénoles

Figure 47 : a. Courbe étalonnage d’acide gallique. b. concentration polyphénols dans
des extraits testes
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3.2. Dosage flavonoides :

Le contenu en flavonoides est également estimé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium. La Quercétine considérée comme controle positif, qui a permis de réaliser la
courbe d’étalonnage et les calculs de la teneur de flavonoide dans notre extrait, Les résultats

sont exprimés en g équivalent Quercétine par g poids sec (mg EQ/g d’Ps) (figure 48).

Les résultats montrent que les deux méthodes ont presque la méme quantité de flavonoide
extraits par la méthode 2 [Extrait 2] : 225.947 (mg EQ /g Ps), la méthode 3 [Extrait 3] :
211.210 (mg EQ /g PS).

14
y=00019x+0.4157 231
12 R?=0.9658 ®
1
Q
e
€038
2
o
2 06
—m :
—
0.4
0.2
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentration(pg/ml)

0.85 -
0.845 -
0.84

go.sss .

T 0.83 -

2.0.825 -

© 082 -
0.815 -
0.81 -
0.805 -

0.8 -

Concentration en flavonoides ((mg EQ/g

T

Extrait 2 Extrait 3
Extarits du Tamarix gallica

Figure 48 : a. Courbe étalonnage de Quercétine. b. dose des flavonoides dans
les extraits du T. gallica testés
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3.3. Dosage total des tanins condensés :

Les dosages des tanins de parties aérienne de Tamarix gallica issus des deux méthodes

d’extraction (macération).

Ont permis d’enregistrer une concentration importante en tanins (2185.6 mg EQ/g PS) par le
premier local. Cette concentration est nettement supérieure a la quantité obtenue par le
deuxiéme méthode d’extraction (1775.66 mg EQ/g PS).

Les résultats sont superposés sur la courbe d’étalonnage établie en utilisant Quercétine

comme référence en mg EQ/g de poids sec.

0.16
y = 0.0003x + 0.0006 0.134

R?=0.9044 ®
0.12 0.106
(J

0.14
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Figure 49 : a. Courbe étalonnage de Quercétine. b. concentration en Tanin des deux
extraits testés
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La quantité les polyphénol, flavonoides, tanins sont élevée chez notre plante étudiée, les

résultats sont résumés dans tableau N°16.

Tableau 17 : L’activité antioxydante de la plante Tamarix gallica.

Capacité Dosage Dosage Dosage les Capacité de
Meéthode antioxydante Polyphénol Flavonoides Tanins (mg piégeage
totale (mg GAE/g (mg (mg EQ/g PS) EQ/g PS) DPPH [ICso
de poids sec) GAE/g PS) (ng/ml)]
Premiere Ksouri et 444.125 + 0.316 253.083 + 22594 +0.276 2185.6 +0.048 280.87
al.(2009) 0.175
Deuxieme de 451+0.316 95.583 211.210 £0.276 1775.66+0.048 365.641
Ksouri et al. (2008) +0.175
I1- DISCUSSION :

L’efficacit¢ de I’extraction des composés phénoliques est influencée par plusieurs
parametres, tels que : la température, le temps d’extraction, les solvants, le pH, la période et
lieu de récolte de la plante étudiée (SANTOS et al., 2012).

La variabilité de la teneur en polyphénols totaux varie considérablement en fonction de la
nature du solvant utilis¢é dans I’extraction et le type d’organe étudié. Le méthanol est le
meilleur solvant pour extraire les polyphénols. Ksouri et al. (2009) et Bettaib et al. (2017) a
trouvé aussi que les extraits de Tamarix gallica avait un taux important de polyphénol. Bien
qu’ils aient aussi montré que la plante Tamarix gallica a une teneur élevée en flavonoides et

en tanins condensés.

Les résultats de notre présente étude nous ont permis d’enregistrer un rendement plus
important avec la deuxiéme méthode d’extraction a base de méthanol pur a 98.9% cette
méthode a été utilisée précédemment par Ksouri et al. (2009) sur la méme espece végétale
Tamarix gallica. Ces auteurs ont obtenu un rendement inférieur a ce que nous avons
enregistré dans notre étude. Cette amélioration du rendement peut étre attribuée aux

conditions de plantations. En effet, les plantes échantillonnées par Ksouri et al. (2009) sont
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des espéces prélevées a 1’état naturel, tandis que dans notre cas nous avons amélioré nos

plantations par I’ajout d’un biofertilisant a base de champignons mycorhizien arbusculaire.

Nous avons testé I’activité antimicrobienne de nos extraits polyphénoliques par la méthode de
diffusion sur gélose Mueller Hinton sur 6 souches isolées de I’hopital a Djelfa nocives a
I’homme. Les extraits sont plus efficaces lorsqu’ils sont concentrés, la moindre dilution les
rend inactifs. Les résultats comparatifs montrent que nos extraits présentent une inhibition

minime devant celle des antibiotiques.

L’extrait de Tamarix gallica dont les composés majoritaires sont des polyphénols, et
flavonoides a montré une activité sur différentes souches bactériennes et fongiques (Ksouri et
al., 2009). L’ensemble des travaux de ces auteurs, ainsi que d’autres (Bencherif et al. 2019)
ont introduit les polyphénols de T. gallica comme des sources prometteuses face au
développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques. Cependant dans notre présente

¢tude les extraits testés n’avez pas montré une efficacité intéressante.

Cette absence d’activité antimicrobienne pourrait étre liée a I’absence d’action des
composés antibiotiques ou a 1’absence des métabolites bioactifs. Et le développement des
mécanismes de résistance des souches bactériennes, cette résistance microbienne peut étre
naturelle ou acquise (conjugaison bactérienne pour transfert plasmide) (MUYLAERT et
al.,2012). De plus, il est intéressant de souligner que nos plantes sont prélevées sur une culture
jeune de deux ans ce qui peut expliquer que la plante n’a pas bien développé les molécules
actives contre les agents microbiens. Puisque selon Mezeni et al. (2021) la capacité des
polyphénols a inhiber la toxicité des bactéries est liées aux differents composés lipidiques
contenues dans les parties du végétal, dans notre cas la plante n’a pas encore bien développé
ces composées lipidiques. D’un autre coté, les souches bactérienne résistantes lorsqu’elles
sont cultivées a des concentrations plus élevées que celles des antibiotiques refletent le
développement de différents mécanismes afin de neutraliser ’action des agents antibactériens,
les plus répandus. Ce mécanisme de résistance se manifeste par la modification de la
production enzymatique modifiant ainsi les molécules antibiotiques, la modification ou le
remplacement de la cible antimicrobien, I'efflux actif, et 1I’imperméabilité bactérienne
(MUYLAERT et al., 2012).

Nous avons également testé ’activité antioxydante de la partie aérienne de Tamarix gallica

par deux méthodes d’extraction différentes.
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Les résultats montrent que la premiére méthode d’extraction en milieu meéthanolique
(méthanol concentré 98.9%), est plus efficace que la deuxiéme méthode d’extraction sur le

milieu qui contient acétone, méthanol, chloroforme, et eau (80/20).

L’activité antioxydante total a été déterminée par une méthode basée sur la réduction de
phosphomolybdéne présent sous la forme d’ions molybdate Mo(V1) MoOs 2 en molybdéne
Mo (V) MoO?" en présence de l'extrait ou 1’antioxydante pour former un complexe vert de
phosphate dans un milieu acide. Au cours de ce test, I’hydrogéne et I’¢lectron sont transférés
du composé réducteur (extrait- antioxydante) vers le complexe oxydant. Le processus se base
sur ’auto-oxydation par la chaleur (95°C) et nécessitent de longues périodes d’incubation (90
minutes) (PRIETO et al., 1999). Cette activité antioxydante des extraits du T. gallica pourrait

étre attribuée a la présence des molécules phytochimiques comme les composés phénoliques.

Le DPPH est un radical libre qui accepte un radical d’électron ou d’hydrogeéne pour devenir
une molécule stable. La capacité de réduction du radical DPPH a été déterminée par la
diminution de ’absorbance induite par les antioxydante végétaux. L’acide ascorbique était le
réactif utilisé en standard. Le DPPH est initialement violet. Il se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacit¢ des composés
phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.
Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire direct de

différentes substances phénoliques des extraits. (BENCHAACHOUA A.,2019)

L’effet des extraits de méthode 2 et la méthode 3 et de la norme sur le radical DPPH
exprimé en valeurs concentration inhibitrice 50% (IC50) était dans I’ordre suivant : Extrait
1 (280.87ug/ml), et Extrait 2 (365.641ug/ml), AC. Ascorbique (261.345ug/ml). Ce qui

explique que lorsque IC50 est basse I’activité antioxydante est élevée.

Il a été constaté que les molécules antioxydantes tels que I’acide ascorbique, tocophérol,
flavonoides, et les tanins réduire et décolorer DPPH en raison de leur capacité de don

I’hydrogene.

Les composés phénoliques des extraits de T. gallica ont probablement été impliqués dans
leur activité antiradicalane. De cette facon, a montré que les especes de Tamarix sont riches
en composes phénoliques qui sont impliqués dans plusieurs activités biologiques, y compris

les antioxydante (Ksouri et al.,2009).
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L'IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un compose, car il exprime la
quantité d'antioxydante requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus
la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée (IZZA.S.,
2019). Alors la premiére méthode d’extraction fournie a une activit¢ de piégeage plus

importante que celle obtenu la deuxieme méthode.

En fin, on peut dire que 1’é¢tude de I’activité antioxydante de I’espéce de Tamarix gallica a
montré le potentiel piégeage de radicaux libres de cette plante qui pourrait étre considérée
comme source d’antioxydante naturels. L’activité antioxydante observée serait due a leur
teneur élevée en polyphénols totaux, flavonoides, et tanins totaux. Ce qui correspond aux
études précédent élaboré par Ksouri et al. (2009), Bettaib et al. (2017), Boulaaba et al. (2013).
Ces auteurs ont tous souligné une forte activité antioxydante chez les composées phénoliques

du Tamarix gallica.

Généralement, une telle richesse en composants phénoliques contribue de maniere

significative a une activité antioxydante efficace.

84|Page



Conclusion générale :

Les plantes médicinales restent la source des principes actifs des du connus par leur
propriété thérapeutique, une étude des propriétés antimicrobienne et antioxydante a concerné
une espéce halophyte des espaces Algériens, le Tamarix gallica. Du point de vue quantitative
des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des
quantités importantes en polyphénols. De méme nous avons dosé les flavonoides par la
méthode d’AICI3 qui nous meéne a conclure que cette plante contient une quantité
considérable de flavonoides. 1l ressort de ces analyses que T. gallica est riche en flavonoides
de types flavones. Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de
DPPH dont les résultats montrent que ces extraits possédent une bonne activité, donc cette
plante contient des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydante de
premiére classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que
les antioxydante contribuent de maniere tres efficace a la prévention des maladies telles que le
cancer, et les maladies cardiovasculaires. Au cours de cette étude nous avons réalisé
également un test antimicrobien vis-a-vis de 6 bactéries pathogeénes, les résultats
microbiologiques ont montré que les extraits de T. gallica ont une action trés faible sur les

especes bactériennes testées.

Cette absence pourrait étre 1ié a ’absence d’action des métabolites secondaires. Et pourrait
également étre liée au développement des mécanismes de résistance chez les souches

bactériennes.

En conséquence, une relation étroite peut étre suggérée entre les quantités phénoliques et les
capacités antioxydantes dans les parties aériennes de T. gallica. Les résultats de notre étude
ouvrent de potentielles perspectives pour 1’élaboration d’autres recherches dans le méme axe

avec d’autres parameétres d’étude.
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Annexe 1:

Appareillage Agitateur magnétique, Balance, bec
bunsen, Incubateur, Moulin
électrique, Papier filtre,
Rotavapeur, Spatule,
Spectrophotométrie, Tamis,
Vortex.

. Les produits consumables : - Acide sulfurique H2SO4
- Carbonate de sodium NaCO3
- 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle
DPPH
- Acétone
- Acide chlorhydrique HCI
- Ammoniaque NhsOH
- Chloroforme
- Chlorure d'aluminium AICls
- Chlorure de baryum BaCl;
- Chlorure ferrique FeCls
-Disques des antibiotiques
- DMSO
- Eau distille
- L'hydroxyde de sodium NaOH
- Magnésium Mg 2
- Méthanol
- Nitrite de sodium NaNO>

Verrerie : - Pipette pasteur, Ballon, Bécher,
Boite pétri, Cristallisoir en verre,
Cuvette, écouvillon, Entonnoir,
Erlenmeyer, flacons, tube a essai,
micropipette.

Annexe N° 02
Composition des milieux de cultures a préparé (Pour 11 d’eau distillée).
Muller-Hinton
Infusion de viande de beeuf déshydraté ... 3g
Hydrolysat de caséine ............ccoouiiiiiiiiiiiiiii e, 17,59
AmIdon 1,58 Agar......oouiiii i 10g
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Gélose nutritive

Extrait de viande..............cooiiiiiiiiii e 0 g

Extraitde levure..........ooooiiiiiiiiiii 22028

PEPLONG. ... 05G.

Chlorure de sodium...........ooovivriiiiiiii a2, 05g0

N ) P 1

pH=7,4

Peptone
Lactose
Sels biliaire

Chlorure de sodium

HCL 1%
BaCl, 1%

Gélose Mac-Conkey (pH 7.4)

Annexe N° 3 : Tableaux lecture humaine.

Table de lecture 1" : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Entérobactéries.

Antibiotiques | Charge des | Diamétres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml) Commentaires
testés Disques R | s R I S

Ampicilline 10ug <13 | 14-16 =17 =32 16 <8 |Laréponse al'ampicilline est valable pour I'amoxicilline

Amoxicilline 20M10pg <13 | 14-17 =18 | 232116 16/8 < 8/4 | Les breakpoints des céphalosporines et de I'aztréonam ont été révisés en fonction des propriétés PK-PD et des données cliniques.

+Ac. clavulanique Ainsi, I'application de ces breakpoints dépend du respect de posologies précises : céfazoline (2g toutes les 8h), céfoxitine (2g toutes

Céfazoline 3009 PP T ) 253 38 4 <5 les 6h), céfotaxime (1g toutes les 8h).

P Suite a la révision des breakpoints des céphalosporines, la lecture interprétative anciennement basée sur la détection ou non d'une

Cefalotine 30ug <14 ] 15-17 218 232 16 8 BLSE, n'est plus nécessaire. La réponse R, | ou S se fait en se référant aux seuls diamétres mesurés.

Cefoxitine 30ug <14 [ 15-17 18 23 16 <8 | Asouligner cependant que la détection phénotypique de la BLSE garde tout son intérét dans les études épidémiologiques et en

Céfotaxime 30ug <92 23725 >26 >4 2 < hygiéne hospitaliére. (voir chapitre recherches complémentaires).
Pour prédire les résultats des céphalosporines orales quand elles sont utilisées pour le traitement des infections non compliquées
du fractus urinaire, le test de la céfazoline est préféré a celui de la céphalotine.

Céfazoline 30ug <14 - =15 >32 - <16 | Les résultats de la céfazoline permettent de prédire les résuitats pour les céphalosporines orales : céfaclor, cefdinir, céfpodoxime,

(Infections non cefprozil, céfuroxime axétil, céphalexine et loracarbef quand elles sont utilisées pour le traitement des infections non compliquées du

compliquées du tractus urinaire dues a E. coli, K. pneumoniae et P. mirabilis. Céfpodoxime, céfdinir et céfuroxime axétil peuvent étre testés

tractus urinaire) individuellement car certaines souches peuvent étre sensibles & ces antibiotiques alors qu'elles sont résistantes a la céfazoline.

Ceftazidime 30ug <17 18-20 =2 16 8 Les critéres d'interprétation sont basés sur la posologie de 1 g foutes les 8h.

Aztréonam 30ug <17 18-20 =21 16 8 Les critéres d'interprétation sont basés sur la posologie de 19 toutes les 8h.

Imipénéme 10pg <19 | 20-22 =23 24 2 < Les breakpaints des carbapénémes ont été révisés en fonction des propriétés PK-PD et des données cliniques. L'application de ces

Ertapénéme 1009 T 1921 o2 %2 1 <05 breakpoints dépend du respect des posologies suivantes : Imipénéme : 500 mg toutes les 6h ou 1 g toutes les 8h, Ertapénéme : 1g
toutes les 24h.
La détection phénotypique d'une carbapénémase par le test MHT est réservée aux études épidémiologiques (voir chapitre
recherches complémentaires).

Amikacine 30ug <14 | 15-16 z17 =64 32 <16

Gentamicine 10ug <12 | 13-14 =15 216 8 <4

Acide nalidixique 30pg <13 | 14-18 =19 >32 - <16 | La sensibilité diminuée aux fluoroquinolones est détectée chez les salmonelles isolées d'infections extra-intestinales en testant

Ciprofloxacine Sug 15 1620 =21 24 2 <1 I'acide nalidixique a 'antibiogramme.
Valable pour entérobactéries autres que Salmoneilla Typhi et Salmoneila spp. extra-intestinales.

Chloramphénicol 30ug <12 | 13-17 =18 232 16 <8 | Ne pas reporter en routine pour les souches isolées d'ITU sauf pour les salmonelles. Valable pour S.Typhi et Salmonella spp. extra-
intestinales.

Colistine™ CMIL_ | - e | = >2 — <

Furanes 300pg 15-16 =17 >128 64 <32

Fosfomycine 200ug < 13-15 >16 > 256 128 <64 | Indiqué uniquement pour les souches d'E.coli isolées d'infections urinaires. Le disque de 200pg contient 50ug de glucose-6-
phosphate. La CMI est déterminée par Ia technique de dilution en gélose supplémentée de 25ug/ml de glucose 6-phosphate.

Triméthoprime+ 1.25/ <10 | 11-15 =16 |=4/76 — | =2/38

Sulfaméthoxazole | 23.75pg

“Tableau extrait du Document M100 - $24. Vol. 34, n°1, 2014, Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; twenty-forth informational supplement.
** Extraits des recommandations 2014 du Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie.
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Table de lecture 2 : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Pseudemonas aeruginosa.

o Charge des Diameétres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml) Commentaires
Antibiotiques testés disaues
9 R i s R i s
Ticarcilline 7549 <15 16-23 =24 >128 32-64 <16 Les valeurs critiques pour la pipéracilline et la ticarcilline (avec ou sans ac clavulanique), sont basées sur
une posologie d'au moins 3g toutes les 6 heures.
Ticarcilline +ac. clavulanique | 75/10ug <15 16-23 >24 51282 | 32/2-6412 <16/2 | Deétecter une BLSE en placant le disque de TCC entre le disque de CAZ et le disque d’ATM (voir chapitre
tests complémentaires)
Piperacilline 100 Lg <14 15-20 221 2128 32-64 <16 L'application des breakpoints pour les céphalosporines dépend du respect de posologies précises.
Caftazidime 30 g <14 15-17 S8 [ 16 <8 _Geﬂa_zimme et Azlréonalm ‘1g mg{es les 6h_ ou _zg toutes les 8h. Il est‘recommandé d‘infnrrnef I‘es
infectiologues, pharmaciens, comité des antibiotiques et CLIN de I'hdpital, de ces nouveaux critéres
Aztréonam 30 ug <15 16-21 =22 =32 16 <8 d'interprétation. Consuiter le clinicien, en particulier pour les patients spécifiques.
Imipénéme 10 g <15 16-18 =19 =8 4 <2 En cas de diamétre R ou |, faire une détection de carbapenémases (voir recherches complémentaires).
Valeurs critiques basées sur une posologie de 1g toutes les 8 heures ou 500mg toutes les 6 heures.
Amikacine 30 ug <14 15-16 =17 =64 32 <16
Gentamicine 10 ug <12 13-14 >15 >16 8 4
Neétilmicine 30 ug <12 13-14 >15 >32 16 8
Tobramycine 10 ug 12 13-14 >15 >16 8 <4
Ciprofloxacine Spg <15 16-20 =21 >4 2 <1
Lévofloxacine Spg 13 14-16 =17 =8 4 <2
Fosfomycine™ —— — — Des observations cliniques suggérent que les infections dues a des souches pour lesquelles la CMI
de la fosfomycine est < 128 mg/L (ECOFF) (Epidemiological cut-off value) pourraient étre traitées
avec de la fosfomycine.
Colistine 10Mg <10 -— =11 28 4 <2
Table de lecture 4* ; Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition et des CMI pour Staphylococcus spp.
Antibiotiques testés Charge des | Diametres critiques (mm) CMI critiques (wa/ml Commentaires
disques R | s R | s
Pénicilline Le testde la R-lactamase confirme les cas douteux (voir « Tests complémentaires »).
ou <28 - 229 2025 —— <012 Interprétation valable pour toutes les pénicillines inactivées par les R-lactamases (ampicilline,
ticarcilline, pipéracilline....).
Oxacilline (S.aureus et S.lugdunensis) B ———- eeen - >4 - <2 Tester le disque de céfoxitine 30 pg pour détecter la résistance a la méticilline de S.aureus et des
Cefoxtine (S.aureus 20 g <21 __' 222 8 . <4 staphylocoques a coagulase négative.
La résistance a la céfoxitine signifie la résistance a toute la famille des B- lactamines.
S = Le disque d'oxacilline n'est pas fiable. Tester le disque de céfoxitine 30 pg pour détecter la
30 Mg - =25 - - - résistance & la méticilline de S.aureus et des staphylocoques a coagulase négative.
Gentamicine 10ua 13-14 | =15 216 8 <4 Les souches résistantes a la gentamicine sont résistantes a tous les autres aminosides saufa la
Kanamycine 304 14-17 | >18 64 32 <16 La détermination de la résistance a |'amikacine est mieux détectée avec la kanamycine. **
| Amikacine 30ua 15-16 >17 >64 32 <16
Erythromycine 15 ug 14-22 =23 =8 1-4 <0.5 Détecter la résistance inductible en placant le disque d'érythromycine a c6té du disque de
. . clindamycine. En présence d'une image d'antagonisme, répondre « Résistance a érythromycine et
Clindamycine 2ug <14 15-20 =21 =4 1-2 <05 clindamycine ».
Vancomycine (S. aureus) — - - =16 4-8 <2 Le disque de vancomycine ne permet pas de différencier les souches vanco « S » et « | » de
; Staphylococcus aureus, ni de différencier les souches vanco « S», « | » et « R » de S.C.N,, car les
Vancomycine (SCN - -— — > 58-16 \ ,
y ( ) 232 =4 diamétres d'inhibition sont similaires. La détermination de la CMI de vancomycine est obligatoire.
Teicoplanine 30 g <10 11-13 =14 =32 16 <8
| Ofloxacine Sug <14 15-17 >18 >4 2 <1
| Ciprofloxacine: g <15 16 -20 >21 >4 2 <
| Lévofloxacine Sug <15 16 -20 >21 >4 2 <
Triméthoprime+ sulfaméthoxazole 12523 75ug <10 11-15 >16 > 4/76 m—— <2/38
| Rifampicine Sug <16 17-19 =20 >4 2 <
| Tétracvcline 30ug <14 | 15-18 { =19 =16 8 <4 Les souches sensibles 3 Ia tétracvcline. sont sensibles a la doxveveline et 8 la minocveline. |
| Chloramphénicol 30ug <12 13-17 >18 =32 16 <8
Quinupristine-dalphopristine 2 A reporter pour les souches de S. aureus méthicillino-sensibles.
P phiop 1509 <15 | 16-18 | 219 | =4 <1 porterp >
Interprétation valable pour la pristinamycine.
Acide fusidique™ 10 ug <24 =24 >1 =1
Fosfomycine IV** — - >32 <32

"Tableau extrait du Document M100 — S24. Vol. 34, n°1. 2014. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; twenty-forth informational supplement.
** Extraits des recommandations 2014 du Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie.
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Annexe 4 :

Rendement d’extraction Tamarix gallica :

Quantité de polyphénols (%)

50 -

45

P R N N W W b
o uun o uun o un O
1 1 1 1 1

o wun
!

ler Méthode 2eme Méthode 3eme Méthode

Méthodes d'exractions

Courbe étalonnage de 1’acide gallique.

Absorbance

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y = 0.0016x +0.0584
R?=0.9247

0 100 200 300 400 500

Concentration mg/ml
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capacité antioxydante (ug/ml)
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- Capacite de piégeage du radical DPPH

90 Y = 12.95%- 7.6771 s Inhibition (ac

80 R? = 0,9842 ascro)

70 y = 11,344x - 3,0271 4 s [nhibition

60 R2=0,943 / (extrait2 )
=11,783x - 17,036 4 L
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- a. Courbe étalonnage d’acide gallique. b. concentration polyphénols dans des extraits
testes
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- a. Courbe étalonnage de Quercétine. B. dose des flavonoides dans les extraits du T. gallica
testés
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Annexe 5 : les éguations

Rendement d’extraction
RT (%) = (P1 - P2/P3) x100 (HADDOUCH] et al.2016)
P1: poids du ballon apres évaporation
P2: poids du ballon avant évaporation (vide)
P1: poids de la matiére végétale de départ ;
Capacité de piégeage du radical DPPH
DPPH* effet de récupération (%) = [(Ao-A1/Ag) * 100]

Ou Ay est ’absorbance de la commande a 30 min, et A; est ’absorbance de 1’échantillon a
30 min. Tous les eéchantillons ont éte analysés en trois exemplaires.



RESUMES



Résumes :

Tamarix gallica est une espéce halophyte possédant des propriétés hépato-toniques et
stimulantes, comme elle était traditionnellement utilisée dans le traitement de divers troubles

hépatiques.

La présente étude est consacrée a évaluation des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits des parties aériennes du Tamarix gallica. Les extraits de
Tamarix gallica ont montré une activité antibactérienne moins importante en comparaison
avec les antibiotiques contre six souches bactériennes isolée de laboratoire de la
microbiologie de ’hopital Mahad Abdelkader au Djelfa-Algérie, les extraits testés ont revélés
des zones d’inhibition limité et nulle de 0 a 9 mm de diameétre. Dans les conditions actuelles

d’études nos extraits n’ont pas enregistré d’efficacité antimicrobienne significative.

Le potentiel antioxydante des échantillons a était évalué en utilisant trois techniques
complémentaires, teste quantitative des composent des polyphénols, les flavonoides, et les
tanins condensés, I’inhibition du radical libre DPPH. Le test antioxydante a montré que la
maceration dans solution méthanoliques est plus actives que dans une solution mélange
d’acétone, chloroforme, et méthanol. L’extrait méthanolique de T. gallica a montré dans le
test du DPPH une ICso de 280.87 pg/ml moins que deuxiéme méthode (365.64 pg/ml) et est
plus ¢élevée qu’avec ’acide ascorbique (261.34 ug/ml). Cette fraction était capable d’inhiber
50% d’oxydation des molécules biologiques ou biochimiques. Par conséquent, les extraits
méthanoliques présentaient la teneur totale en phénols la plus élevée (253.08 mg de GAE/g de
poids sec). Les flavonoides et les tanins sont présents a une quantité tres importante 225.947
(mg EQ /g Ps), 2185.6 (mg EQ/g PS). Nos extraits suggérent que T. gallica peut étre
considéré comme une source intéressante d’antioxydante pour les industries thérapeutiques ou

nutraceutiques et pour la fabrication d’aliments.

Mots clé : Tamarix gallica, Polyphénols, Extraction, Activité antioxydantes, Activité
antimicrobiennes.



Abstract:

Tamarix gallica is a halophyte species with hepatotoxic and stimulating properties, as it was

traditionally used in the treatment of various liver disorders.

The present study is devotes to evaluation of the antioxidant and antimicrobial properties of
extracts from the aerial parts of Tamarix gallica. The extracts of Tamarix gallica showed a
less antibacterial activity in comparison with antibiotics against six isolated bacterial strains
isolated from microbiology laboratory of the Mahad Abdelkader Hospital in Djelfa-Algeria,
the extracts tested revealed zones of limited inhibition and zero 0 to 9 mm diameter. Under

current condition of studies, our extracts have not shown significant antimicrobial efficacy.

The antioxidant potential of the samples was evaluated using three complementary
techniques, quantitative testing of polyphenols compounds, flavonoids, and condensed
tannins, inhibition of the free radical DPPH. The antioxidant test showed that maceration in
methanol solution is more active than in a solution mixture of acetone, chloroform, and
methanol. The methanolic extract of T. gallica showed in the DPPH test an 1C50 of 280.87
pg/ml less than the second method (365.64 pg/ml) and is higher than with ascorbic acid
(261.34 pg/ml). This fraction was able to inhibit 50% oxidation of biological or biochemical
molecules. As a result, methanol extracts had the highest total phenol content (253.08 mg
GAE/g dry weight). Flavonoids and tannins are present at a very large amount 225.947 (mg
EQ/g Ps), 2185.6 (mg EQ/g PS). Our extracts suggest that T. gallica may be considered an
interesting source of antioxidants for the therapeutic or nutraceutical industries and for food

manufacturing.

Keywords: Tamarix gallica, Polyphenols, Extraction, Antioxidant activity, Antimicrobial

activity.
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