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Résumé

Les plantes médicinales contiennent des composes extrémement complexes ; de dizaines ; voire
de centaines de principes actifs, qui passionnent les scientifiques actuels. Chaque année, les
chercheurs spécialisés dans ce domaine étudient, analysent et essayent de comprendre le mode
d'action de certaines plantes. La réalisation de beaucoup de découverte en phytothérapie a pour effet
I'utilisation massive des plantes médicinales. Dans ce modeste travail nous avons essayés de
confirmer scientifiquement les propriétés antibactériennes des trois extraits poly phénoliques : brute,
chloroforme et N-hexane obtenus a partir des feuilles de la plante médicinale Artemisia annua L.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été évalue par trois méthodes ; méthode de diffusion en
disque, méthode de dilution en milieu solide et celle de micro dilution en milieu liquide vis-a-vis de
quatre especes bactériennes : E. coli, P.aeruginosa, E. faecalis et S. aureus.

D’aprés les résultats obtenus nos extraits ont montré une activité inhibitrice de croissance
bactérienne modérée vis-a-vis de la plupart des souches testées, avec des zones d’inhibitions varient
entre 6.5-15 mm. Cependant la souche E. faecalis est le plus sensible. Par ailleurs, 1’étude a révélé

des valeurs de CMI relativement élevées.

Mots clés : activité antibactérienne, Artemisia annua L, phytothérapie, plante médicinale et

Polyphénols.



Abstract

Medicinal plants contain extremely complex compounds; tens; even hundreds of active
ingredients, which fascinate current scientists. Each year, researchers specializing in this field study,
analyze and try to understand the mode of action of certain plants. The realization of many discoveries
in herbal medicine has resulted in the massive use of medicinal plants. In this modest work we have
tried to scientifically confirm the antibacterial properties of the three polyphenolic extracts: crude,
chloroform and N-hexane obtained from the leaves of the medicinal plant Artemisia annua. The
antibacterial power of the extracts was evaluated by three methods; disk diffusion method, method of
dilution in solid medium and that of micro-dilution in liquid medium with respect to four bacterial
species: E. coli, P.aeruginosa, E. faecalis and S. aureus.

According to the results obtained, our extracts showed moderate bacterial growth inhibitory
activity against most of the strains tested, with inhibition zones varying between 6.5-15 mm.
However, strain E. faecalis is the most susceptible. Furthermore, the study revealed relatively high
MIC values.

Key words: antibacterial activity, Artemisia annua, phytotherapy, medicinal plant and polyphenols.
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Introduction

La phytothérapie est une science des plantes médicinales, elle vient du mot grec « phuton »
Plante et « Thérapie » traitement, signifie traitement par les plantes (Carillon, 2000). L’usage de la
médecine traditionnelle est trés répandu et revét une importance sanitaire et économique croissante
(O.M.S, 2000).

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur
disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus serieuses, telles que la tuberculose
ou la malaria (Iserin, 2001). A travers les siécles, les traditions humaines ont se développer la
connaissance et I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et
d’améliorer la santé des hommes (Iserin, 2001). Pour se soigner, I’homme a longtemps eu recours a
des remédes traditionnels a base de plantes (tisanes, poudres, décoctions).

Les polyphénols sont des molécules synthétisees par les végétaux. Ces composes suscitent un
grand intérét de par leurs nombreux effets bénéfiques pour la sante : prévention et traitement de
certains cancers, traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives.
Certains d’entre eux sont également utilises comme additifs pour les industries agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique.

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia,
ce dernier est largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes de ce
genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées
d’activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Artemisia annua L. est une
herbe annuelle utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise pour traiter la fiévre et le paludisme
(Tzeng et al., 2007). De plus, les extraits d'A. annua présentent une variété d'applications
biomédicales et pharmaceutiques et leur présence est associée a des propriétés antimicrobiennes,
antioxydants et des activités anti-inflammatoires (Kim et al., 2015 ; Skowyra et al., 2014 ;
Tajehmiri et al., 2014).

Cependant, aujourd'hui, face a I'augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques, les
recherches se sont dirigées vers la découverte des nouvelles molécules végétales a activité
antibactérienne pour résoudre ce grand probléeme de multi résistance et la fabrication du nouvel

médicament.

C’est dans ce contexte que nous sommes intéressés a ce travail qui consiste a mettre en évidence

1I’éventuel effet antibactérien des polyphénols extraits de la plante médicinale Artemisia annua L.
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Chapitre 01 Phytothérapie

1. Définition

La phytothérapie est une science des plantes médicinales, elle vient du mot grec « phuton »,
Plante et « Thérapie » : traitement, signifie traitement par les plantes (Carillon, 2000), est une
méthode thérapeutique qui utilise l'action des plantes médicinales. Elle connait un engouement
croissant. De plus, I’efficacité de certaines plantes médicinales est maintenant scientifiquement

prouvée. On peut distinguer deux types de phytothérapie :

e Une pratique traditionnelle : parfois trés ancienne basée sur l'utilisation de plantes selon
les vertus découvertes empiriquement. C’est une médecine traditionnelle et encore
massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de développement, mais

totalement oublié dans les pays occidentaux.

e Une pratique basée : sur les avancées scientifiques et la recherche des principes actifs des
plantes. Cette phytothérapie est assimilée aux médicaments, on parle alors de

pharmacognosie (Anonyme (1)).

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui elle-
méme est largement employée dans divers domaines de la santé. Bien souvent dans certaines régions

rurales (Benmerab et al., 1982).
2. Plantes medicinales

Depuis des millénaires, toutes les civilisations du monde ont eu recours aux plantes
médicinales pour prévenir et guérir les maladies, en effet, elles constituent et restent le moyen le
plus utilisé surtout en milieu rural pour résoudre les problemes de santé humaine et animale, dont
on estime a environ 400000 a 500000 le nombre d’espéces végétales sur terre et plus de 200000
especes médicinales se trouvent dans les pays tropicaux d’Afrique (Souad et al., 2008). Encore de
nos jours, elles entrent dans la composition de compléments alimentaires, de médicaments et de
traitements les plus divers. (Iserin, 2001). La phytothérapie utilise les parties aériennes des plantes
(feuille, fruit ou fleur) aussi bien que leurs parties souterraines (racine et rhizome), une méme plante
pouvant comporter une ou plusieurs parties actives (Anonyme (2)). En médecine traditionnelle, les
plantes peuvent étre utilisées fraiches ou séchées et entrent dans des préparations diverses destinées
a conserver les principes actifs des plantes tout en évitant leur décomposition. Tableau 01 résume

quelques plantes médicinales utilisées en Algérie.
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Tableau 01 : Quelques plantes médicinales utilisées en Algérie et leurs propriétés (Zeghad Nadia,
2009 ;Bammou et al.,2015; Iserin,2001; W.H.0,2006 ; Ferreira et al.,2009)

Plantes
Meédicinales
Chamomile
(Chamaemelum
(L.) All)

Romarin

(Rosmarinus officinalis)

L'Inule visqueuse

(Dittrichia  viscosa (L)

Grente)

Thym (Thymus vulgaris)

Armoise annuelle

(Artemisia annua L)

Nom

commun

Aklilaljabal.

AL

Kaysoum.

Partie
utilisé
Fleurs,
feuilles,
plante

entiére

Sommités
fleuries,

Feuille

Fleurs,
fruites,
plante

entiére

Parties
aériennes :

Les feuilles

Piéces
aériennes
séchées,
Feuilles
séchées.

Propriétés
thérapeutiques
Antidiabétique ;
Anti-
inflammatoire ;
Hypotensive ;
Antibactérienne
et Anti-oxydante,
Antiprolifératives
Antibactériennes,
antimutagéniques
antioxydants,
anti-
inflammatoires
antibactérienne,
antifongique,
antiviral, anti-
inflammatoire,
anti-insectes,
antihypertenseur
Antivirales,
antifongiques,
anti
inflammatoires,
et
antibactériennes-
application locale
antivirales,
anticancéreuse,
antioxydants,
antipaludiques.
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3. Métabolites secondaires

Les composés organiques des plantes sont divisés en deux catégories : la premiére, représente
les composeés qui existent dans toutes les cellules et jouent un réle central dans le métabolisme et la
reproduction des cellules incluant les acides nucléiques, les acides amines, les oses, et les lipides et

connues sous le nom de métabolites primaires.

La deuxiéme catégorie, sont les métabolites secondaires, qui n’exercent pas de fonction
directe au niveau des activités fondamentales de la plante. Les métabolites secondaires telles que les
alcaloides, les terpénes et stéroide, substances phénoliques, constituent un groupe de produits naturels
qu'il convient d'explorer pour leurs propriétés anti oxydantes, anti microbiennes, anti-inflammatoires

et anti carcinogénes ou mutagénes (Marref, 2018).
4. Composes phenoliques
4.1. Définition

Classiquement considéres comme des métabolites secondaires, les composes phénoliques
sont présents chez tous les végétaux supérieurs (Macheix, 1996). Plus de 8000 structures phénoliques
sont actuellement connues, et plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Bien que les polyphénols
soient caractérisés chimigquement comme des composés ayant des caractéristiques structurales
phénoliques (Rong, 2010), I’expression "composés phénoliques" englobe une gamme considérable
de substances qui possedent un cycle aromatique portant un ou plusieurs substituants hydroxyles
(Urquiaga et al., 2000).

Les fruits, les 1égumes, les grains entiers et d’autres types d’aliments et de boissons comme le
thé, le chocolat et le vin sont de riches sources de polyphénols. La diversité et la grande distribution
des polyphénols dans les plantes ont conduit a différentes fagons de catégoriser ces composés naturels
(Rong, 2010).
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4.2. Classification

Les polyphénols ont été classés selon leur source d’origine, leur fonction biologique et leur structure
chimique. De plus, la majorité des polyphénols dans les plantes existent sous forme de glycosides
avec différentes unités de sucre et de sucres acylés a différentes positions des squelettes de

polyphénols (Rong, 2010).La figure 01 représente les différentes classes des composés phénoliques.

| POLYPHENOLS |
PHENOLIC ACIDS | ; | NON-FLAVONOIDS |
| )
Hydroxycinnamic acids | Hydrobenzoic acids Stilbenes Lignans
Coumaric Acid = Gallic Acid v l Resveratrol Secoisolariciresinol
0 O_",OH = MO Ny N oM

/W% A I - ¢ MO A

| B FLAVONOIDS 3
HO N | 4

HO™ Y "OH \ oM

Ferulic Acid OH |
100, f) . | = = 4 .
IS\ Anthoxantins Anthocyanins T

Cyanidin o :‘
] o’
L,
OH
: = . . 2 : k4 = L 4 .
Flavonols Isoflavones Flavones Flavanones Flavanols
-~ 7‘ o
oM ) on Y B N uo' '0\
Quercetin Daidzein Apigenin Naringenin Catechin

Figure 01 : Différentes classes des composés phénoliques (Beconcini et al., 2019).
4.3. Propriétés biologiques

Les polyphénols suscitent un grand intérét par leurs nombreux effets bénéfiques pour la sante

en effet :

e Des ¢tudes cliniques ont montré qu’un apport alimentaire riche en (poly) phénols peut

réduire le risque de telles maladies chroniques.

¢ lls ont montré des activités biologiques in vivo et in vitro telles que la prévention contre les

maladies cardiovasculaires.
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e Les polyphénols réduisent la progression de I'athérosclérose en améliorant le profil

lipidique en augmentant le HDL, en réduisant le LDL et le cholestérol total.

¢ lls ont un effet sur la pression sanguine, la rigidité artérielle, le cholestérol sanguin et

I’agrégation plaquettaire.

¢ Des recherches fondamentales ont suggéré que les principaux mécanismes d‘action des
polyphénols végétaux agissent sur les dériveés réactifs de I'oxygene (DRO), la protéine
kinase 5'-AMP activée (AMPK) et le facteur de transcription NF-«B.

e Les polyphénols sont considérés comme des molécules « signal » qui pourraient stimuler

les défenses antioxydants via I’inhibition des activités enzymatiques pro-oxydantes (Hichr,

2019). La figure02 résume quelques propriétés biologiques des polyphénols.

Activité
antioxydante

Activité " i Activité
Action ! Propriétés

anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales
et hormonale

Action
antiulcéreuse

Bienfaits
cardiovasculaires

Figure02 : Propriétés biologique des polyphénols (Uthurry et al., 2011).
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4.4 Activité anti bactérienne

Les polyphénols sont doués d’activité antibactériennes importantes et diverses, probablement
da a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes, avec
I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité. Ces composés
jouent un role inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutdt sur un mécanisme
interne, cependant, ils sont supposés agir sur I’ADN, I’ARN et la synthése protéique, en plus, ils
possédent une capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne, la réduction
de I’adhésion aux ligands de I’hote et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité

d’établir une synergie avec certains antibiotiques (Laraba et al., 2016).
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1. Description

Artemisia annua L, armoise annuelle en Francais ou bien AL Kaysoum en arabe ; est une plante
aromatique originaire des régions tempérées d'Asie, appartenant a la famille des Astéracées. Elle est
connue dans le monde entier pour contenir de I'artémisinine (W.H.O, 2006 ; Anonyme (3)). La figure

03 montre la structure chimique de 1’artémisinine.

Figure 03 : Structure chimique d’artimisinine (Sanner, 2008).

La plante est un grand arbuste, dépassant généralement 2,0 m de hauteur, avec une seule tige a
branches alternées. Les feuilles aromatiques sont profondément disséquées et mesurent 2,5 a5 cm de
longueur. Les feuilles et les fleurs contiennent des poils obliques a 10 cellules et des poils filamenteux
a 5 cellules (T). Les fleurs nodulaires (capitules), seulement de 2 a 3 mm de diamétre, sont jaune
verdatre entouré de nombreuses bractées imbriquées. Les capitules sont présentés en panicules laches
contenant de nombreux fleurons bisexuels centraux et des fleurons pistillés marginaux, ce dernier
extrudant des stigmates avant les fleurs centrales. Les deux fleurs ont une corolle tubulaire synpétale
dont le sommet est divisé en cing lobes dans les fleurons hermaphrodites et 2 a 3 lobes dans les
fleurons pistillés. Le réceptacle est glabre et de forme triangulaire. Les deux fleurons et réceptacle
portent d’abondants trichomes biseriaux a 10 cellules ; les trichomes T (filamenteux) se produisent
au pédicelle et aux bractées. Les trichomes glandulaires biseriaux séquestrent 1’artémisinine ainsi que

les huiles volatiles hautement aromatiques (huiles essentielles) (Ferreira et al., 2009).
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Figure04 : Artemisia annua L (Assogba ,2020).

2. Classification (Assogba, 2020).

Régne : Plantae.
Embranchement : Spermatophyta.

Sous-embranchement :  Angiosperme.

Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Astéridae.

Ordre : Asterales.

Famille : Asteraceae.
Genre: Artemisia.
Espeéces : Artemisia annue L.

3. Composition chimique

La composition chimique d ’Artemisia annua se compose de constituants volatils et non volatils.
Les composants volatils sont principalement attribuables aux huiles essentielles dont la teneur est de
0,2 a 0,25 %. Les principaux composés, qui représentent environ 70 % des huiles essentielles,
semblent étre le camphéne, le B-camphéne, I’isoartémisinie cétone, le 1-camphre, le B-caryophylléne
et la B-pinéne. En outre, d’autres ingrédients mineurs, tels que I’artémisinie cétone, le 1,8-cinéole,
I’hydrate de camphéne et le cuminal sont également présents dans les parties volatiles d’A. annua.
Les principaux ingrédients non volatils comprennent les qui terpénoides, les flavonoides et les
coumarines, ainsi que des protéines (comme la B-galactosidase, la B-glucosidase), des stéroides (p.

ex., p-sitosterol et stigmasterol).
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Les principaux constituants chimiques de I’A. annua sont les qui terpénoides, y compris
I’artémisinine, I’artémisinine I, I’artémisinine II, 1’artémisinine III, 1’artémisinine IV, 1’artémisinine

V, I’acide artéminique, I’artémisinictone, I’artémisinine et 1’acide époxyarténinique (W.H.O, 2006).

La figure 05 illustré les principaux composés phénoliques d’A. annua L.

Artemisia annua L

Phenolics from Artemisia annua

l

l

¥ v
Coumarins  Flavones Flavonols Phenolic  Miscellaneous
acids
1. Coumarin 7. Apigenin 18_ Artemnetin 36. Quercimeritrin 47. Chlorogenic 50. 2 4-Dihydrowey-6
2. Aesculetin &. Luteolin 19 Chrysosplencl € 37. Retusin acid methoxy-
3. lso-Fraxidin 9. Lutealin-7- 20.Chrysosplenol O 38. Rhamnetin 48. Quinic acid acetophenone
. Scopoletin methyl ether 21. Mikanin 39. ksorhamnetin 49, Coumnaric acid 51. 5-Nonadecy-3-0
5. Scopolin 10. Acacetin 22 Astragalin 40. Rutin methvyl ether-
B. Tomentin 11 Chrysoeriol 23_Aaillarin 41. Mearnsetin- recorcinol
12. Chrysin 24 Casticin Elucoside §2. 2,2 B-trifvydromy
13. Cirsilineol 25, Eupatin 4. Chrysosplenetin chromeng
14. Cirsilial 26. Kaempferal 3. 3,5-Dikvydrowy- 53. 2,2-didhyroxy-6-
15. Cynaroside 27. Kaempferol-6- 3,467, tetra- methoiy-
15. Eupatorin methowy glucoside  methowyflavone chromens
17. Cirsimaritin 28 Tamarixetin 44, Syringetin
29_ Myricetin 45, |zokaempferide
30. Gossypetin-3, -
dimethy ether  46. Quercetagetin
31. Laricitrin 3 4'-dimethyl
32. Mearnsetin -ether
33. Quercetin
34 Quercetin-3-
Elucoside
35 Quercetin-3-
methyl ether

Figure 05 : Principaux composés phénoliques d’A. annua L (ferreira et al., 2010).
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4. Propriétes biologiques

L’espeéce A. annua L est tres utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment

plusieurs molécules douées de multiples propriétés thérapeutiques parmi lesquelles :

>

>
>
>

Le traitement des différentes formes de paludisme.

Cette plante posséde également des propriétés antivirales.

Un effet stimulant immunitaire sur plusieurs infections.

D'autres études in vitro ont mis en évidence une action anticancéreuse de l'artémisinine
combinée a du fer sur les cancers du sein et des poumons.

Son usage traditionnel en Chine ou a Madagascar sert a lutter contre certaines
pathologies de peau et contre les parasites intestinaux.

Des essais cliniques ont démontrés des capacités a traiter la dismatose et la bilharziose.
Utilisée pour soigner les hémorroides, et faire baisser la fievre.

Les feuilles d'Artemisia utilisées en cataplasme, soulageraient les maux de téte et
feraient chuter la fievre (Anonyme(3)).

Y compris les flavonoides C-glycosyl nouvellement déclarés comme un composant

possible de I’activité antioxydants et antiviral (ferrira et al., 2009).

@
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Notre travail a été effectué au niveau des laboratoires de microbiologie et biochimie,
département de technologie de 1’université 20 aout 1955 Skikda, dont l'objectif est de déterminer
I’activité antibactérienne de quelques extraits des polyphénols de la plante médicinale Artemisia
annua L, pour cela, nous avons €valué in vitro I’influence de nos extraits sur la croissance de quatre
espéces bactériennes par deux méthodes :

» Laméthode de diffusion en disque ; par la détermination des diamétres des zones d’inhibition
de la croissance (qualitative).

» La méthode de dilution ; par la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(quantitative) dont on a appliqué deux techniques : celle de dilution en milieu solide et celle

de micro dilution en milieu liquide.

1. Materiel
1.1.Matériel végétal et extraits poly phénoliques
Notre travail a porté sur trois extraits poly phénoliques obtenus a partir des feuilles de la plante

médicinale Artemisia annua L. L’extraction a été faite dans le cadre d’une thése de doctorat et
les trois extraits ; brute, n-hexane et chloroforme que nous ont été fournis pris a 1’utilisation pour
tester directement in vitro leurs pouvoir antibactérien. Ils ont été conservés a 4°C jusqu'a leur
utilisation. La figure 06 représente un petit apercu sur le protocole d’extraction suivi par la
doctorante Menasri, H , (2022).
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Figure 06 : Méthode d’extraction des polyphénols a partir des feuilles de la plante

médicinale Artemisia annua L.
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1.2.Souches bactériennes a tester

L’activité antibactérienne des quatre extraits poly phénoliques d’Artemisia annua L a été réalisée
sur quartes espéeces bactériennes : Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 a Gram negatif et Staphylococcus aureus ATCC25923 et Enterococcus faecalis
ATCC292 12 a Gram positif. Ces souches de référence nous ont été fournies pures et identifiées par
le laboratoire de Microbiologie et Biochimie Appliquées, département de Biochimie, Université Badji
Mokhtar Annaba. Elles ont été conservées a 5 C° dans des tubes stériles contenant 10 ml de gélose
nutritive incliné.

1.3. Matériel du laboratoire

L’ensemble des matéricls et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a

mesure de leur utilisation.

2. Méthodes

2 .1. Méthode de diffusion en milieu solide
Elle consiste a ensemencer en surface d'un milieu solide la souche a tester, puis a déposer des
disques de papier wattman comprenant un extrait végétal a une certaine concentration ce qui permet
de déterminer I’activité inhibitrice de croissance de cet extrait.
2.1.1 Préparation de I’inoculum

» Préparation de pré culture

Afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées, ensemencer chaque
espéce bactérienne sur la gélose nutritive préparer précédemment, puis incuber a 37°c pendant 18 a
24h.

» Préparation de la suspension bactérienne

Nous avons préleve 3 a 5 colonies bien isolées a 1'aide d’un écouvillon et sont mises en
suspension dans Sml de 1’eau physiologique stérile préparer précédemment, puis ajuster au standard
a ’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm, La Do obtenu doit étre
comprise entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond & une concentration de 10 ‘a 10 8UFC/ml selon
Mc Ferland (CA-SFM, 2013).

2.1.2. Ensemencement
Un écouvillon stérile a été imbibé dans la suspension bactérienne et essoré contre la paroi interne du
tube, réaliser I’ensemencement sur les biotes de pétri préalablement coulée avec la gélose de Mueller-

Hinton, réaliser des stries paralléles et serrées, répéter 1’opération deux fois entourant la boite 60°

@
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e Des disques stériles de papier wattman 6mm de diameétre imprégné de 10 ul de chaque extrait
a tester dissout dans I’éthanol a 60% sont placés a 1’aide d’une pince sur la surface de la gélose.
Des disques témoins imbibés dans 1’éthanol dilué¢ a 60% ont été réalisés.

e Les boites de Pétri ont eté laissées sur la paillasse au moins 15 min pour un pré diffusion des
extraits avant d’étre incubées a 37°C pendant 18 h (Djenane et al., 2012).

2.1.3. Lecture

Pour chaque disque. On mesure a 1’aide d'un pied a coulisse ou d'une régle le diamétre de la
zone d'inhibition autour de disque ou aucune croissance bactérienne n’est visible a I’ceil nu (en mm)

(Gulluce et al., 2007). La figure 07 représente la méthode de diffusion en disques sur milieu solide.

Encemencement et appliquation des disques sur les boite encemensé par la souche Enterococcus
faecalis ATCC292 12.

Figure07 : Méthode de diffusion en disques sur milieu solide (Original).

@
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2.2. Meéthode de dilution en milieu solide
La méthode de dilution est utilisée pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) des agents antimicrobiens (EUCAST, 2003). Elle consiste a incorporer I’extrait a une
concentration finale donnée dans du milieu de culture gélosé (Mueller- Hinton) de facon a établir une
gamme de concentration de 1’extrait permettant de déterminer la plus petite concentration qui inhibe

la croissance bactérienne (CMI).

2.2.1. Préparation de la gamme de concentration des extraits

Une gamme de concentration a été réalisée a partir de la solution mére de chaque extrait dissout
dans I’éthanol a 60% ; I’extrait brute (13.8mg/ml), le n-hexane (6.4mg/ml) et le chloroforme

(5.8mg/ml) suite a des dilutions successives a raison de 1/10.

2.2.2. Préparation des boites et ensemencements

. Dans un tube stérile a été mis 16 ml de milieu de MH en surfusion, incorporée 2 ml de

chaque dilution, Homogénéiser et couler en boite de Pétri.

o Apres solidification du milieu, I’ensemencement a été faite par stries a I’aide d’une pipette
Pasteur.
o Un tube témoin a été réalisé contient 16 ml de MH et 2ml de 1’éthanol dilué a 60%.

Incuber pendant 24 heures a 37°C.

3
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2.2.3. Lecture

Il s’agit de repérer I’emplacement de chaque souche et de noter une croissance visible ou une
absence de croissance visible. La CMI (concentration minimale inhibitrice) correspond a la plus petite
concentration en extrait inhibant la croissance macroscopique visible d’une souche donnée dans le
standard de mesure (Perrin, 2018). La figure 08 illustre les différentes étapes de la méthode de

dilution en milieu solide.

Figure08 : Méthode de dilution en milieu solide (Original).
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2.3. Méthode de microdilution en milieu liquide
La détermination de la CMI est réalisée par la technique de microdilution en milieu liquide, en
utilisant une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). Une gamme de concentration allant de 1
a 10" mg/ml d’éthanol a 60%.

e Déposer 5ul de I’extrait et 95 pl du Bouillon Mueller Hinton (BMH) stérile dans le puits 1.
Ensuite déposer 50ul de (BMH) stérile dans le puits 2 a 10.

e Une série de dilution au facteur %2a été réalisée dans le BMH a partir de la solution mére du
puits1, par le transfert de 50ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 50ul du dernier puits a
jeter). 1l faut bien mélanger le contenu du puits.

e Enfin, déposer 50ul de I’inoculum préalablement dilué au 1/100 dans chaque puits.

e La 11 colonne qui contient 96pul de I’inoculum et 4l 1’éthanol sert de témoin positif.

e La12°™ colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu Mueller Hinton (100ul) sert
de témoin négatif.

e Chaque deux différents échantillons de bactéries ont été espacés par deux lignes de puits vides.

e Lamicro plaque est incubée a 37 °c pendant 24h. La lecture est effectuée a I’ceil nu et la CMI
est la plus faible concentration de I’extrait a laquelle aucune trouble n’est observé (Eloff,

1998). La figure 09 montré la méthode de microdilution en milieu liquide.

\v/a v/a </ v/,

la série de dillution au facteur %

Figure09: Méthode de microdilution en milieu liquide (Original).
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L’activité antimicrobienne des polyphénols extraits de la plante médicinale Artemisia annua L
a eté effectuée sur 4 souches bactériennes de références ; deux a Gram négatif (Escherichia coli
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853) et deux souche a Gram positif (Staphylococcus
aureus ATCC25923, Enterococcus faecalis ATCC292 12) par trois méthode : la méthode de diffusion
en disque et celle de dilution sur un milieu gélosé solide Mueller-Hinton et la microdilution dans un

bouillon Mueller-Hinton .
1. Méthode de diffusion en disque

La technique de diffusion en disques, qui est basée sur la mesure des diamétres d’inhibitions
auteur d’un disque qui contient 10ul de chaque extrait nous a permis d’évaluer qualitativement le
pouvoir antibactérien des polyphénols vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Les résultats obtenus

sont regroupés dans le tableau (02).

Tableau 02 : Résultat de la méthode de diffusion en disque sur milieu solide.

Diametres des zones d’inhibition (mm)

Souches Extrait brute Extrait Extrait Ethanol
Bacteriennes n-hexane chloroforme (témoin)
Escherichia 8 11 12

coliATCC25922 -
Pseudomonas 6.5

aeruginosa B B B
ATCC27853

Enterococcus faecalis 9 9 15

ATCC292 12 B
Staphylococcus aureus 7 8

ATCC25923 B B

—: Absence d’une zone d’inhibition.
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Les résultats obtenus ont montrés que les trois extraits d ’Artemisia annua L possedent une
activité antibactérienne contre les souches bactériennes testées, cependant, le diametre de la zone
d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre, en effet, pour 1’extrait brut
les zones d’inhibition enregistrés sont de 8 et 9 mm de diamétre, ’extrait n- hexane placé en 2¢™®
position avec des zones allant de 6.5 a 11 mm de diamétre, les meilleurs diamétres d’inhibition ont
été enregistrées pour 1’extrait chloroforme entre 8 et 15 mm.

L’éthanol a 60% n’a produit aucun effet vis-a-vis de toutes les souches testées.

La méthode des disques est basée sur 1’utilisation des disques comme réservoirs contenant la
solution des substances a tester. Dans le cas des solutions avec une basse activité, une grande
concentration ou volume est nécessaire ; néanmoins la capacité des disques est limitée. C’est pourquoi
certains extraits exhibent des zones d’inhibition incomplétes qui peuvent étre attribuées a une
résistance par déficience de dose d’extrait (Gulgin et al., 2004). Les figures (10, 11,12 et 13)
représentent les zones d’inhibition (mm) des quatre souches bactériennes induites par les trois extraits

polyphénolique d’A.annua L.

Extrait brute. Extrait n-hexane. Extrait chloroforme.

FigurelO : Photos représentatives des zones d’inhibition (mm) ¢ 'Escherichia coli

ATCC25922 induites par les trois extrais polyphénolique d’A. annua L (Original).
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Extrait brute. Extrait n-hexane. Extrait chloroforme.

Figurell : Photos représentatives des zones d’inhibition (mm) de Pseudomonas aeruginosa

ATCC27853 induites par les trois extrais polyphénolique d’A.annua L (Original).

.

_

-

Extrait brute. Extrait n-hexane. Extrait chloroforme.

Figurel2 : Photos représentatives des zones d’inhibition (mm) de Enterococcus faecalis ATCC292
12 induites par les trois extrais polyphénolique d’A.annua L (Original).
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Extrait brute. Extrait n-hexane. Extrait chloroforme.

Figurel3 : Photos représentatives des zones d’inhibition (mm) de Staphylococcus aureus

ATCC25923 induites par les trois extrais polyphénolique d’A.annua L (Original).

2. Concentration minimal inhibitrice (CMI)

2.1. Détermination de la CMI par dilution en milieu gélosé

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits d’A. annua L vis-a-

vis des souches étudiées sont présentés dans le tableau (03) et les figure (14 ,15 et 16).
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Tableau 03 : Résultats des CMI par la méthode de dilution en milieu gélosé solide

Mueller-Hinton.

Souche Escherichia Enterococcus Staphylococcus  Pseudomonas
coli ATCC faecalis aureus ATCC aeruginosa ATCC

25922. ATCC 29212.  25923. 27853.

Extrait
(mg/ml)

EXTRAIT BRUTE
wmm O O O O
+

Dilution 10*

+ + +
Dilution 1072 + + + +
Dilution 107 + + + +
Dilution 10 + + + +
Dilution 107 + + + +

Solution meére
(6,4mg/ml) o o
+ +

0

Dilution 10! + +
Dilution 1072 + + + +
Dilution 107 + + + +
Dilution 10 + + + +
Dilution 10° + + + +

Solution meére
(5,8mg/ml) O

0

Dilution 10! + + + +
Dilution 1072 + + + +
Dilution 10 + + + +
Dilution 10 + + + +
Dilution 107 + + + +
Ethanol + + + +
@: CMI. - : Sensible + : Résistante.
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Pour les dilutions 10, 102, 10-3,10* et 10°° toutes les souches ont poussé, alors que pour la
solution meére des 3 extraits les souches, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 sont inhibées, ce qui indique que la CMI de ces derniéres souches est la concentration
de la solution mére de I’extrait brute, 1’n-hexane et chloroforme ; 13.8mg/ml, 6.4mg/ml, 5.8mg/ml
respectivement.

La souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 a poussé ou la solution meére de 1’extrait n-
hexane, chloroforme et peut résister jusqu’a une concentration de solution mére de 1’extrait brute
13.8mg/ml la ou il y a une inhibition totale de celle-ci.

La souche Enterococcus faecalis ATCC 292 12 a poussé ou la solution mére de I’extrait
chloroforme et résister jusqu'a une concentration de solution mére de 1’extrait brute et de 1’extrait n-

hexane ou il y a une inhibition de sa croissance.

Solution mére de I’extrait brute Dilution 101, Dilution 102
(13,8 mg/ml).

7

—

Dilution 1072, Dilution 10™. Dilution 10°°.

Figure 14 : Valeurs des CMI obtenues pour 1’extrait brut d’A. annua L vis-a-vis des quatre

souches testées par la méthode de dilution en milieu solide (Original).
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Solution mére de ’extrait n- Dilution 101,

hexane (6.4mg/ml).

Dilution 1072, Dilution 10™*. Dilution 107.

Figure 15 : Valeurs des CMI obtenues pour 1’extrait n-hexane d’A. annua L vis-a-vis des

quatre souches testées par la méthode de dilution en milieu solide (Original).
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Solution mére de [D’extrait Dilution 101 Dilution 102

chloroforme (5,8mg/ml).

Dilution 1073, Dilution 10™*. Dilution 10°°.

Figure 16 : Valeurs des CMI obtenues pour I’extrait chloroforme d’A. annua L vis-a-vis des

quatre souches testées par la méthode de dilution en milieu solide (Original).

2.2.Détermination de la CMI par micro dilution sur microplaque

L’activité antibactérienne des trois extraits a été réalisée par la technique quantitative de microdilution
en milieu liquide sur microplaque stérile (96 puits). Apres d'incubation de 24 heures des microplaques
on note soit un aspect clair dans certains puits qui correspond a I’absence d’une croissance bactérienne
soit une trouble (dépdt) qui indique la présence d’une croissance, ce qui permet de déterminer la plus
petite concentration d’extrait qui inhibent la croissance bactérienne (CMI). L’ensemble de
concentrations minimales inhibitrices obtenues sont regroupée dans le tableau (04) et les figures (17
,18,19 et 20).
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Tableau 04 : Résultats des CMI par la méthode de micro dilution sur la micro plaque des

trois extraits des quatre souches bactériennes.

Souche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SM 10 100 10- 100 10- 100 10- 10- 10- T°
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Escherichia coli 1+ + o+ + + o+ + + |+
ATCC 25922

Staphylococcus + + o+ + o+ + + o+ + + | +
aureus ATCC 25923

Enterococcus _ B + + + + + + + + +
faecalis ATCC 292
12 + + + + + + + + + + o+

Pseudomonas _ B + + + + + + + + | +
aeruginosaATCC
27853 + + + + + + + + | +

-| : CML.

+ : Présence de dépot. o

T* - Témoin positive. T": Témoin négative.

12

Extrait
C=1mg /ml

Extrait
brute
Extrait
n-hexane
Extrait
Chloroforme
Extrait
brute
Extrait
n-hexane
Extrait
Chloroforme
Extrait
brute
Extrait
n-hexane
Extrait
Chloroforme
Extrait
brute
Extrait
n-hexane
Extrait

Chloroforme

Absence de dép6t.

3
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Figure 17 : Valeurs de CMI obtenues pour la souche bactérienne Escherichia coli ATCC

25922 sur microplaque avec les trois extraits poly phénolique testés (Original).

Figure 18 : Microplaque indique la résistance de la souche bactérienne Staphylococcus
aureus ATCC 25923 vis a vis des trois extraits testés (Absence de CMI) (Original).

Figure 19 : Valeurs de CMI obtenues pour la souche bactérienne Enterococcus faecalis
ATCC 292 12 sur microplaque avec les trois extraits poly phénolique testés (Original).

Figure 20 : Valeurs de CMI obtenues pour la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 sur microplaque avec les trois extraits poly phénolique testés (Original).

1 : extrait brute. 2 : extrait de n-hexane. 3 : extrait de chloroforme.
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Les résultats obtenus montrent que nos extraits poly phénoliques ont un pouvoir inhibiteur de
la croissance bactérienne contre les trois souches ; Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et
Enterococcus faecalis avec des CMI varient entre (Img/ml et 10 mg/ml) toutefois, une résistance a
été noté pour la souche bactérienne Staphylococcus aureus vis-a-vis des trois extraits testés ainsi que

la souche Enterococcus faecalis pour I’extrait chloroformique.

D’apres les résultats obtenus on constate que les trois extraits poly phénoliques brute, n hexane
et chloroforme de la plante medicinale Artemisia annua L sont doutés d’un pouvoir antibactérien
considérable vis & vis des trois especes bactérienne testées avec des valeurs de CMI varient en
fonction de la nature d’extrait et 1’espéce bactérienne testées, toutefois, la fraction chloroformique
demeures la moins active dont elle n’a pas montré une action inhibitrice de la croissance bactérienne
vis-a-vis d’Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus d’autre part, cette derniére s’est révélée
la plus résistante dont elle n'a montré aucune sensibilité pour ces extraits, en effet, [’activité
antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend d’une part, de la nature des bactéries
Gram+ ou Gram- (Basli et al., 2012). Chez les bactéries a Gram négatif, la membrane externe
constitue une barriere de perméabilité efficace. Le lipopolysaccharide, grace a ses charges négatives
de surface empéche la diffusion des molécules hydrophobes. Les bactéries a Gram positif sont moins
protégées contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des poids
moléculaires a 50KD (Kheyar et al., 2014). D’autre part, le pouvoir antimicrobien des extraits de
plantes est tributaire de leurs compositions chimiques et de leurs propriétés physico-chimiques, de ce
fait, D’activité¢ antibactérienne des composés phénoliques, résulte de leur capacité a traverser la
membrane cellulaire des bactéries et s’accumuler a des concentrations intracellulaires appropri€es et
a interagir ainsi avec les cibles intracellulaires (Kaur et Singh, 2008 ; Lacombe et al., 2010) et
membranaires, ceci grace a leur caractére lipophile (Castillo-Juarez et al., 2007 ; Lacombe et al.,
2010), les hydroxyles libres des composés phénoliques agissent comme des ligands pour le fer,
indiquant leur incorporation dans les cellules a travers la membrane externe par le biais du systéme
de transport du fer (Watanabe et al., 1987).Les composes phénoliques causent des dommages au
niveau de la membrane externe des bactéries, ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité membranaire aux protons et aux ions potassium, une réduction des réserves de ’ATP
intracellulaire, une perturbation da la force proton motrice et une dénaturation des protéines

intracellulaires (Kheyar et al., 2014).
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Des Travaux qui ont été faite sur le méme genre que notre plante Boudjouref (2011) sur
Artemisia compestris L et Bali (2019) sur Artemisia herba alba asso ont montré que des extraits
varies de ces deux plantes possedent un bon pouvoir antibactérienne sur plusieurs especes
bactériennes testées ou les valeurs de CMI obtenues varient et dépendent des souches testées en
montrant a chaque fois la capacité de Staphylococcus aureus a résister 1’action inhibitrice de certains
type d’extrais ce qui concorde avec nos résultats.

Pour la détermination quantitative de I’activité antibactérienne, la méthode de micro dilution
du bouillon est plus appropriée par ce qu’elle a donné des CMI plus faibles que la méthode de dilution
par gélose, ceci peut-étre s’expliquer par le fait que 'extrait végétal a des polarités des composés
naturels différentes qui peuvent affecter la diffusion sur le milieu de culture solide, ainsi que des
composés qui sont plus volatils sur un milieu solide qu’un milieu liquide ou ils deviennent plus

stables.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Elles constituent la ressource naturelle capitale pour la mise au point de
nouveaux remedes thérapeutiques. La recherche des molécules bioactives dans les extraits de plantes
va mener a leur utilisation comme alternative des molécules de synthése.

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir
en médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une part du
fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et
d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se
retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

L’activité antimicrobienne des trois extraits polyphénolique ; I’extrait brute, 1’extrait n-hexane,
I’extrait de chloroforme de la plante médicinale Artemisia annua L a été déterminée sur quatre
souches bactériennes ; Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 292 12 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, par la techniques de
diffusions en disque, la technique de dilution en milieu solide et la technique de microdilution sur

microplaque dont les résultats ont montre :

e Qualitativement des zones d’inhibitions avec des diamétres varient entre [6.5- 15 mm],

e Les trois extraits ont un pouvoir inhibiteur de la croissance bactérienne modéré vis-a-vis des
quatre souches testées, toutefois, la souche de Staphylococcus aureus ATCC 25923 s’est
révélée la plus résistante.

e L’activité inhibitrice des extraits varie d’une espéce a une autre, cette différence de sensibilité
peut étre explique par la différence dans la composition et la nature de la paroi bactérienne

qui constitue souvent la partie cible des extraits pour I’inhibition de la croissance bactérienne.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable,
pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antimicrobiennes des extraits de cette plante.
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Résumé

Les plantes médicinales contiennent des composés extrémement complexes ; de dizaines ; voire
de centaines de principes actifs, qui passionnent les scientifiques actuels. Chaque année, les
chercheurs spécialisés dans ce domaine étudient, analysent et essayent de comprendre le mode
d'action de certaines plantes. La réalisation de beaucoup de découverte en phytothérapie a pour effet
l'utilisation massive des plantes médicinales. Dans ce modeste travail nous avons essayés de
confirmer scientifiquement les propriétés antibactériennes des trois extraits poly phénoliques : brute,
chloroforme et N-hexane obtenus a partir des feuilles de la plante médicinale Artemisia annua L.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été évalue par trois méthodes ; méthode de diffusion en

disque, méthode de dilution en milieu solide et celle de micro dilution en milieu liquide vis-a-vis de

quarte especes bactériennes ; E. coli, P.aeruginosa, E. faecalis et S. aureus.

D’aprés les résultats obtenus nos extraits ont montré une activité inhibitrice de croissance
bactérienne modérée vis-a-vis de la plupart des souches testées, avec des zones d’inhibitions varient
entre 6.5-15 mm. Cependant la souche E. faecalis est la plus sensible. Par ailleurs, 1’étude a révélé

des valeurs de CMI relativement élevées.

Mots clés : activité antibactérienne, Artemisia annua L, phytothérapie, plante médicinale et

Polyphénols.




