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Résumé :

Les extraits naturels issus des plantes médicinales et aromatiques possédent des propriétés
biologiques tres intéressantes, qui trouvent leur application dans divers domaines a savoir la
médecine, alimentation et la cosmétologie. Ce travail est consacré a I'étude phytochimique
I’activité antimicrobienne, et les mécanismes d’action de 1’extrait aqueux de Juniperus
phoenicea L., récoltée de la wilaya d’El Bayadh. L’extraction a été réalisée sur les feuilles par
la macération. Ensuite, un screening phytochimique est effectué pour détecter les différentes
familles de composés chimiques existantes dans les feuilles de cette plante. L’activité
antimicrobienne a été évaluée par deux méthodes en milieu solide et liquide pour déterminer
les concentrations minimales inhibitrices CMI, Bactéricide CMB et Fongicide CMF vis-a-vis
six souches bactérienne et trois souches fongiques. Une étude de mécanisme d’action
antibactérien de I’extrait (la viabilité cellulaire, la tolérance au sel, I’activité lipase) vis-a-vis

une seule souche bactérienne S.aureus a été aussi étudiée.

L extrait a marqué un rendement de 11,9%. Les tests phytochimiques ont révélés la présence
des alcaloides, flavonoides, tanins, stérols et terpénes, saponosides et des composés réducteurs
avec 1’absence des anthocyanes. Les résultats obtenus de 1’activité antimicrobienne en milieu
solide ont montré une certaine sensibilité de la bactérie a gram négatif, il s’agit de P.
aeruginosa par une zone d’inhibition de 18 mm. D’autre part, la plus faible CMI obtenue était
enregistrée vis-a-vis de S. aureus par une valeur de 1,95 mg/ml. En effet, cette souche était
I’objet de 1’étude des mécanismes d’action ou I’extrait aqueux de Juniperus phoenicea a
montré un effet inhibiteur intéressant, entrainé une perte importante de la tolérance au sel et a

inhibe I’activité de la lipase de la souche S. aureus.

Mots clé : Juniperus phoenicea , extrait aqueux, phytochimie , activité antimicrobienne,

mécanisme d'action.
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Abstract:

The natural extracts from medicinal and aromatic plants have very interesting biological
properties, which find their application in various fields namely medicine, food and
cosmetology. This work is devoted to the phytochemical study, the antimicrobial activity, and
the mechanisms of action of the aqueous extract of Juniperus phoenicea L., harvested from
the El Bayadh. The extraction was carried out on the leaves by maceration. Then, a
phytochemical screening is carried out to detect the different families of chemical compounds
existing in the leaves of this plant. The antimicrobial activity was evaluated by two methods
in a solid and liquid medium to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC),
Bactericidal (MBC) and Fungicide (MFC) against six bacterial and three fungal strains. A
study of the antibacterial mechanism of action of the extract (cell viability, salt tolerance,

lipase activity) against a single S. aureus bacterial strain was also studied.

The extract scored a yield of 11.9%. Phytochemical tests revealed the presence of alkaloids,
flavonoids, tannins, sterols and terpenes, saponosides and reducing compounds with the
absence of anthocyanins. The results obtained from the antimicrobial activity in solid medium
showed a certain sensitivity of the bacteria to gram negative, it is P. aeruginosa by an
inhibition zone of 18 mm. On the other hand, the lowest MIC obtained was recorded for S.
Aureus at a value of 1.95 mg/ml. Indeed, this strain was the object of the study of mechanisms
of action where the aqueous extract of Juniperus phoenicea showed an interesting inhibitory
effect, caused a significant loss of salt tolerance and inhibited the activity of the lipase of S.

aureus strain.

Key words: Juniperus phoenicea, aqueous extract, phytochemistry, antimicrobial activity,

mechanism of action.
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Introduction générale

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. A travers les siécles,
les traditions humaines ont su développer la connaissance et l'utilisation des plantes
médicinales. Si certaines pratiques médicales paraissent étranges et relévent de la magie,
d'autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif
de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé des humains. Aujourd'hui, encore une majorité
de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de développement, se
soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de plantes. L’industrie
pharmaceutique moderne, elle-méme, s'appuie encore largement sur la diversité des
métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés
biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des
400000 especes végétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique et
pharmacologique, et que chaque espéce peut contenir jusqua plusieurs milliers de

constituants différents (Hostettmann et al., 1998).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, les traitements a base de
plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques
(considerés comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit. Les
microorganismes (bactéries, champignons,...) se sont peu a peu adaptés aux médicaments et
leurs résistent de plus en plus. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments
inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme
(Larousse., 2001).

Dans ce contexte, 1’objectif global de ce travail est d'étudier la phytochimie et 1’activité
antimicrobienne et le mécanisme d’action antimicrobien d’extrait juniperus phoenicea L.

Pour cela, notre étude a été realisée en trois parties:

Dans la premiére partie de ce manuscrit, une étude bibliographique est menée sur :

e Généralite sur la plante étudiée Juniperus phoenicea L. Nous effectuerons une
présentation botanique de la famille lamiacées, sa localisation géographique dans le
monde, et son utilisation.

e La définition des métabolites secondaire et les grandes familles comme : les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponosides, et les alcaloides etc...

e [’activité antimicrobienne de 1’extrait Juniperus phoenicea L. et leur mécanisme

d’action.
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La deuxieme partie, qui est expérimentale est répartie comme suit:

e Tests phytochimiques : qui sont réalisés sur les parties aériennes de nos plantes, en
utilisant milieu aqueux pour des macerations.

e Etude du pouvoir antimicrobien de I’extrait sélectif de plante vis-a vis de six souches
bactériennes et trois souches fongiques.

e Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode des
micro-dilutions sur milieu liquide et les concentrations minimales bactéricide (CMB)
ou fongicide (CMF) vis-a-vis six (6) souches bactériennes de références ainsi que
trois souches fongiques.

e Mc¢écanisme d’action antibactérien de 1’extrait (la viabilité cellulaire, la tolérance au

sel et I’activité des lipases).

Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors cette étude.
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Chapitre I : Généralité sur la plante étudiée Juniperus phoenicea

La connaissance rationnelle des plantes médicinales date de I'Antiquité. C'est Hippocrate qui
différencia l'usage interne et l'usage externe et qui définit la notion de dose qui permet de
distinguer l'effet thérapeutique de l'effet toxique (Colette-Keller, 2004). Au cours des
derniéres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n'ont fait que confirmer le
bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales utilisées (Carillon,
2000). Ce savoir traditionnel ancestral qui se transmet de génération en génération est devenu
aujourd'hui une mine d'informations extrémement précieuses pour les chercheurs d'industrie

pharmaceutique (Fouché et al., 2000).

Aprés des années de domination de la synthése chimique, la pharmacologie, mais aussi la
nutrition et l'agroalimentaire redécouvrent les vertus des plantes dites médicinales, ce qui est
le cas de toutes les plantes. Elles sont de plus en plus considérées comme source de matiéres
premiéres essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au
point de futurs médicaments (Maurice, 1997). Mais leurs usages traditionnels n'ont jamais

disparus, bien au contraire (Pierangeli et al., 2009).

Aujourd'hui la pharmacologie s'oriente de plus en plus vers des traitements a base de plantes,
car l'efficacité de la synthése chimique a largement atteint ses limites et n'arrive plus a étre
créative. L'exemple de l'antibiorésistance microbienne, a l'origine de la recrudescence des
maladies nosocomiales se passe de tout commentaire. La plupart des especes végétales
contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau ou un autre, sur I'organisme humain
et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie. Elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (lserin,
2001).

La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que l'essentiel des médicaments de

synthese sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés (Bruneton, 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'¢laboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiére premiere pour la synthése des médicaments ou comme model pour les composés

pharmacologique actifs (Decaux, 2002).
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1. Généralités sur le genre Juniperus (genévrier)

Les cupressacées (Cupressaceae) représentent la famille la plus cosmopolite avec dix genres
dans chaque hémisphére, mais la plupart des especes se trouvent dans I’hémisphére nord
(Enright et al., 1996). Par ailleurs, la distribution de cette famille est sous I’influence de
facteurs divers : climat, sol, perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine), etc.
(Banks., 2004). D’origine américaine, asiatique, africaine et européenne, le genre Juniperus
(ou le genévrier), qui appartient a la famille des cupressacées, comprend un grand nombre
d’espeéces (environ soixante) avec des variétés rigides aux aiguilles piquantes et des variétés
souples aux feuillages en éecailles (Mansouri et al., 2011). Ce genre est composé d'environ 75
espéces[(Adams et Schwarzbach, 2013) ; (Adams, 2014)]. 1l est divisé en trois sections:
Caryocedrus (1 espéce) ; Juniperus (Oxycedrus) (11 especes) et Sabina (55 especes) (Adams,
2004).

Les genévriers représentent des espéces pionniéres peu exigeantes sur le plan écologique. Ce
sont des arbres ou arbrisseaux tres rameux, exploités pour le bois ou le feuillage, voire a des
fins industrielles ou médicinales (Quézel., 1962). Elles occupent une place importante dans le
paysage nord-africain, essentiellement en raison de leur rusticité et de leur dynamisme, elles
sont présentes depuis le bord de mer jusqu’aux sommets des Atlas. Leur rusticité leur permet
de résister aux agressions humaines intenses dont elles sont 1’objet car dans de nombreuses
régions, elles représentent le seul élément arboré ou arbustif susceptible d’étre exploité pour

le bois ou le feuillage, voire a des fins industrielles ou médicinales (Quézel et Gast, 1998).
2. Description du Juniperus phoenicea

Le genévrier rouge ou Juniperus phoenicea L. (Cupressacées) est un arbre monoique ou
rarement dioique (Mansouri et al., 2011). C’est une espéce pionniere avec une forte demande
en lumiére et une résistance relativement élevée au climat sec (Dzialuk et al., 2011). Le
Genévrier de Phénicie ou genévrier rouge (J. phoenicea L.) est un arbrisseau touffu ou un
arbuste de 1 a 3 m de hauteur mais pouvant atteindre cependant jusqu’a 8 a 10 métres (Figure
01). Le fruit globuleux devient rouge et luisant a maturité (Figure 02). Au jeune age,
certaines feuilles sont en aiguilles et d’autres en écailles trés petites (Figure 03), trés
imbriquées, opposées, formant le feuillage vert persistant de 1’arbre apres les premieres
années. Cette espece est indifférente au substrat ; elle est présente en bioclimat surtout semi-
aride et aride en ambiance nettement continentale se contentant de préecipitations comprises
entre 200 et 400 mm [(Lapie etMaige, 1914) ; (Quézel, 1962)].
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L’aire de répartition du genévrier rouge (Genévrier de Phénicie) s’intercale entre les
formations steppiques de basse altitude et les formations forestiéres et pre-forestieres a chéne
vert. Cette position confére au J. phoenicea un réle écologique considérable du fait qu’il se
comporte comme un ¢lément de forte résistance a 1’érosion éolienne et a la pression
anthropique. On le distingue des autres genévriers par la couleur rouge de ses fruits, par son
port ramifié et moins puissant, par I’aspect touffu de ses rameaux cylindriques et enfin, par
son absence de la haute montagne aux altitudes supérieures a 2 200 métres (Mansouri et al.,
2011). Le peuplement de genévrier de Phénicie peut atteindre des ages importants malgré une
taille modeste, des individus de 1.5 m de haut, avec un tronc de 8 cm de diametre sont ages de
1150 ans (Mandai, 2005).

L. ¢
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Figure 01 : La partie aérienne de la plante Figure 02 : Tige de J .phoenicea
Juniperus phoenicea

A

Figure 03 : Feuilles en écailles de J.phoenicea (loupe x20)



Chapitre I : Généralité sur la plante étudiée Juniperus phoenicea

3. Noms vernaculaires

En Arabe : ¥ jle sl

En Francais : Genévrier rouge, Genévrier de Phénicie.

En Anglais : Phoenician Cedar, Berry Bearing Cedar.

En Allemand: Cypressen Wacholder, Rotbeeriger Wacholder, Grichiseher Wacholder.
En Italien : Cedrolicio.

4. Taxonomie

Le tableau 01 représente la taxonomie de la plante Juniperus phoenicea.

Tableau 01 : Classification botanique de Juniperus phoenicea (Quezel et Santa.,

1962).
Reégne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupessaceae
Genre Juniperus L.
Espece Juniperus phoenicea

5. Régénération

D'aprés Body, (1950), sa régénération s'effectue partiellement par rejets, mais surtout par
semis naturels. Les graines germent difficilement et restent dans le sol. Pour assurer la
régénération par semis, il faudra donc une longue période de 20 a 25 ans au moins. Comme
toutes les especes du genre genévrier, le phoenicea a une croissance lente, la dissémination

des graines se fait par les oiseaux (Seigue, 1985).
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6. Phénologie

Floraison en avril- mai, puis pollinisation par le vent; le fruit se forme. En juillet, la
maturation des fruits est presque totale, ils proviennent des fleurs de I'année précédente
(Ageste, 1960).

7. Distribution géographique

Juniperus phoenicea L. est une espece qui se trouve dans les différentes régions du monde,
mais il est fréquent dans la partie Ouest des régions méditerranéennes au sud de 1’Europe
(également dans I’Est de Portugal jusqu’en Turquie) (Robert et Adams, 1996). Son aire de
répartition couvre I’ensemble de la région méditerranéenne, a partir des iles Canaries, des
montagnes de I'Atlas en Afrique et du Portugal, a l'ouest, jusqu’a la Jordanie et 1'Arabie

saoudite a I'est (Mansouri et al., 2011).

En Algérie, I'espéce est présente depuis les dunes littorales jusqu’aux limites sahariennes (Cet
arbre constitue au coté du cédre, la principale couverture végétale dans les montagnes des
Aures) (Figure 04) (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 04 : Localisation de Juniperus phoenicea dans la région méditerranéenne (Adams,
2011).
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8. Composition chimique

La majorité des composants chimiques isolés des feuilles et des cones (fruits) de Juniperus
phoenicea sont des huiles volatiles (El sawi et al., 2007). Des études phytochimique
antérieures de cette espece ont montré que cette plante accumule des terpénoides, en
particulier des monoterpéne, sesquiterpenes et diterpénes. Cette espéce ne comprend que de
petitesquantités de dérivés phénoliques : Bisflavones et Lignanes (Aboul et al., 2005). La
méme source a signaléla présence de phenylpropanes glycosides, juniperosides, rosarin et
Skimmin et deux dérivés furanones glucosides. Sterol et hydrocarbures ont démontré la
présence de phoenicerosides : un pseudo diméres des deux furan on esprécédents, et
apparition de phenylpropanes dérivé de la méme espece. En Egypte, ils ont identifié sept
nouveaux composants diterpeniques extraits des fruits de J. phoenicea a I'éther et un stérol (2-
sitosterol), ces diterpénes appartiennent aux groupes Labdane, Pimarane et Abietane (Elsawi
et al., 2007).

9. Phytothérapie

La premiére utilisation enregistrée de cette plante était en Egypte vers 1500 avant J.C. (Al
Groshi et al., 2018). Dans la médecine populaire algérienne. Ses feuilles sont utilisées sous
forme de décoction pour traiter le diabéte, la diarrhée et les rhumatismes. Le mélange de
feuilles et de baies de cette plante est utilisé comme agent hypoglycémie oral, alors que les
feuilles sont utilisées contre les maladies broncho-pulmonaires [(Achak et al., 2008) ; (Dob
et al., 2008)].

Les cones, les rameaux, mais surtout les jeunes pousses préparées en infusion ont des effets
diurétiques, stomachiques et digestifs [(Barrero et al., 2004) ;(Bellakhder,1997)]. Alors que
les fuites séchés et réduits en poudre peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abces
(Qnais et al., 2005).
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Chapitre II: Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction
des espéces et, bien que leurs roles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec
les organismes vivants, tels que parasites, pathogénes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs
et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des
composés secondaires. La diversité des especes utilisées et des metabolites secondaires déja
isolés laisse présager de I'ampleur de ce qui reste a découvrir. On considére effectivement que
moins de 10 % des especes de végétaux supérieurs qui peuplent la planéte ont été explorées
pour leurs propriétés chimiques et biologiques (Krief, 2003).

1. Définition

Les métabolites secondaires (MS) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans 1’organisme de la plante, dont plus de 200.000 structures ont été

définies avec une variété structurale extraordinaire (Hartman, 2007).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes (Abdrrazak et Joél, 2007). lls interviennent
dans 1’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogeénes,
comme agents alléopathiques ou pour attirer les agents chargées de la pollinisation ou de la
dissémination des fruits (Judd et al., 2002).

Ces molécules constituent un groupe de produits naturels qui sont explorés pour des
propriétés treés divers : antioxydants, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses,

antifongiques, analgésique, etc.... [(Bruneton., 2009) ; (Harborne., 1998)].

Les métabolites secondaires proviennent a partir de précurseurs originaires des métabolites
primaires (acétyl-CoA, acides aminés). Les enzymes responsables de la synthése des
métabolites secondaires sont trés diversifiées suite a 1’évolution de genes impliquées, a
I’origine, dans les fonctions métaboliques fondamentales [(Gaitaizis et al., 2002) ;(Steyn,
1980)].
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2. Classification

Nous pouvons classer les métabolites secondaires en trois groupes, chacune renferme une trés

grande diversité biologique (Bruneton., 2009) :

» Les composés phénoliques
> Les composés azotés (les alcaloides).

> Les terpénes.
2.1. Les composés phénoliques

Plus de 8000 composés phénoliques sont identifiés (Urquiaga et Leighton, 2000) dont
I’¢lément structural de base est un noyau benzoique au quel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthylique, ester, sucre...). Cette structure varie depuis les molécules simples (acides

phénolique simple) jusqu’aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)

(Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques jouent un role essentiel dans 1’équilibre et I’adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel. Ils peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les
plantes, ou bien lui permettant de résister au diverses agression vis-a-vis des organismes
pathogenes. lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stresses
variés (Macheix et al., 2005).

Les principaux sous classes des composés phénoliques sont :
2.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoligues font partie des formes les plus simples des composés phénoliques et se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxycinnamiques (C6-C3)
(Figure 05) et les acides hydroxy benzoiques (C6-C1) (Figure 06) (Arimboor et al., 2018).
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Figure 05 : Acides hydroxycinnamiques (C6- | Figure 06 : Acides hydroxy benzoiques
C3) (Gonzalez et al., 1997). (C6-C1) (Gonzalez et al., 1997).

2.1.2. Les flavonoides

Ce sont des substances polyphénoliques de faible poids moléculaire. lls ont en commun une
structure chimique de base en C15 (C6-C3-C6) et possedent un squelette carboné constitué de
deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant
ainsi un hétérocycle (C) (Figure 07) [(Cook et Samman, 1996) ; (Heim et al., 2002)].Les
flavonoides sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles [(Bruneton, 2009) ;
(Ghestemetal., 2001)].1ls protégent les plantes contre les radiations UV et sont impliqués
dans les processus de la défense de la plante contre animaux herbivores (Gouts amers et
astringent), les infections bactériennes et virales. Ils fonctionnent comme des signaux
moléculaires de reconnaissance entre les bactéries symbiotiques et les Iégumineuses afin de
faciliter la fixation de 1’azote moléculaire. Ces molécules agissent sur la régulation de

I’élongation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits (Subramanian et al., 2007).

Figure 07: Structure de base des flavonoides (Gonzalez et al., 1997)
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2.1.3. Les coumarines

Historiqguement le nom de coumarine vient de « cumaru » qui est le nom dans une langue
amazonienne, de l'arbre de Tonka (Dipteryxodoratawilld, Fabaceae) dont les feves
contiennent 1 a 3 % de coumarine (Bruneton, 1999). Les coumarines sont des 2H- 1-
benzopyran-2-ones que 1’on peut considérer, en premier approximation, comme étant les

lactones des acides 2- hydroxy-7-cinnamiques (Figure 08) (Bruneton, 2009).

Ce sont des molécules biologiquement actives ayant diverses activités : anti-agrégation
plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante (au niveau du cceur), antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale, et analgesique [(Stefanova et al., 2007) ; (Thai et
al., 2007)]. Pour leur activité antibactérienne, elles sont efficaces contre les bactéries a gram
positif (Khan et al., 2005).

AN

O 0

Figure 08 : Structure de base des coumarines (Ford et al., 2001).

2.1.4. Les tanins

Ce sont des produits naturels polyphénoliques qui peuvent précipiter les protéines a partir de
leur solution aqueuses (Silanikove et al., 2001). Leur structure est formée par des unités
répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré d’oxydation
(Ghestem et al., 2001). Les tannins sont classés en deux groupes, les tanins hydrolysables et

les tanins condensés (Bruneton, 2009).
» Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont composés de deux types d’unités de base, a savoir un glucide
(la plupart du temps le D-glucose) et des acides phénoliques. Il s’agit des gallotanins pour
lesquelles le glucide est estérifi¢ par I’acide gallique et des ellagitanins ou le glucide est

estérifié par I’acide ellagique (Figure 09) (Kogel et Knabner, 2002).
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Figure09 : La structure de tanins hydrolysables (Ghestem et al., 2001).
» Tanins condensés :

Les tanins condensés sont des polymeéres de polyhydroxyflavan-3-ol, liés la plus part du

temps par des liaisons entre C4 et C8 et sporadiquement entre C4 et C6 (Figure 10) (kogel et

Knabner, 2002).
OH

OH

Figure 10 : La structure de tanins condensés (Ghestem et al., 2001).

Le rble biologique des tanins est lié a sa propre protection contre les infections fongiques et
bactériennes, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee et Ree, 2001). Les tanins
sont utilisés en pharmacie comme antidiarrhéique, vasoconstricteurs et hémostatiques, mais
surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des varices et hemorroides (Paris et

Hurabielle, 1981).
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2.2. Les alcaloides

Ce sont les principaux métabolites secondaires azotés, la plus part ont des propriétés basique.
Environ 12000 composés sont synthétisés a partir des acides aminés constitués d’un
hétérocycles (Meyer et al., 2008). Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus
souvent d’origine végétale), hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure
moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées
méme a faible dose (Figure 11) (Donatien, 2009).

Strychnine Colchicine Caféine

Figure 11 : Quelques exemples d’alcaloides (Meyer et al., 2008).

Les alcaloides sont généralement classés en :

- Alcaloides vrais qui sont des dérivés d’acides aminés, dont 1’atome d’azote est inclus dans
le systeme hétérocyclique. lls sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous
forme de sel, soit comme N-Oxyde. Ils représentent le plus grand nombre d’alcaloides et ils
sont toxiques (Kebili et al., 2016).

- Pseudo- alcaloides qu’ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérives des acides aminés (Badiaga, 2011). Dans la
majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du

métabolisme de I’acétate (Rakotonanahary, 2012).

- Proto- alcaloides qui sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique. Ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés.

Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau (Bruneton, 2009).

Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques, les alcaloides représentent les principes actifs

de nombreuses plantes médicinales (Omulokoli et al., 2000) et jouent a faible doses, le role
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d’anesthésiques  locaux  (cocaine), d’analgésiques  (morphine), d’antibiotiques,

d’antiparasitaires, d’anti-tumoraux... (Buruneton, 2009).
2.3. Les terpénoides :

Les terpénes sont des dérivés d’unité isopréniques IPP (iso-pentényl-pyrophosphate)
(Richard et al., 2010). Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structures soit
cyclique soit chaine ouverte : leurs formule brute est (C5Hx)n dont x : est variable en fonction
de degré d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les poly
terpenes qui peut atteindre plus de 100 ( le caoutchouc), la molécule de base est I’isopréne de

formule CsHg (Figure 12) (Bezzaz, 2014).

chf\(CH2

CHj

Figure 12 : Structure chimique d’isopréne (Khenaka, 2011).

Ils sont issus d’une voie métabolique secondaire de I’acide mévalonique et ils sont formés du
couplage de plusieurs unités isopréniques. Leur classification est basée sur le nombre de
répétitions de 1’unité de base isopréne hémiterpénes (Cs), monotérpénes (Cio), sesquitérpénes
(C1s), ditérpénes (Coo), sesterpenes (Cozs), triterpénes (Cso), tétraterpénes (Cao) et
polyterpenes(Maleeky et al., 2007). Dans la composition de la plupart des huiles essentielles,
les monoterpénoides et les sesquitérpénoides forment la majeur partie [(Benchaar et al.,
2008) ; (Calsamiglia et al., 2007)].

Les terpenoides sont responsables de la couleur et I’odeur des plantes et des épices (piments,
curies) (Langenheim, 1994) et ont un intérét qui conditionne leur utilisation en médicine par
leurs proprietésdifférentes contre les poux de téte adultes, effets ovicides. Une facon de
contréler l'infestation de poux de téte est en réduisant le développement de leur ceuf set
repoussant, et aussi pour des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires,

antivirales, antioxydantes (Jose et al., 2016).
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3. Le role des métabolites secondaire

En médecine : Les métabolites secondaires qui font la base des remeédes pour I’homme sont
utilisés en : urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs,
sommeil. Par exemple, le Flavoce est un médicament constitue par la flavone non substitué en

combinaison avec la rutine et isoquercetine, il est utile dans le traitement de 1’athérosclérose.

En alimentation : Les épices et les herbes aromatiques contenants des diverses métabolites

sont considérées comme condiments et aromates.

En cosmétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d’hygiéne.
(Mohammedi et al., 2006).

Les métabolites secondaires sont impliqués dans :
—les réactions de défense de la plante.

— la communication interbiotique et interspécifique (plante/insectes, plante/microorganismes,

plante/plante).
— Les relations intraspécifiques (communication entre les plantes, signaux d'alertes...).

—la protection de la plante contre les stress abiotiques (UV, stress hydrique....) (Bertrand et
Andreu, 2013).

4. Technique d’extraction des métabolites secondaires

Presque toutes ces méthodes reposaient sur la capacite d'extraction des solvants utilisés et sur
I'action combinée de la chaleur et/ou du mélange. Pour obtenir des composés bioactifs a partir
de plantes, les techniques classiques couramment utilisées sont les suivantes: décoction,
infusion, extraction au Soxhlet, macération et hydrodistillation. Toutes ces méthodes utilisent

un solvant, un couple a température élevée et/ou une agitation (Ngahanjila et al., 2017).
4.1. Décoction

C'est une méthode appropriée pour extraire les constituants solubles dans I'eau et qui ne
peuvent pas étre détruits par I'effet de la chaleur. Pendant la décoction, de I'eau distillée est

ajoutée a l'extrait séché et le mélange est soumis a un chauffage continu pendant une période
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de temps a une température de 100 °C. On laisse ensuite refroidir a la température ambiante et

on filtre pour obtenir le filtrat (Figure 13) (Ngahanjila et al., 2017).

réfrigérant & eau

réfrigérant & air

sortie d'eau I/ {

4
entrée d'eau ’4'!;{

meélange
réactionnel mélange réactionnel
et pierre ponce

barreau i w chauffe-
aimanteé ;L—L LY} ballon
agitateurt
magnétique

chauffant £ ‘
Chauffage a reflux Chauffage a reflux
avec réfrigérant a air avec réfrigérant a eau

Figure 13: Montage de I’extraction par la décoction (Ngahanjila et al., 2017).

4.2. Infusion

Dans cette méthode, I’extraction consiste a tremper les solides en poudre dans de la poudre

d’eau froide ou bouillante pendant une courte période (Ngahanjila et al., 2017)
4.3. Extracteur de Soxhlet

L'extraction par Soxhlet est une méthode suggérée pour I'extraction des lipides par Franz
Ritter Von Soxhlet, un chimiste allemand. De nos jours, il est utilisé pour I'extraction de
précieux composés bioactifs (solides-liquides) a partir de diverses sources naturelles.
L'extraction par Soxhlet est une méthode simple et pratique pour un cycle d'extraction répété a
I'infini avec un solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiére
(Figure 14). Lors de I'extraction avec du soxhlet, le processus de distillation est impliqué. 1
consiste a chauffer une solution jusqu'a ébullition, puis a le condenser et a le renvoyer dans le
ballon d'origine. Pratiquement, une quantité limitée de matiere séche est introduite dans un dé
a coudre. Cette cartouche est ensuite deposée dans un ballon de distillation rempli de solvant
spécifique. Apres avoir atteint un niveau de submersion, un siphon absorbe le solvant dans le
porte-cartouche, puis le rejette dans le ballon de distillation. Cette solution contient les extraits
Solutés. Ce processus est effectué en continu jusqu'a ce que I'extraction soit terminée
(Ngahanjila et al., 2017).
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Figure 14: Montage de I’extraction par Soxhlet (Ngahanjila et al., 2017).

4.4. Macération

La macération est une technique ancienne utilisée pour la préparation de médicaments. C’est
un moyen largement et a faible colit d’obtenir des substances phytochimiques a partir de
matériel végétal. La macération est une méthode qui consiste en une extraction solide-liquide
dans laquelle le composé bioactif (soluté) a l'intérieur du matériel végétal est extrait en
trempant le matériel végétal dans un solvant spécifique pendant un certain temps. L'efficacité
du processus de macération est déterminée par deux facteurs principaux, la solubilité et la
diffusion efficace. La macération implique trois étapes principales. Premierement, les
matiéres végétales sont converties en poudre par broyage. Cela permet un bon contact entre le
solvant et le matériau et la surface afin de mélanger avec un solvant. Aprés broyage, un
solvant choisi est ajouté dans un récipient fermé. Ensuite, le liquide est filtré mais le résidu
solide de ce processus d’extraction est pressé pour récupérer une grande quantité de solutions
occluses. Au cours du processus de macération, des secousses occasionnelles facilitent

I'extraction en augmentant la diffusion et en éliminant la solution concentrée de la surface de
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I'échantillon afin d'amener le nouveau solvant dans le menstrum pour un rendement

d'extraction supérieur (Ngahanjila et al., 2017).
4.5. Hydrodistillation

L'hydrodistillation est une méthode traditionnelle d'extraction de métabolites de plantes qui
n'utilise pas de solvants organiques. Dans I'hydrodistillation, les matiéres végétales sont
emballées dans un compartiment immobile et de I'eau est ajoutée en quantité suffisante, puis
ameneée a ébullition. Alternativement, de la vapeur directe est injectée dans I'échantillon de
plante. L'eau chaude et la vapeur jouent le réle principal dans la libération des composés
bioactifs du tissu végétal. Le refroidissement indirect par eau condense le mélange de vapeur
d'eau et d'huile (Figure 15). Le mélange condensé s'écoule du condenseur vers un séparateur,
dans lequel I'huile et les composés bioactifs se séparent automatiquement de I'eau.
L'utilisation de la température d'extraction élevée peut causer la perte de certains composants
volatils. Cet inconvénient limite son utilisation pour I'extraction de composés sensibles a la

chaleur (Ngahanjila et al., 2017).

Figure 15: Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clevenger.
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Chapitre Ill : Mécanisme d’action antimicrobien de Juniperus phoenicea L.

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et medicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et
autres, possedent des propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent des applications

dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture

(Bahorun, 1997).

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent
principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront

sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Yano et al., 2006).

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des plantes
médicinales [(Cox et al., 2000) ; (Dorman et al., 2000)].

Le mécanisme d’action de ces composés passe par la désorganisation de la membrane

plasmique, la formation des complexes avec la paroi, I’inhibition des enzymes, 1’interaction

avec I’ADN (Cowan, 1999).
1. L’activité antimicrobienne

Une grande partie de la population mondiale dépend encore de la médecine traditionnelle et
donc de l'utilisation des plantes a vertus médicinales notamment pour leurs activités
antimicrobiennes (Kasparek et Al-Janabi, 2008). L’activité antimicrobienne d’une substance
peut étre mise en évidence, in vitro, par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien

en milieu solide qu’en milieu liquide (Elkalamouni, 2010).
2.1. Méthode de diffusion en disque dans un milieu gélosé

Des disques de papier whatman, imprégnés des agents antimicrobiens a tester, sont deposes a
la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure des souches a
étudier (Euzéby, 2009). Quand la concentration de I'antimicrobien devient si diluée qu'il ne
peut plus inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d'inhibition est démarquée. Les
méthodes de diffusion ne permettent pas de chiffrer directement les valeurs des CMI (Guérin
et Carret, 1999).
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2.2. Méthode de dilution

Ces méthodes peuvent étre appliquées en gélose ou en bouillon, a partir desquelles nous
pouvons determiner les CMI (Prescott et al., 2010). Il existe une relation simple entre les
diametres des zones d’inhibition et les CMI mesurées par les techniques de dilution. Cette
relation, appelée droite de concordance ou droite de régression (Guérin et Carret, 1999) dont

la zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de I’essai (El kalamouni et al., 2010).
a) En milieu liquide :

L’inoculum bactérien est distribué dans des cupules (méthode de microdilution) ou dans une
série de tubes (méthode de macrodilution) contenant 1’agent antimicrobien. Aprés incubation,
la CMI est indiquée par le tube ou la cupule qui contient la plus faible concentration d’agent

antimicrobien ou aucune croissance n’est visible (Euzéby, 2009).
b) En milieu solide :

L’agent antimicrobien est incorporé dans un milieu gélosé coulé en boites de Pétri. La surface
de la gélose est ensemencée avec un inoculum microbien & étudier. Aprés incubation, la CMI
de chaque souche est déterminée par 1’inhibition de la croissance sur le milieu contenant la

plus faible concentration d’agent antimicrobien (Euzéby, 2009).

Boite pétri

Souche testée

Milieu de culture gélose

Disque inhibée d’extrait

Zone inhibition

Croissance microbienne

Figure 16 : Aromatogramme sur boite de pétri a diffusion linéaire a partir d'un disque
imprégné de I’extrait (Euzéby, 2009).
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3. Mécanisme d’action antimicrobien

Les métabolites secondaires (MS) apparaissent comme une alternative ou un complément a la
thérapeutique antiinfectieuse classique. De nombreuses études ont quantifié de maniére
objective leur efficacité, si bien qu’il est possible de dresser un bilan sur I’action des MS sur

les infections bactériennes (Marque et al., 2018).
3.1. Mesure de ’efficacité des métabolites secondaires

Afin de pouvoir comparer entre elles des données obtenues par différentes équipes de
chercheurs, des paramétres précis ont été définis (Marque et al., 2018).

3.2. La concentration minimale inhibitrice (CMI)

C’est la concentration la plus basse d’un produit qui s’oppose a la croissance visible d’une

bactérie (Marque et al., 2018).

La CMI d’un produit est obtenue en préparant des dilutions successives du produit dont on
cherche a tester 1’activité antibactérienne. Puis on inocule chaque solution avec la méme
quantité¢ de bactéries a tester. Lorsque, aprés un temps d’incubation, le tube a essai reste
transparent, cela signifie que les bactéries n’ont pas été capables de former des colonies.
Lorsqu’il se trouble, c’est que les bactéries se sont développées. Le tube a essai a la
concentration la plus faible qui reste transparent apres incubation de la bactérie, donne la CMI

pour ce produit sur cet agent pathogene (Marque et al., 2018).
3.3. La concentration minimale bactéricide (CMB)

Il s’agit de la plus basse concentration en agent antibactérien requise pour ¢éliminer une
bactérie donnée (a 99,9%). Elle est obtenue par dénombrement des bactéries sur milieu gélosé
(Marque et al., 2018).

Plus la CMI et la CMB sont faibles, plus le MS est efficace contre le germe testé (Marque et
al., 2018).

3.4. Mode d’action des métabolites secondaires sur les bactéries

Les MS peuvent présenter une action cytotoxique sur les bactéries, en agissant sur plusieurs

structures (figure 17).
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Figurel7 : Mode d’action des MS sur les bactéries (Marque et al., 2018).

On peut résumer 1’action des MS par deux catégories principales :

Dommages membranaires : en traversant la paroi bactérienne et la membrane plasmique, les
composés aromatiques des MS perméabilisent la membrane et perturbent son fonctionnement.
Par exemple, ils peuvent la rendre perméable aux protons et a divers ions, et inhiber la
production d’ATP. A terme, cela peut aboutir a une lyse de la bactérie. Ils peuvent aussi

réduire la fluidité membranaire, ce qui nuit au bon fonctionnement de la bactérie.

Dommages cytoplasmiques : les MS peuvent déclencher une coagulation du cytoplasme et

endommager les protéines et lipides qu’il contient.

Les bactéries & gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles et métabolites
secondaires que les bactéries a gram négatif. En effet, il semblerait que la membrane externe
des bactéries a gram négatif étant rigide, riche en LPS et plus complexe, les molécules
aromatiques des MS aient plus de difficulté a la traverser. En revanche, ce systéeme
extramembranaire complexe étant absent des bactéries a gram positif, les composés
aromatiques peuvent atteindre plus facilement la membrane plasmique, occasionnant ainsi une

meilleure activité antibiotique (Marque et al., 2018).
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Ce travail a été effectué au laboratoire de Biotoxicologie, Pharmacognosie et Valorisation
Biologiques des Plantes (LBPVBP) et le laboratoire pédagogique au département de biologie

a la faculté des sciences de 1’université Dr. Moulay Tahar de Saida.

1. Matériel

1.1. Matériel végétale

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de la plante étudiée Juniperus phoenicea L., ont été
récoltées dans la wilaya d’El Bayadh. La plante a été identifiée par Pr. Kefifa Abdelkarim,
professeur au département de biologie a la faculté des sciences a ’université Dr. Moulay

Tahar de Saida. Le matériel végétal séché et la partie rameaux sont passés dans un broyeur

électrique (Figures 18 et 19).

Figure 18 : Les feuilles de Juniperus Figure 19 : Les feuilles broyées en poudre

phoenicea L. de Juniperus phoenicea L.

1.2. Microorganismes

Six bactéries et trois levures ont été 1’objet de 1’étude de 1’activité antibactérienne et
antifongique (Tableau 02). La conservation des souches bactériennes se fait dans des tubes de
gélose nutritive inclinée et candidas dans des tubes de sabouroud gélosé inclinée a une

température de 4°C.
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Bactéries : Dans les tubes a essai stériles contenant 5ml de milieu BN ajouter les gouttes de
bactéries dans chaque tube, aprées garder les tubes en incubation a 37 C° pendant 24h.Les six
souches bactériennes conservées sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant 15ml de
gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 24h, afin de stimuler leur croissance (CLSI-M7-
A7, 2006).

Levures : Dans les tubes a essai stériles contenant 5ml de milieu SB ajouter les gouttes de
levures dans chaque tube, apres garder les tubes en incubation a 25 C° pendant 24h.Les
levures sont ensemencées par la méthode des stries sur milieu Sabouraud en boites de Pétri.
Ces dernieres sont incubées a 25°C pendant 48h (CLSI-M27-A2, 2002).

Tableau 02 : Les différents microorganismes utilisés.

Microorganisme Référence
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram +
Listeria monocytogenes ATCC 19115 Gram+
Bacteries Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram+
Salmonella typhimurium ATCC 13311 Gram -
Escherichia coli ATCC 25933 Gram-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-
Levures Candida albicans ATCC 26790
Candida albicans 1P444
Candida albicans ATCC 10231

2. Méthodes :
2.1. Préparation des extraits

La préparation de I’extrait a été réalisée par la méthode maceration en milieu aqueux, le

montage de cette technique de séparation est illustré dans la figure 20:
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Figure 20 : Macération du mateériel végétal.

Les étapes suivies sont les suivantes (Figure 21):

- dans un erlenmeyer, mettre 50g de la poudre de la plante Juniperus phoenicea L. avec 1000

ml I’eau distillée sous agitation a une température ambiante pendant 24h.
- Apreés 24h, filtrer le mélange et récupérer le filtrat, gardé dans un four a 50 C°.

- I’extrait préparé est conservés a 4°C et a I’abri de la lumiére (Dohou et al., 2003).

Broyer du matériel végétal.

Mélange 50g du matériel végétal avec 1L I’eau
distillée

Agitateur 24h

Filtration le mélange

Garder le filtre dans un four pour sécher

Figure 21 : Protocole de préparation 1’extrait
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2.2. Calcul des rendements en extrait sec

Nous pouvons déterminer le rendement de 1’extrait sec obtenu dela plante étudiée en calculant

Rdt %= [P1-P2/ P3] x 100

¢ P1 : poids du ballon apres évaporation.

le rapport suivant :

¢ P2 : poids du ballon avant évaporation.
¢ P3 : poids de la matiére végétale de départ.
2.3. Screening phytochimique

La détection des différentes familles de composés chimiques existant dans la plante est 1‘un
des objectifs essentiels de I'examen phytochimique. Ceci constitue la premiére étape de la
recherche des molécules actifs présentent dans la plante étudiée. Les tests phytochimiques
sont basés sur des essais de solubilités, des réactions de coloration et de précipitation, ainsi
que des examens sous lumiére ultraviolette (Cavé, 1993). Les différentes classes recherchées

sont les suivantes :

Les tannins : La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1ml de I’extrait
¢thanolique, 2ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCls diluée (1 %). L’apparition d’une
coloration bleue-noire caractérise la présence des tannins galliques, verte ou bleue-verte celle

des tannins cathéchiques (Trease et Evans, 1987).

Les flavonoides : La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5ml de 1’extrait
éthanolique avec 1ml de HCI concentré et 0,5g de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes
(Cavé, 1993).

Les anthocyanes : Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a 2ml de HCI 2N.
L’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac

indique la présence d’anthocyanes [(Debray et al., 1971) ; (Paris et al., 1969)].

Les alcaloides : Les tests sont réalisés par des réactions de precipitation avec les réactifs de
Mayer, de Wagner et Dragendorff.
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6 mL de chaque extrait sont évaporés a sec, le résidu est repris par 5 mL d’HCI 2N. Dans
trois tubes a essai contenant 1mL du filtrat, nous avons ajouté 5 gouttes de réactif de Mayer
dans le premier tube, 5 gouttes du réactif de Wagner dans le second tube et 5 gouttes du
réactif de Dragendorff dans le troisiéme tube, 1’apparition d’un précipité blanc, brun et

orange, respectivement, révele la présence d alcaloides (Dohou et al., 2003).

o Réactif de Dragendorff : (Tétraiodobismuthate de potassium) ou appelle aussi réactif
a I’iodobismuthate de potassium : Solution A : Dissolve 0.5g de bismuth nitrate (Bi
(NO3)3 5 H20) dans 20 ml d’acide acétique 20% ; Solution B : 5ml de KI préparée a
40% dans I’eau distillé ; Mélanger A et B et Ajuster a 100ml par I’eau distillé.

e Réactif de Mayer : Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCl sont dissous
dans 60 ml d’eau distillée ; Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans
10ml d’eau distillée ; Les solutions A et B sont mélangées extemporanément et le
volume final est ajusté a 100 ml avec d’eau distillée.

o Réactif de Wagner : 2g de KI et 1,27g de I sont dissous dans 75ml d’eau distillée,

puis ajustés a 100ml avec d’eau distillée.

Anthocyanes : A ImL de I’extrait, nous avons ajouté 5 mL d’acide sulfurique (H2SO4) a 10%
puis de I’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 25%. Si la coloration s’accentue par
acidification, puis vire au bleu-violacée en milieu basique, cela permet de conclure la

présence des anthocyanes (Dohou et al., 2003)..

Coumarines (Fluorescence UV) :5 mL de chaque extrait est évaporé a sec. Le résidu ainsi
obtenu est repris dans 1’eau chaude. Un volume de cette phase aqueuse est additionné d’une
solution d'ammoniaque (NHsOH) a 10% et un autre volume est gardé comme témoin.
L’apparition de fluorescence aprés observation sous UV a 366 nm indique la présence de
coumarins (Dohou et al., 2003).

Stérols et triterpénes : Deux essais ont été effectués : Essai 1 : Test pour les stérols et
stéroides : Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenmeyer. Apres
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on
mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer. Un
test positif est révélé par ’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert

(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C) (Trease et Evans., 1987).
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Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques : 1l consiste a évaporer a sec
I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on dissout le résidu obtenu dans un
mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis on filtre et on traite le filtrat par
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de Liebermann-Burchardt). Si cette
réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la présence

respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et Evans, 1987).

Les saponosides : Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de 1’indice de
mousse, degré de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des
conditions determinées. Nous avons procédé a une décoction de 2 grammes de poudre
végétale avec 100 ml d’eau distillée qu’on porte a €bullition pendant 30 minutes. Apres
refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100 ml. A partir de cette solution meére,
on prépare 10 tubes (1,3cm de diamétre interne) avec 1,2, ... 10ml, le volume final étant
réajusté a 10 ml avec de I’eau distillée. Chacun de ces tubes est agité avec énergie en position
horizontale pendant 15 secondes. Aprés un repos de 15 minutes en position verticale, on
releve la hauteur de la mousse persistante en centimetre. Si elle est proche de 1 cm dans le
10éme tube, alors I’indice de mousse est calculé par la formule suivante : La présence de

saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100 (Dohou et al., 2003).

Les composés reducteurs : Leur détection consiste a traiter 1 ml de I’extrait éthanolique avec
de I’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est révélé

par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
2.4. Evaluation de I’Activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des disques
2.4.1. Principe

Cette méthode consiste & mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne de
I'extrait de Juniperus phoenicea, en présence des germes tests. Des disques absorbants
stériles, imprégnés d'une quantité d'extrait et déposés sur une gélose inoculée avec les
souches. La diffusion de I'extrait dans la gélose permet de suivre l'inhibition et la croissance
des germes qui se traduira par une zone claire autour de disque dite zone d’inhibition. Le

protocol de Beddou et ces collaboraeurs (2014) a été suivi.
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2.4.2. Préparation de la culture bactérienne

L’activité antimicrobienne et des extraits ont été évalués en utilisant six (06) souches

bactériennes (03 souches a Gram positif et 03 souches & Gram négatif) et trois (03) levures.
2.4.3. Procédure
> Préparation des disques :

Nous avons le papier Whatman coupé en des disques de 6mm, ces derniers doivent avoir un
contour regulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques, une fois
préparés, sont introduits dans un flacon en verre et places dans 1’autoclave pendant 30 minutes
a 120cCe.

> Préparation des dilutions :

Nous avons préparée une solution mere 1g extrait avec 2 ml DMSO et la filtré aseptiquement a
I’aide d’un filtre stérile. Huit dilutions de différentes concentrations de 1’extrait étudié ont été

préparés dans le diméthylesulfoxyde DMSO (Tableau 03) (Figure 22).

Tableau 03 : Préparation des dilutions

Concentration L’extrait pur (mg) DMSO (ul)
500 1000
250 1000
125 1000
62,5 1000
31,25 1000
15,6 1000
7,8 1000
39 1000
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pCF
3

Figure22 : Figure représente des différentes dilutions d’extrait

» Reparation des inoculums

L’activité antimicrobienne des extraits est tout d’abord analysée pour leur zone d’inhibition
par la méthode de diffusion sur des milieux solides. Les inoculums sont préparés en diluant
une masse cellulaire dans la solution de NaCl a 0,9 %, ajusté a I’échelle de McFarland 0,5,
confirmée par une lecture spectrophotometrique sur le spectrophotometre de type (BIBBY,
Anadéo). A 625nm (L= 0,08 - 0,1, correspondant & 108 UFC/mL) pour les bactéries et 530nm
(A=10,12 - 0,15, correspondant a 1-5 x 10° UFC/mL) pour les levures (Pfaller et al., 1998).

» Ensemencement et application des disques

Un millilitre de suspension normalisée des micro-organismes testés (10° UFC/ml pour les
levures et bactéries 108 UFC/ml), de gélose de Mueller-Hinton pour les bactéries, et de
Sabouraud pour les levures. (Testoreet al., 2004). Les suspensions ont été ensemencées sur la
surface, a I’aide d’un écouvillon, des plaques des milieux solides. Aprés séchage, un disque
en papier stérile (6mm de diameétre) imprégnés de 10 pl des extraits sélectif ont été appliqués
dans la boite de Pétri. Un disque préparé dans le méme état avec seulement le volume
correspondant de DMSO a été utilisé comme contrdle négatif. L’activité a été déterminée en
mesurant le diameétre de la zone inhibitrice en mm aprés incubation a 37° C/24h pour les
bactéries, a 30° C / 48h pour levures (Figure 23) (Beddou et al., 2014).
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Ihoculum de chaque souche
ajusté 4 10°UFC/ml pour
Candica et les bactéries 10°
UFC/ml.

Enz=mencement de la
zouchs en surface ds
la boite Pétri par un

ecowvillon.

15 ml de Muller Hinton
pour les bactéries et
gelose sabouraud pour
Candida.

Poser 04 disques dans chague beite 4 I"aide d une pince stérile et introduire le boite dans
le refrisérant durant 20 a 30 minutes

Figure 23 : Schéma descriptif de la préparation des disques et I’ensemencement des
souches microbiennes.
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> La lecture

Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés a I’aide d’une reégle, a I’extérieur de la

boite fermée.

e X <7 mm aucune activité antimicrobienne -

e 7mm<X<99mm activité antimicrobienne faible+

e 10mm< X <119 mm activité antimicrobienne modeste ++
e 12 mm < X <15 mm activité antimicrobienne élevée +++

e >15mm activité antimicrobienne forte ++++

2.5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode des

micro-dilutions sur milieu liquide
2.5.1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait a été évaluée par la méthode des micro-dilutions sur
milieu liquide pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI). La
technique utilisée a été décrite par CLSI en 2006. Elle est basée sur la capacité des
microorganismes a produire une croissance visible a 1’extrait nu au sein d’une série de

dilutions de la substance antimicrobienne (CLSI-M7-A7, 2006).

Le Bouillon Muéller Hinton (MH) (pH de 7,2 & 7,4) est largement utilisé comme milieu
standard pour la micro-dilution en plaque. 1l permet une meilleure croissance de la plupart
des bactéries pathogénes non exigeantes, en plus de son faible effet antagoniste vis-a-vis des

antibiotiques. Ce bouillon est considéré comme milieu de référence.

A partir d’une pré-culture bactérienne en milieu solide (gélose nutritive) de 24 h a 37°C,
nous avons prélevé quelques colonies a 1’aide d’une anse de platine que nous avons
resuspendues dans du bouillon nutritif. La concentration cellulaire est 108 cellules/ ml. Une

dilution au1/100°™est effectuée pour avoir un inoculum final de 106 cellules/ ml.

Pour chaque ligne de la microplaque nous avons déposés 50ul de I’'inoculum dans les 12
puits a 1’exception du puits N°12 qui servira de puits de contrdle de contamination, qui
contient seulement le Bouillon Muéller Hinton comme témoin positif (100 pl). Nous avons

ensuite ajouté 50 pl de la solution de I’extrait dans les 12 puits a 1’exception du puits N°11et
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puits N°12. Le puits N°11 servira de témoin négatif (croissance sans extrait). Les plaques sont
scellées et placées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. La lecture du résultat s’effectue
a D’extrait nu a 1’aide de d’une source de lumiére sous la microplaque pour visualisé si il y’a
une inhibition ou non (la croissance sous forme un trouble). [(Espinel-Ingroffet Canton.,

2007) ; (Majorosetcoll., 2005)] (Figures : 24, 25 et 26).

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI), elle est confirmée par un
ensemencement sur milieu solide (CLSI-M7-A7, 2006).

Figure 24 : Montre les différentes dilutions Figure 25 : Montre la procédure de

d’extrait. préparation micro-dilution.
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Figure26 : Montre une microplaque apres le remplissage.

Pour chaque souche on note :
- La présence ou I’absence de croissance bactérienne apres 24 /48H.

- Les cultures sans croissances sont suivies sur 48h pour détecter un possible reprise de la

croissance.
- La dilution correspondante a la concentration minimale inhibitrice.
2.5.2. Activite antifongique

L’étude de I’activité antifongique est réalisée par la méthode des micro-dilutions sur milieu
liquide pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI). Nous avons
utilisé la méthode décrite en 2002 par Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A2
(CLSI). C’est la méthode de référence qui permet de tester 1’efficacité des antifongiques et de
déterminer les CMI et les CMF correspondantes (CLSI-M27-A2, 2002). La concentration
minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la concentration la plus faible de la

substance antimicrobienne qui inhibe la croissance des microorganismes.

ST=T<
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Le principe de cette méthode est d’évaluer la capacité des levures a produire une croissance
visible dans les puits d’une microplaque a fond rond (& 96 puits) contenant le milieu de
culture liquide, en présence de concentrations décroissantes d’extrait. Le milieu de culture
préconise pour cette technique est le bouillon sabouroud liquide. Nous avons utilisé ce milieu
apH 7,0.

Les souches fongiques conservées dans sabouraud gélose a 4°C, sont ensemencées dans
sabouraud liquide a 35°C pendant 24 h, puis réensemencees en strie sur boite de pétri
contenant de sabouraud gélose a 35°C pendant 20 h, nous avons prélevé 5 colonies d’un
millimétre de diameétre, que nous avons placé dans un tube a essai contenant 5 ml d’eau

physiologique stérile.

La concentration cellulaire de cette solution est ensuite ajustée a 108 cellules/ml par cellule de
Thomas. Une dilution au 1/100°™ est effectuée pour avoir un inoculum final de 10°

cellules/ml.

Pour chaque ligne de la microplaque, nous avons déposés 50ul de I’inoculum dans les 12
puits a I’exception du puits N°12 qui servira de puits de contréle de contamination qui
contient seulement sabouroud liquide comme témoin positif (100 ul). Nous avons ensuite
ajouté 50 pl de la solution de I’extrait dans les 12 puits a 1’exception du puits N°11et puits
N°12. Le puits N°11 servira de témoin négatif (croissance sans extrait). Les plaques sont
scellées et placées dans une étuve a 35°C pendant 24 heures (CLSI-M27-A2, 2002).

La lecture du résultat s’effectue a I’extrait nu a 1’aide d’une source de lumiére sous la
microplaque pour visualisé si il y’a une inhibition ou non (la croissance sous forme une

trouble). [(Espinel-Ingroff et Canton., 2007) ; (Majoroset al., 2005)].

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI), elle est confirmée par la un
ensemencement sur milieu solide (CLSI-M27-A2, 2002).

2.6. Détermination des concentrations minimales bactéricide (CMB) ou fongicide
(CMF)

2.6.1. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
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La CMB est définie comme la plus faible concentration de I’antibactérien qui détruit 99,9%
de la concentration cellulaire finale. Aprés la détermination de la CMI (durant 24h
d’incubation a37°C), les deux puits contenant les concentrations en l’extrait strictement
inferieure a la CMI et le CMI et le puits contenant concentration en 1’extrait supérieur a la
CMI vont servir pour la détermination de la CMB. Pour ce faire, un échantillon de 10 ul de
chaque puits (ne présentant pas de croissance) va étre transféré dans des boites de Pétri
contenant du milieu Gélose nutritive. Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant
24 h. Cette technique nous permet de verifier si les cellules sont viables et cultivables. La

boite de celle de la CMB renferme un nombre de colonies inférieur a 3 (Prescott et al. 1995).
2.6.2. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

La CMF est definie comme la plus faible concentration de I’antifongique qui tue 99,9% de la
concentration cellulaire. Pour la détermination de la concentration minimale fongicide, nous
avons utilisé la méthode décrite par (Canton et al., 2003). Cette méthode est en accord avec

les exigences de le sabouraud liquide (Espinelingroff et Canton, 2007).

Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 35°C), les deux puits contenant
les concentrations de substances antifongiques strictement inferieurs a la CMI le CMI et le
puits contenant concentration en 1’extrait supérieur a la CMI vont servir pour la détermination
de la CMF. Pour ce faire, 10 pl de chaque puits vont étre transférés dans des boites de Pétri
contenant du milieu sabouraud gélose. Les boites sont incubées dans une étuve a 35 °C
pendant 48 h. Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et
cultivables. La boite correspondant a la CMF renferme un nombre de colonies inferieures a 3
(MAJORGOS et coll., 2005).

2.7. Mécanisme d’action antibactérien de I’extrait
2.7.1. Conditions expérimentales générales

Les concentrations de I’extrait utilisées ont été choisies selon les CMI précédemment
déterminées. La gamme de ces concentrations est de : CMI/4, CMI et CMI x 4(CMB), CMI x
16 de la souche S.aureus (Tableaux 04 et 05). La souche S. aureus a été sélectionnée parce
qu’elle a montré la plus forte sensibilité vis-a-vis ’extrait testé. La solution tampon utilisee

pour ces tests est la solution tampon phosphate (PBS).
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Tableau 04 : Détermination du rapport CMB/CMI ou CMF/CMI (mg/ml)

Souche CMI CMB

S.aureus 1,95 7,81

Tableau 05 : Concentrations utilisées (mg/ml) d’extrait pour les tests de la viabilité

cellulaire, la tolérance au sel et I’activité des lipases

Souche CMIx16 CMIx4 CMI CMI /2

S. aureus 31,25 7,81 1,95 0,48

2.7.2. Préparation des cellules

Bactéries: La suspension bactérienne (la phase exponentielle de croissance) a été préparée
par inoculation de cinq colonies d’une culture jeune de bactéries dans 50 ml de Mueller-
Hinton bouillon. Ensuite, elle a été incubée a 37°C pendant 4-5 h sous agitation. Apres
I’incubation, les bactéries ont été séparées au milieu de culture PBS (pH 7.4) (De barros et
al., 2009).

2.7.3. Tests de la viabilité cellulaire

Par centrifugation a 5000 tr/min durant 20 min a 4°C, ensuite le culot bactérien est lavé deux

fois par la solution.

Les tests de la viabilité cellulaire ont eté réalisés par un comptage des cellules viables sur
milieu solide. Pour cela, Des volumes de 500 ul des concentrations finales C1, Cz, Cs, Csont
été prélevés, dilués en série dans I'eau peptonée stérile (0.1 g 100 ml™?) et puis versés sur des
boites coulées par un neutraliseur stérile, suivie d’ensemencement par inondation (De barros

et al., 2009). Apres 24 h d'incubation a 37°C, les colonies ont été comptées et le nombre de

45



Matériel et méthodes

cellules viables rapporté comme unités formant des colonies(UFC) par ml et les résultats ont
été exprimés en Log d'UFC/ ml. Des tubes de contr6le sans extrait ont été testés de la méme

facon.
2.7.4. Tolérance au sel

La capacité de cellule de S. aureus traité avec 1’extrait a croitre sur un milieu de culture solide

additionné de NaCl a été étudiée.

Une quantité de 100ul de cultures ont été diluée dans de I'eau peptonée stérile et ont été étalée
sur GN-NaCl (Carson et al., 2002). Les tubes de contrdle sans 1’extrait ont été testés de la
méme facon. Apres 24 h d'incubation, le nombre d'UFC/ml sur chaque boite GN-NaCl ont été
comparés a ceux obtenus pour l'essai de contrdle, et les résultats sont exprimés en

pourcentage de cellules capables de former des colonies.
2.7.5. Activité des lipases

L'activité de la lipase a été évaluée sur le milieu de culture Agar Salty Tween-AST (Nostroet
al. 2001) a pH 7,2. Des cultures cellulaires diluée dans de I'eau peptonée stérile ont éte étalées
sur I’AST, suivie a incubation a 37 °C pendant 24 h. Apres la période d'incubation, le nombre
de colonies (UFC/mI) présentant une activité de lipase positif sur chaque boite AST ont été
comptées, et les résultats ont été exprimés en pourcentage de cellules capables de former des

colonies (De Barroset al., 2009).
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Résultats et discussion

Notre objectif consiste a étudier 1’activité antimicrobienne et les mécanismes d’action de
I’extrait aqueux de la plante Juniperus phoenicea L. Dans un premier temps, nous avons

analysé qualitativement 1’extrait en métabolites secondaires apres leur extraction.
Dans un deuxieme temps, nous avons évalué les activités biologiques suivantes :

e FEtude du pouvoir antimicrobien par la méthode de diffusion des disques de 1’extrait
aqueux de la plante étudiée vis-a-vis de six souches bactériennes et trois souches
fongiques de références.

e Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode des
micro-dilutions sur milieu liquide et les concentrations minimales bactéricide (CMB)
ou fongicide (CMF) vis-a-vis six souches bactériennes et trois souches fongiques de
références.

e Ftude de mécanisme d’action antibactérien de I’extrait (la viabilité cellulaire, la
tolérance au sel et I’activité des lipases) de la souche sélectionnée S. aureus (bactérie a

Gram positive).
1. Calcul du rendement
Le rendement R en extrait est calculé a I'aide de la formule suivante :

Rdt %= [poids du ballon aprés évaporation- poids du ballon avant évaporation / poids de la

matiére végétale de départ] x 100. Les résultats sont résumés dans le tableau 06.

Tableau 06 : Rendement massique d’extrait

Especes Parties utilisées Rdt (%)

Juniperus phoenicea L. Parties aériennes 11,9%

La différence de rendement en comparaison avec la littérature peut étre expliquée par divers
facteurs tels que la provenance, la période de récolte, 1’age de la plante, ’humidité du matériel
végétal, la technique d’extraction, et aussi les facteurs environnementaux (Zrira et Benjilali,

1991; 1992)
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2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires existants dans la partie aérienne de Juniperus phoenicea L. par des réactions de
caractérisation qualitatives .Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou

de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les résultats expérimentaux du screening phytochimique sont mentionnés dans le tableau

suivant :

Tableau 07 : Résultat du screening phytochimique.

Alcaloides +
Tanins +
Flavonoides +
Sterols et Triterpénes +
Saponosides + 1 =1100
Anthocyanes -
Composé réducteur +

(+) = présence ; (-) = absence.

Nos résultats de son en accord avec ceux obtenus par les travaux de Medini et al. (2013) qui
ont signalé la présence des tannins, flavonoides dans I’extrait des feuilles de J. phoenicea.
D’autre part, Fadel et al. (2016) ont enregistré la présence des saponines et des alcaloides.
D’autres part, la recherche des stérols révélée positive au cours de notre analyse, et qui a été

en accord avec I’étude de Makhloufi et al. (2014) et Amalich et al. (2016).
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3. Activités antimicrobienne
3.1. Méthode de diffusion sur disques

Dans cette partie, I’extrait obtenu par la méthode de macération en milieu aqueux a éte testé
contre une gamme de microorganismes (Bactéries et levures de références). L’efficacité et la
puissance de I’extrait a été évaluée par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide,
basée sur la mesure des diamétres des zones d’inhibitions en mm ou en cm (Tableaux 08 et
09).

Les figures

Listeria monocytogenes Bacillus subtilis

Staphylococus anreus

Figure 28 : Résultats obtenus par la méthode de diffusion des disques de 1’extrait aqueux de

J. phoenicea vis-a-vis des bactéries a gram positif
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Escherichia coli

Salmonella typhimurium

Figure 29 : Résultats obtenus par la méthode de diffusion des disques de 1’extrait aqueux de
J. phoenicea vis-a-vis des bactéries a gram négatif

Candida albicans ATCC 26790

Candida albicans ATCC 10231

Candida albicans IP 444
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Figure 30: Résultats obtenus par la méthode de diffusion des disques de 1’extrait aqueux de
J. phoenicea vis-a-vis des Candida albicans

Tableau 08 : Diamétre d’inhibition de 1’extrait aqueux de J. phoenicea vis-a-vis des

bactéries et des levures testés (en mm)

Diamétre d’inhibition (mm)
Les souches testées 500 250 | 125 | 62,5 | 3125 | 1563 | 7,8 39
S.aureus 13 10 8 9 6 7 7 6
L.monocytogenes 15 13 15 14 10 8 6 6
B. subtilis 10 8 6 6 7 7 6 6
S.typhimurium 15 11 7 8 6 6 6 6
E.coli 12 9 8 7 6 6 6 8
P.aeruginosa 18 13 15 16 15 12 13 10
C. albicans26790 11 8 10 6 7 8 10 13
C. albicans10231 18 7 10 7 8 10 10 9
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C. albicans 1P444 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 6

Les diametres des zones d’inhibition moins de 7 mm ont été enregistrées comme inactifs,
entre 7 et 9,9 mm ont été enregistrés comme faiblement active, entre 10 et 11,9 mm ont été
enregistrés comme modeste actif et entre 12 et 15 comme élevé activité et plus de 15 mm, ont
été enregistrés comme fort actif. Le tableau suivant résume le degré de sensibilité des

différentes bactéries et levures vis-a-vis nos extrait.

Tableau 09: Degrés de sensibilité de I’extrait aqueux de J. phoenicea vis-a-vis des

bactéries et des levures testés

Degré de sensibilité
Souches testées 500 250 | 125 62,5 | 31,25 | 1563 | 7,8 3,9
S. aureus EA | MA| FA F.A | | | |
L. monocytogenes EA | EA| EA EA | MA | FA | |
B. subtilis MA | FA I I | | | |
S. typhimurium EA | MA I F.A I I I I
E. coli EA | MA| FA | | | | F.A
P. aeruginosa BF | EA| EA B.F E.A EA | EA |  MA
C. albicans 26790 MA | FA | MA I | FA | MA| EA
C. albicans 10231 B.F I M.A I FA | MA | MA| FA
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C. albicans 1P444 | | | I | | | |

| : Inactive ; F.A : Faiblement actif ; M.A : Modeste actif ; E.A : Elevé actif B.A : Bien actif

Les résultats de I’étude effectuée sur le Juniperus phoenicea L., montrent que 1’extrait de la
plante a été trés actif sur P. aeruginosa ATTC 27853 (selon les valeurs des diametres des
zones d’inhibitions). D’aprés Nikaido (2003), les résultats montrent une activité vis-a-vis des
bactéries a gram positif que les bactéries a gram négatif. Les resultats pourraient étre dus a la
composition de la membrane des bactéries a gram négatif. En effet, ces dernieres possedent
une membrane qui présente une perméabilité sélective ; la surface des lipopolysacharides
contient des charges négatives, qui empéchent la diffusion des molécules hydrophobes, et des
porines qui bloguent le passage des molécules a haut poids moléculaire (Garrett et Grisham,
2000).

3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des

concentrations minimales bactéricides (CMB)

L’évaluation des concentrations minimales inhibitrices de 1’extrait de plante Juniperus
phoenicea nous a permis de mettre en évidence les concentrations minimales a partir des
quelles les bactéries que nous avons testé, sont inhibées. La méthode des microdilutions sur
milieu liquide est une technique quantitative permettant de déterminer la sensibilité des
microorganismes Vis-a-vis une substance antimicrobienne. Cette méthode se base sur le
pouvoir inhibiteur d’extrait a l'intérieur d'un puits, dans un milieu nutritif (Mueller Hinton
bouillon) ensemencée par I’inoculum des souches a testées. Ces résultats sont présentés dans
le tableau 10.

Tableau 10: Les différentes concentrations minimales inhibitrices et

bactéricide de I’extrait aqueux de J. phoenicea (mg/ml)

Les souches CMI CMB
Staphylococcus aureus 1,95 7,81
Listeria monocytogenes 7,81 3,9
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Bacillus subtilis 3,9 Nd
Salmonella typhimurium 7,81 Nd
Escherichia coli 15,62 15,62
Pseudomonas aeruginosa 15,62 Nd
Candida albicans26790 31,25 Nd
Candida albicans 10231 62,5 Nd
Candida albicans 1P444 Nd Nd

Les résultats de la méthode de microdilution montrent que 1’extrait de Juniperus phoenicea a
un effet inhibiteur a une concentration de 1,95 mg/ml vis-a-vis de la souche S.aureus qui
représente la souche la plus sensible parmi nos souches testées. La CMI est de 3.9 mg/ml vis-
a-vis de B. subtilis. Cependant, S.typhemuriunet L.monocytogenes ont montré une méme
valeur de CMI qui est de 7,81 mg/ml. La concentration minimale inhibitrice la plus forte a été

enregistrée vis-a-vis des souches : E.coli, P.aerugmosa par une valeur de 15,62 mg/ml.

Nos résultats ont montré aussi que I’extrait aqueux de J.phoenicea a un effet bactéricide a une
concentration de 7,81 mg/ml vis-a-vis de la souche S. aureus, de 3,9 mg/ml vis-a-vis de L.
monocytogenes et de 15,62 mg/ml vis-a-vis de la souche E. coli. Nous pouvons conclure que

I’extrait J.phoenicea a un effet inhibiteur et bactéricide.

55



Résultats et discussion

18
< 16
>
€ 14
S
E 12
310
S 3
s mCMI
g ° uCMB
c
2
O 2 A

0 T T T T T T 1

oS A S S O
& @po\ 4\\‘&\ P &e\‘ o°
¥ & 0¥ ¥ b
® W & &
W o
3.@ o Q
V

Figure 31: Résultat des CMI et des CMB de ’extrait aqueux de Juniperus phoenicea. L. vis-

a-vis des souches bactériennes.
CMI : Concentration minimale inhibitrice  CMB : Concentration minimale bactéricide

ND : Non déterminé

3.3. Activité antifongique : détermination des concentrations minimales inhibitrices

(CMI) et des concentrations minimales fongicides (CMF)

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’extrait de Juniperus
phoenicea. L vis-a-vis trois souches de levures est réalisee par la méthode des micro-dilutions

sur milieu liquide. Nous avons utilisé le milieu de culture : le Bouillon Sabouraud (BS).
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La figure 32 : Résultats des CMI et des CMF d’extrait J.phoenicea vis-a-vis de trois souches

fongiques testées
CMI : Concentration minimale inhibitrice  CMF : Concentration minimale fongicide

Nd : Non déterminé

Les résultats concernant la détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI)
montrent que I’extrait de Juniperus phoenicea a un effet inhibiteur avec une concentration de
31.25mg/ml vis-a-vis Candida albicans ATCC 26790 et Candida albicans 10231 de
concentration de 62,5 mg/ml et le CMF non déterminé. Les rapports des valeurs de CMI et de
CMF montrent que notre extrait & un effet faible sur les levures. Ces résultats ne sont pas en
accord avec ceux obtenus par H’maimed (2016) qui enregistré des valeurs de CMI de
375ug/ml et la plus faible concentration minimale inhibitrice enregistrée est de 23ug/ml chez

la fraction 1-butanol de J. phoenicea face a Staphylococcus aureus.
4. Etude de mécanisme d’action antibactérien

Pour étudier I’effet de I’extrait aqueux de Juniperus phoenicea sur la viabilité cellulaire,
I’activité des lipases et la tolérance au sel, nous avons sélectionné une seule souche comme

model : une bactérie a Gram positive S. aureus (ATCC 25923). Pour déterminer la nature
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bactéricide ou bactériostatique de 1’extrait vis-a-vis une seule souche, nous avons calculé le
rapport CMB/CMI. Si ce rapport est inférieur ou égal a 2, I’extrait est considérée comme
bactéricide ; si ce rapport est supérieur a 2, I’extrait est considérée comme bactériostatique
(Derwiche et al., 2010). En effet le rapport qui a été obtenu vis-a-vis de S. aureus est

supérieur a 2, alors que I’extrait est considérée comme bactériostatique (Tableau 10).

Tableau 11 : Détermination du rapport CMB/CMI

Souche CMI CMB CMB/CMI

S. aureus 1,95 7,81 4

Dans cette partie, nous avons étudié 1’effet de 1’extrait sur la viabilité cellulaire, la tolérance
au sel et I’activité des lipases. Des tests de la viabilité cellulaire ont été réalisés pour élucider
les effets induits par des traitements temps et dose dépendants. La tolérance au sel et 1’activité
des lipases des microorganismes traités par 1’extrait ont été étudiés par 1’utilisation des
milieux de culture spécifiques. Le tableau 11 présent les concentrations utilisées de 1’extrait

pour ces trois tests.

Tableau 12 : Concentrations utilisées (mg/ml) d’extrait pour les tests de la viabilité

cellulaire, la tolérance au sel et I’activité des lipases

Souche CMIX16 CMIx4(CMB) CMI CMI /4

S.aureus 31,25 7,81 1,95 0,48

4.1. Viabilité cellulaire :

Les résultats de 1'effet de 1’extrait aqueux de Juniperus phoenicea sur la viabilité de S.aureus
est présenté dans la figure 33.Cette souche a été traitée par les concentrations de 1’extrait
CMI/4, CMIl et CMI x 4 (CMB), CMI x 16. La courbe de la viabilité de souche testée a été

obtenue a des intervalles de temps de 0 min a 60 min, sont présentées dans la figure 33.
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Le traitement de S.aureus par des différentes concentrations de 1’extrait de Juniperus
phoenicea montré un nombre de colonies plus faible que le témoin & des concentrations de
0.48 mg/ml a 31,25 mg/ml qui correspondent respectivement au CMI/4, CMIl et CMI x
4(CMB), CMI x 16 de 30 s jusqu’a 60 minutes d’incubation (Figure 33).

Nos résultats ont montré qu’au premier temps la courbe est stable et indique que 1’extrait n’a
pas un effet sur la paroi. Aprés certaine temps nous avons observées la diminution de la

courbe sa signifie que 1’extrait traversée la paroi pour inhibée la croissance de la souche.
Ces résultats montrent un effet inhibiteur intéressant de 1’extrait de Juniperus phoenicea L.

A toutes les concentrations utilisées, I'extrait a donné un nombre limité de cellules viables de
la souche S.aureus par rapport au témoin. Notamment la concentration 31,25 mg/ml (CMI x

16) de I’extrait qui inhibe la croissance de la bactérie.
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Figure 33: Effet d’extrait sur la viabilité cellulaire de 0 — 60 min chez S.aureus.
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Figure 34: Effet d’extrait sur la viabilité cellulaire chez S.aureus

D’autre travaux sur la méme souche mais une notre plante c’est le huile de Melaleuca
alternifolia montré que I'échec du Melaleuca alternifolia ou de ses composants a lyser les
cellules de S. aureus suggere que leur principal mécanisme d'action n'est pas un dommage
brut de la paroi cellulaire. La libération induite par le traitement des enzymes autolytiques de
la paroi cellulaire liées a la membrane va éventuellement induire une lyse, ce qui pourrait
expliquer la lyse retardée de S. aureus observée lorsque les suspensions ont été réexaminées

apres plusieurs heures (Christine et al., 2002).
4.2. Tolérance au sel :

Les résultats de test de tolérance au sel des cellules de S. aureus apres exposition aux
concentrations de I’extrait de Juniperus phoenicea L. sont présentés dans le tableau 12. Nos
résultats montrent que l'addition de I'extrait diminue la capacité des cellules traitées de former
des colonies. Les proportions des cellules capables de former des colonies sur GN-NaCl ont
¢té déterminées aprés 60 minutes d’exposition a des concentrations sub- inhibitrices de

I’extrait.

Tableau 13: Proportion des cellules de S.aureus capables de former des colonies sur
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GN-NaCl apres exposition a des concentrations sub- inhibitrices de I’extrait aqueux de

Juniperus phoenicea

S. aureus
Temps d’incubation (min) Concentrations de 1’extrait (mg/ml)
Temoin | 31,25 7,81 1,95 0,48
60 100% |857% |571% |857% |17,14%

Le traitement de S. aureus, I’extrait a réduit la capacité des survivants a former des colonies
sur GN-NaCl. Cet effet a été plus marqué dans le traitement par la CMIx4 (CMB) (7,81

mg/ml) de 5,71% qui a entrainé une perte importante de la tolérance au sel.

Les lésions létales de la membrane cellulaire microbienne induites par 1’extrait peuvent
modifier leur perméabilité (Carson et al., 2002). La perte de la tolérance salée pourrait
révéeler des dommages a la membrane dans les cellules de S. aureus stressées par 1’extrait de

Juniperus phoenicea L.

D’autres résultats de la perte de tolérance au sel. Les résultats des tests de perte de tolérance
au sel. L’ajout de NaCl a NA a réduit la capacit¢ de formation de colonies de cellules de
S.aureus non traitées la perte de tolérance aux sels ou a d'autres composés potentiellement
toxiques peut étre exploitée pour révéler des dommages a la membrane. Le traitement de S.
aureus avec du Melaleuca alternifolia ou ses composants a considérablement réduit la
capacité des survivants a former des colonies sur des milieux contenant du NaCl (Christine et
al., 2002).

4.3. Activité des lipases

Les lipases sont largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons
filamenteux. Elles sont aussi bien produites par les bactéries a Gram positif que par des

bactéries a Gram négatif (Fickers et al., 2008).
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Les proportions des cellules de S. aureus (présentant des colonies avec une activité lipase
positive) aprés exposition a des différentes concentrations de I’extrait sont indiquées dans la

figure 35.

Les concentrations CMIx4 (7,81 mg/ml) de I'extrait ont montré une inhibition de l'activité de

la lipase de la souche S. Aureus avec des nombre de 1 x10° UFC /ml aprés 60 minutes de
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Figure 35 : Proportion de cellule de S. aureus présentant des colonies d'activité lipase
positive sur I’Agar Salty Tween (AST) ajoutée a des concentrations différentes de I’extrait de

Juniperus phoenicea.

Les résultats ont montré La diminution des colonnes dans chaque concentration signifie un
manque de sécrétion lipide par la bactérie et de celle-ci un extrait qui inhibe lipase (Christine
et al., 2002).
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Conclusion :

Notre étude réalisée nous a permis de mettre en évidence la présence des différentes familles
de composés chimiques dans la plante Juniperus phoenicea L., ainsi que I'évaluation des

activités biologiques et le mécanisme d’action antimicrobien de cette plante.

Les tests phytochimiques ont montré la présence des polyphénols, des saponosides, des
flavonoides, et des tanins en quantité importante. Au cours de I'extraction sélective des

composes, le rendement a été obtenu dans la plante (11,9%).

L'étude du pouvoir antimicrobien a montré que les extraits de Juniperus phoenicea L., montré
des capacités a inhiber toutes les souches microbiennes que nous avons utilisés sauf Candida
albicans 1P444, la souche microbienne Bacillus subtilis a montré une trés une trés forte

sensibilité par la méthode de diffusion des disques.

La mise en évidence de 1’étude des concentrations minimales inhibitrices d’extrait aqueux de
Juniperus phoenicea L. a montré des valeurs allant de 1,95 a 15,62 mg/ml. Et des
concentrations minimales bactéricides allant de 7,81 a 15,62 mg/ml vis-a-vis de S.aureus,
L.monocytogene, E.coli respectivement.

Ces resultats préliminaires complétés par d’autre étude plus approfondie comme le
mécanisme d’action antimicrobien Vis-a-vis de la souche la plus sensible par la méthode de
micro dilution qu’était S.aureus qui a présenté une inhibition intéressante par I’extrait aqueux
de Juniperus phoenicea L. dans les tests de la viabilité cellulaire. Du méme le test de la
Tolérance au sel montré que I’extrait a entrainé une perte importante de la tolérance au sel. En
plus, le teste d’activité des lipases révélé une inhibition de I'activité de la lipase de la souche

S. aureus par I’extrait aqueux de Juniperus phoenicea .
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Milieux de culture

Bouillon Nutritif (BN, Fluka) :
Formule (en g/l)
Peptone .... 15,0

EXtrait de I8VUIe ..o 3,0
Chlorure de sodium........ooeiiiiii i, 6,0
GIUCOSE .., 1,0

Eau Distillée gsp1L

pH =75 (+0,2) a 37°C

Suspendre 25g de la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite stériliser par autoclavage a
121 °Cpendant 15 min.

Gélose Nutritive (GN, Fluka):
Formule (en g/l)

Peptone........cooovvviiiiii, 15,0
Extraitdelevure..............coovvviinniiinnn. 3,0
Chlorure de sodium............ccooevvvvviiinnnn. 6,0
GluCoSE. ..., 1,0
N 15,0

Eau Distillée gsp 1L

pH = 7,5 (+0,2) & 37°C

Suspendre 40g de la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite chauffer sous agitation
jusqu'a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C
pendant 15 min.

Bouillon Sabouraud :
Formule (en g/l)

Peptone (Fluka)..................oooii. 10,0
Extrait de levure (Fluka)....................... 3,0
Glucose (Sigma-Aldrich)...................... 20,0

Eau Distillée qsp 1L

pH =5,8 (+0,2) a 37°C

Suspendre la poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer si c’est nécessaire pour la
dissolution totaledu milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C pendant 15 min.

Gélose Sabouraud :
Formule (en g/l)

Peptone (Fluka)...............oooiiiiini 10,0
Extrait de levure (Fluka)..................... 3,0

Glucose (Sigma-Aldrich)..................... 20,0
AQar.. .o 15,0

Eau Distillee gsp 1L

pH =5,8 (+0,2) a 37°C

Suspendre la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite chauffer sous agitation jusqu’a
ébullitionpour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C pendant 15
min.



Bouillon Mueller Hinton:
Formule (en g/l)

Infusion de viande de beeuf.................. 2,0
Hydrolysat de caséine........................ 17,5
Amidon........ooooiiiiiiii 1,5

Eau Distillée qsp 1L

pH=7,4 (+0,2) a 37°C

Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite stériliser par autoclavage a
12°Cpendant 15 min.

Gélose Mueller Hinton (GMH,Fluka) :
Formule (en g/l)

Infusion de viande de beeuf.................. 4,0
Hydrolysat de caséine........................ 17,5
Amidon........ooooiiiiiiiiii 1,5

F N 17

Eau Distillée gsp 1L

pH =6,8 (+0,2) a 37°C

Suspendre 38 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, en suitechauffer sous agitation
jusqu’a ébullitionpour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C
pendant 15 min.

Neutraliseur :

Formule (en g/l)

Geélose NULTItIVE. ..o 23
NaCloooo i, 5
Tween 80........oo 5
Jauned’ceuf...........o 75

AgarSaltyTween (AST):
Formule (en g/l)

Peptone ........ooovvviiiiiiiii 10
NaCl. .o, 75
CaCloH20. ..o 0.1
Tween 80. ..o, 10
AGAr. . i 20
GN-NacCl :

Formule (en g/l)

GN 23
NaACl. oo, 50
Tween 80....oveieii i, 5
Jaune d’ceuf.............oo, 75

L’eau physiologie :



L’eau distillé gsp 1L
L’eau peptonée:
Peptone

L’eau distillé gqsp 1L
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