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Résume

Le projet d’étude consiste a évaluer ’activité antimicrobienne d’huile essenticlle et
I’extrait méthanolique de la plante Achillea ligustica de la région de Bougous de la willaya
d’El Taref, spontané sur trois souches des bactéries ont été obtenues du laboratoire de

microbiologie du centre hospitalier d’El Tarf.

L’extraction de l'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation. Ainsi que I’extrait

méthanolique est soumis a une extraction par macération dans le méthanol.

La variabilité de taux d’humidité prélevé sur I’espéce d’Achillea ligustica en provenance de la
région a été de 83.05 %.
La technique qu’on a utilise lors de D’extraction par méthanol ont permis d’obtenir un

rendement de 23.45%. Ainsi que Le rendement en huile essentielle est de 0.4 % (m/v).

L’activité antibactérienne de huile essentielle et d’extrait méthanolique de la plante Achillea
ligustica et ses fractions a été évalué par la méthode de diffusion sur disque, en se référant a
I’échelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne donnée par Ponce et al. Les résultats
révélent qu’EM et HE de feuilles et de fleurs de la plante Achillea ligustica ont montré une
activité inhibitrice sur tous les micro-organismes testés. L'efficacité était comparable, avec
zones d'inhibition de la croissance varie entre 09 et 14 mm. Cette variation pourrait

s'expliquer par les différentes origines géographiques des échantillons.

Mots clés : 'Achillea ligustica ; I’activit¢ antimicrobienne ; huile essenticlle ; extrait

Méthanolique ; le taux d’humidité ; le rendement.
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Abstract

The study Project consists of evaluating the antimicrobial activity of essential oil and
the méthanolic extract of the Achillea ligustica plant from the Bougous region of the
willaya of El Taref, spontaneous on three strains of bacteria were obtained from the
laboratory of microbiology of the hospital center of El Tarf.

The extraction of the essential oil was carried out by hydro distillation. As well as
the méthanolic extract is subjected to extraction by maceration in méthanol.

The variability of the moisture content sampled from Achillea ligustica species from
the region was 83.05%.

The technique used in the méthanol extraction yielded a yield of 23.45%. As well as
The essential oil yield is 0.4% (m/ v).

The antibacterial activity of essential oil and méthanolic extract of the Achillea
ligustica plant and its fractions was evaluated by the disk diffusion method, with
reference to the scale of the estimate of antimicrobial activity given by Ponce et al.
The results reveal that EM and HE from leaves and flowers of the Achillea ligustica
plant showed inhibitory activity on all microorganisms tested. Efficacy was
comparable, with zones of growth inhibition varying between 09 and 14 mm. This

variation could be explained by the different geographical origins of the samples.

Key words: 'Achillea ligustica; antimicrobial activity; Essential oil ; Méthanolic

extract; the humidity level; the yield.
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Introduction

Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés importantes, plusieurs
médicaments pharmaceutiques ont été dérivés de plantes, ces derniers passent dans I’esprit
de la population pour efficacité et tolérance du fait de son origine naturel faisant partie de
la médecine douce (Hami et al., 2011) .

Ces plantes naturelles ont joué un rdle tres significatif dans la découverte des
médicaments (Newman et Cragg., 2007). Il est reporté qu’au minimum 119 composés
dérivés de 90 especes de plantes peuvent étre considérés comme des médicaments
importants. La croissance de 1’industrie pharmaceutique et le développement incessant de
nouveaux produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas réduit
I’importance de 1’utilisation des plantes médicinales. Au contraire, la croissance
démographique dans le monde en développement et I’intérét croissant manifesté au niveau
des nations industrialisées ont considérablement augmenté la demande spécifique aux
plantes aromatiques et médicinales et a leurs produits dérivés (Benayad., 2013).
Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant I’efficacité et la sécurité
des produits chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, le
développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques préoccupent
les spécialistes en médecine. D’un autre coté, I’utilisation des additifs tels que les

antioxydants est suspectée d’avoir des effets négatifs sur la santé du consommateur.

Ce pendant, l'usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a
certains problemes de santé, mais avant de pouvoir recommander l'usage de telle ou telle
espece pour une maladie, il est nécessaire de valider I'usage traditionnel qui en est fait. En
d'autres termes, il convient dévaluer scientifiquement l'activité pharmacologique de la
plante médicinale retenue, et

appréciée si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est impératif de vérifier également
I'absence de toxicité des plantes employées. L'usage de plantes médicinales locales, en
réponse a des problemes de santé peut étre percu comme une alternative aux médicaments,
en particulier dans les pays du sud ou ces médicaments sont souvent chers, peu accessibles

et quelque fois contrefaits.




Introduction

Donc, la recherche des nouveaux agents thérapeutiques se lance fort, et I’objectif reste
toujours de découvrir des armes thérapeutiques efficaces. Les produits naturels donc
donnent une grande chance pour découvrir une médication effective contre les maladies
qui n’ont pas été traitées, par 1’effet thérapeutique directe, aprés une modification semi-
synthétique ou bien par une nouvelle synthése d’un modéle moléculaire a partir des

produits naturels (Cragg et al., 1997).

L’Algérie abrite un ensemble d’espéces importantes et variées et témoigne de ce fait d’une

richesse floristique incontestable.

Dans le présent travail, notre étude est axeée vers [I'évaluation des activités
antimicrobienne de I'extrait méthanolique et I’huile essentiel de la plante Achillea ligustica
et ses fractions, récoltés dans la région Bougous, wilaya d'El tarf.

Dans le cadre de cette étude, nous avons fixé comme objectifs a atteindre
» Préparation de I’huile essentielle et d'extrait méthanolique des parties aériennes de
la plante Achillea ligustica
» Evaluation de Iactivité antimicrobienne de I’huile essentielle et d’extrait
méthanolique de la plante Achillea ligustica vis-a-vis des souches par la méthode

de diffusion sur gelose.

-
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Chapitre | : Les plantes médicinales

I.1. Définition plante médicinale

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago, 2006).

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu’une de ses parties (feuille, bulbe, racine, graines, fruits, fleurs) peut étre employée dans le
but de guérir. Leur utilisation remonte a des milliers d’années, ou ’homme utilisait les plantes
pour se soigner. A I’époque, le choix des plantes se faisait instinctivement, ce qui a permis de
déceler petit a petit celles qui pouvaient étre utilisées, et celles qui s’avéraient &tre
toxiques (January.,2012). Mais Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de
définition légale d'une plante médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est
dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement
médicinal. C’est-a-dire qu’elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives

a I'égard des maladies humaines ou animales (Moreau, 2003 ;Ghabrier, 2010)

Actuellement grace ou progrés scientifique considérables enregistrés depuis la fin du X1Xéme
siecle (technique d’analyse et extraction... etc.) les plantes médicinales constituent des
ressources inestimables qui ont été utilisées pour trouver de nouvelles molécules nécessaire a
la mise au point de futurs médicaments (Gurib-Fakim, 2006 ; Harrar ,2012).

D’apres Odile et Daniel (2007), environ plus de 30% des meédicaments contiennent des

principes actifs d’origine naturelle.

I. 2. Les parties de plantes médicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants
chimiques treés différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. Généralement, en
médecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employée.
Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations

sont ceux qui ont été décrites par Gurib-Fakim, 2006 :

e Racine: Les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues

e Rhizome: Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse
généralement horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du sol

et des racines dans le sol.

-



Chapitre | : Les plantes médicinales

e Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles modifiées
utilisées comme organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les
bulbes les plus populaires en médecine traditionnelle sont l'oignon et I'ail.

e Tubercule: Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement souterraine,
qui assure la survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période de sécheresse.
Ces organes peuvent étre formés sur les racines ou se développent sur les parties
aériennes de la plante. La pomme de terre africaine (Hypoxis sp. De la famille
Hypoxidaceae) est un exemple bien connu.

e FEcorce: L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc d'arbre, elle est souvent
riche en toxines (phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend plus protectrice.
Exemple :(Cinchona sp. Rubiaceae) et (Cinnamomum camphora et C. camphora, les

deux de la famille Lauraceae).

e Bois: Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de la
famille Santalaceae.

e Feuilles : Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole.
Exemple :Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae.

e Gommes : les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange de
polysaccharides. lls sont solubles dans I'eau et partiellement digérés par les étres
humains. Exemple (Acacia Senegal; Terminalia bentzoe).

e Huiles essentielles : Exemple (Mentha x piperita; Cananga odorata).

e Les parties aériennes: Toutes les parties de la plante qui se trouvent au dessus du sol.
Elles sont récoltées, tres souvent, lors de la floraison. Exemple : Hypericum
perforatum de la famille Hypericaceae.

e Fleurs : Les fleurs sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle.

e Fruits : Exemple (Punica granatum ; Citrus sp).

e Graines : Exemple (Ricinus communis; Foeniculum vulgare).

I. 3. Conseils et préparation des plantes médicinales
I. 3.1. La récolte des plantes
La récolte des plantes médicinales est une étape tres importante, notamment en médecine
traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver
I’efficacité des principes actifs. Certaines plantes peuvent étre cueillies toute l'année, mais la

plupart doivent étre récoltées a un moment précis de leur croissance pour étre utilisées

-
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immédiatement ou conservées (Larousse des plantes médicinales ., 2001).

Les auteurs de cette référence (Larousse des plantes médicinales ., 2001) ont proposés

quelques conseils pour faire une meilleure récolte :

» ldentifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sdr.
> Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.

> Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les
zones ou sont vaporisés des insecticides sur les cultures.

> Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les
abimer.

» Dans la nature, un sac a dos (evitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.
» Récolter uniqguement des plantes saines.

> Récolter les plantes par temps sec, plut6t par une matinée bien ensoleillée.

I. 3.2. Séchage et conservation des plantes
a. Séchage

Le séchage des plantes médicinales est, normalement, effectué juste aprés la récolte, il
permet de réduire la teneur en eau afin de limiter les dégats dus aux enzymes et autres agents
biologiques tels que les moisissures et les microbes.
Le séchage doit étre rapide et dans un endroit bien aéré et a I’abri de la lumiere (Berton.,

2001).

Il existe également d’autres procédés de séchage : les procédés mécaniques (presse,
décantation ou centrifugation), les procédés physico-chimiques (adsorption, absorption,

réfrigération et séchage par évaporation) (Bouletages., 2011).
Kémajou et al., 2012 ont évalué I’influence de la température de séchage sur les principes

actifs (alcaloides totaux) de la plante médicinale Alstonia boonei WILD, plante
antipaludéenne. lls ont trouvé que la teneur en alcaloides totaux est diminue progressivement
en fonction de la température de séchage des écorces (figure 1) Cette diminution du

rendement est en moyenne de 0,00091% par degré Celsius.
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Figure 1 : Rendement des extraits d’alcaloides totaux en fonction de la température de séchage

b. Conservation
Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le

séchage a l'air ou au four (Larousse des plantes médicinales ., 2001).

Les plantes séchées sont coupees grossierement et disposées dans des bocaux de verre ou dans
des sacs en papier, a ’abri de l'air et de la lumiere. Les boites en fer sont naturellement
proscrites (Berton., 2001).

Les plantes séchées peuvent étre conserveés pendant une année dans de bonnes conditions. Au-
dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et ’action thérapeutique disparait.

C’est pourquoi il faudra renouveler le stock de plants chaque année (Berton., 2001).

Il existe également d'autres méthodes pour la conservation des propriétés médicinales des
plantes (Larousse des plantes médicinales ., 2001) telles que I’aspiration de ’humidité des

plantes par un déshumidificateur ou la congélation dans des sacs en plastique.

1.4. Les différentes modes de préparation des plantes

Le mode de préparation d’une plante médicinale est la méthode d’extraction des principes
actifs responsables d'action guérisatrice. Il peut avoir un effet sur la quantité ces produits
chimiques présents. Selon Hosttmann (1997) les plantes médicinales peuvent étre utilisées

sous plusieurs formes.
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1.4.1.L’infusion

Une infusion se fait généralement avec les fleurs et les feuilles des plantes, mais dans certains
cas, il est possible de faire également infuser des racines et des écorces. Le principe est simple
: Vous versez de I’eau bouillante sur la plante (il faut compter une cuillerée a café¢ de plante
par tasse), et vous laissez infuser entre dix et vingt minutes. Une infusion peut se conserver au
réfrigérateur pendant 48 heures maximum. En principe, il est préférable de ne pas sucrer les
tisanes (Nogaret-Ehrhart., 2003).

1.4.2.Les décoctions
On place le matériel végétal dans de I’eau froide que 1’on porte a ¢€bullition et que 1’on
maintient en cet état environ 15 mn ou plus. On laisse ensuite reposer et on filtre aprés

environ 15 mn pour récupérer le jus (Potel., 2002).

1.4.3.Les maceérations

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de 1’eau froide (maceration
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voire
plusieurs jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour
I’extraction de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du
plantain des sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une
gélatinisation s’ils se préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher
I’extraction de constituants indésirables qui se dissolvent dans I’eau chaude (Kraft et Hobbs.,
2004). Elle concerne aussi les plantes dont les Substances actives risquent de disparaitre ou de

se dégrader sous I’effet de la chaleur par ébullition (Baba-Aissa., 2000).

|.4.4.Extraits

Grace a un solvant, on obtient des formes galéniques qui contiennent des concentrations plus
importantes en principes actifs. Les solvants utilisés sont en général 1’eau, 1’alcool, la
glycérine et ils sont employés seuls ou en association. Il est a savoir que la chaleur a la

capacité d’améliorer le produit d’extraction (Boukhobza et Goetz., 2014).

I.5.L’action et ’avantage des plantes médicinales

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes, depuis
XVIllleme siecle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les
Substances chimiques qu'elles contiennent. On considere les plantes et leurs effets en fonction
de leurs principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une

importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels.

-
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La phytothérapie, qui propose des remedes naturels et bien acceptés par l'organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en & xOccident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques,
comme l'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments
inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour lI'organisme. On
estime que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments
chimiques.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans la
diagoxine qui soigne le coeur, ou encore I'ephedrine que l'on retrouve dans de nombreuses
prescriptions contre les rhumes (Iserin et al. , 2001).

Généralement, les plantes médicinales d’usage courant ne provoquent que trés peu, voire
aucun effet indésirable : c’est 'un de leurs principaux avantages. De plus, I’action synergique
des divers constituants commence a étre mieux comprise et acceptée scientifiquement
(Decaux., 2002) contrairement a certaines croyances populaires, plusieurs plantes ont des

effets pratiquement immédiats sur le métabolisme (Pinto et al .,2003 ; Salgueiro et al.,2003)

Par contre, les médicaments de synthéses ont souvent une action plus directe et plus
spectaculaire puisqu’ils sont formulés pour étre immédiatement assimilés par I’organisme. Il
est également plus facile de s’assurer de leur composition exacte, de leurs conditions de

conservation (Simon et Mills., 2001)

1.6.Activité biologique des plantes médicinales

1.6.1.Activité antimicrobienne

Des la naissance I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut distinguer 3 groupes: les
barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise
(Kaufmann., 1997) L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a
la sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de génes de résistance portes par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher de
nouveaux agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepte par ’organisme d’autre part (sans exercer des effets

délétéres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).
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Beaucoup de groupes de recherches ont étudie ’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et al., 2009 ;
Huang et al.,2008 ; Dogruoz et al., 2008 ; Deliorman-Orhan et al., 2012).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une etape plus loin, ils ont isole et identifié les
métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique, la
médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008, ;Dar et al., 2012, :Ghaima
et al., 2013).

1.6.2. Activité antioxydantes

Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce n’est

pas seulement du a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou associées

au vieillissement mais aussi a d’autres maladies tels que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénerescence du systeme immunitaire (Guinebert
et al., 2005).

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causes par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de I’espéce d’oxygene réactive (réactive oxygen
species, ROS) (Vansant., 2004). Notre organisme réagit donc de facon constante a cette
production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de

défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier., 2003).

1.6.3.Les antioxydants exogenes

Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule d’antioxydant pié¢ge un seul radical
libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc étre
régénérée par d’autres systemes (Dacosta., 2003) Plusieurs substances peuvent agir en tant
gu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la
U-caroténe, les flavonoides, les composes phenoliques,...etc. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les
acides gras libres (Kohen et Nyska., 2002).

1.6.4Les antioxydants endogénes
L’organisme humain posséde un systeme enzymatique, constitue principalement de trois

enzymes: le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
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(Avissar et al .,1989).
Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygéne moléculaire (Marfak., 2003).

1.6.5Les chélateurs de métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le sérum peuvent prendre en charge des ions métalliques
libres qui sont potentiellement toxiques, il s’agit de la transferrine et de la lactoferrine pour le fer

et la cérulé plasmine pour le cuivre. Elles agissent comme des chélateurs et maintiennent les

ions métalliques sous forme inactive par rapport a la combinaison possible avec le

peroxyde d’hydrogéne (Jacques et André., 2004).

1.7.Les principes actifs

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (Pelt.,
1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour 'hnomme
ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines (Benghanou, 2012).
Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées comme des
substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites primaires
qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites
secondaires participent a l'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la tolérance
contre les chocs (lumiére UV, les insectes nocifs, variation de la température ...)
(Sarnimanchado et Cheynier., 2006). Ces composés sont des composés phéenoliques, des

terpenes et stéroides et des composés azotés dont les alcaloides.

1.8. Différents groupes des principes actifs
a. Polyphénols : Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de
produits chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils
sont des composés photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau
aromatique a 6 carbones. Ils subdivisent en sous classe principales; les acides phénols,
les flavonoides, les lignines, les tanins... (Sarnimanchado et Cheynier., 2006).
Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que l'on trouve chez les

plantes, elles ont un rdle principale a la vie de plante, a la défense contre les
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pathogénes; principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes et la
protection contre les rayonnements UV; sachant que tous les composés phénoliques
absorbent les rayonnements solaires (Sarnimanchado et Cheynier., 2006).

Acides phénoliques : Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules
constituées d'un noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre
estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont
solubles dans les solvants polaires, leur biosynthese dérive de l'acide benzoique et de
I'acide cinnamique (Wichtl et Anton., 2009).

Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) (Iserin et al., 2001).

Flavonoides : Terme en latin ; flavus= jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids
moléculaire faible, ils peuvent étre considerés parmi les agents responsables des

couleurs de plante a c6té des chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton., 2009).

Les flavonoides ont des sous-groupes caracterisés a contenant deux ou plusieurs cycles
aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,
chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont
carboné (Heller et Forkmann., 1993).

Les flavonoides sont generalement des antibactériennes (Wichtl et Anton., 2009).1ls
peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans l'industrie cosmétique et alimentaire
(jus de citron) et de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent les
rhumes et la grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont

aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).

Tanins : Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux danimaux (Hopkins., 2003). On distingue deux

catégories :

» Les tanins condensés, polymeéres d'unités flavonoides reliées par des
liaisons fortes de carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées
par les acides forts libérant des anthocyanidines (Hopkins., 2003).

» Les tanins hydrolysables, polymeres a base de glucose dont un radical
hydroxyle forme une liaison d'ester avec l'acide gallique (Hopkins.,
2003).

> Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples

-
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et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une bralure,
elles rendent les selles plus liquides, facilitant ainsi le transit intestinal
(Iserin et al., 2001).

Lignines : Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus
sclérenchymes ou le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la
rigidité des fibres, ils sont le résultat d'association de trois unités phénoliques de base
dénommées monolignols de caractere hydrophobe (Sarni-manchado et Cheynier.,
2006).

Alcaloides : Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére
alcalin et de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs
familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont
un gout amer et certains sont fortement toxiques (Wichtl et Anton., 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins., 2003). Des

anticancéreuses (vincristine et la vinblastine) (Iserin et al., 2001).

Terpénes et stéroides : Les terpénoides sont une vaste famille de composes naturels
prés de 15000 de molécules différentes et de caractere généralement lipophiles, leurs
grandes diversités due au nombre de base qui constituent la chaine principal de formule
(C5H8) n selon la variation de nombre n, dont les composes monoterpenes,
sesquiterpénes, diterpénes, triterpenes, ...(Wichtl et Anton., 2009).Ces molécules
présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et godt des plants, pigments
(carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins., 2003).
Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins., 2003). Des

anticancéreuses (vincristine et la vinblastine) (Iserin et al., 2001).

Saponosides : Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes
glycoslysés comme ils peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un godt
amer et acre (Hopkins., 2003). Ils existent sous deux formes, les stéroides et les

terpenoides (Iserin et al. ,2001).

Huiles essentielles : Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil
offrant a la plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs

(Iserin et al., 2001). Jouent un rdle de protection des plantes contre un exces de lumiére
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et attirer les insectes pollinisateurs (Dunstan et al., 2013). lls sont utilisées pour
soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies, eczéma, favorise
I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou séchées de plante

"camomille”(Iserin et al. ,2001).
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I1.1.Présentation de la famille des Astéracées
Le nom Astéracée vient du mot grec Aster qui signifie étoile en relation avec la forme de la
fleur (Crete., 1965). Aussi appelée Compositae, est la plus vaste famille de plantes a fleurs, Il
s’agit d’une famille cosmopolite. Elle est principalement distribuée en région tempérée,
subtropicale, ou tropicale, souvent en région montagneuse (Cronquist., 2001 et Singh.,
2004).

I1.1.1Répartition
La famille Astéracée est I'une des familles les plus distribuées dans le régne végétal. Elle
Comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes (Gaussen et Leroy., 1982 ;
Guignard., 1994). Si on considére le nombre total estimé d’espéces végétales dans le monde,
d’environ 298 000 especes (Mora et al,. 2011), la famille des Astéracée regrouperait donc a
elle seule entre 8% a 10% des especes. En Algerie, il en existe 109 genres et 408 especes
(Quezel et Santa, 1963).

Cette vaste famille est économiquement importante, vu que plusieurs de ses plantes sont
Cultivées pour leur valeur alimentaire (le topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille et
le tournesol, cultivé pour ses graines oléagineuses qui représente le meilleur exemple de
L’importance économique de cette famille) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les
Asters, les rudbeckies, les gaillardes, les chrysanthemes, les gerberas, les zinnias etc.) (Singh,
2004). La position systématique de la famille selon la classification de (Cronquist 1981) est
la Suivante:

Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

I1.1.2.Caracteres généraux des Astéracées

C'est une des familles la plus importante des angiospermes. Ce sont essentiellement des plantes
herbacées, avec souvent des racines charnues: rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes (Crete.,
1965). Cette famille présente des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles ou

vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes

charnues (Bonnier., 1934). En revanche, cette famille est trés homogene au niveau de ses
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inflorescences trés caractéristiques: le capitule. C’est-a-dire les fleurs serrées les uns a coté des
autres, sans pédoncules, placees sur l'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourées d'une
structure formée par des bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collecte est
appelé un involucre. La partie libre des pétales est représentée par un tube appelé corolle
(Ozenda., 1991). Les fruits sont des akénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée

Pappus qui favorise la dispersion des grains par le vent (Spichiger., 2002).

11.1.3.Caractéristiques chimiques et thérapeutiques

La famille des Asteraceaec fournit des especes trés importantes d’un point de vue
thérapeutique, ce qui n’est pas surprenant étant donné le nombre de genres qu’elle contient.
De nombreuses espéces sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un panel
d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille. En effet, il a été
rapporté que les fleurs et les feuilles de certaines plantes de cette famille, tels que le
Semencontra (Artemisia cina Berge), I'Arnica (Arnica montana L.), la Chamomille
(matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria dioca gartn)
possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires. En
outre d’autres astéracées posseédent des propriétés antitumorale, cytotoxique,
immunosuppressive, antioxydante, antiacétylcholinestérase, antimicrobienne, leishmanicide,
trypanocide, antipaludique, hépato protective, cytotoxique, larvicide, antiulcéreuse, anti
nociceptive, antitussive, expectorante, antidiabétique et hémolytique. Cette liste est loin d’étre
exhaustivell (Abad et al. ,2012; Arora et al. ,2013 ; Hussain et al. ,2013; Zheng et al.
,2013 ;Wang et al. ,2014). L’effet thérapeutique de ces plantes médicinales a été corrélé a la
présence de métabolites secondaires, les flavonoides, les coumarines, les polyphénols, les
terpenes tels que les lactones sesquiterpéniques, caractéristiques de cette famille. L’un des cas
les plus connus certainement est celui de I’artémisinine, lactone sesquiterpénique aux
propriétés antipaludiques, isolée d’Artemisia annua, longtemps utilisée en médecine

traditionnelle chinoise pour cet usage (Graziose et al., 2010).

I1.1.4. Caracteres ecologiques
La famille des Astéracées généralement présent dans les régions tropicales, subtropicales et
semi- arides, a la toundra alpine et arctique et aux régions tempérées. Elle est adaptée a tous

les écosystemes. C'est aussi un autre hote pour les virus végétaux (Bremer, 1994).

L’habitat: pelouses rocailleuses, vires rocheuses, prairies de fauche (plus rarement),

Inégalement réparti, préfére les massifs calcaires de haute altitude.

:



Chapitre 11 : Présentation de la plante étudie

L’altitude : moyenne et haute montagne (Figure 2. a et b).
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Figure 2. a. Caractéristique climatique de la famille des Astéracées (Tela Botanica,
2015)
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Figure 2. b. Caractéristique du sol de la famille des Astéracées (Tela Botanica, 2015)

11.2. Présentation du genre Achillea

Le genre Achillea est I'un des genres les plus importants de la famille des Astéracées et
comprend 115 especes, principalement réparties en Europe, en Asie et en Afrique du Nord
(Bremer ,1994). 1l y a environ cinq espéces d’Achillea qui sont largement distribuées en

Algérie; A. ligustica All., A. leptophylla M.B., A. odorata L., A. santolinoides Lag. Et A.
santolina L. (Quézel et al., 1962) figure I11. Les parties aériennes de différentes espéces du
genre Achillea sont largement utilisees dans la médecine populaire en raison de leur
utilisation et de leurs propriétés pharmacologiques dans diverses activités biologiques, comme
les anti-inflammatoires (Benedek et al., 2007), anti- spasmodiques (Yaeesh et al., 2006),
antiulceres (Abd-Alla et al., 2016) et les activités anti radicales (Ardestani &Yazdanparast.,
2007; Bali et al. ,2015)

11.2.1. Usages traditionnels

Puisque le genre Achillea est répandu dans le monde entier, ses especes ont été utilisées par
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les populations locales comme plantes médicinales traditionnelles. Bumadaran est un nom
populaire pour plusieurs espeéces d’Achillea en langue persane. Ils sont déclarés comme des
agents toniques, anti-inflammatoires, antispasmodiques, diaphorétiques, diurétiques et
emmenagogiques et ont été utilisés pour le traitement des hémorragies, des pneumonies, des
douleurs rhumatismales et des blessures guérissant dans la littérature traditionnelle persane
(Zargari., 1996; Saeidnia et al., 2005). Au Nouveau-Mexique et dans le sud du Colorado, A.
millefolium L. est appelé plumajillo, ou « petite plume », en raison de la forme des feuilles.
Les Amérindiens et les premiers colons utilisaient I’achillée millefeuille pour ses qualités
astringentes qui la rendaient efficace dans la cicatrisation et I’anti-saignement (Dodson &
Dunmire., 2007). Les especes d'Achillea sont les plantes économiques indigénes les plus
importantes d'Anatolie. Les tisanes préparées a partir de certaines especes d'Achillea sont
traditionnellement utilisees pour les douleurs abdominales et les flatulences en Turquie
(Honda et al., 1996). Achillea espéces sont les autant de soldats que I’acier et le plomb. En
termes de médecine chinoise, on peut dire qu’Achillea a trois actions principales : vent
extérieur clair (diaphorétique), déficit tonique (tonique) et flegme cardiaque clair

(antihypertenseur) (Ross., 2003).

Bon nombre de ces usages thérapeutiques ont été confirmés par de nouvelles études
expérimentales et cliniques. La consommation de tisanes de différentes espéces d’Achillea, en
particulier pour le traitement du tractus gastro-intestinal, est courante en médecine populaire
(Skocibusic et al .,2004). Cependant, il ya encore plusieurs aspects inconnus des plantes

Achillea qui ont besoin de plus d’attention.

11.2.2. Propriétés médicinales

Activité de cicatrisation De nos jours, I'utilisation traditionnelle de plantes médicinales pour
la cicatrisation a regu ’attention de la communauté scientifique (Houghton et al., 2005). La
cicatrisation est un processus complexe caractérisé par I’homéostasie, la ré-épithélisation, la
formation de tissus de granulation et le remodelage de la matrice extracellulaire. Les plantes
médicinales peuvent affecter différentes phases du processus de cicatrisation, la coagulation,
I’inflammation et la fibroplasie (Priya et al., 2002). L’extrait aqueux des fleurs d’A.
Kellalensis Boiss. & Hausskn., appliqué topiqguement, a montré une activité cicatrisante
significative chez les rats. La taille des plaies de I’essai par rapport aux groupes témoins a été

réduite plus rapidement (Pirbalouti et al. ,2010).

&
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11.2.3. Activité protectrice

L’activité protectrice des antioxydants naturels dans les systémes biologiques a retenu
’attention. Certaines plantes médicinales se sont révélées étre des radicaux libres ou des
activités antioxydantes (Mantle et al. ,2000). Les perfusions d’Achillea ont été testées sur des
systémes enzymatiques antioxydants d’érythrocytes et A. falcata L. était le plus efficace
contre les systéemes enzymatiques CAT (catalase), Gpx (glutathion peroxidase) et SOD
(superoxyde dismutase) des érythrocytes. Parmi les infusions de plantes, les activités les plus
élevées sur les enzymes leucocytes ont été par A. crithmifolia Waldst. & Kit. Et A. nobilis L.
subsp. Neilrechii sur CAT, par A. millefolium subsp. Pannonica sur SOD, par A. teretifolia
Willd. Sur Gpx et par A. nobilis subsp. Sipylea sur LPO (lactoperoxidase). Par conséquent,
I’espece Achillea peut étre une source potentielle de Par conséquent, les especes d’Achillea
peuvent étre des sources potentielles d’antioxydants naturels pour le traitement ou la
prévention de maladies connexes (Konyalioglu & Karamenderes. ,2005). L’influence des
extraits d’A. alexandri-regis Bornm. On a déterminé la quantité de radicaux hydroxyle et
superoxyde dans différents systémes in vitro. L’extrait d’acétate d’éthyle présentait une
activité de balayage des radicaux hydroxyles dans tous les systemes biologiques testés
(homogeénat hépatique, sang hémolysé, sérum et fraction hépatique post-mitochondriale), alors
que I’extrait de butanol a réduit les radicaux hydroxyles de facon significative seulement dans
la fraction hepatique post-mitochondriale (un homogénat de cellules hépatiques restant aprés
la sédimentation de la fraction mitochondriale par centrifugation). Les deux extraits concernés

seulement sang hémolysé (Kundakovic et al., 2005).

L’extrait hydroalcoolique d’A. Santolina L. a été étudié sur divers systémes antioxydants in
vitro et il a été signalé que I’extrait empéchait la formation de substances réactives a I’acide
thiobarbituriqgue dans la peroxydation lipidique induite par Fe2+ascorbate dans le tissu
hépatique du rat. L’oxydation protéique induite par les radicaux libres a également été
supprimée de fagon significative par une concentration élevée (1000 pg/ml) de 1’extrait
(Ardestani & Yazdanparast.,2007). Des extraits d’éthanol de huit échantillons sauvages
d’A. Ligustica All., et d’un échantillon de A. millefolium cultivé ont été évalués pour les

activités de balayage radical

&
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Achillea millefolium Achillea biebersteinii

Figure 3 : Photos de quelques plantes du genre Achillea (www.google.com)

I1.3. Description de I’espéce Achillea ligustica

Plante vivace de 30-100 cm, a souche courte et peu rameuse. Tiges anguleuses. Feuilles des
Rosettes et basilaires a 5-7 segments de chaque c6té. Inflorescences en corymbe relativement
lache. Fleurons a corolle ne coiffant pas ou coiffant a peine l'ovaire ou I'akene, elle pousse
dans les foréts claires et aux bords des ruisseaux (Quezel et Santa., 1963).
Cette plante se trouve sous le nom vernaculaire « erba santa » (herbe sainte), qui fait référence
a son role dans les traditions corses. Par conséquent, il était utilisé dans les cataplasmes pour
soulager les entorses et les piqlres d’insectes et avait également la réputation d’arréter les

hémorragies (Simonpoli., 1993).
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Figure 4 : Achillea ligustica (www.google.com)

11.3.1. Place dans la systématique

Régne : Plantae.
Embranchement :  Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Astérale
Genre : Achillea
Espeéces : ligustica.

E
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I11. Activité antimicrobienne

Les antibiotiques et I'hygiéne n'‘ont pas fait disparaitre la pathologie infectieuse. La
fréquence et le pronostic de certaine ont changé. Mais des nouvelles pathologies infectieuses
existent (Avril et al., 1992). Face a ces besoins, de nouveaux composés chimiques doivent
donc étre identifiés et la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques évolue
(Boughachiche., 2012).

I11.1. Les micro-organismes

Un microbe ou micro-organisme est un organisme vivant autonome, généralement
unicellulaire, invisible a l'oeil nu. Les protozoaires, les champignons microscopiques, les
bactéries et les virus sont des microbes (Prigent-Combaret et lejeune., 1999). Appelés
protistes, divisés en deux grandes categories selon leur structure cellulaire : les protistes

supérieurs ou eucaryotes et les protistes inferieurs ou procaryotes (Salboniere, 2006).

I11.2. Les antimicrobiens
111.2.1. Les antibiotiques

Du grec anti, "contre" et bios, "vie", les antibiotiques sont des composés chimiques ayant la
propriété de tuer ou d'empécher la prolifération des micro-organismes pathogenes. Certains
sont des substances produites naturellement par les moisissures et bactéries (Salboniere,
2006).

111.2.2. Les composés phenoliques

La phytothérapie est I'art de se soigner par les plantes qui contiennent une ou des substances
pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de
drogues utiles (Sofowora, 2010).
Les recherches récentes sur les composeés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques notamment
I'activité antimicrobienne (Middleton et al., 2000; Ksouri et al., 2007).
Pour ces composés, il semble que la présence de 2 groupements hydroxyles libres soit
essentielle a IDactivité. 11 a ¢été démontré que les 5-hydroxyflavanones et les 5
hydroxyisoflavanones avec un, deux ou trois groupements hydroxyles en position 7, 2’ et 4’
inhiberaient la croissance de Streptococcus sp (Chen et al., 2012). Les flavonoides agiraient a
Plusieurs niveaux : le cycle B jouerait un role important dans I’intercalation avec les acides
nucléiques inhibant ainsi la synthése d’ADN et d’ARN des microorganismes, ils peuvent

¢galement inhiber I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Wu et al., 2013).

-
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Certaines catéchines (flavan-3-ols), la 2, 4,2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone, la naringénine et
la quercétine possédent un effet antibactérien en provoquant un changement de perméabilité
membranaire. Les licochalcones interféreraient avec le métabolisme énergétique en inhibant
la NADH cytochrome ¢ réductase (Cushnie et al., 2005).

111.3. Les méthodes d'évaluation de I'activité antimicrobienne

Le paramétre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est la CMI. Elle

correspond a la concentration minimale qui inhibe la croissance visible du germe en 24h.

Parmi les méthodes applicables dans I'évaluation de l'activité antimicrobienne :

» La dilution en milieu liquide (croissance bactérienne appréciée par 1’apparition d’un
trouble) ;
» Ladiffusion en milieu solide;

» La diffusion sur disque de cellulose (bandelettes imprégnées d’un gradient

d’antibiotique) (Burnichon et al., 2003).

111.3.1. Méthode de dilution en milieu liquide
En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble. On distribue dans un premier temps, pour la macro dilution, dans une série de tube a
hémolyses stériles ou pour la micro dilution dans les cupules d'une plaque, sous un méme
volume, des concentrations décroissantes d'antibiotique puis on ajoute dans chacun des tubes
ou cupules sous un méme volume, une culture de bactéries en phase exponentielle de
croissance. La CMI de l'antibiotique sur la souche étudiée est définie comme la plus faible
concentration inhibant, aprés 18 a 24 heures de contact a 37°C, toute croissance visible a l'oeil
nu (Ndoye, 1993).

111.3.2. Méthode de diffusion en milieu solide

Cette méthode consiste a la diffusion d'un antibiotique dans des puits de 6 mm de diamétre et
3 mm de profondeur avec un puit témoin, creuses dans des boites de pétri contenant le milieu
Muller Hinton, apres avoir été ensemencées par une suspension bactérienne.
Ensuite une incubation a 37°C est faite pendant 18 a 24h. Le diameétre des zones d'inhibition

est mesuré a l'aide d'un pied a coulisse (Menasria, 2014).

111.3.3. Méthode de diffusion sur disque de cellulose

Cette méthode est la plus connue et la plus utilisée, elle consiste en I’ensemencement sur un
milieu gélosé, dans une boite de Pétri, d’une suspension bactérienne. La substance a tester est
ensuite imprégnée sur des disques de cellulose, eux-mémes déposés sur la boite de pétri avec

un disque imprégné d'un solvant qui servira comme témoin négatif. Durant I’incubation, la

-
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substance est alors censée diffuser dans la gélose (a la surface et/ou dans la masse) ce qui crée
un gradient de concentration dépendant de la substance. L’activité antibactérienne est évaluée

par la mesure de la zone de clarification en mm tout autour des disques (Fontanay, 2015).

I11.4. Description des microorganismes étudiés

a. Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de 1’animal
(Kaper et al., 2004), non sporulé, aérobie facultative, généralement mobile grace aux
flagelles (steven et al., 2004). Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher
spécifiquement chez I’homme ou chez certaines espéces animales des infections spontanées
des voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-natales (Patrick et al.,
1988).

= Classification

Regne : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Escherichia

Espéce : coli

b. Staphylococcus sp :
C’est une bactérie du genre : coques, Gram positifs, coagulase positive pour Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
delphini et certains Staphylococcus schleiferi, négatif pour les autres.
Une vingtaine d'especes de la famille des staphylocoques sont actuellement identifiées, dont
I'espéce principale : Staphylococcus aureus, responsable de nombreuses infections humaines et
animales.
= Classification
Regne : Bacteria
Division : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

.
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Espece : Sp

c. Streptococcus sp

Ces bactéries Gram positives de forme sphérique (coques) sont responsables de nombreuses
affections, notamment 1’angine streptococcique, la pneumonie, ainsi que les infections des
plaies, de la peau, des valves cardiaques et de la circulation sanguine.
Les streptocoques sont divisés en groupes suivant leur aspect en culture et suivant leur
composition chimique. Chaque groupe est responsable d’infections spécifiques. Groupes les
plus souvent responsables de maladies chez I’homme :

e Groupe A
e Groupe B
e Groupe viridans

Une espece, Streptococcus pneumoniae (pneumocoque), est généralement considérée a part

= Classification

Regne : Bacteria

Division : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streotococcaceae

Genre : streptococcus

Espéce : Sp

=
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IV.1. Matériels utilises
IV.1.1. Matériel végétal
Les parties aériennes d’Achillea ligustica sont récoltées d’El ghora de la région de Bougous

(El taref) en janvier 2020 a une altitude de 876 m.

Le séchage s'est fait a la température ambiante, a I'abri de la lumicre et de ’humidité afin
d'éviter la dégradation des principes actifs et le développement des moisissures (Catier et
Roux., 2007). Aprés séchage, la plante a été broyée et stockées soigneusement dans un

endroit sec en vue de leur analyse.

1V.1.2. Matériels des tests biologiques

L'activité antibactérienne a été évaluée dans laboratoire de microbiologie au niveau de la
faculté SNV de I'université Chadli Bendjedid El tarf, sur des souches bactéries, Escherichia
coli, Staphylococcus sp, et streptococcus sp. Ces souches ont été obtenues du laboratoire de

Microbiologie du centre hospitalier d’El Tarf.

IV.1.2.Matériels non biologiques
Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés dans cette étude sont :

» La gélose nutritive (GN) pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

> Le milieu Muller-Hinton (MH) pour I’étude de I’activité antibactérienne.

Matériel de laboratoire
Plusieurs produits chimiques et appareillages (Tabl) ont été utilisés dans la présente étude

(extraction, et activités biologiques).

Tableau 1 : Les produits chimiques et les appareillages utilisés.

Appareillages Produits chimiques et Outils

-
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- Autoclave (SELECTA. P)

- Broyeur

- Balance analytique

- Etuve (Memmert)

- Micropipettes (ISOLAB)

- Plaque chauffante (IKA RH Basic 2)
- Evaporateur rotatif (Heidolph)

- Vortex (Techno Kartell TK 3S)

- Méthanol,
- DMSO
- Pipette pasteur

- Tube stériles

IVV.2. Méthodes experimentales
IV.2.1. Test d’humidité

La teneur en eau est la quantité d'eau contenue dans la matiére végétale (Doymaz et al. 2004).

La méthode utilisée est la dessiccation par évaporation dans une étuve ventilée (BINDER,

Allemagne) a température de 103+2°C, jusqu'a obtention d'un poids constant (Audigie et al.

,1978). Le pourcentage de la teneur en eau est calculé selon la formule suivante :

H% = (P1-P2)/P1x100

H% : le pourcentage de la teneur en eau.

P1 : la masse de I'échantillon avant dessiccation.

P2 : la masse de I'échantillon apres dessiccation

IV.2.2. Préparation des extraits

La macération est un procédé discontinu qui consiste a laisser tremper le solide dans un

solvant, pour en extraire les constituants solubles. Les solvants alcooliques sont capables

d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand

nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarité.

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Stankovié¢, 2011) ; le matériel végétal broyé (20

g) est soumis a une extraction par macération dans le méthanol pendant 24 heures avec une

agitation. Les macéras sont filtrés sur papier filtre, les filtrats sont évaporés a sec au moyen

d’un évaporateur rotatif (Heidolph), le résidu sec est repris dans le méthanol et gardé a 4°C.

.
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IV.2.3. Procédé d’extraction d'huile essentielle

L'extraction de I'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation en utilisant I'appareil de

Clévenger.
- Hydro distillation : 100g de plante seche est introduite dans un ballon imprégné d'eau

distillée, I'ensemble est porté a ébullition pendant 3 heures.

» Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le poids de la

plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:
R =100m/m0Q
Tels que:
R: est le rendement en %.
M: est la masse de I'huile essentielle.

mO: est la masse de la plante.

IVV.4. Activité microbiologiques
L’activité antimicrobienne d’extrait méthanolique d’Achillea ligustica est évaluée par la

méthode de diffusion sur gélose a partir d’un disque (Belhattab et al., 2004)

a. Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés pour la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diametre) enrobés dans du papier

aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

b. Préparation des solutions des extraits
Les extraits méthanoliques ont été dissouts dans le diméthyle sulfoxyde (DMSOQO) pour
obtenir une solution mére de 500 mg/ml. L’extrait métanolique a été dissoute dans le méme

solvant pour préparer les différents dilutions (1/2, 1/5, 1/10...... ).

c. Préparation des suspensions bactériennes
Les tests antibactériens sont effectués a partir de colonies jeunes de 18 a 24 h en phase de
croissance exponentielle. Une suspension bactérienne est réalisée dans I’eau distillée stérile

pour chaque souche.

d. Ensemencement des boites

» Tremper un écouvillon sec stérile dans I’inoculum.

-
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» Eliminer I’excés d’inoculum en pressant 1’écouvillon et en le faisant roulet contre les
parois du tube au dessus du niveau de liquide.

> Ensemencer en stries sur toute la surface des boites a trois reprises et passer enfin
I’écouvillon sur le bord de la gélose.

> Laisser sécher la boite pendant quelques minutes avant de déposer les disques sur la
gélose.

» Recharger 1’écouvillon chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la

méme souche.

e. Préparation des disques

La préparation des disques se fait a partir du papier Wattman qui est découpé en disques de
06 mm de diametre. Les disques sont chargés de principe actif a testés 10 ul et 20 ul d’extraits
méthanoliques correspondant a Smg/disque et 10 mg/disque respectivement et 10 pl de
I’huiles essentielles a différentes dilutions. Finalement, on prépare des disques imprégnes
d’eau distillée stérile et d’autres imprégnés de DMSO. Ces deux derniéres catégories de
disques serviront de controle négatif. Différents disques d’antibiotiques et d’antifongiques
standards ont également été Utilisés comme control positif (le chois des antibiotiques est fait

selon le genre de la bactérie)

f. Application

Les disques sont déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface du milieu gélos¢, préalablement

ensemence. lls doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en appuyant

Iégerement sur la surface de la gélose. Les boites sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C

pour les bactéries, pendant 48 heures a 37 °C pour la levure et pendant 72

heures a 28°C pour les moisissures. Le diamétre de la zone d’inhibition au tour des disques

est alors mesuré. Les déterminations sont réalisées deux fois.

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide d’un pied de coulisse ou une régle en (mm).

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++): diamétre > 20 mm.

.
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V.1.Taux d’humidité

Selon Paris et Moyse (1965), les vegétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment
60 a 80 % d’eau. Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou
égale a 10 %. Le taux élevé en humidité des plantes peut étre lié au climat de leurs habitats.

En plus, la teneur faible en eau peut étre expliquée par la stratégie adaptative de I'espece.

Le taux d’humidité prélevé sur ’espéce d’Achillea ligustica en provenance de la région de
Bougous (EL Taref) a été de 83.05 %o.

La variabilit¢ de taux d’humidité élevée peut €tre en partie attribuée aux conditions
climatiques et surtout le moment de la récolte, le type de sol, I’altitude et le taux d’humidité
élevée de la région de Bougous qui influencer aussi sur la teneur en matiere organique des

plantes.

Selon Houerou (1980), les variations rencontrées dans la teneur en eau, la matiere minérale
et organique, peuvent étre dues a certains facteurs climatiques, écologiques, 1’age de la plante,

le stade de maturité, lieux de récolte ou méme a des facteurs génétiques.

V.2. Rendement des extractions

La technique qu’on a utilise lors de D’extraction par méthanol ont permis d’obtenir un
rendement de 23.45%.

D’apres les recherches dons ce domaine et de fagon général, les meilleurs rendements des
extractions sont obtenus avec les solvants les plus polaires comme 1’eau, le méthanol.... alors
que le rendement faible a été obtenu avec solvant apolaire tel que 1’hexane....

Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement n’est que
relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée.
La méthode d’extraction affecte également tout le contenu total en phénols et flavonoides et
’activité antibactérienne (Lee et al. ,2003).

Le rendement en huile essentielle est calculé a partir du volume de I'huile essentielle par
rapport au poids sec du broyat végétale utilisée dans I’hydro distillation. Ce rendement est de
I’ordre de 0.4 % (M/v).

.
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Selon une étude faite par Merghache et al., (2009) sur la partie aérienne de Ruta chalepensis
récoltée dans différentes régions de la wilaya de Tlemcen situées dans le Nord-Ouest
Algérien. Les deux facteurs, zone géographique et altitude jouent un réle important dans la
variation des rendements d’huile essentielle. Son résultats obtenus confirment que la
composition chimique, les propriétés physico-chimiques, ainsi que le rendement des huiles
essentielles varient en fonction du lieu de récolte.

Plusieurs études ont confirmé que les fluctuations observées dans le rendement en HE peuvent
étre attribuées non seulement a I’origine de la plante mais également a l'imbrication d'une
multitude de facteurs (biotique et abiotique). Parmi ces facteurs, nous pouvons citer la
température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents, apport des
engrais organiques et/ou minéraux) et aux methodes d'extraction. Ce dernier exerce une

influence directe chez les espéces végétales.

V.3. L’évaluation de Pactivité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de huile essentielle et d’extrait méthanolique de la
plante Achillea ligustica et ses fractions a été realisée par la méthode de diffusion sur disque,
en se référant a I’échelle de I’estimation de ’activité antimicrobienne donnée par (Ponce et al.
,2003) (Tab 2).

Tableau 2 : L'échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne (Fontanay, 2015).

Activité antimicrobienne Degré de sensibilité | Le diamétre de la zone d’inhibition
Extrémement sensible +++ Plus de 20mm

Tres sensible ++ 15mm a 19mm

Sensible + 8 mm a 14mm

Non sensible - Moins de 8 mm

L’étude de I’activité antimicrobienne de huile essentielle et d’extrait méthanolique de la
plante Achillea ligustica été faite par la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus

sont récapitulés dans le tableau suivant :

.
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Tableau 3 : Diamétres des zones d’inhibition de huile essenticlle et d’extrait

methanolique de la plante Achillea ligustica (mm)

Concentration Streptococcus Sp Escherichia coli Staphylococcus Sp
(Dilution) EM HE EM HE EM HE
Pure 14 10 12 10 08 09

Y 09 08 10 06 06 05

Ya 06 06 06 05 05 03

1/8 06 05 06 05 00 00

NB : Le DMSO a été testé comme contrble négatif, les résultats montrent que le solvant ne

présente aucun effet sur la croissance des souches bactériennes.

Pour mieux élucider le pouvoir antibactérien de 1’extrait méthalonique et d’HE d’Achillea

ligustica Le diamétres de la zone d’inhibition sont représentés graphiquement sur

I’histogramme (figure 5)
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Figure 05 : Diamétres des zones d’inhibition de huile essentielle et d’extrait méthanolique

d’Achillea ligustica (mm)
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L’activité antibactérienne d’EM et d’HE a été évaluée dans cette étude par la technique de
diffusion sur gélose (méthodes des disques) vis-a-vis de trois (03) souches bactériennes apres
24 heures d'incubation a une température adéquate de 37°C.

Cette méthode permet de tester différents composés contre un seul microorganisme (Rios et
Recio., 2005).

EM et HE de feuilles et de fleurs de la plante Achillea ligustica ont montré une activité
inhibitrice sur tous les micro-organismes testés. L'efficacité était comparable, avec zones
d'inhibition de la croissance varie entre 09 et 14 mm. Cette variation pourrait s'expliquer par
les différentes origines géographiques des échantillons (Berboucha et al.,2009).

Streptococcus Sp est la plus sensible au EM de Achillea ligustica avec un diamétre de 14
mm.et de 10 mm a été trouve pour HE de la méme plante. Ces variabilités est d’accord avec le
résultat de (Jean-Jacques F et al. 2006). Qui ont montrent une activité prometteuse contre les

espéces Streptomyces.

Le EM et HE d’Achillea ligustica sont moins actives a I’encontre d’Escherichia coli avec des
diametres entre 10-12 mm. Une valeur proche de 11.3 mm a été trouvée par (Bader A et al.
,2007 )en étudiant 1’huile Achillea ligustica originaire de la italy. Mais plus sensible a 1’huile
Achillea ligustica de France selon Jean-Jacques F et al., 2006. Une activité similaire est
obtenue en évaluant 1’huile d’A. Holosericea (10.3mm) (Stojanovic et al. ,2005). Toutefois,
I’huile d’Achillea odorata (Bekhechi et al. ,2011), T’huile d’Achillea millefolium
(Mazandarani et al., 2013), I’huile d’Achillea clavennae (Stojanovic et al., 2005) et les
huiles d’Achillea collina et d’Achillea pannonica (Bozin et al. ,2008) se sont avérées

sensibles avec des valeurs variant entre (12mm — 17mm).

La bactérie teste de Staphylococcs sp a été la moins sensible au HE et EM de Achillea
ligustica (entre 8 mm -9 mm). De méme résultat ont trouvé a un diametre de 10.3 mm pour
I’huile Achillea ligustica par Ammar Bader et al. ,2007

Cependant cette méme équipe a trouvé un diametre plus faible de 9.2 mm pour I’huile
d’Achillea clavennae. D’autres auteurs ont également trouvé des diamétres faibles (Candan et
al. ,2003; Bekhechi et al. ,2011; Issabeagloo et al., 2012).

-
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Toutefois, ’huile d’Achillea millefolium d’Iran s’est avérée tres active vis-a-vis S. aurues

(31.4mm) en utilisant la méthode de puits (Mazandarani et al., 2013).

Il est également possible que des composeés mineurs agissent ensemble en synergie pour
contribuer a la bio activité de la totalité des huiles essentielles (Lahlou, 2004). Néanmoins,
I'antagonisme entre les constituants ne doit pas étre exclu lors de I'évaluation des bio activités
des huiles (Nemeth et Bernath., 2008). En effet, (Bozin et al., 2008) ont rapporté que la
présence du Chamazulene dans I’huile d’Achillea Millefolii herba augmente son activité

antimicrobienne. Ce composant est totalement absent dans les huiles testées.

Selon (Kalemba et Kunicka. ,2003), la sensibilit¢ d’un microorganisme aux huiles
essentielles dépend de la propriété de 1’huile essentielle et de microorganisme lui-méme. Une
observation générale dérivée de plusieurs études faites sur beaucoup d’autre especes
végetales, indique que la résistance est genéralement plus élevée chez les bactéries Gram
négatives que celles chez le Gram positives (Nostro et al., 2000; Turkmen et al., 2007). Cela
pourrait étre attribué a la présence de leurs membranes phospholipidique externe pratiqguement
imperméable aux composés hydrophobes (Nikaido et Vaara., 1985 ; Geogantel et al .,
2007), ce qui n’est pas en accord aveC nos résultats qui montrent que méme les souches de
Gram négative sont sensibles devant I’huile essentielle utilisée. Cela pourrait étre expliqué par
L’hydrophobicité de certaines molécules présentes dans I’huile essentielle, permet leur
solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une déstabilisation de la structure et une
augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema et al., 1994). Ces modifications
entrainent une fuite d’ions et de composes intracellulaires (Carson et al., 2002; Ultee et al.,

2002), entrainant ainsi la mort cellulaire.

-
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Conclusion

Les plantes médicinales, représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition qualitative et
quantitative est inégale selon les especes, dont ’accumulation de ces composés dans les
différents organes des plantes joue un réle essentiel pour sa durabilité naturelle.

La présente étude vise une principale plante Achillea ligustica. Qui appartiennent aux
familles des Astéracées et qui est parmi les familles les plus importantes et les plus utilisées

en médecine traditionnelle.

L’activité antibactérienne d'extrait méthanolique et de I’huile essentielle a été évaluée dans
cette étude par la technique de diffusion sur gélose (méthodes des disques) vis-a-vis de trois
(03) souches bactériennes aprés 24 heures d'incubation a une tempeérature adéquate de 37°C.

L’extrait méthanolique et L’huile essentielle de Achillea ligustica qui a été teste a montre que
I’activité antibactérienne est trés efficace contre la multiplication des souches Streptococcus

Sp, moyenne a bonne sur E .coli mais faiblement marqueé sur Staphylococcus Sp

*
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