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Résume

La résistance des Stphylocoques aux antibiotiques a progressivement augmenté en
pathologie infectieuse humaine causant un échec thérapeutique. Par conséquent, des
stratégies antimicrobiennes alternatives sont devenu obligatoire. Pendant de nombreuses
années les plantes médicinales ont été la meilleure source de nouvelles molécules
antimicrobiennes alternatives. Dans ce sens notre ¢tude a eu pour objectifs : d’étudier
I’activité antibactérienne des extraits bioactifs alcooliques et acétonique, obtenus par
différents protocoles, d’une plante médicinale genre Laurus (rand) commercialisé dans la
commune de Bir el Ater wilaya de Tébessa, sur des bactéries pathogenes appartenant au
genre : Staphylococcus. Le rendement de I’extraction acétonique (16%) était meilleur que
les deux rendements : méthanolique 75% et methanolique absolu, avec lesquelles on a
enregistré (12%) et (2%) respectivement. L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des
différents extraits a été réalisé par méthode des puits sur milieu gélosé. Une série de
concentrations : (10mg/100ul), (5mg/100ul), (2,5mg/100ul) et (1,25mg/100ul) a été testée
sur les différents isolats. Les résultats obtenus ont révélé une excellente ; tres bonne et bonne
activité des trois extraits avec des intervalles de diamétres (>20mm) (>15 ; <20mm) et (>10
; < 15mm) respectivement vise a vis tous les isolats des Staphylocoques testés. L’étude de
I’impact facteur concentration de solvants et temps de macération a permis de déduire que
le rendement de I’extraction methanolique (75% ,24 h) (12%) était meilleur que le rendement
méthanolique (absolu, 5jours) avec lequel on a enregistré (2%). Par contre, I’activité
antibactérienne de D’extrait méthanolique (absolu, S5jours) était meilleur que celle
méthanolique (75% ,24 h). L’étude comparative de ’activité antibactérienne des différents
extraits avec celles des antibiotiques testés a permis d’enregistrer une excellente, trés bonnes

et bonnes activités a 1’égard des tous les profils d’antibiorésistance.

Les extraits alcooliques et acetoniques de notre plante genre Laurus peuvent étre des sources
prometteuses des substances bioactives inhibitrices des bactéries de genre Staphylococcus

avec ces différents profils d’antibiorésistances.

Mots Clés : Laurus, Extraits alcooliques, Extrait acétonique, Rendement, Activité

antibactérienne, Impact protocol d’extraction, profil d’antibiorésistance, Etude comparative



Abstract

The resistance of bacteria to antibiotics is the leading cause of therapeutic failure in
infectious diseases. Therefore alternative antimicrobial strategies have become mandatory.
For many years medicinal plants have been the best source of new alternative antimicrobial
molecules. In this sense, our study had the following objectives: to study the antibacterial
activity of alcoholic and acetonic bioactive extracts, obtained by different protocols, of a
medicinal plant of the Laurus (rand) type marketed in the commune of Bir el Ater, wilaya of
Tébessa , on pathogenic bacteria belonging to the genus: Staphylococcus. The yield of the
acetonic extraction (16%) was better than the two yields: methanolic 75% and methanolic
absolute, with which we recorded (12%) and (2%) respectively. The evaluation of the
antibacterial activity of the various extracts was carried out by method of wells on agar
medium. A series of concentrations: (10mg/100ul), (5mg/100ul), (2.5mg/100ul) and
(1.25mg/100ul) was tested on the different isolates. The results obtained revealed an
excellent; very good and good activity of the three extracts with diameter ranges (>20mm)
(>15; <20mm) and (>10; < 15mm) respectively targets all the Staphylococci isolates tested.
The study of the impact factor concentration of solvents and maceration time made it
possible to deduce that the yield of the methanolic extraction (75%, 24 h) (12%) was better
than the methanolic yield (absolute, 5 days) with which we recorded (2%). On the other
hand, the antibacterial activity of the methanolic extract (absolute, 5 days) was better than
that of the methanolic (75%, 24 h). The comparative study of the antibacterial activity of the
different extracts with those of the antibiotics tested made it possible to record excellent,

very good and good activities with regard to all the antibiotic resistance profiles.

The alcoholic and acetonic extracts of our plant genus Laurus can be promising sources
of bioactive substances that inhibit bacteria of the genus Staphylococcus with thesedifferent

antibiotic resistance profiles.

KEY WORDS: Laurus, Alcoholic extracts, Acetone extract, Yield, Antibacterial activity,

Impact extraction protocol; Antibiotic resistance profile, Comparative study.
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Introduction

Introduction

Les Staphylocoques est un groupe de bactéries impliquée dans la pathologie
infectieuse ces derniers sont la deuxieme cause de mortalité humaine dans le monde
(Cosgrove et al.,, 2003; Kopp et al., 2004 ; Koppet Armstrong, 2004). L’espéce
Staphylococcus aureus chef de fil du genre Staphylococcus est un pathogene humain qui
peut déclencher diverses maladies infectieuses, telles que les infections de la peau et des
tissus mous, endocardite, ostéomyélite, bactériémie et pneumonie mortelle (Lowy,1998 ;
Humphreys,2012). L’espéce Staphylococcus aureus a été découverte pour la premiére fois
en 1880 a Aberdeen, en Ecosse, par un chirurgien Alexander Ogstonchez un patient souffrant
de plaies ulcérées. Staphylococcus aureus appartient au genre Staphylococus, Firmicutes ; a
coloration de Gram positif, peut produire un pigment jaune doré et décompose le mannitol
(Tayeb-Fligelman et al., 2017).

Au cours des derniéres décennies, la résistance de S. aureus aux antibiotiques a
progressivement augmenté avec une parution d’une résistance a la méthicilline (SARM)
dont les mécanismes sont tres complexes et qui confere la résistance a de nombreuses classes
d'antibiotiques ; pénicillines ; macrolides, fuoroquinolones, aminoglycosides, tétracyclines
et lincosamides (Mediavilla et al., 2012 ; Lakhundi et Zhang, 2018). Le SARM est devenu
le plus fréquemment identifié dans de nombreuses régions du monde, y compris 1’ Europe,
les Etats-Unis, Afrique du Nord, Moyen-Orient et Asie de I'Est;ce qui entraine souvent
I'échec du traitement antibiotique avec augmentation de la morbidité et de la
mortalité(Algammal et al 2020). La situation alarmante de la résistance aux antimicrobiens
a été reconnue par I'Organisation mondiale de la santé, qui a qualifie la résistance aux
antibiotiques comme I'une des trois menaces de santé publique lesplus importantes du 21e
siecle (WHO, 2014).

Ainsi, pour vaincre la résistance microbienne, la recherche mondiale a déployé de
nombreux efforts pour proposer de nouvelles molécules antimicrobiennes alternatives aux
antibiotiques actuels afin de développer de nouveaux traitements. Les origines naturelles ont
été pendant de nombreuses années la meilleure source de nouvelles molécules
antimicrobiennes (Souza et al,2016). Les métabolites primaires et secondaires synthétisés
par les animaux les micro-organismeset ainsi que les végétaux, , ont influencé le
développement de traitements pour un éventail de maladies et de problémes de santé, y

compris les maladies infectieuses, les processus inflammatoires et le cancer (Dejani et al,
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2021, Omokhefe, 2022). Dans ce sens et pour contribuer dans la lutte contre les maladies

infectieuses causées par Staphylococcus avec son chef de fil Staphylococcus aureus, notre

travail a eu pour objectif d’évaluer 1’activité antibactérienne des extraits bioactifs alcooliques

et acetonique d’une plante médicinale du genre Laurus (Nom commun: rand) sur une gamme

de Staphylococcus collectés a partir de différents pathologies infectieuses. Ce qui a incité a

mener une étude portant principalement sur:

)/
L X4

**

Evaluation du rendement d’extraction aprés macération avec les différents solvants

alcooliques et acetoniques et evaporation par Rotavap.
Appreciation de I’activité antibactérienne par méthode de diffusion sur gélose.

Etude de I’impact du protocole d’extraction sur le rendement d’extraction ainsi que sur

I’activité antibactérienne.

Evaluation comparative de I’activité antibactérienne des extraits par rapport a celles des

anti-Staphylococciques.

Notre travail a été organisé comme suivant:

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous avons présenté une synthése
bibliographique en trois chapitres. Le premier chapitre présente une géneralité sur les
Staphylcoques et leur taxonomie; le second chapitre englobe quelques notions
importantes sur les antibiotiques antistaphylococciques et leur antibioresistances et le

dernier, portera sur les sources des molécules bioactives d’origine végétale.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui comporte les tests et les protocoles
utilisés pour atteindre les objectifs de notre travail ; les résultats obtenus suivi d’une

discussion et enfin une conclusion et perspectives des travaux
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1. Historique

Les staphylocoques sont une famille de bactéries cocci a Gram positif, les
Staphylococcaceae, qui appartiennent a I'ordre des bacillales. Le terme "staphylocoque” a
été formé a partir des mots grecs "staphyle", signifiant grappe de raisin, en référence a leur
capacité a former des grappes microscopiques ressemblant a des raisins, et "coccus™, qui
signifie grain ou baie(Crossleyet al., 2009).

L’espéce Staphylococcus aureus est I'un des premiers pathogénes bactériens identifiés
et est responsable d'un large éventail d'infections, y compris I'impétigo, la folliculite, les
abcés cutanés superficiels et profonds, les infections des plaies, l'osteomyélite, l'arthrite
suppurée, la pneumonie, I'emphyseme pleural, la méningite, la septicémie et I'endocardite
(Melish et Glasgow, 1970). En plus de ces affections courantes, S. aureus peut également
causer des affections plus graves, telles que le syndrome de choc toxique, le syndrome de la
peau ébouillantée et I'intoxication alimentaire... Ces infections peuvent étre contractées par
une contamination croisée dans les hépitaux et les établissements de soins de santé, ainsi que
par la consommation de nourriture contaminée. 1l est important de traiter les infections a
Staphylococcus aureus rapidement pour prévenir leur propagation et éviter des
complications graves (Melish et Glasgow, 1970).

Un autre agent pathogene humain courant est Staphylococcus saprophyticus, qui
provoque des infections des voies urinaires chez les jeunes femmes (Saking et al., 2007).
En 1878, Koch a différencié les cocci a Gram positif et a remarqué que la présence de grappes
de cocci a Gram positif était liée a différentes maladies telles que les abcés. En 1884,
Rodenbach a différencié les especes de staphylocoques en se basant sur leur pigmentation
coloniale(Le Minor et Veron, 1990). Les espeéces les plus pathogénes ont été découvertes
en produisant un pigment doré, tandis que les staphylocoques moins pathogenes formaient
des colonies blanches appelées S. albus, aujourd'hui appelesStaphylococcus epidermidis
(Crossley et al., 2009). Parmi les souches de Staphylococcus albusse trouvaient également
de nombreux autres staphylocoques a coagulase négative qui ne parvenaient pas a produire
de pigment.

En 1880, Alexander Ogston a découvert qu'un coccus formant un amas était la cause
de certains abces pyogénes chez I'nomme. Lorsqu'il a injecteé le pus humain contenant des
Staphylocoques a des souris, cela a produit des abceés. Cependant, lorsque le pus était chauffé
ou traité avec du phénol, il ne produisait pas d'abces. En 1882, Ogston a nommeé l'organisme
"Staphylocoque". Pasteur était parvenu a des conclusions similaires peu apres au méme
moment (KB et al., 2009).
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Le test de coagulase a fourni plus tard une classification des staphylocoques plus
précise que la production de pigments, dans laquelle un test de coagulase positif, qui a
confirmé I'identité de S. aureus, était beaucoup mieux corrélé a la pathogénicité (Le Minor
et Veron, 1990).

Staphylococcus hémolytique est une espece moins courante mais importante en raison
de sa résistance aux antibiotiques, y compris aux glycopeptides et au linézolide (Tarazon et
al., 2007). De nombreuses autres souches de staphylocoques a coagulase négative ont été
identifiées, telles que Staphylococcus schleiferi et Staphylococcus lugdunensis, qui peuvent
causer diverses infections nosocomiales (Voneiff et al., 2001 ; Voneiff et al., 2002). En
outre, certaines souches de S. aureus peuvent produire des toxines spécifiques, telles que la
toxine de choc toxigue et les entérotoxines, qui peuvent provoguer des maladies graves chez
I'nomme (Omoe et al., 2018). La compréhension de la diversité et de la virulence de ces
souches de Staphylocoques est donc importante pour prévenir et traiter les infections

associées a ces bactéries.

2. Taxonomie

Le genre Staphylococcus regroupe 35 espéces. En pratique médicale courante, les
especes les plus fréquentes (infection ou colonisation) sont Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermitis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus warneri (Bes, M.,
et Brun, Y, 2002)

Tableaul. Taxonomie des Staphylocoques

Régne Bactéries
Phylum Firmicutes
Classe Bacilli
Ordre Bacilalles
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

3. Habitats

L’espéce Staphylococcus aureus est un germe ubiquitaire, son réservoir naturel est

I’homme et les animaux a sang chaud (Jean et Jean, 2002). On les trouve a 1’état normal
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dans I’oropharynx, les fosses nasales, dans les selles, au niveau des périnée, ou des aisselles,

c’est un commensale de la peau et des muqueuses(Eyque et Montagnier, 1998).

Staphylococcus epidermidis il s'agit d'une bactérie commensale de 1’humain, typique
de la flore de la peau est isolé principalement des épithéliums humains et colonise
principalement aisselles, téte et narines (kloos et Musselwhite, 1975).Staphylococcus
saphrophyticus sur la peau et les mugueuses, mais peu aussi avoir une origine différente,
issue de I'environnement (I'eau, l'air, le sol) et parfois dans les aliments ou sur les objets (Raz
et al., 2005).

4. Caracteres bactériologiques

4.1. Morphologiques et culturaux

Staphylococcus aureus est une bactérie en forme de sphere ou coque, avec un diametre
compris entre 0,5 et 1,5 um et mobile dépourvu de spores et de capsule. Ils sont le plus
souvent groupés en amas dit en grappe de raisins. Les Staphylocoques sont des aero-anaero
facultatifs et non exigeants (EI Kouir, 2003).L’espéce Staphylococcus aureus se développe
en concentration forte en NaCl (halophile), cette capacité est mise aprofite dans le milieu de
culture sélectif hypersalé de Chapman pour I’isoler d’un prélevement polymicrobien. Apres
24 a 48h d’incubation , des colonies (de 1 a 2 mm de diameétre) apparaissent, elle sont lisses,
luisantes et bombées, pigmentées en jaune or, d’ou I’appellation (Staphylocoque dor¢)
(Garrity, 2001). sur gélose ordinaire en aérobiose, lisse et brillante : de type Smooth En
milieu liquide.S.aureus produit dans le bouillon un trouble homogéne le long du tube. elle
produit une coagulase, ce qui la distingue des autres especes de ce genre appelées
Staphylocoque a coagulase négative (Garrity, 2001 ; Willey et al., 2010).

Figure 1. Coques de Staphylococcus aureus disposes en grappe de raisins (G x 100)
(Willey et al., 2010)



Chapitre I Notions générales sur des Staphylocoques

Figure 2. Colonies de S. aureus (en haut) et Colonies S. épidermidis (Pascale, 2013)

4.2. Caracteres biochimiques

Les Staphylococques produisent une catalase mais pas d’oxydase ainsi, les souches
sont : indole -, acétone +, uréase +, réduisent le tellurite de potassium et les nitrates en
nitrites, et produisant de I’ammoniaque a partir de I’arginine (Larpent, 2000 ; Federighi,
2005). Le criteres de base de leur classification est la production d’une thermonucléase et
d’une coagulase. Il ya 3 espéces productrice de coagulase : Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermidius et Staphylococcus hyicus, produit ainsi de 1’hémolyse béta.
L’espece Staphylococcus aureus peut produire de nombreuses enzymes : protéase,

coagulase, lypase liée au (clumping-factor), coagulase libre (Bourgeois et al., 1988).

Tableau 2. Caractéres biochimiques des Staphylococcus aureus (Garrity, 2001 ; Chessa et al., 2015)

Caracteres Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
aureus épidermidis saprophyticus

Oxydase - - -

Catalase + + +

Coagulase + - -

Fermentation du glucose + + +

sans production de gaz

Dégradation du %+ - -

mannitol

Production d'indole %+ - +

Présence de nitrate T+ + -

réductase

Fermentation du glucose %+ + +

sans production de gaz

Dégradation du + - -

mannitol
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5. Facteurs de virulence et physiopathologie

La virulence a été décrit comme :« la Capacité d’un agent pathogéne a réduire
I’aptitude de 1’hote » (Massey et al., 2006), autrement « La capacité d’un micro-organisme
a établir Une infection et causer une maladie chez un héte » (Lee et al., 2003 ; Salyers et
al., 1994). Facteurs importants pour les agents pathogenes La virulence contribue
généralement soit, a 1I’évasion immunitaire, a la stimulation immunitaire, La colonisation,

les facteurs qui causent des dommages a I’hote (Lee et al., 2003 ; Salyers et al., 1994).

5.1. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogene du genre Staphylococcus, étant
impliqué a la fois dans les iinfections nosocomiales. En raison de I’importance des infections
a Staphylococcus aureus et de la prévalence croissante des souches résistantes aux
antibiotiques, cette bbactérie est devenue 1’espéce Staphlococus la plus étudiée (Costa et al.,
2013 ; Liu et al., 2005).

5.1.1. Expression des déterminants de la virulence chez S. aureus

Staphylococcus aureus est connu pour sa capacité a provoquer un large éventail
d’infections importantes chez ’homme. Cette capacité est liée a I’expression d’un éventail
de facteurs qui participent a la pathogenése de I’infection, permettant a cette bactérie
d’adhérer a surfaces/tissus, évitent ou envahissent le systéme immunitaire et provoquent des
effets toxiques nocifs pour I’hote . Ces facteurs sont connus sous le nom de déterminants de
la virulence et peuvent étre divisés en associés a la surface cellulaire (adhérence) et sécrétés
(exotoxines)(Lowy, 1998 ; Dinges et al., 2000).

5.1.2. Facteurs de surface cellulaire
Staphylococcus aureus exprime plusieurs facteurs de surface cellulaire qui jouent un
réle dans sa virulence. Ceux-ci incluent la surface microbienne ccomposants reconnaissant
les molécules de la matrice adhésive (MSCRAMM), les polysaccharides capsulaires et la

staphyloxanthine (pigment caroténoide)( Lin et Peterson, 2010).
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5.1.3. Facteurs sécrétés (exotoxines)

Une caractéristique importante de Staphylococcus aureus est sa capacité a sécréter des
toxines qui contrairement au réle protecteur et passif des facteurs de virulence associés a la
paroi cellulaire mentionnés ci-dessus jouent un réle actif dans le désarmement de I’immunité
de I’hote. En effet, ils perturbent les cellules et les tissus hotes et interférer avec le systeme
immunitaire de 1’h6te pour libérer les nutriments et faciliter les bactéries dissémination (Lin
et Peterson, 2010 ; Foster, 2005). Ces facteurs secrétés peuvent étre divisés en quatre
catégories : superantigénes, cytolytiques (pore-Formant) des toxines, diverses exoenzymes

et diverses protéines (Lin et Peterson, 2010).

5.1.4. Superantigénes
Les superantigénes sont un groupe de puissantes protéines immunostimulatrices
sécrétées capables d’induire une variétéTSS Maladies, y compris le syndrome de choc
toxique (TSS) (Le Loir, 20210)

5.1.5. Toxines cytolytiques (formant des pores)

Staphylococcus aureus sécrete un grand nombre de toxines cytolytiques qui, bien que
structurellement diverses et avec des cibles différentes spécificité, partagent une fonction
similaire sur les cellules hotes. Ces toxines forment des pores en tonne au [ dans les
membranes cytoplasmiques de ciblent les cellules et provoquent une fuite du contenu
cellulaire (a faible dose) et une lyse cellulaire (a forte dose) (Lin et Peterson, 2010 ; Foster,
2005).

5.1.6. Diverses exoenzymes

Presque toutes les souches de Staphylococcus aureus secretent plusieurs enzymes
extracellulaires dont la fonction est considérée comme la perturbation de tissus de 1’h6te
et/ou inactivation des mécanismes antimicrobiens de 1’hote (par exemple, lipides,
défensines, anticorps et complément médiateurs) pour acquérir des nutriments pour la
croissance bactérienne et faciliter la dissémination bactérienne (Dinges et al., 2000 ; Lin et
Peterson, 2010). Ces exoenzymes comprennent les lipases, les nucléases, les protéases
(serine, cystéine (par exemple staphopaine), auréolysine), hyaluronidase et staphylokinase
(SAK) (Dinges et al., 2000; Bokarewa et al., 2006; Lin et Peterson, 2010).

5.1.7. Protéines diverses
Staphylococcus aureus posséde également d’autres protéines spécifiques qui peuvent

avoir un impact profond sur le systtme immunitaire inné et adaptatif. Ces protéines

10
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comprennent I’inhibiteur du complément staphylococcique (SCIN) (Rooijakkers et al.,
2005), la protéine de liaison au fibrinogene extracellulaire (Efb) (Lee et al., 2004 ; Lee et
al., 2004), protéine inhibitrice de la chimiotaxie de Staphylococcus aureus (CHIPS) (Foster,
2005), protéine inhibitrice du récepteur de peptide formyl-like-1 (FLIPr) (de Haas et al.,
2004 ; Prat et al., 2006) et la protéine d’adhérence extracellulaire (Eap) (Harraghy et al.,
2003).

5.2. Staphylococcus épidermidis

La colonisation omniprésente de Staphylococcus epidermidis sur la peau et les
muqueuses humaines leur donne la possibilité de provoquer des infections dans des
circonstances particulieres. Cependant, S.epidermidis généralement sont des bactéries peu
virulentes avec peu de facteurs de virulence (Otto, 2004 ; Otto, 2009). Staphylococcus
epidermidis est apparu comme un pathogene humain opportuniste important, reflétant
I'utilisation accrue de dispositifs médicaux a demeure et un nombre croissant de patients dont
le systeme immunitaire est affaibli, on prend comme exemples : les patients recevant un
traitement immunosuppresseur, les nourrissons prématurés, les patients atteints du SIDA et
les médicaments agresseurs (Otto, 2004 ; Vadyvaloo et Otto, 2005 ; Sarkar et al., 2019).
Aujourd’hui Staphylococcus epidermidis est considéré comme l'une des causes les plus
fréquentes des infections nosocomiales (Sarkar et al., 2019) (Systeme de surveillance des
infections nosocomiales (NNIS) ; Chez I'homme immunocompétent, S. epidermidis devient
principalement pathogene) lorsqu'il est associé a dispositifs médicaux a demeure (biofilm),
tels que shunts artério-veineux, lentilles de contact, sondes urinaires et cathéters veineux
centraux, appareils orthopédiques et cathéters de dialyse péritonéale (Otto, 2004 ; Arciola
et al., 2005 ; Stoll et al., 2002) et dans de rares cas, lorsqu'il est associé a une endocardite
valvulaire native (Caputo et al., 1987 ; Mylonakis et Calderwood, 2001). Les infections a
S. epidermidis sont rarement mortelles, mais elles contribuent de maniére significative a la
morbidité et colts des soins de santé (Sarkar et al., 2019 ; vonEiff et al., 2002). 1l existe
également des risques de sous-déclaration et de sur déclaration des infections a S.
epidermidis, en raison de difficultés a trouver une norme commune pour déterminer la
pertinence clinique d'une souche, car les S. epidermidis cliniquement pertinents sont
également des contaminants courants des échantillons cliniques. En général, S.epidermidisa
peu de facteurs de virulence qui causent directement des dommages a I’héte, par rapport a
son parent plus virulent, S aureus. S. epidermidis doit donc s’appuyer sur des facteurs

modulant ssysteme immunitaire de 1’hote afin de maintenir une infection persistante. Il a

11
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été suggeré que S. epidermidis pourrait en effet avoir un avantage évolutif de cette faible
agressivité (Massey et al., 2006). En fait, bon nombre des facteurs importants pour le
maintien de la vie commensale de S. epidermidis sont bénéfiques en tant que facteurs de

virulence lors d’une infection.

5.3. Staphylococcus saprophyticus

Les facteurs de virulence de S. saprophyticus comprennent I'adhérence aux cellules
urothéliales au moyen d'une protéine associée a la surface, I'acide lipotéichoique; une
hémagglutinine qui se lie a la fibronectine, une hémolysine; et la production de boue
extracellulaire (Gatermann, 1996).

12
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Chapitre I1. Pathologies infectieuses a Staphylococcus et antibiothérapie antistaphylococcigue

1. Pathogénicité et pouvoir pathogene des Staphylocoques

Staphylococcus est I'une des bactéries les plus courantes produisant des infections
cutanées dans le monde. Ces infections cutanées vont des infections mineures, telles que les
furoncles ou d'autres infections cutanées, aux cas graves la pneumonie, bactériémie, syndrome

de choc toxique.

1.1 Les infections reliées a Staphylococcus aureus

1.1.1. Les infections suppuratives a staphylocoques

Ces infections sont causées par la bactérie Staphylococcus aureus, qui est un pathogéne
opportuniste fréquent chez I'nomme, (Lowy 1998 ; Tong et al., 2015). La bactérie peut se
trouver dans les voies respiratoires, sur la peau, dans les muqueuses nasales, dans la gorge, dans
les intestins et dans le vagin de certains individus. Bien que la plupart des porteurs de S. aureus
restent asymptomatiques, certains peuvent développer des infections suppuratives, qui sont

souvent douloureuses et peuvent entrainer des complications graves (Revest et al., 2014).

1.1.1.1. Infections superficielles cutanéo-muqueuses

Les infections cutanées et muqueuses superficielles a staphylocogues sont un type
d'infection bactérienne de la peau causée par Staphylococcus aureus. Ces infections peuvent
aller des infections mineures comme l'impétigo aux infections plus graves comme la cellulites
(Hatkar et al., 2018).L'association des infections a Staphylocoques avec la thrombose veineuse
profonde , et le répertoire d'anticorps contre les antigénes de S. aureus chez les patients atteints

d'infections a staphylocoques profondes ou superficielles(Maher et Rodriguez, 2018).

Figure 3. Sycosis (Pascal Del Giudice, 2020)

14
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Figure 4. Furoncle (Pascal Del Giudice, 2020)

1.1.1.2. Infections profondes
Les infections Staphylococciques profondes sont un type d'infection causée par les
bactéries Staphylococcus qui affectent les tissus ou les organes profonds a l'intérieur du corps .
Ces infections peuvent affecter divers organes, tels que le cceur, les poumons, les os ou les
articulations, et leur gravité peut varier selon leur localisation(Ameen, 2014 ; Maher et
Rodriguez, 2018).

1.1.2 Les infections du tractus respiratoire

Staphylococcus aureus est un pathogene qui peut causer des infections des voies
respiratoires inférieures (IVRI) (Li et al., 2011 ; Vn, 2022). Il existe trois formes cliniques de

la pneumopathie :

» Staphylococcie pleuropulmonaire (nourrisson-enfant) (Dicko, 2013).

> la pneumonie nécrosante (infection communautaire, enfant et adulte jeune
immunocompétents) due a des souches productrices de LPV, exceptionnellement
résistantes L’oxacilline (Dicko, 2013).

> la pneumopathie nosocomiale (souvent de réanimation, sujet agé, souche non

productrice de LPV, souvent résistante a I’oxacilline) (Dicko, 2013).
1.1.3. Lesinfections urinaires

1.1.3.1. Infection urinaire chez Staphylococcus aureus
Les infections urinaires a Staphylocoques sont causées par des bactéries
Staphylococcus et peuvent étre identifiées grace a des échantillons d'urine selon (Shahabi et
al., 2018 ; Mahood et al., 2020 ; Al-Ethari et al., 2022). Staphylococcus aureus est une espece

de staphylocoques qui peut causer des infections des voies urinaires (Balamurugan et al.,
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2015 ; Mahood et al., 2020). Les infections urinaires a Staphylocoques sont courantes, en
particulier chez les personnes ayant des antécédents de cathétérisme urinaire ou chez les patients

ayant une altération de I'immunité (Mahood et al., 2020).

1.1.3.2. Infection urinaire chez Staphylococcus saprophyticus

S. saprophyticus est essentiellement retrouvé chez la femme jeune en période d'activité
sexuelle. Et I'age moyen des patients est de 22-23 ans (Latham et al, 1983, Leightone et Little,
1986). 11 est rarement retrouvé chez les patients hospitalises. S. saprophyticus est responsable
d'une pyurie; certaines études suggérent que les reins sont atteints clans la moitié des cas
(Hovrlius et Mardh, 1984).

1.1.4. Infections du systéme nerveux central a Staphylocoques
Les infections Staphylococciques du systéme nerveux central sont des infections
graves qui nécessitent une attention médicale urgente (Antosz et al., 2023).11 est important de
noter que les patients atteints de maladies sous-jacentes telles que la sclérose en plaques peuvent
étre plus vulnérables aux infections opportunistes telles que la méningite Staphylococcique.
Dans ces cas, une approche interdisciplinaire impliquant des neurologues et des infectiologues

peut étre nécessaire pour assurer un traitement efficace (Frenkel et al., 1981).

1.1.5. Infections endovasculaires et valvulaires cardiaques a Staphylocoques
Les infections endovasculaires et des valves cardiagues causées par Staphylococcus, il
est important de noter que le diabete est un facteur de risque majeur pour les infectionsCutanées
et des tissus mous causées par Staphylococcus aureus, qui peuvent évoluer vers des infections

plus graves impliquant des muscles, des os et des valves cardiaques (Hatkar et al., 2018).
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Figure 5. Purpura pendant I'endocardite (Pascal Del Giudice, 2020)
1.1.6. Infections digestives a Staphylocoques

Les Staphylocoques sont des bactéries qui peuvent causer des infections digestives dans
différentes parties de l'appareil gastro-intestinal, allant de I'estomac a l'intestin gréle et au colon.
Les symptdémes des infections digestives a Staphylocoques peuvent varier, mais ils incluent
généralement des nausées, des vomissements, des douleurs abdominales, de la diarrhée, de la

fievre et de la déshydratation (Swolana et al., 2021).

Les infections & Staphylocoques peuvent entrainer une augmentation des taux de
morbidité et de mortalité chez les patients (Crisan et al., 2022). lls peuvent affecter les
personnes immunodéprimées celles qui ont recu un traitement antibiotique prolongé et qui ont

été hospitalisées a plusieurs reprises.

1.1.6.1. Infection digestive a Staphylococccus épidermidis
Staphylococcus epidermidis est une bactérie qui appartient a la flore microbienne
humaine et qui est présente en grande quantité sur la peau, dans le systéme respiratoire et dans

le tractus digestif humain (Swolana et al., 2021).
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1.1.7. Infections toxiniques a Staphylocoques

Les infections Staphylococciques sont causées par la bactérie Staphylococcus aureus
et peuvent entrainer différentes maladies, telles que le syndrome de choc toxique, la
pneumonie nécrosante et la fasciite nécrosante (Gillet et al., 2018). S. aureus sécrete des
facteurs de virulence, notamment des superantigenes tels que les entérotoxines
Staphylococciques (SE), qui contribuent de maniére significative a la pathogenese de
I'organisme selon (Lin et Peterson, 2010). Différents sous-types de SE ont été associés a
différentes infections, SEC-2 et SEC-3 étant les sous-types les plus toxiques dans un modele
de lapin et associés au syndrome de choc toxique menstruel et aux isolats vaginaux de

femmes en bonne santé (Chuang-Smith et Schlievert, 2021).

Figure 6. Desquamation distale apres syndrome de choc toxique (Pascal Del Giudice, 2020)

2.  Antibiothérapie antistaphylococcique
Les infections a Staphylocoques sont un probléme de santé publique majeur
dans le monde entier, ces infections sont causées par la bactérie Staphylococcus (Lowy,

1998; Tong et al., 2015). Le traitement des infections a Staphylocoques peut inclure

18



Chapitre 11 Pathologies infectieuses a Staphylococcus et antibiothérapie antistaphylococcique

I'utilisation d'antibiotiques topiques ou oraux (Hatkar et al., 2018 ; Maher et Rodriguez,

2018).

Tableau 3. Antibiothérapie antistaphylococcique

Bactérie

Staphylococcus
aureus

Type d'infection

superficielle
scutanéo-
muqueuses

Profondes

Urinaires

Systéme nerveux
central

Antibiothérapie

traité par des macrolides ou
apparentés

-difficiles a traiter

-nécessite des traitements
prolongés d'antibiotiques
intraveineux.

Certaines études ont exploré
I'utilisation de traitements
alternatifs, tels que; le
triméthoprime-
sulfaméthoxazole ou la
linézolide.

-D'autres études ont examiné
I'utilisation de la rifampicine
adjointe pour améliorer
I'efficacité du traitement
antibiotique

Les antibiotiques, tels que la
vancomycine, la linezolid et
la daptomycine
-Antibiotiques tels que la
oxacilline ou le céfazoline, si
I'infection est causée par une
souche de Staphylococcus
aureus résistante a la
méthicilline, une combinaison
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de plusieurs antibiotiques, y
compris la rifampicine, peut
étre nécessaire. Et La
gentamicine intraventriculaire
endovasculairs et Antibiotiques adjoints tels que (Ryder et al.,

valvulairescardiag la gentamicine et le 2022)
ues rifampicine a été
recommandée dans certains
cas
Toxiniques -Les antibiotiques inhibent la  (Lin et Peterson,

croissance de Staphylococcus  2010)
aureus, mais ne fournissent

souvent aucune protection

contre les exo protéines de S.

aureus.

-Des recherches sont en cours

sur les thérapies antitoxines

qui empéchent la production

de toxines et préviennent leurs

effets sur les cellules hotes

Staphylococcus  Digestives -Antibiotiques tels que : la (Swolana et al.,
epidermidis vancomycine, la daptomycine, 2021)

la rifampycine
Staphylococcus  Urinaire Stphylococcus saprophyticus ~ (Shrestha et
saprophyticus est sensible a la plupartdes Darrell 1979)

antibiotiques tels que :
fluoroquinolone

2.1. Résistance aux antibiotiques

2.1.1. Mécanismes de résistance aux Beta lactamine

2.1.1.1. Résistance a la pénicilline
Résistance staphylococcique a la pénicilline est médiée par blaZ, le géne qui code B-

lactamase, Ce extracellulaire enzyme synthétisée dans le cas ou les staphylocoques sont
Exposés aux antibiotiques B-lactamines, (hydrolyse les B-lactamines Anneau, rendant le -
lactame inactif). blaZ est sous la Contréle de deux genes régulateurs adjacents, le Presseur
blaR1 et le répresseur blal (Kernodle, 2000). Des études récentes Ont démontré que la voie
de signalisation répond Possible pour la synthése de la p-lactamase nécessite un clivage
séquentiel Des protéines régulatrices BlaR1 et Blal. Suivre- Exposition aux B-lactamines,

BlaR1, un transmembranaire Capteur-transducteur, se clive émettent I’hypothése que la
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protéine clivée fonctionne comme un protéase qui clive le répresseur Blal, directement ou
indirectement (une protéine supplémentaire, BlaR2, peut étre impliquée dans cette voie et
permet a blaZ de synthétiser ’enzyme (B-lactamase )(Gregory et al., 1997 ; Zhang et al.,
2001 ; Zhang et al., (2001) .

2.1.1.2. Résistance a la méthicilline
La meéthicilline, la premiere des pénicillines semi-synthétiques résistantes a la

pénicillinase. La résistance a la méthicilline a été signalée tres rapidement aprés son
introduction (Jevons, 1961). La résistance survient aprés le changement chromosomique
I'acquisition d'un nouvel ADN, aboutissant a la production d'une nouvelle protéine de liaison
a la pénicilline, appelée PBP2a, avec une faible affinité de liaison pour méthicilline
(Woodford, 2005). PBP2a remplace toutes les autres protéines de liaison a la pénicilline, et
en raison de sa faible affinité pour tous les antibiotiques b-lactamines gqu'il confere résistance
a tous les agents b-lactamines, y compris céphalosporines (Lowy, 2003). PBP2a est codé par
mecA,partie de I'élément génétique mobile, la cassette chromosomique staphylococcique
mec (SCCmec) (Wood, 2005).

2.1.2. Reésistance a vancomycine

Jusqu’a maintenant, la résistance a la vancomycine n’a pas été rapportée chez les
souches cliniques de S. aureus. Seules de rares souches intermédiaires a la teicoplanine ont
été décrites (Kaatz et al., 1990 ; Vedel et al., 1990) sans que I’activité de la vancomycine
apparaisse anormale. Des mutants de S. aureus résistants a la Vancomycine ont pu étre
obtenus par sélection in Vitro a basse fréquence ou apres transfert conjugatif de I’opéron de
genes vanA qui code pour la Résistance a la vancomycine chez les entérocoques (Daum et
al., 1992 ; Noble et al., 1992). Des mutants résistants a la teicoplanine selectionnés in vitro

ont été aussi obtenus (Daum et al., 1992).

2.1.3. Reésistance a aminoside

Les resistances aux aminosides sont dues la production par les Staphylocoques
d'enzymes modificatrices des aminosides appartenant a trois classes, acétyltransférases
(AAC), nucleotidyltransférases (ANT) et phosphotransférases (APH) codées par des génes
acquis (plasmidiques ou transposables). Chacun de ces enzymes est dénommée en fonction
de la molécule qu'elle modifie et reconnait un certain nombre d'aminosides qu'elle modifie,
ce qui se traduit par un phénotype de résistance. Quand I'aminoside modifie est bon substrat
pour lI'enzyme, le niveau de résistance conféré est élevé ; quand I'aminoside est mauvais

substrat, I’altération de son activité peut ne passe traduire par une résistance mais par une
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perte de son activité bactdricide et de la synergie avec les béta-lactamines (Tankovic et al.,
1997). Si I'on omet celles inactivant la streptomycine, trois enzymes sont décrites, qui sont
identiques a celles détectes chez de nombreuses especes de bactéries a Gram positif
(staphylocoques, streptocoques, entérocoques) et sont différentes de celles des bactéries a
Gram négatif (Tankovic et al., 1997).

» Aminoglycosidephosphotransférase (APH)
» Aminoglycosidenucleotidyltransférase (ANT)
» Une enzyme bifonctionnelle (une seule protdine avec deux fonctions

enzymatiques), aminoglycosideacétyltransférase) (AAc-APH)

2.1.4. Résistance a la streptogramine

Il n'y a pas d'informations spécifiques sur la résistance des staphylocoques a la
streptogramine seule. Les résultats de la recherche suggérent que les antibiotiques
macrolides, lincosamides et streptogramine B (MLSB) sont couramment utilisés pour traiter
les infections staphylococciques, et l'utilisation abusive d'antibiotiques a augmenté la
résistance croisée aux antibiotiques MLSB parmi les staphylocoques (Vallianou et al., 2015
; EI-Badawy et al., 2019; Nagarkoti et al., 2019; Ve Genotipik, 2020). Le phénotype de
résistance peut étre l'un des phénotypes constitutif, inductible ou d'efflux selon (Ve
Genotipik, 2020). Les genes de résistance MLSB les plus courants étaient ermC dans le
phénotype constitutif, msrA dans le phénotype de résistance aux macrolides/macrolides-
streptogramine B, et ermC et msrA dans les isolats de phénotype de résistance inductible
(Vallianou et al., 2015 ; EI-Badawy et al., 2019 ; Nagarkoti et al., 2019 ; Ve Genotipik,
2020).

2.1.5. Résistance a la quinolone

Les quinolones agissent en inhibant spécifiquement la synthése de I'ADN, ceci étant
rapidement suivi par la mort de la bactérie. Cette action sur I'ADN est secondaire a
I'inhibition de deux topo isomérases bactériennes : I'ADN gyrase, qui catalyse le
surenroulement négatif de I'ADN, et I'ADNtopo-isom6rase IV qui est responsable de la
décaténation des chromosomes au cours de la réplication (Luttinger, 1995). Les quinolones
son tcapables de stabiliser un complexe de clivage ADN-enzyme normalement transitoire,
ceci déclenchant l'activation de certains systemes de réparation de I'ADN, phénomeénes
encore trés mal connus mais qui sont responsables de I'effet bactéricide des quinolones
(Chen et al., 1996).
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Les staphylocoques sont naturellement résistants aux quinolones de premiére

génération comme l'acide nalidixique mais sont en revanche sensibles aux fluorogquinolones.

2.1.6. Résistance au macrolide
Les macrolides inhibe la synthese protéique qui agisse lors de I'élongation des chaines
peptidiques. Les macrolides exercent une activité bactériostatique vis-a-vis des
staphylocoque (Tankovic et al., 1997).

L'érythromycine est un macrolide qui bloque la sortie du polypeptide tunnel adjacent
au PTC (Wilson, 2014). Aujourd'hui, les macrolides ne sont pas largement utilises pour
combattre les infections staphylococciques dans les pays développés monde, mais ont un
role dans les infections a SASM. Les macrolides semi-synthétiques clarithromycine,
I'azithromycine et la telithromycine sont utilisées en clinique pour traiter les infections

causées par des bactéries autres que S. aureus (Rayner et Munckhof., 2005).

2.1.7. Résistance a la fusidine
Cet inhibiteur des synthéses protéiques apparait capable de bloquer I'étape de
translocation car il stabilise le complexe ribosome-facteur d'élongationG-GDP qui
normalement se dissocie apres la translocation du peptide. La résistance a I'acide fusidique
est surtout due des mutations survenant a haute fréquence, ce qui justifie |'emploi de cet

antibiotique en association.

Tableau 4. Antibiotiques antistaphylococcique et leurs modes d'action (Dembele, 2020 ; Doumbia,
2020)

Famille Sous famille Origine Mode d'action
Bétalactamine  Pénicilline Naturelle Agissent sur la paroi des
Semi— bactéries en phase de croissance
synthétique par inhibition des

Céphalosporines Naturel ou semi  transpeptidases, en empéchant
synthétique les liaisons inter peptidiques
Cible : protéines liant les
pénicillines (PLP)
-Effet bactéricides

Polypeptides Naturelle
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Aminoside

Macrolide

Apparentés

Auxmacrolides

Tétracycline

Phénicols

Sulfamides

Quinolones

Lincosamides

Naturel ou semi

synthétique

Naturel ou semi

synthétique

Naturelle ou

semi-synthétique

Naturelle ou

semi-synthétique

Naturelle ou

semi-synthétique

Synthétique

Synthétique

24

Altération de synthése protéique
par introduction des erreurs de
lecture et d'inhibition de la
traduction

-Effet bactéricides

Inhibition des synthéses
protéiques au niveau des
ribosomes en se liant a la sous
unité 50s

Inhibition des synthéses
protéiques au niveau des
ribosomes en se liant a la sous
unité 50s

Inhibition des synthéses
protéiques au niveau des
ribosomes en se liant a la sous
unité 30s

-Effet bactéricides

Syntheéses protéeiques en se liant
a la sous unité 50s des
ribosomes (réversible)
Inhibition compétitive de la
dihydropteroate

Synthése, blogquant ainsi la
synthese de I’acide
dehydrolyque

-Effet bactériostatique
(sulfamide)

-inhibition des dihydrofolates
réductases bactériennes

-Effet bactéricides

Inhibant specifigment la
synthese de 'ADN
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-Effet bactéricides

3.  Développement de la résistance des Staphylococcus aux antibiotiques

Chronologie du développement des antibiotiques et I'évolution de la résistance aux
antibiotiques (Dahal et al., 2018). La résistance aux antibiotiques est un gros probléme pour
les organismes de santé. Méme, le théeme de la Journée mondiale de la santé 2011 était «
Résistance aux antimicrobiens : pas d'action aujourd'hui, pas de remede demain ». La
résistance aux antibiotiques est la capacité des bactéries a résister aux effets d'un antibiotique
auquel ils étaient autrefois sensibles. Les bactéries deviennent résistantes aux antibiotiques
en adaptant leurs structures et Fonctionne en quelque sorte comme un mécanisme de défense,
(Morar et al., 2010, Dever et al., 1991 ; Levy, 1998).

4.  Conséquences de résistances des Staphylococcus aux antibiotiques

Les résistances des Staphylocoques aux antibiotiques peuvent avoir de graves
conséquences, notamment une augmentation des taux de mortalité et des difficultés de
traitement des infections. Par exemple, des études cliniques récentes ont montré de faibles
taux d'éradication de staphylocoques dans les pneumonies nosocomiales (Lode et al., 1995).
Dans une étude sur les infections associées aux soins de santé dans une unité de soins
intensifs pédiatriques, les staphylocoques a coagulase négative avaient un taux de résistance
de 100 % a la méthicilline, et le taux de mortalité d'une infection bactérienne était de 40,4 %
(Cetin et al., 2022). L'augmentation de la résistance aux antimicrobiens est un probléme
mondial, et doit étre combattue par des mesures robustes de lutte contre les infections et la
mise en place de programmes de gestion des antibiotiques, notamment la surveillance des

épisodes d'infection selon (Shane et al., 2017(.

Les Staphylocoques sont des bactéries pathogénes communes qui peuvent causer
diverses infections chez les humains, allant de I'infection cutanée légére a la pneumonie et a
la septicémie. Les staphylocoques résistants aux antibiotiques, tels que le SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), sont de plus en plus fréquents et posent
un grave probléeme de santé publique. Les staphylocoques peuvent développer différentes
formes de résistance aux antibiotiques, ce qui complique leur traitement. Il est donc essentiel
d'identifier les mecanismes de résistance des staphylocoques aux antibiotiques, afin de

pouvoir choisir les traitements les plus appropriés . Les études cliniques ont montré que la
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résistance des Staphylocoques aux antibiotiques peut entrainer des taux d'éradication plus

faibles et des taux de mortalité plus élevés(Cetin et al., 2022).
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1. Plante médicinale

1.1. Historique
Depuis les temps anciens, a la recherche de secours pour leur maladie, les gens
cherchaient des drogues dans la nature. Les débuts de L’utilisation des plantes médicinales était
instinctive, comme c¢’est le cas chez les animaux, compte tenu du fait qu’a 1’époque il n’yavait
pas suffisamment des informations concernant soit les causes des maladies, soit Concernant
quelle plante et comment elle pourrait étre utilisée comme remede, Tout était basé sur

I’expérience (Stojanoski, 1999).

Avec le temps, les raisons de L’utilisation de plantes médicinales spécifiques pour le
traitement de certains Des maladies étaient découvertes ; ainsi, les plantes médicinales L usage
abandonne peu a peu le cadre empirique et devient Fondée sur des faits explicatifs. Jusqu’a
I’avénement de 1’iatrochimie Au 16°™ siécle, les plantes avaient été la source de traitement et
Prophylaxie . Néanmoins, I’efficacité décroissante des produits synthétiques Médicaments et
les contre-indications croissantes de leur utilisation, L’utilisation de médicaments naturels

topiques a nouveau(Kelly, 2009).

1.2. Definition des plantes médicinales
Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Les
médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux
médicaments pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées

par I’¢tude ethnobotanique des plantes (Jiofack et al., 2009).
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Tableau 5. Activité antimicrobienne et mécanismes d'action de differentes parties des plantes

(Nagaraj et kawang, 2022)

Plante Partie Pathogéne Mécanisme

Curcuma longa Rhizome S. aureus, B. Perte d'integrite
Subtilis membranaire

Thymus vulgaris Feuilles E. Coli, S. aureus = Affinité chimique pour

lipides membranaire

Panax ginsemg Racines B, cereus, S. Change dans le potentiel
aureus membranaires
Zingiber afficinale = Rhizome E. Coli, S. aureus Dommages a la membrane
cellulaire

1.3. Usages traditionnels

Depuis des temps immémoriaux, les gens ont essayé de trouver des médicaments pour
soulager la douleur et guérir différentes maladies. A Chaque siecle de succes depuis le
développement de I'numanité et civilisations avancées, les propriétés curatives de certaines
plantes médicinales ont été identifiees, notées et transmises aux générations successives
(Petrovska, 2012). Les peuples anciens utilisaient les plantes médicinales principalement
comme simple forme pharmaceutique : infusions, décoctions et macérations. Au Moyen Age,
et en particulier entre le XVle et les XVllle siécles, la demande de médicaments composés
augmentait. Les médicaments composés comprennent des plantes médicinales ainsi que des
médicaments d'origine animale et végétale. Si le médicament la thériaque a été produit d'un
certain nombre de plantes médicinales, d'animaux rares et de minéraux, il était tres apprécié et
vendu cher (Bojadzievski, 1992).

2. Substances bioactives
Les composés bioactifs sont des substances derivées d’une source naturelle biologique
(animale ou végetale) et qui est biologiquement active ou ayant une activité pharmacologique

ou toxicologique a des effets sur I’homme et 1’animale (Bernhoft, 2010)

2.1.Sources des substances bioactives
Les substances bioactives sont de source naturelle biologique végétale (végétaux terrestres et
marins) ou animale (animaux et microorganismes terrestres, animaux et microorganismes

marins).
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2.1.1. Source animale de substances bioactives

On a plusieurs sources animales de molécules bioactives (les insectes, les amphibiens,
les reptiles) qui présentent une variété de fonctions biologiques sur la santé humaine. ces
molécules bioactifs peuvent étre soit essentielles a la vie des animaux, soit uniquement
produites intégralement et plus important pour d’autre organismes (Zhang W X A et al., 2015).
Aussi des composés biologiquement actifs avec différents modes d’action, tels
qu’antiprolifératif, antioxydant, anti microtubule, ont été isolés a partir de sources marines, en
particulier les algues et les cyanobactéries. Récemment, la recherche s’est concentrée sur les
peptides provenant de sources animales marines, car ils ont été trouvés en tant que métabolites
secondaires d’éponges d’ascidies, de tuniciers et de mollusques. Les caractéristiques
structurelles de ces peptides comprennent divers résidus d’acides aminés qui peuvent &tre
responsable de leur bioactivité (Suarez et al., 2012). Les sous -produits naturels, notamment
les composés phénoliques, sont trés demandés par les industries nutra-pharmaceutiques et
biomédicales. Une étude analytique a été réaliser sur I’extrait de cladodes de ficodindia di
sancono (opuntia fiscus-indica), par des méthodes clairement appliquée 1’analyse démontré la
présence de polyphénols (2g/kg) et ces composés étaient principalement responsable des

propriétés antioxydants (Rocchetti et al., 2018)

2.1.2. Source végétale de substances bioactives
Les plantes ont aussi était largement utilisé pour leurs propriétés biologiques (Curare,
2020). lls sont capables de produire un grand nombre de substances bioactives diverses Parmi
les plantes intéressantes on a les plantes herbacées qui peut étre considérée comme la base de
I’utilisation de molécules naturellement bioactives dépendant de la médecine traditionnelle
comme soins de santé primaires, principalement grace a I’utilisation de plantes lui-méme et de

leurs composés bioactifs (Fernandes et al.,2019).
A. Composition chimiques des substances bioactives
e Les metabolites secondaires

Les metabolites secondaires sont des molécules organiques, non participent a la
croissance et Au développement normaux de un organisme dont les fonctions sont en grande
partie inconnues, bien qu’ils semblent impliqués dans la défense de I’organisme ( Lelario et

Al.,2018).
a.1l.Les composes bioactifs

Les composés bioactifs sont des substances qui sont présentes dans les aliments en petites
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quantités et qui ont la capacité d'avoir des effets bénéfiques sur la santé. Les composés bioactifs
comprennent, mais sans s'y limiter, les acides gras polyinsaturés a longue chaine, les vitamines,

les caroténoides, les peptides et les polyphénols (Georganas et al., 2020).
a.1.1.Les composés phénoliques

Les composés phenoliques végétaux sont similaires & bien des égards aux alcools a
structure aliphatique, mais la présence d'un cycle aromatique, d'un atome dhydrogene du
groupe hydroxyle phénolique en fait des acides faibles (Kumara et Goelb .,2019) Ils assurent
de nombreuses fonctions physiologigues aux plantes survie et ont une importance fondamentale

dans l'adaptation des plantes aux altérations environnementales imposées (Borge et al., 2017).
a.1.1.1. Les non flavonoides
a) Les acides phénoliques

Le terme <>comprend les dérivés hydroxy et autres fonctionnels de I’acide benzoique

(C6-c1) et de I’acide cinnamique (c6-c3) (kaurinovic et vastag ., 2019).
b) Les coumarines

Les coumarines sont des métabolites secondaires aromatiques, & noyau benzo-apyrone,
appartenant a la famille des composés phénoliques. Plus de 1300 coumarines ont été identifiées
dans les plantes, les bactéries et les champignons. Les coumarines sont connues pour leurs
nombreuses utilisations en industries cosmétique, pharmaceutique et agrochimique. Elles
possedent diverses propriétés biologiques notamment antimicrobienne, antivirale,

antiinflammatoire, antidiabétique et antioxydant (Adou et al ., 2019).
c) Les lignines

La lignine est I’un des métabolites secondaires les plus importants produits par la voie
phénylalanine/tyrosine dans les cellules végétales. C’est le deuxiéme biopolymére le plus
abondant qui représente30% de la teneur en carbone organique de la biosphére, il joue un réle

important dans la croissance et le développement des plantes (Liu et al., 2018).
a.1.1.2. Les flavonoides

Les groupes des Flavonoides ont une origine biosynthétique commune, possedent un
élément structural de base en C15 (C6-C3-C6) (Michel et al .,2011) D'un point de vue
chimique, les flavonoides sont des molécules phénoliques hydroxylées syntheétisées par la voie
des phénylpropanoides et se distinguent par leur classe structurale, leur degré d'hydroxylation

et leur polymerisation. Les groupes fonctionnels hydroxyle des flavonoides sont responsables
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de leur activité antioxydant et sont formés par deux cycles benzéniques (cycles A et B), reliés

par un cycle pyréne hétérocyclique (Russo et al.,2020).
a.1.1.3.Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de substances naturelles composants chimiques. Ils sont
largement distribués et environ 5500 alcaloides sont connus, comprenant la plus grande classe
d'usines secondaires métabolites. Ils sont connus pour avoir des effets pharmacologiques et sont
utilisés dans les médicaments, comme drogues recreatives et dans les rituels enthéogenes (Jain
etal ., 2019).

3. Présentation des huiles essentielles

3.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits volatils obtenus a partir de certains végétaux par
distillation a la vapeur d’eau (Kalemba et Kunieka, 2003 ; Burt, 2004). Ce sont des composés
liquides qui seforment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme
secondaire.Au point de vue chimique, il s’agit de mélanges extrémement complexes. Environ
1% des especes élaborent des essences. Certaines familles se caractérisent par le grand nombre

d’especes a essences qu’elles renferment et en particulier les Labiées (Thym, Menthe, Origan,
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Sauge, etc...), les Ombelliferes (Anis, Fenouil, Angélique, Persil, etc.), les Myrtacées (Myrthe,
Eucalyptus), les Lauracées ( Laurier-sauce, Cannelle) (Werker, 1993).Les huiles essentielles
peuvent étre localisées dans tous les organes végétaux: les feuilles (Saad et al., 1995), les
racines (Mojab et Nickavar, 2003), le bois (Howes et al., 2004), les rhizomes (Geiger,2005),
les écorces (Jham et al., 2005), les fruits (Glisic et al., 2007), les graines (Ozcan et Chalchat,
2007) ou les fleurs (Akhlaghi, 2008).

3.2. Compositions chimique des huiles essentielles

La composition chimique de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans plusieurs
études. Elle varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des
plantes. Les méthodes d’analyses des huiles essentielles ont beaucoup évolué et il est
maintenant possible d’isoler et d’identifier des composés auparavant inconnus ; ceci permet le
développement de nouveaux mélanges pouvant avoir un effet additif ou synergique (Marriott
et al., 2000).Dans le domaine des huiles essentielles la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) est aujourd’hui, la technique de référence pour
la separation et la caractérisation des differents composés(Salzer, 1977 ; Longevialle, 1981 ;
Constantin, 1996). Les huiles essentielles contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont
pour la plupart des molécules peu complexes, appartiennent a deux groupes : terpénes et
terpénoides (isopréniques, monoterpénes, sesquiterpenes, diterpénes et triterpenes) (Clarke,
2008 ; Baser et Buchbauer, 2010) d’une part, et le groupe de composés aromatiques dérivés
du phénylpropane d’autre part. Elles peuvent également contenir des hydrocarbures (terpénes
et ses quiterpénes) et des composés oxygénés (alcools, esters,éthers, aldéhydes, cétones,
phénols et éthers de phénol) (Bruneton, 2009)
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3.3. Activités biologiques des huiles essentielles

3.3.1. Activité antibactérienne
Les HEs exercent leur activité antibactérienne sont mal connus. Du fait de la

complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une idée précise sur le mode
d’action des HEs. Il est probable que leur activité antibactérienne ne pas attribuable a un

mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Dorman et Deans,

2000).

Les terpenes ainsi que les flavonoides agissaient sur les cellules bactériennes en induisant
une rupture de la paroi et de la membrane microbienne et par conséquence la libération du
contenu cellulaire a I’extérieur en provoquant la mort cellulaire (Tsuchiya et al., 1996). Les
HEs peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides
(Johansen et al., 1997). Certains auteurs suggerent que ces produits naturels pénetrent a
I'intérieur de la cellule microbienne et sont susceptibles d'interférer avec son métabolisme

cellulaire (Marino et al., 2001).

Plusieurs études ont expliqué que I'effet synergique entre deux ou plusieurs constituants
chimiques pourraient avoir un rdle principal dans l'activité biologique des HEs (Elshafie et
Camele, 2016), ce qui permet la réduction de développement de la résistance de tout
microorganisme pathogéne. Par conséquent, certains composants tels que le carvacrol,
terpinéne et p-cymeéne sont plus efficaces quand ils sont combinés (Adebayo et al., 2012). Cette
action synergique est due au p-cymeéne qui joue le réle de meédiateur pour le transport du

carvacrol, a travers les composants de la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique.

3.3.2. Activité anti-oxydante
Le stress oxydatif, qui survient lors de déséquilibre entre la production des radicaux libres et

d'enzymes anti-oxydantes, est en relation avec l'apparition des maladies (Butterfield et
Lauderback, 2002). Les Hes de cannelle, clou de girofle, basilic, persil, origan et thym
possédent de puissantscomposés antioxydants (Edris, 2007). Le thymol et le carvacrol sont
encore une fois lescomposés les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur structure
phenolique car lescomposés de ce type ont des propriétés oxydo-reductrices et jouent ainsi un
r6le importanten neutralisant les radicaux libres et en décomposant les peroxydes (Braga et al.,
2006). L'activité anti-oxydante des huiles essentielles est également attribuables & certains

alcools, éthers, cétones, aldéhydes.
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4. Méthodes d'extraction

4.1. Extraction par L'hydrodistillation

Méthode standard pour I’extraction d’huile essentielle a partir du matériel végétal. Dans
cette technique le matériel végétal est compleétement immergé dans de 1’eau qui est ensuite a
portée a ébullition (Triaux., 2019). La température d’ébullition d’un mélange est atteinte
lorsque la somme des tensions de vapeurs de chacun des constituants est égale a la pression
d’évaporation. Elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures
(Hernandes., 2005) L’eau environnante agit comme barriére contre la surchauffe de
I’échantillon permettant ainsi une certaine protection de 1’huile essentielle extraite.de méme
que précédemment, les composé volatiles sont ensuite entrainé par la vapeur d’eau ,puis le
mélange est condensé et , deux couches (aqueuse et riche en huile) sont obtenues et I'huile peut

étre encore separée via des entonnoirs de séparation.

Cette technique ne nécessite pas l'utilisation de solvants organiques, ce qui en fait une
option souhaitable lorsque le codt d'extraction est important. L'hydrodistillation implique trois
processus physicochimiques principaux : I'hydrodiffusion, I'hydrolyse et la décomposition

thermique (Fagbemi et al., 2021)

4.2. Extraction par micro-onde
C'est une méthode utilise une source de rayonnement micro-onde. Dans laquelle Le
matériel vegétal est immergé dans un solvant permeable aux micro-ondes. Provoquent un
réchauffement de I'eau contenue dans le matériel végétal et par distension fait éclater les poches
a essences. Les produits libérés sont dissous dans le solvant. Ce procédé est plus rapide que les

systemes classiques d'extraction et les huiles obtenues sont qualité (Bouguerra, 2019).

4.4. Extraction I'expression a froid
C'est une méthode artisanale qui est totalement abandonneée. Les plantes sont pressées a
froid (notamment les agrumes : citron orange etc.) de I'écorce ou des fruits, cette technique
consiste a briser mécaniquement les poches oléiféres de zeste frais d'agrumes pour libérer leur

contenu aromatique (Lakhder, 2015).
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4.5. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau
Est une des méthodes officielles pour l'obtention des HE. Les vapeurs saturées en
composes volatils sont condensées puis antées dans l'essencier, avant d'étre séparées en deux

phases aqueuse (HA) et organique (HE) (Boukhatem et al., 2019).

L'huile essentielle non miscible a I'eau doit ensuite étre extraite de la solution aqueuse
par simple antation ou par une extraction liquide-liquide avec un solvant hydrophobe. Le
ballon contenant la matiere végétale est chauffé pour que la vapeur d'eau ne se liquéfie pas
(Triaux, 2019).

4.6. Extraction assistée par ultrasons
Implique l'utilisation d'ultrasons allant de 20 kHz & 2000 kHz (Handa et al., 2008)
L'effet mécanique de la cavitation acoustique des ultrasons augmentent la surface de contact
entre les solvants et les échantillons et la perméabilité des parois cellulaires. Propriétés
physiques et chimiques des matériaux soumis aux ultrasons sont altérés et perturbent lacellule
vegetale mur ; faciliter la libération de composés et améliorer le transport de masse des

solvants dans les cellules végétales (Dhanani, 2017).

4.7. Extraction Soxhlet ou extraction continue a chaud
Dans cette méthode, I'échantillon finement broyé est placé dans un sac poreux en un
papier filtre solide ou de la cellulose, qui est placé, est dans la chambre du dé a coudre de
l'appareil de Soxhlet. Les solvants d'extraction sont chauffés dans acides phénoliques,
quacertine et trans-resvératrol car ces molécules étaient stables sous micro-ondes conditions
de chauffage jusqu'a 100°C pendant 20 minutes. Cycles supplémentaires de MAE a entrainé
une diminution drastique de le rendement en composés phénoliques et flavanones,

principalement causes par I'oxydation de composés (Hartati et al., 2015).

4.8. Extraction au solvants organique

Est une forme efficace d'extraction par solvant liquide par rapport a la macération et a
I'extraction Soxhlet car la méthode utilise un minimum quantité de solvant. L'échantillon est
emballé avec un matériau inerte tel que du sable dans la cellule d'extraction en acier
inoxydable pour empécher I'échantillon de s'agréger et de bloquer la tubulure du systeme
(Rahmalia et al., 2015) Cellule ASE emballée comprend des couches de mélange sable-
échantillon entre le papier filtre en cellulose et des couches de sable. Cette technologie

d'extraction automatisée est capable de contrdler la température et la pression pour chaque
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échantillon individuel et nécessite moins d'une heure pour l'extraction (Rahmalia et al.,
2015).

Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane, 1’éthanol,
moins fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre
autorisé, devra posseder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou I’oxygene. Sa
température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne
devra pas réagir chimiquement avec 1’extrait. L’extraction est réalisée avec un appareil de
Soxhlet. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau, si bien que les extraits
ne contiennent pas uniquement des composés volatils, mais également bon nombre de
composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres
substances. (Hubert, 1992). En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient des
hydrolysats (eau comme solvant), des alcoolats (éthanol dilué), des teintures (éthanol/eau),
des résinoides (extraits éthanoliques concentrés) et des concreétes (extraits a froid et a chaud

au moyen de solvants divers) (Hernandez, 2005).

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un
extracteur, un solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs,
le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour
y étre distillé a pression atmosphérique. L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants
organiques volatils se justifie par son codt, les probléemes de sécurité et de toxicité, ainsi que
la reglementation li¢e a la protection de I’environnement. Cependant, les rendements sont
généralement plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite 1’action
hydrolysante de la vapeur d’eau (Lucchesi, 2005).Face a cette situation, deux nouvelles
techniques ont été mises au point, ces derniéres années, pour la distillation des substances
d'aromes a partir des plantes : I’extraction assistée par micro-ondes et 1’extraction par le CO2

supercritique.
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1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Cadre et objectifs de I’étude

1.1.1. Cadre de I’étude
Notre étude s'est déroulée en une période de trois mois (Février, Mars et Avril 2023),

au niveau du laboratoire de microbiologie de l'université Echahid Cheikh Laarbi Tebessi,

Faculté des sciences exactes et de la nature et de vie.

1.1.2. Objectifs de I’étude (Rappel)
Notre étude a eu pour objectifs :

> Evaluation du rendement d’extraction a partir de la partie aérienne
(Feuilles) apres macération avec les différents solvants alcooliques et
acetoniques et évaporation par Rotavap.

» Appréciation de I’activité antibactérienne par méthode de diffusion sur
gélose en utilisant la technique des puits

> Etude de I’impact des protocoles d’extraction sur le rendement d’extraction
ainsi que sur I’activité antibactérienne.

> Evaluation comparative de 1’activité antibactérienne des extraits bioactifs

par rapport aux antibiotiques antiStaphylococciques.
1.2. Matériel
1.2.1. Matériel biologique

1.2.1.1. Matériel végétal
La plante médicinale objet de notre étude genre Laurus (nom commun Rand) achetée

a partir d’un herboriste de la région de Bir el Ater (wilaya de Tebessa) sous forme seche.

2.1.1.1. Presentation de la plante médicinale

Laurus est un arbuste a feuillage persistant de la famille des lauracées. Il est originaire
du bassin méditerranéeen il est parfois appelé Laurier d’ Apollon ou Laurier noble (Rivera et
Obton, 1995) La famille des Lauracées comprenant de 2500 a 3000 especes distribuées par
monde. Celles-ci sont réparties en 54 genres dans les zones tropicales et subtropicales
comme indiqué sur la figure (Figure 7). Cette famille et peu représentée en Afrique mais
tres fréquente sur le continente American ou Asiatique, en Australie et a Madagascar.
(Tableau 6).
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Cet arbuste se distingue par son feuillage vert foncé aromatique, dense et persistant
a croissance assez rapide. Cette plante spontanée pousse abondamment dans les foréts et les

montagnes. C’est une espece herbacée de 7a10 m de longueur et 4a7 m de largueur. Comme

beaucoup de Lauracées, Laurus connu pour ses molécules bioactives (Benemara Et Rais,
2018).

Figure 8. Arbre de laurier Figure 9. Feuilles fraiche de laurier Figure 10. Feuilles seches (photo

(Yakhlef, 2010) (Yakhlef, 2010) personnelle, 2023)
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Tableau 6. Classification botanique de Laurus d’aprés (Quezel et santa, 1962)

Régne Plantes
Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylidones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus

2.1.1.2. Description botanique
Laurus est un arbuste de 2 a 10 m, il pousse spontanément dans les foréts du rif oriental
et occidental et le Moyen Atlas. Laurus fait partie des plantes couramment utilisées dans la
production des huiles essentielles et extraits aromatique. Les feuilles sont exportées
annuellement avec une moyennetonnes (Hceflcd, 2008). Elles dégagent une odeur
aromatique caracteristique lorsqu'elles sont froissees, elles sont condimentaires, tres utilisées
par lI'industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des poisons. Aussi, la plante peut

étre utilisée traditionnellement en phytothérapie (Dias et al., 2014).

1.2.1.2. Souches bactériennes

Pour évaluer l'activité antibactérienne de trois types d'extraits de la plante de
Laurus des souches bactériennes de Staphylocoques : Staphylococcus aureus et
Staphylococcus épidérmidis isolées a partir de la pathologie infectieuse humaine ont été

utilisés pour tester nos extraits ainsi que nos antibiotiques (Tableau7) (Figure 11)
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Tableau 7. Isolats de Staphylocoques collectées a partir des différentes localisations infectieuses

Ordre Souches Origine Sexede patient Age
01 | S.aureus Infection urinaire Femme Adulte
02 | S.aureus Infection cutanée Homme 43 ans
03 | S.aureus Infection cutanée Homme Adulte
04 | S.aureus Infection cutanée Homme 08 mois
05 | S.aureus Infection génitale Femme 52 ans
06 | S.aureus Infection urinaire Femme 37 ans
07 | S.aureus Infection cutanée Homme 14 ans
08 | S.aureus Infection cutanée Homme 24 ans
09 | S.aureus Infection cutanée Femme 2 ans
01 | S.épidermidis | infection cutanée Femme 40 ans
02 | S. épidermidis | Infection cutanée Homme 34 ans

2.1.3 Solvants
Differents solvants ont été utilisés pour réaliser les extractions par macération ainsi
que les différents dilutions des extraits pour I’étude de I’activité antibactérienne.
» Meéthanol absolu
» Méthanol 75%
» Acétone
» Diméthylsulfoxyde (DMSO)

2.1.4 Milieux de culture
Différents milieux de cultures ont été utilisées pour 1’isolement des souches ; s’assurer de
leurs puretés et étudier leurs sensibilités aux antibiotiques et aux différents extraits (Figure
13).
» Milieu Chapman: Milieu sélectif pour les Staphylocoques.
> Milieu Muller Hinton: Milieu pour étude de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques et aux extraits de plantes.

> Gélose nutritif: Milieu riche pour conserver les souches

43



Materiel et methodes

Figure 11. Milieux de culture (photo personnelle, 2023) A. Chapman ; B. Muller Hinton

C. Gélose nutritif

2.1.5. Appareillages

>

YV V VYV V

Etuve Bactériologique : incubation des cultures bactériennes.

Balance de précision : mesure des poids.

Agitateur magnétique : préparation des milieux de culture.

Autoclave : autoclavage des milieux de culture lors de la préparation.

Stérilisateur : pour stérilisation les matériaux (métalliques ou en verre).

2.1.6. Verreries et petits

YV V.V V V V V V V V

3.1.7.

concsommables
Ecouvillons bactériologiques
Pipettes pasteur stériles
Disques d'antibiotiques
Boites de pétri en plastiques
Papiers Whatman
Tubes a essai stériles
Flacons stériles
Béchers
Tubes Eppendorf
Emboue de différents calibre

Disques d’antibiotiques antistaphylococcique
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Differents molécules des antibiotiques commercialisés sous forme de disques
chargés on été utilisées pour étudier la sensibilité de nos isolats vise a vis de ces molecules
(Figure 12).

Gentamicine CN10

Erythromycine E30
Ciprofloxacin CIP10
Clindamycine CD2
Cefoxitine FOX30

VvV V V V V

Figure 12 . Disques d’antibiotiques antistaphylococcique (photo personnelle, 2023)
1.3. Méthodes

3.1. Conservation des souches
Les souches bactériennes collectés préalablement identifies ont été conservés dans des

tubes de conservation de gélose par piqare centrale en profondeur (Figure 14).

Figure 13. Différentes étapes de conservation des souches bactérienne collectées (photo

personnelle, 2023)
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3.2. Extraction des substances bioactives a partir de la plante

3.2.1. Protocole d’extraction
Le protocole adopté pour faire I’extraction (Méthanolique absolu, Méthanolique
75%, Acétonique), a été effectué en trois étapes essentielles : Macération, Filtration et

Evaporation (Duleti¢-Lausevi¢ et al., 2019).

3.2.1.1. Extraction méthanolique 75 %

159 de matériel végétale des feuilles de la plante Laurus séches et broyés jusqu’au
obtention d’une poudre ; cette derniére a ét€¢ mis en incubation avec 120 ml pendant 24h,
suivi d’une étape de filtration sur papier wahtman et enfin élimination du solvant par

évaporation par rotavap a 37°C pendant 30 minutes (Figure 15).

3.2.1.2. Extraction méthanolique absolu

25g de matériel végétale des feuilles de la plante Laurus séches et broyés jusqu’au
obtention d’une poudre ; cette derniere a été mis en incubation avec 150 ml pendant 5 jours,
suivi d’une étape de filtration sur papier wahtman et enfin élimination du solvant par

évaporation par rotavap a 37°C pendant 30 minutes (Figure 14).

3.2.1.3. Extraction acétonique

159 de matériel végétale des feuilles de la plante Laurus séches et broyés jusqu’au
obtention d’une poudre ; cette derniére a été mis en incubation avec 135 ml pendant 24h,
suivi d’une étape de filtration sur papier wahtman et enfin élimination du solvant par

évaporation par rotavap a 37°C pendant 30 minutes (Figure 15).
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25 g de matériel vegétal (Laurus)

Addition deM50 ml méthanol

N7

Agitation

— | I
Macération pendant 5 jours a température
ambiante

NI

Filtration sur papier whatman

N

Evaporation au rotavap a 37°C

N 72

Extrait méethanolique absolu

Figure 14. Protocole d'extraction méthanolique absolu des feuilles de la plante Laurus
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159 de matériel végétal(Laurus)

Addition de 120ml méthanol et 135ml acétone

Agitation

Maceratigh pendant 24h

Filtration sur papier whatman

Evaporatﬁv%rotavap a37°C ‘\

Extrait méthanolique75%o et acétonique

Figure 15. Protocole d'extraction méthanolique 75% et acétonique des feuilles de la plante
Laurus

1. Pese de la plante 2. Pése de la plante 3. macération
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4. Filtration 5.Evaporation des solvants 6. Aspect final des

extrait

Figure 16. Différentes étapes de I’extraction de la plante Laurus (Photos Personnelle, 2023)

3.3. Calcul du rendement de I’extraction
le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminer apres évaporation de solvants, il
est exprime en pourcentage% par apport a la masse initiale de la plante ou mise a I’extraction.

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante

{R (%) =M/MOX100 R(%) J

MO= Masse du végétal a traiter

M= Masse de I’extrait

R= Rendement (%)

3.4. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des différents extraits

3.4.1. Récupération des souches conservées et préparation de la suspension
bactérienne

Pour faire 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des trois extraits de feuilles de
Laurus, les Souches conserveés ont été réisoler sur milieu de culture type Chapman pour avoir
des cultures Jeunes et pures, I’ensemencement se fait a 1’aide d’une pipette pasteur par des
stries puis les en incuber a 37 C pendant 24h. Des suspensions bactériennes ont été préparées
et ajustée a une densité optique de 0,5 McFarland qui correspond a 1 a 2x10"8 UFC/ml
(Figure 17).
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Figure 17. Différentes étapes de récupération des souches bactérienne conservées

(Photo personnel, 2023)

Figure 18. Préparation de la suspension bactérienne (photos personnelle, 2023)

3.4.2. Préparation de la solution mére et des différentes dilutions des extraits
Pour réaliser nos test une solution mere a été préparer en déposant 100mg de chague extrait
dans 1 ml de DMSO pour avoir une concentration de (100 mg /ml). Une série de dilution a
été réaliser a partir de la solution mere (1/2, 1 /4, 1/8) ce qui correspond a des dilutions

finales de : 50mg /ml, 25mg/ml, 12.5 mg/ml (Figure 19).

Figure 19. Solution mere et différentes dilutions des extraits préparées (photo personnelle, 2023)
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3.4.3. Etude de Pactivité antibactérienne des extraits par la méthode des puits

La répartition de la suspension bactérienne sur la surface de la surface glosée Mueller-
Hinton par écouvillonnage de haut en bas en stries serrées. Opération répétée deux fois en
tournant la boite de pétri a 60° de fagcon a croiser les stries sans oublier de faire pivoter
I’écouvillon sur lui-méme, finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie
de la gélose. Des puits ont été par la suite créés pour recevoir 100ul de différents extraits
avec différentes dilutions (1 ,1/2 , 1/4 et 1/8) ce qui a des concentrations finales de 10 mg/1
ml, 5mg/Iml, 2,5mg/lml et 1,25 mg/1ml, les boites ont été laissées pendant 15min a
température ambiante, puis incubées a 37°C pendant 24h. Les zones d’inhibition ont été
mesurées en millimetre en utilisant un pied a coulisse. Toutefois un Témoin négatif (DMSO)

et positif représenté par des les antibiotiques.

Figure 20. Méthodes des puits et applications des extraits (photo personnelle, 2023)
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3.4.4. Lecture et interprétation des résultats

La lecture des résultats aprés incubation en mesurant les différentes zones d’inhibition
sa pied a coulisse et interprétation des résultats suivant une grille établit par (Hamidi,
2013) (Ponce et al., 2003)

» Diameétre <_ 06 : absence d’activité

» Diameétre > 06 et <_ 10 : Faible activité

» Diameétre > 10 et <_ 15 : Bonne activité

> Diamétre > 15 et <_ 20 : Trés Bonne activité
> Diameétre > 20 : Excellente activité

3.4.5. Etude de la sensibilité des souches bactériennes de Staphylocoques aux
antibiotiques

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes était étudié par la
méthode de diffusion de disque selon comité de standardisation de 1’antibiogramme (CLSI
2018) utilisant une gamme de disques chargés d’antibiotiques commercialisée pour évaluer
leur action antibactérienne par rapport aux extraits de notre plante Laurus. Des suspensions
bactérienne sont eté préparées et ajustée a une densité optique de 0,5 McFarland qui
correspond a 1 a 2x10"8 UFC/ml. La répartition de la suspension bactérienne sur la surface
de la glose Mueller-Hinton par écouvillonnage de haut en bas en stries serrées. Opération
répétée deux fois en tournant la boite de pétri a 60° de fagon a croiser les stries sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme, finir I’ensemencement en passant 1I’écouvillon sur
la périphérie de la gélose.Les disques d’antibiotiques antistaphylococcique sont déposeessur

cette surface ensemencée ; les boites sont incubes a 1’étuve a 35 _+ 0.5 pendant 24 h.

3.5. Lecture Interprétation des résultats de I’antibiogramme des différents souches

testés

Apres la mesure des diamétres des zones d’inhibition nos résultats on été interpréter

on utilisant la table fournit par le commute CLSI (Tableau 8)
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Tableau 8. Table d’interprétation des diametre des zones d’inhibition enregistrer avec

différents antibiotiques

ATB Diametres des zones d’inhibition

S I R
Gentamicine >15 13-14 <12
Erythromycine | >23 14-22 <13
Ciprofloxacine >21 16-20 <15
Clindamicyne >21 15-20 <14
Cefoxitine >22 <21
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Résultats

1. Récupeération des souches bactériennes

Apres incubation de notre souche bactérienne a 37° pendant 24h en a obtenu des colonies
isolées avec lesquels on a préparées des suspension mere de différentes souches afin

d’effectuer des antibiogrammes et des aromatogrammes des résultats suivants (Figure 21).

Figure 21. Souche staphylococcus utilisées (photos personelles, 2023)

2. extraction des substances bioactives de la plane Laurus avec différents solvants
2.1. Aspect macroscopique de différents extraits

L’extraction avec les deux types de solvants (Méthanol, Acétone) et I’¢limination de
ces derniers par I’évaporateur rotatif a permis de récupérer nos extraits avec différents

rendement et aspect organoleptique (Figure 22) (Tableau 8).

Figure 22. Aspect macroscopique des extraits préparés (photo personnelle, 2023)
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Tableau 9. Caractéres organoleptiques de différents Extraits (méthanolique absolu,

methanolique 75 % et acétonique)

Extrait

Methanolique absolu
Methanolique 75%

Acétonique

Couleur

Marron
Marron claire

Noire
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Odeur

Forte et agréable
Forte et agréable

Forte et piquant
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1.2. Rendement de I’extraction effectuée avec différents solvants
Le calcule de rendement a permis de déduire que le rendement de I’extraction
acétonique (16%) été meilleur que les deux rendements méthanolique absolu et

méthanolique a 75 % avec lesquelles on a enregistré (12%o) et (2%0) respectivement.
a) Rendement de I’extrait Acétonique

Masse de la végétale a traiter : 15 g

Masse de I’extrait : 2 g

Rendement (%) = 16%

[ R%= 2/15x100 = 16% ]

b) Rendement de I’extrait méthanolique 75%
Masse de la végétale a traiter : 15 ¢
Masse de I’extrait : 1.8 g

Rendement (%) = 12%

[ R%=1,8/15x100 = 12% ]

c) Rendement de I’extrait méthanolique absolu

Masse de la végétale a traiter : 25 g
Masse de I’extrait : 0,5 g

Rendement (%) =2%

{ R%=0.5/25x100 = 2846 ]
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1.3. Activité antibactérienne des différents Extraits

1.3.1. Activité antibactérienne observé avec I’extrait méthanolique absolu

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilutions de I’extrait méthanolique
absolu a permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec
la solution mére et la dilution 1/2 ou les diametres ont dépassés les 20mm mais seulement
avec une seule souche de Stgphylococus aureus et Stgphylococus epidermidis. Le diametre
d’inhibition le plus enregistré est celui entre15mm et 20mm avec la solution mére surtout,
suivi des dilutions 1/2 et 1/4 et 1/8.cediamétre correspond a une trés bonne activité
antibactérienne (Figure 23, 24).
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Figure 23. Activité antibactérienne de I’extrait méthanolique absolu (photo personnelle,
2023)

58



Résultats

S. épidermidis 01 s.aureus 09 = n

Figure 24. Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique absolu sur quelques souches testées

(photo personnel, 2023)
1.3.2. Résultat de P’activité antibactérienne observé avec I’extrait Méthanolique75%

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilution de I’extrait méthanolique 75% a
permisde conclure que la meilleur activité antibactérienne a été enregistrée avec la solution meére
et en deuxieme licu avec la dilution 1/2 avec des diamétres entre 15mm et <20mm ce diamétre
correspond a une trés bonne activité antibactérienne. On a noté I’absence des diamétres supérieur

a 20mm qui ont été enregistrés avec 1’extrait Méthanolique absolu (Figure 25, 26).
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Figure25. Activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique 75%(photo personnelle,
2023)
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Figure 26. Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique sur quelque souches testées
(photo personnelle, 2023)

1.3.3. Activité antibactérienne observé avec I’extrait acétonique

La mesure de la zone d’inhibition des différentes dilution de 1’extrait acétonique a permis
de conclure que la meilleur activité antibactérienne a été enregistrée avec la solution mere avec
desdiamétres supérieurs & 20mm et entre 15 et 20 mm observés avec 5 souches parmi 09
Staphylococcus aureus et une souche de Staphylococcus épidermidis et 04 souches parmi 09

Staphylococcus aureus ce qui correspond a une trés bonne et une excellente activité
antibactérienne (Figure 27, 28).
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Figure 27. antibactérienne de I’extrait acétonique vis-a-vis des souches testée (photo

personnelle, 2023)
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S. épidermidis 01 S. anrcns 04

Figure 28. Zones d’inhibition de 1’extrait acétonique sur quelques souches
testée (photo personnelle, 2023).
1.3.3. Activité antibactérienne observé avec la suspension mere
Mesure de la zone d’inhibition des suspensions mére des différents extraits a permis de
conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec 1’extrait acétonique des
diametres comprise entre 20 mm et 30 mm observés avec 05 souches parmi 09 Staphylococcus
aureus et 02 souche de Staphylococcus épidermidis parmi les deux Staphylococcus épidermidis

ce qui correspond aune excellente activité antibactérienne (Figure 29).
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Figure 29. Activité antibactérienne de suspension mere de différents extraits vis-a-vis des

souches testée (photo personnelle, 2023)
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1.3.4. Activité antibactérienne observé avec la Dilution 1/2

La mesure de la zone d’inhibition de dilution 1/2 des différentes extrait a permis de
conclure que la meilleur activité antibactérienne a été enregistrée avec 1’extrait acétonique des
diamétres comprise entre 20 mm et 30 mm observés avec 03 souches parmi 09 Staphylococcus
aureus et 01 souches de Staphylococcus épidermidis parmi les deux Staphylococcus

épidermidisce qui correspond a une excellente activité antibactérienne (Figure 30).
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Figure 30. Activité antibactérienne de dilution 1/2 de différents extraits vis-a-vis les souches

testées (photo personnelle, 2023)
1.3.5. Activité antibactérienne observé avec la Dilution 1/4

La mesure de la zone d’inhibition de dilution 1/4 des différentes extrait a permis de
conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec I’extrait méthanolique
absolu des diamétres comprise entre 15 mm et 20 mm observés avec 08 souches parmi 09

Staphylococcus aureus ce qui correspond a une bonne activité antibactérienne (Figure 31).
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Figure 31. Activité antibactérienne de dilution 1/4 de différents extraits vis-a-vis des souches

testée (photo personnelle, 2023)
1.3.6. Activité antibactérienne observé avec la Dilution 1/8

La mesure de la zone d’inhibition de dilution 1/8des différentes extrait a permis de conclure
que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée avec 1’extrait méthanolique absolu des
diametres comprise entel5 mm et 20mm observés avec 05 souches parmi 09 Staphylococcus
aureus ce qui correspond a une bonne activité antibactérienne (Figure 32).
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Figure 32. Activité antibactérienne de dilution 1/8 de différents extraits vis-a-vis les souches

testée (photo personnelle, 2023)
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1.3.7. Etude comparative entre les deux protocoles d’extraction d’extrait

méthanolique absolu et méthanolique 75%

La mesure de la zone d’inhibition de suspension mére et toutes les dilutions (1/2, 1/4, 1/8)
de deux extraits a permis de conclure que la meilleure activité antibactérienne a été enregistrée

avec I’extrait méthanolique absolu avec des diamétres entre (>15 et< 30) (Figure 33).
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Figure 33. Etude comparative de I’activité antibactérienne de deux extraits méthanolique
absolu et méthanolique 75% (photo personnelle, 2023)

1.3.8. Etude comparative de I’activité des extraits et les antibiotiques

L’étude comparative de Iactivité antibactérienne des différents extraits avec celles
des antibiotiques testés a permis d’enregistrer une excellente, trés bonnes et bonnes activités

a I’égard des tous les profils d’antibiorésistance (Tableau 12) (Figure 34, 35)
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Tableaul 0. Profils de sensibilité des souches bactérienne aux antibiotiques et aux extraits

bioactifs
Moleécules d’antibiotiques utilisée Extrait utilisée Activité
Les souches testée
Cn | CIPRO E CD FOX
- - I - - Extrait A, MA,M Excellente; Tres bonne
- - - - - Extrait A, MA,M Excellente; Tres bonne
Staphylococcus aureus Extrait A, MA, M Excellente; Trés bonne
S S S S S
Extrait A, MA,M J—p
S S R S S Excellente; Tres bonne
Extrait A, MA,M pp
S S R R R Excellente ; Trés bonne
Staphylococcus épidermidis
Extrait A, MA,M e
S S R S R Excellente; Tres bonne

Zones d'inhibition (mm)

ECN
m CIP
WE
mCD
B FOX

Souches testées

Figure 34. Activité antibactérienne des antibiotiques antistaphylococcique vis-a-vis des

souches testées (photo personnelle, 2023)
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1.3.9. Résultats de la Détermination des profils de sensibilités aux antibiotiques

La détermination des profils de sensibilités a permis de révéler quatre profils avec

Staphylococcus aureus et deux profils avec Staphylococcus épidermidis (Tableaul?2).

Figure 35. Antibiogramme antistaphylococcique (photo personnelle, 2023)

Quatre profils avec staphylococcus aureus

» Leprofil (SS I S S) avec cing souches
» Le profil (S SSS R) avec deux souches
» Le profil (S SSSS) avec une seule souche
>

Le profil (SmS R S S) avec une seule souche
Deux profils avec Staphylococcus épidermidis

» Leprofil (SS R RR) avec une seule souche

» Leprofil (SS R S R) avec une seule souche
1.3.10. Validation des testes

La souche Staphylococcus aureus 2 a été utilisée pour valider I’activité antibactérienne
des trois extraits par 1'utilisation du témoin (DMSO) comme témoin négative et antibiotiques
comme témoin positif  (Gentamicine, Ciprofoxacin, Clindamycine, Cefoxitine,

Erytromycine) (Figure 36).
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Figure 36. Résultats de validation des tests (photo personnelle, 2023)
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Discussion

Pour vaincre la résistance microbienne, la recherche mondiale a déployé de nombreux efforts
pour proposer de nouvelles molécules antimicrobiennes alternatives aux antibiotiques. L’origine
naturelle a été pendant de nombreuses années la meilleure source de nouvelles molécules

antimicrobiennes (Souza et al., 2016).

Dans notre étude le rendement de I’extraction acétonique (16%) était meilleur que les deux
autres rendements : méthanolique 75% et methanolique absolu, avec lesquelles on a enregistré (12%)
et (2%) respectivement. Cette différence de rendement pourrait étre causée par les caractéristiques
chimiques des solvants utilisés, en particulier leur polarité, ainsi que les protocoles d'extraction et leurs
conditions (Mechergui et al., 2016). Hypothese qui a été verifiée dans notre étude sur I’impact de la
concentration de solvants et le temps de macération sur le rendement de I’extraction methanolique
(75%, 24h) (12%) était meilleur que le rendement méthanolique (absolu, 5jours) avec lequel on a
enregistré (2%). (Baycheva et al., 2019) ont constaté I'influence des parametres technologiques,
température, proportion entre matiere premiere/solvant et la durée d'extraction sur le rendement et la
composition de I’extrait ethanolique d'origan blanc bulgare (Origanum heracleoticum), le rendement
et la teneur en tanins les plus élevés ont été obtenu avec les extraits éthanolique de I'origan en utilisant
un processus d’extraction de 6 heure. Sachant que la teneur en tanins et en composés phénoliques
détermine l'utilisation de la plante médicinale comme agent prophylactique dans la lutte contre le

cancer et les maladies cardiovasculaires (Conforti et al., 2011).

Les résultats obtenus ont révélé une excellente ; trés bonne et bonne activité des trois extraits
avec des intervalles de diametres (>20mm) (>15 ; < 20mm) et (>10 ; < 15mm) respectivement vise a
vis tous les isolats des Staphylocoques testés. Le type de solvant utilisé pour I'extraction des feuilles
de L. nobilis a un impact majeur sur leur activité antibactérienne. L’extraction éthanolique de L. nobilis
a donné un extrait avec une tres grande activité antibactérienne (Sakran et al., 2021). L’étude de
Algabri sur I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique et n-hexane de laurus de Libye, a
observé que I'extrait n-hexane n'a montré aucune activité antibactérienne mais I'extrait méthanolique
avait une bonne activité inhibitrice contre S. aureus (Algabri et al., 2018). Nos résultats enregistrés
sont meilleurs que celles observés avec (Sakran et al., 2021) ou les diametres enregistrés non pas

dépasser 16.3 mm avec I’extrait éthanolique de L. nobilis vise a vis des Staphylocoques.

L’¢étude comparative de 1’activité antibactérienne des différents extraits avec celles des
antibiotiques testés a permis d’enregistrer une excellente, trés bonnes et bonnes activités a 1’é¢gard des

tous les profils d’antibiorésistance . Nos resultats concordent avec celle de (Otsuka et al 2008) qui ont
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rapporté que le L. nobilis a une activité antimicrobienne contre S. aureus méme résistant a la
méthicilline (SARM).
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Conclusion et perspective

CONCLUSIONET PERSPECTIVES

L’utilisation intensive et abusive des antibiotiques synthétique conventionnelles vise

a vis des infections bactériennes a entrainé divers problémes d’antibiorésistance et par

conséquent un échec thérapeutique. A travers notre étude de I’activité antibactérienne des

substances bioactives d’origine végétale représenté par le genre Laurus, on a pu conclure le

suivant :

*

Le rendement de I’extraction Acétonique était meilleur que les deux rendements :

méthanolique absolu et methanolique 75%.

Les activités antibactériennes différents des extraits ont été similaires avec tous les

isolats et différentes espéces allant de bonne activité ; tres bonne a excellentes activité.

Le temps de macération et la concentration de solvants pour un méme protocole posséde
un impact sur le rendement de 1’extraction et sur 1’activité antibactérienne. Ce qui impose
d’étre attentive et méticuleux dans le choix des protocoles d’extraction des plantes

médicinales afin d’avoir le meilleur rendement et la meilleure activité antibactérienne.

Les extraits alcooliques et acetoniques de notre plante genre Laurus peuvent étre des
sources prometteuses des substances bioactives inhibitrices des bactéries de genre

Staphylococcus avec ces différents profils antibiorésistances.

Il serait intéressant de compléter notre étude par :

+«+ Une caractérisation chimique de nos extraits par différentes techniques.
< Etude de I’activité antibactérienne en déterminant la CMI et la CMB.

% Etude de I’efficacité des composés majoritaires sur les souches testes.
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Composition des milieux de culture Milieu de Chapman

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est

Extrait de viande (bovin ou porcin)........cccccecveevieeviiecieesieenn, 19
Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin) .................. 10g
Chlorure de SOdIUM ... 759
MaNNITOL ... 10g
AAT s 159
Rouge de Phénol..........ccccooeiiiiiineee e 0,025¢g
pH=7,6

Préparation : 1119 par litre d’eau distillée. stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a
120°C.

Gélose nutritive pour la conservation

PEPIONE ... 10.0g
EXtrait de VIande...........covveieiieieiec e 5¢
Chlorure de SOdium .......cccooiiiieiie e 5¢
AT e 10.0g
pH=7.3

Préparation : prét a I’emploi en petits tubes fins.

Gélose Mueller-Hinton Composition :

Infusion de viande de boeuf .........ccooeeiiiiiiiii e, 300ml Peptone de
(00 1= | 1 SR 17.5g Amidon de

MAIS ..ttt 1.5g Annexes

AT s 10.0g
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pH=7.4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 116°C, 15min.

Figure 37. Protocoles de préparation des milieux de culture (photos personnel,2023
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