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Introduction

Un grand nombre des plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et

autres, possedent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent
application dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie.
L’¢valuation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydant et
antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et
les traditions médicinales folklorique. Ces plantes représentent une nouvelle source

des composés actifs (Hamidi, 2013).

Parmi les alliums, 1'ail possede I’odeur la plus puissante et pénétrable. Les
premiers exposés sur les propriétés physiques et la structure chimique du principal
composé odoriférant et antibactérien de l'ail, étaient donnés par Cavallito et al
(1944).

En effet, les métabolites secondaires font et reste 1’objet de nombreuses
recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche des nouveaux constituants
naturels tels les composés phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles
(Hamidi, 2013). Les flavonoides constituent un groupe des produits naturels
appartenant a la famille, des polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité
des plantes, faisant partie intégrante de notre nourriture quotidienne. (Atik bekkara,
2007). lIs possedent potentiellement des activités biologiques, anti- inflammatoires,

antimicrobiennes et anti-oxydantes.

Les composes soufrés tel que diméthyl sont les plus caractéristiques des

extraits d’ail (aqueux, et huiles essentiels) (Liu et al., 2014 ; Ye et al., 2013).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’évaluer
I’activité antibactérienne et antifongique de ’extrait méthanolique d’A/lium Sativum

L, une plante largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.

Ce travail a été divisé en deux parties: la premiére partie est une étude
bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne les métabolites
secondaires avec description détaillée de la plante étudiée Dans un deuxiéme chapitre.

Alors que le troisieme chapitre traite le monde microbien.
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La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail et qui

porte sur :

e Le screening phytochimique des métabolites secondaires existant dans les
bulbes de la plantes.

e Une évaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait de cette plante, par la
technique de diffusion en milieu solide (I’aromatogramme) et estimation de la
concentration minimale inhibitrice (CMI), bactéricide (CMB) et fongicide
(CMF).

Cet apercu expérimental est suivi par la citation des principaux résultats et leurs

interprétations.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales

1.1 La phytothérapie
1.1.1 Définition

Traitement ou prévention des maladies par 1’usage des plantes, ou la seule partie
active de ces plantes ayant des propriétés thérapeutiques. La phytothérapie fait partie des

médecines paralléles ou des douces.

Les préparations peuvent étre obtenues par macération, infusion, décoction, ou sous
forme de teinture, poudre totale, extraits,... etc. Les plantes médicinales peuvent étre des
especes cultivées mais dans la plupart des cas des especes sauvages (Zaghad, 2009 ;
Mohammedi, 2013).

1.1.2 Les différents types de la phytothérapie
e L’aromathérapie

Est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes. Ces huiles

sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Zaghad, 2009).
e Lagemmothérapie

Se font sur I’utilisation d’extraits alcooliques de tissus jeunes de végétaux tels
que les bourgeons et les radicelles (Zaghad, 2009).

e L’herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et plus ancienne.
L’herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante entiere,

soit une partie de celle-ci (Zaghad, 2009).
e L’homiopathie

A recours aux plantes d’une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les trois
quarts des souches sont d’origine végétale, le reste étant d’origine animale et minérale

(Zaghad, 2009).
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e La phytothérapie pharmaceutique

Utilise des produits d’origines végétales obtenues par extraction et qui sont
dilués dans de I’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en
quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous

forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats (Zaghad, 2009).
1.1.3 Les avantages et les inconvénients de la phytothérapie

e |Lesavantages

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent
au premier plan, car I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés
comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les
virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus
(Zaghad, 2009; Mohammedi, 2013).

e Les inconvénients

Biens sur certaines plantes peuvent s’avérer dangereuses (allant jusqu’a
provoquer la mort) mais elles ne seront jamais prescrites a dose minimale. De plus, ce
sont des traitements qui conviennent rarement aux enfants ; on les conseille donc
rarement (Zaghad, 2009 ; Mohammedi, 2013).

1.2 Les plantes medicinales

1.2.1 Définition

Les plantes médicinales sont définies par la pharmacopée comme des plantes dont au
moins une partie posseéde des propriétés médicamenteuses. Plus précisément, une partie de
plante ou la plante entiére est explicitement désignée comme pouvant étre utilisée en
thérapeutique, et est appelée « drogue vegétale » (Gazengel, 2013). On appelle drogue
végétale tout matériel végétale utilis€é en thérapeutique et n’ayant encore subi aucune
préparation pharmaceutique. La drogue peut étre : la plante entiere, une partie de la plante

(feuille, racine....), un suc (sécrétion €laborée par la plante) (Roux et al., 2007).
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1.3 Les métabolites secondaires

1.3.1 Définition

Les meétabolites secondaires représentent une variété trés large de composeés
organique sans fonction directe dans la croissance et le développement des plantes.
Cependant, ils jouent d’autres roles important, dans : 1’odorat, la protection contre les
insectes, les herbivores et les radiations ultra-violets solaires. Comme ils ont aussi un réle
important dans les interactions de la plante avec son environnement, tel que I’attraction des

insectes pollinisateurs (Greathead, 2003).
1.3.2 Classification

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il existe plus de
200000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence,
les terpenes, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés

phénoliques (Vermerris, 2006).

On distingue quatre classes principales :
A. Les polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques formant une grande classe de produits
chimiques qu’on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficiels. Ce sont des
composes photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a
6 carbones. lls se subdivisent en sous classes principales ; les acides phénols, les

flavonoides, les lignines, les tanins... (Sarni-manchado et al., 2006).

e Les acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d’un
noyau benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle. Elles peuvent étre estérifiées, ou
¢éthérifiées et liées a des sucres sous forme d’hétérosides. Ces phénols sont solubles dans
les solvants polaires, et leur biosynthése dérive de 1’acide benzoique et de 1’acide
cinnamique. Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et
analgésiques (Wichtl et al ., 2009).
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e Leslignines

Composés qui s’accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus des
sclérenchymes ou le noyau des fruits), et au niveau de la séve brute. lls permettant la
rigidité des fibres, et ils sont le résultat d’association de trois unités phénoliques de base

dénommés monolignols de caractére hydrophobe (Sarni-manchado et al., 2006).
e Lescoumarines

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus. Elles sont
substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarines, connue sous le nom
d’ombelliférone. Les coumarines sont de différents types. Elles se trouvent dans de
nombreuses espéces vegétales est sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),

hypotensives ; elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Igor, 2002).
e Lesquinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange
possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les
champignons, et les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des
quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du
sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les
fongicides (Kansole, 2009).

e Les flavonoides

Le terme «flavonoide » est d0 a leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils
engendrent (Wilson, 1987). Il désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006). Ils sont considérés comme
des pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et des feuilles. A 1’état naturel, les flavonoides se trouvent le plus
souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001). Ils possédent une large
répartition dans le monde végétal, ils sont distribués dans les racines, tiges, feuilles,
graines, écorce et les fleurs des plantes...etc. (Medic et al., 2003). Les flavonoides sont
des derivés benzo-y-pyranne. Leur structure de base est celle d’un diphényl propane a 15

atomes de carbones (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatique qui désignent les
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lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (Ghestem et al.,
2001).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus
importantes sont : Flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones,
anthocyanins (Effendi et al., 2008).

e Lestanins

Ce sont des substances d’origine organique que 1’on trouve dans pratiquement tous
les végétaux, et dans toutes leur parties (écorces, racines, feuilles, etc.) (Liang-liang et al.,
2010). Leur structure complexe est formée d’unités répétitives monomériques qui varient

par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leurs origines biogénétiques : Les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

- Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters de glucose (ou de molécules apparentées) et d’un nombre
variable d’acide phénolique qui est : soit I’acide gallique dans les cas tanins gallique ; soit
I’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins

éllagiques (Ghestem et al., 2001).

- Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanoliques constitués d’unités flavan-3-
ols, les ont plus souvent épicatéchine et catéchine. Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure est voisine de celle des flavonoides et est caractérisée par

I’absence de sucre (Sarni et al., 2006).
B. Les alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére
alcalin et présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe. Chez de
nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les piéces florales, les fruits ou les
graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003). Ce sont
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des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de
différentes voies biosynthétiques (Judd et al., 2002 ; Kansole, 2009).

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, I’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides

aminés sont décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés (Boukri,

2014).

IIs sont caractérisés par une solubilité faible dans 1’eau, facilement soluble dans
I’alcool et peuvent donner des colorations spécifiques aves certains réactifs (réactifs de

Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat) (Kansole, 2009).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéeme nerveux central ils
agissent comme dépresseurs (morphines, scopolamines) ou comme stimulants (caféines,
strychnine,...) (hopkins, 2003; wichtel et anton, 2009).

C. Terpénes et Stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000
molécules différentes avec un caractere généralement lipophile. Leur grande diversité est
due au nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (C5H8) n. Selon la
variation du nombre n, les composés résultants seront soit des monoterpenes,
sesquiterpénes, diterpénes, ou triterpenes,... (Wichtl et Anton, 2009). Ces molécules se
présentent sous forme d’huiles essentielles ; parfums et donnent le gout aux plantes. Elles
peuvent également étre des pigments (carotene), des hormones (acide abscissique), ou
stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

D. Les saponines

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapo. les saponines ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon. Les saponines sont des
glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimigquement
trés diversifié de molécules triterpéniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidige ou triterpénique) liée & une chaine mono ou
polysaccharidique hydrophile (Hart et al., 2008).
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1.4 Activité antimicrobienne des extraits des plantes

Si la découverte et 1’utilisation des antibiotiques ont été a I’origine des plus grands
succes de la médecine, aujourd’hui, I’émergence et la diffusion des bactéries multi-
résistantes dans les populations humaines sont devenues des problemes de santé publique

trés préoccupants (Toty et al., 2013).

La progression de la multi-résistante et 1’absence de réelles perspectives de
découverte de nouveaux antibiotiques dans les années a venir, nous a conduits a étudier

I’efficacité des plantes a vertus thérapeutiques afin d’en isoler les principes actifs. (Toty et

al., 2013).

Ces derniers doivent posséder une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets

délétére sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des
extraits de plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint
(Mentha piperita), thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouve que ces extraits sont actifs non
seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus
(Jurgen et al., 2009).

1.4.1 Activité antimicrobienne des polyphénols

La thérapeutique des infestions bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la selection des souches multi-résistantes d’ou 1’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration

de nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

De nombreuses études in vitro menées sur les composés phénoliques les ont
confirmés comme agents antimicrobiens contre un grand nombre de microorganismes

pathogénes, avec des spectres d’activités variables (Scalbert, 1999).

Les polyphénols sont doués d’activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement di a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes

hydroxyles sur les groupes phénolique sont supposés étre reliés a leur relative toxicité
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envers les microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement

proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999).

Parmi les composés phénoliques, les flavonoides avec leurs différentes classes dont
les plus importantes sont : les flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oles, flavanes-

3,4 dioles, et les anthocyanidines ont un grand potentiel antibactérien :

- en se complexant avec des composants des parois avec inhibition de la croissance

microbienne.
- en perturbant leurs métabolismes énergeétiques.

D’autre part, les tanins sont largement connus par leurs propriétés inhibitrices des
microorganismes et des enzymes grace a leur pouvoir a former des complexes stables avec
les protéines et en les précipitant. lls exercent une activité antibactérienne par interaction
avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie, en
inhibant 1’activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines (Djenadi,
2011).
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I1.1 Description de la plante

D’un point de vue de botanique, la plante que nous connaissons sous le nom d’ail est
en réalisé une des trois cents especes du genre Allium. Son nom complet est 1’ail cultivé, de
son nom scientifique Allium sativum. Il s’agit d’une plante herbacée, vivace, glabre de la
famille des Alliaceae (anciennement classée sous les liliaceae) pouvant atteindre 25-90 cm ;
le bulbe solitaire, déprimé globuleux a ovoide, atteignant 7 cm de diamétre, blanc a violacé il
est formé de caieux « les gousses » a tunique membraneuse, insérés sur un plateau aplati,
entourés d’une tunique protectrice, blanches, mauves, rouges ou violettes selon les variétés; la
tige est cylindrique, feuillée jusqu’au milieu, avec des racines adventives en dessous, enroulée
en cercle avant la floraison ; les feuilles sont linéaires, engainantes planes, lisses, a ombelles
globuleuses de fleurs blanches ou rougeatres entourées d’une longue spathe caduque terminée

en pointe tres longues (Grubben, 2004).

L’odeur est faible et se développe (forte et soufrée) dés que les tissus sont l€sés

(Grubben, 2004).

Figure.01 Allium sativum L [1].
11.2 Origine de la plante

L'ail provient & l'origine d'Asie centrale. 1l y a environ 10 000 ans, il s'est répandu
progressivement en Extréme, en Arabie, en Egypte et dans le Bassin méditerranéen, transporté

par les marchands au gré des routes commerciales. Ce bulbe est sans doute I'un des légumes

11
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les plus anciennement cultivés par I'nomme qui l'utilisait autant pour son alimentation que

pour sa santé (Bachmann, 2008).

Son expansion aurait débuté il y a plus de 5000 ans. Sa capacité a étre cultivé aussi
bien dans un climat tempéré que dans un climat chaud a joué un réle majeur dans cet essor. I
aurait été introduit en chine par les tribus nomades et se serait propagé jusqu’en Asie du Sud-

Est.

Vers 2000 ans avant J.-C., il traversa le Moyen-Orient et atteignit I’Egypte, ou
marchands et nomades contribucrent a le répandre dans le sud de I’Europe. Les phéniciens le
transportérent plus au nord en Europe méridionales. Les Romains 1’introduisent en Europe de
I’ouest dans les provinces qu’ils conquirent, dont la Grande-Bretagne. Plus tard, 1’ail voyagera
sur les mers du globe emporté par les Vikings. C’est lors de la découverte du nouveau
continent par Christophe Colomb, que I’ail arriva en Amérique. Il s’étendit ensuite au sud et
au nord, apreés une période d’acclimatation. Ce sont les écrits qui ont permis de reconstituer
son expansion et son utilisation par les diverses civilisations. L’ail est mentionné sur des
papyrus égyptiens, dans les écrits védiques (textes religieux d’Inde orientale, considérés

comme sacrés dans I’Indouisme) ou dans la thora [2, 3].

Il est aujourd’hui cultivé dans les deux hémispheres, de 1’équateur a des latitudes de
50°, mais est surtout apprécié en chine, dans la méditerranée et en Amérique latine
(Grubben, 2004).

11.3 Classification et diversité

11.3.1 Classification

Les liliaceae sont des monocotylédones cosmopolites, comprenant plusieurs milliers
d'especes. Vivaces le plus souvent caractérisées par un rhizome ou par un bulbe, surtout dans
les pays tempérés (ex : tulipe, jacinthe, muguet, oignon, ail, scille), elles sont parfois un port

d'arbre ou de liane dans les pays chauds (ex: aloes, yucca, dragonnier) (Callery,1998).

Le genre Allium comprend plusieurs centaines d'especes (ex: poireau, oignon, ciboule)
originaire de I'némisphére Nord (Callery, 1998).

La position systématique d’Allium sativum L est ainsi résumeée dans le tableau (01) et (02).

12
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Tableau.01 : classification classique de I’espéce Allium sativum L (Callery, 1998).

Régne Plantae

Sous- Régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous classe Liliidae

Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Allium

Espéce sativum L

Tableau.02 : Classification phylogénétique de 1I’espece Allium sativum L (Callery, 1998).

Ordre

Asparagales

Famille

Alliaceae

Nom scientifique

Allium sativum L

Nom commun

Ail, ail cultivé, ail a tige tendre, thériaque des

pauvres.
Nom vernaculaire arabe Exd
Parties utilisés Bulbes.

13
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11.3.2 variété

Il n’existe pas une variété¢ d’ail, mais plusieurs dizaines. Elles se distinguent par leur
saison de récolte, la couleur et la grosseur de leurs bulbes, leur saveur, leur durée de

conservation. ..

On distingue principalement deux sous-espéces d’ail, en fonction de la saison ou les

plants sont mis en terre:

- L’ail d’automne, plant¢ a Iautomne et récolté au début de 1’été. Il est principalement
originaire du sud de la France. Il se présente sous forme de gros bulbes (100 a 130g). On
trouve dans cette famille de I’ail violet (qui est trés précoce) et 1’ail blanc (Lefief- Delcourt,
2012).

- ’ail de printemps, planté a la fin d’hiver ou au tout début du printemps, et récolté dans le
courant du mois de juillet; sa téte est plus petite que celle de I’ail d’automne mais il se
conserve plus longtemps. Il s’agit de I’ail rose. Cette couleur est celle de la peau qui recouvre

les gousses (Lefief- Declourt, 2012).
11.4 Condition de culture et récolte

11.4.1 Condition de culture

La culture de l'ail se fait dans une large gamme de sols, mais préférablement des sols
Iégers, bien drainés, riches en matiére organique et qui possédent une bonne capacité a retenir
les éléments nutritifs ainsi que I'humidité. Les sols lourds ne sont pas recommandés puisqu'ils
ont tendance a durcir lors des périodes séches et a limiter I'expansion des bulbes qui prennent
une forme irréguliére [4]. Les sols sableux et trop légers exigent une régie de culture plus
rigoureuse afin d'assurer le maintien de la fertilit¢ des sols et I'numidité nécessaire. La
grosseur des bulbes est directement liée a la croissance végétative de la plante: plus la tige
sera grande et développée avant l'initiation du développement du bulbe et des gousses, plus
les rendements seront éleves [5]. Le pH idéal se situe entre 6,5 et 7,0 et le chaulage doit étre
ajusté avant la plantation. Les caieux peuvent tolérer des gels allant jusqu’a -18°C mais il est
important que I’endroit de la plantation bénéficie d’une bonne couverture de neige pour

assurer un bon taux de survie [4].
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L’ail est sensible a I’acidité du sol et a la toxicité aluminique, conditions qui peuvent
étre améliorées par I’application de calcaire finement broyé dans le sillon de plantation, a

raison de 2 t/ha dans des sols a des pH< 6 (Grubben, 2004).
11.4.2 Récolte

Quelque soit la période de plantation (automne ou printemps), la récolte a lieu de
juillet a aoQt, quand les feuilles commencent a jaunir et se dessécher, soit 100- 120 jours apres
plantation, selon les cultivars et les conditions de culture; en altitude, I’ail peut demander 150
jours pour atteindre sa maturité. Si les tuniques protectrices des bulbes ne sont pas tout a fait
séches a la récolte, on les séchera au champ. Il faudra le conserver dans un endroit sec et a

I’abri de la lumiére pour éviter qu’il ne germe (Grubben, 2004).
1.5 Composition chimique

Les constituants les plus représentatifs sont les composes sulfurés primaires (S- alkyl-
L-cystéine- sulfixides) incluant I’alliine et les peptides *- glutamylcyctéine (Amagase et al.,
2001).

11.5.1 L’alliine

L’alliine ou sulfoxyde de S-allyle-L-(+)-cystéine est un composant inodore et
représente environ 24% du poids total du bulbe. Lorsque les tissus sont coupés ou broyes, elle
est dégradée par une enzyme, I’alliinase (= S-alkyl-L-cystéine sulfoxyde lyase), en acide
pyruvique et acide-2-propénesulfénique, ce dernier étant aussitot transformé en allicine (0,3%
de la masse fraiche) composant principale du gout de 1’ail cru. L’allicine est aussi instable, en
particulier a la cuisson et se convertir en disulfure de diallyle, composant principale du gout
de T’ail cuit. L’oxydation de I’air de I’alliicine conduit au 1.7- dithiaocta—4,5 diene, connu
sous le nom de disulfure de diallyl: c’est le constituant majoritaire de 1’ « essence » d’ail
(Bruneton, 2009).
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Figure.02: Structure chimique de 1’Alliine (Benzeggouta, 2005).
11.5.2 Les peptides -glutamylcyctéine (GSAC), téine

Un bulbe contient en moyenne plus de 0,9% de »-glutamylcyctéine. Ces peptides
constituent une famille de plusieurs dérivés tels que le *-glutamyl-S-allylcystéine (GSAC), le
r-glutamyl-S-methylcyctéine (GSMC) et le *-glutamyl-S-propylcyctéine (GSPC). Ces peptides
sont des intermédiaires de biosynthese pour les cyctéines sulfoxides correspondant (Medjeldi
Merzougui, 2012).

Outre les composés organosoufrés, 1’ail contient des glucosides stéroidiens, des
lectines, des prostaglandines, des fructanes, des saponosides (hétérosides de furostanols:
sativosides, proto-érubosides-B...etc), des pectines, une huile essentielle, des vitamines (B1,
B2, B6, E,C), de la biotine, de 1’acide nicotinique, des acides gras, des glycolipides, des
phospjolipides, des anthocyanosides, des flavonoides et des acides aminés essentiels (Goetz
et Ghedira, 2012).

La forme la plus utilisée pour les essais cliniques est la poudre d’ail, 300mg de poudre

étant équivalents a 1g d’ail frais (Bruneton, 2009).
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Tableau.03 : Composition moyenne pour 100g d’ail (Lefeif-Delcourt, 2012).

Valeurs énergétique | 135Kcal Minéraux et oligo- | Vitamines

éléments
Eau 649 Soufre 200mg | Vitamine C  30mg
Glucides 27,59 Phosphore  144mg | Vitamine B6 1,2mg
Protides 69 Magnésium 21mg | Vitamine B1 0,2mg
Lipides 0,19 Sodium 10mg | VitamineE  0,1mg
Fibres 39 Fer 1,4mg | Vitamine B2 0,08mg

11.6 Utilisations et propriétés

L’ail est d’abord utilisé en cuisine pour relever le golt des aliments, mais ses
nombreuses propriétés thérapeutiques en font un complément alimentaire prisé. En effet, des
qualités antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorales et de prévention
du Cancer lui ont été reconnues. En outre, il aurait le pouvoir d’inhibant la coagulation, de
réduire I’hypercholestérolémie et le taux de lipides sanguins, ou encore de faciliter la
digestion. L’ail prévient aussi le risque de thrombose et d’athérosclérose. Enfin, il diminue

I’hyperglycémie et la tension sanguine (Bruneton, 1999; Silagy et Neil, 1994).
11.6.1 Culinaire

Les usages culinaires de 1’ail sont nombreux. Aujourd’hui, les bulbes sont utilisés frais
mais aussi séchés, en granules ou en poudre comme condiment. Les gousses entiéres peuvent
étre cuites a la vapeur ou au four. Le sel d’ail est trés utilisé pour aromatiser les aliments.
Depuis quelques années, on trouve sur le marché, des fleurs d’ail qui sont en fait les hampes

florales coupées des leur apparition. Elles sont consommeées cuites ou marinées [6].

Quand on cuit de I'ail, certains conseillent de retirer le germe, qui serait moins digeste
que le reste de la gousse en raison d'une plus grande concentration de produits organo-sulfurés
(Najja et al., 2010).
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11.6.2 Pharmacologique

L'ail était considéré comme une panacée (reméde a tous), et ce jusqu'au Moyen Age,
quand les grandes epidémies de peste mirent alors ses vertus a rude épreuve. Il était utilisé
comme remeéde sous forme de vinaigre a l'ail, ou encore avec d'autres aromates et épices Pour
combattre la contagion (Satiadev, 1998).

e Propriétés antimicrobiennes

Louis Pasteur, en 1858, était le premier a avoir constaté que l'ail tue les bactéries.
Durant la Premiére Guerre mondiale, 1’ail a été utilis€é pour combattre le typhus et la
dysenterie, ainsi que comme désinfectant pour les plaies. Durant la Seconde Guerre mondiale,
les Russes, a court d’antibiotiques, utilisaient massivement I’ail, qui fut alors appelé
«peénicilline russe ». Les Irlandais, les Danois et les Russes utilisaient l'ail, il y a des centaines
d'années pour traiter la toux et le froid (Shaath et al., 1995).

Dans les annees 1990, de nombreuses études scientifiques ont porté sur les différents
effets thérapeutiques attribués a 1’ail. Les recherches ont permis de démontrer que L’allicine
serait responsable du pouvoir antimicrobien de 1’ail, principalement sur les entérobactéries et
sur certains streptocoques et staphylocoques. Il est donc couramment conseillé pour lutter
contre les troubles digestifs [6].

L’utilisation d’ail comme antibactérien naturel dans des préparations tomatées a
également eté Proposée (Du et al., 2009).

Des études récentes montrent l'activité antimicrobienne de I'huile macérée de lail
contre, des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, des levures et méme peut inhiber la
croissance de la bactérie Helicobacter pylori responsable du cancer de I'estomac (Ohta et al.,
1999; Yoshida et al., 1998; Yoshida et al., 1999).

e Propriétés antioxydantes

La désoxyalliine, 1’alliine, I’allicine, et le diallyldisulfide, Ces quatre molécules
captent les hydroxyles HO™, mais seule I’alliine capte les superoxydes O2"(alors que 1’allicine
empéche leur formation). Les flavonoides de 1’ail sont également reconnus pour leur capacité
antioxydant (Chung, 2006).

Les radicaux oxygénés libres, dont font partie les hydroxyles et superoxydes, sont
connus pour leur action sur le vieillissement et la formation de cellules cancéreuses. Les

antioxydants permettant de neutraliser ce type de composés (Dethier, 2010).
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e Propriétés anti-inflammatoires

Des études ont mis en évidence ’activité anti-inflammatoire et antiarthritique de la
thiacremonone, un composé organo-soufré de 1’ail. Les diallyl disulfide et trisulfide ainsi
que I’huile d’ail, administrées a des doses précises, diminuent 1’apoptose et 1’'ulcération de
cellules intestinales endommagées (Chiang et al., 2006). Cependant, si la quantité
conseillée est outrepassée, des effets toxiques sont observés (Dethier, 2010).

e Propriétés préventives vis-a-vis du cancer

La prise réguliere d'ail dans I'alimentation quotidienne semble avoir un réle dans la
prévention des cancers (Jung, 2005). Les macérats d’ail et d’oignon dans I’huile ont des
propriétés antitumorales, supprimant la croissance et 1’activité de cellules leucémiques
HL60 (Ariga et al., 2000).

Le principe actif impliqué dans cette propriété serait I'allicine, qui amontré une action
inhibitrice sur des tumeurs (Jung, 2005). La S-allylcystéine (composé stable et inodore)

inhiberait le processus de cancérogénese (Amagase et al., 2001).
e Inhibition de I’agrégation plaquettaire et propriétés antithrombiques

Trois composés au moins, dont le diallyle trisulfide, la 1,3-vinyldithiine et 1’ajoéne,
sont Cités comme antiagrégants (Block et al., 1992). L’adénosine, 1’allicine et 1’alliine
possedent également ce pouvoir in vitro. La quercétine, bien que présente a 1’état de trace

uniquement, posséde également cette propriété in vitro et in vivo (Hubbard et al., 2004).

e Propriétés hypocholestérolémiantes, diminution du taux de lipides sanguins et de

Pathérosclérose

Un extrait d’ail (dans du chloroforme ou dans un mélange acétone/chloroforme)
inhibe la Synthése du cholestérol de 44 a 52 % in vitro. Les composés soufrés ajoene,
méthylajoéne, allicine, 1,3-vinyldithiine et diallyle disulfide, pris individuellement,

inhibent celle-ci dans des proportions situées entre 37 et 72 % (Sendl et al., 1992).

Une revue des effets de 1’ail sur les lipides et les lipoprotéines du sérum, reprend
vingt-cinq tests aléatoires d’une durée moyenne de douze semaines. De fagon générale, les

individus supplémentés en ail (sous diverses formes: poudre d’ail, ail cru, macérat, ou
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extrait d’ail 4gé) montrent une diminution de 12 % en moyenne de leur cholestérol total,
ainsi qu’une réduction de 13 % des triglycérides sanguins (uniquement dans le cas de la
poudre). Les auteurs suggérent néanmoins une étude mieux congue avant d’en tirer des

conclusions (Silagy et Neil, 1994).

Un accroissement de ’activité fibrinolytique, dans le sérum de patients souffrant
d’athérosclérose et a qui des extraits d’ail aqueux, des huiles essentielles ou de la poudre

d’ail Furent administrés, a été observe (Harenberg et al., 1988).
e Effet sur la digestion

L’ail est reconnu comme une plante carminative, soulageant la détresse €pigastrique
et abdominale, les éructations, les flatulences, les coliques et la nausée (Damrau et
Ferguson, 1949). LORAND a émis I'hypothése que l'ail augmenterait la sécrétion de suc

gastrique et désinfecterait l'intestin (Leclerc, 1976).
e Propriétés hypoglycémiantes

L'association de sulfures organiques avec un produit non sulfuré présente les
caracteres d'un alcaloide. Ce principe actif dépourvu de soufre, est inactif par lui-méme et
n'acquiert son pouvoir hypoglycémiant que par lI'association avec les composés sulfurés du
suc dail ou la combinaison aux sulfures d'allyle ou de diallyle purs (Daif, 1993). Il
semblerait que I'éventuel pouvoir hypoglycémiant de I'ail soit di a lI'allicine et au disulfure

dallylpropyle (Girre, 2001).
e Autres propriétés:

L’ail possede également des propriétés antiseptiques et parasiticides. Il a prouvé son
activité antifongique (Wichtl et Anton, 2003) sur Microsporum, Tricophyton, Candida,
Cryptococcuset Aspergillus (Daif, 1993). Les études de I'Institut des Plantes Médicinales
de Poznan (Pologne) ont montré son action importante sur les dermatophytes (Grun-
Thomas, 1998).

Le principe actif antifongique serait l'allicine. Son pouvoir bactéricide est eégal au
centieme de celui de la pénicilline. Les ajoénes auraient une activité contre Candida

albicans. Les saponines stéroidiennes contenues dans lail auraient aussi un réle
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antifongique et antibactérien. L’éruboside B a une activité contre Candida albicans

comparable a l'activité de l'allicine et des ajoenes (Jung, 2005).

En Chine, lail est utilisé depuis 1964 pour ses propriétés antivirales dans le
traitement de la méningite encéphalite virale aigué et de la méningite & Cryptococcus
(Grun-Thomas, 1998).

Il entre dans la composition de remédes contre les affections respiratoires et
bronchiques. L'alcoolature dail a été utilisée dans les tuberculoses pulmonaires. L'ail peut
aussi avoir des effets dans les gangrénes pulmonaires. Il a également certaines propriétés
curatives et préventives dans la coqueluche (Leclerc, 1976). Il posseéde aussi des

propriétés expectorantes (Schauenberg, 1977).

Plusieurs études ont démontré que 1’ail cru aurait plus de propriétés que 1’ail cuit.
Cela serait di a la dégradation, par la chaleur, de I’enzyme responsable de la production
d’allicine (allinaase) et d’autres composés sulfurés, ainsi qu’a la diminution de la quantité

d’antioxydants (Gorinstein et al., 2006; Tattelman, 2005).

L'huile essentielle posséde les mémes usages et propriétés que lail frais ou ses
extraits (Elnima et al., 1983; Leung, 1980).

Les composés soufrés volatiles spécialement: allicine, diallyl disulfure, diallyl
trisulfure, ajoénes, vinyldithiines, sont généralement considérés responsables de la plupart
des activités pharmacologiques (Amagase et al., 2001; Block et al., 1992; Leung, 1980;
O'gara et al., 2000; Ross et al., 2001; Tsao et Yin, 2001; weber et al., 1992; Winkler
etal., 1992; Yoshida et al., 1998; Yoshida et al., 1999).

11.7 Eléments actifs des plantes

Les effets curatifs de certaines plantes sont bien connus. La camomille allemande par
exemple, est utilisée depuis des milliers d’années contre les troubles digestifs. L’alo¢s était
déja connu du temps de Cléopatre, ou il servait a adoucir la peau. Or, ce n’est que récemment
que les éléments actifs a ’origine des actions thérapeutiques des plantes ont été isolés et
étudiés. Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour comprendre

comment elles agissent sur 1’organisme (Iserin, 2001).
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Tableau.4 : résumé de quelques principes actifs des plantes médicinales (Bruneton, 1999;
Benhamza, 2008; Iserin, 2001).

principes actifs

plantes médicinales

des

Effets

Phénols Anti-inflammatoires et antiseptiques.

Flavonoides Anti-inflammatoires, antivirales et des effets protecteurs sur
le foie.

Tanins Astringentes, cytostatiques et bactéricides.

Anthocyanes Puissants antioxydants nettoient 1’organisme des radicaux
libres.

Coumarines Fluidifie le sang, soigne les affections cutanées, et un puissant
vasodilatateur coronarien.

Saponines Synthétise la pilule contraceptive, facilitent 1’absorption des

aliments.

Anthraquinones

Ils contribuent a transférer les liquides des tissus et du

systeme circulatoire vers les conduits urinaires.

Glucosides

Cyanogéniques

Un effet sédatifs et relaxant sur le cceur et les muscles,
permettent de supprimer ou de calmer les toux séches et

irritantes.

Polysaccharides

Utilisée pour calmer et protéger les tissus enflammés, ou la

paroi des intestins enflammée et douloureuse.

Glucosinolates

Appliqués comme cataplasme sur les articulations
douloureuses, ils augmentent les flux sanguin dans la zone

irritée, favorisant ainsi 1’évacuation des toxines.

Substances ameres

Stimule les secrétions, augmente [’appétit et améliore la

digestion.

Alcaloides

Lorsqu’elles sont bien dosées, elles deviennent des

médicaments puissants.

Huiles essentielles

Elles sont largement employeées en parfumerie et ont de

multiples propriétés notamment antiseptiques.
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Chapitre 111 Le monde microbien

I11-1 vue d’ensemble sur le monde bactérien

L’examen superficiel du monde microbien montre que les bactéries sont un des
groupes les plus importants quel que soit les critéres utilisés : nombre des organismes,
importance écologique, ou importance pratique pour 1’homme. En outre, la plus grande
partie de notre compréhension des phénomenes en biochimie et en biologie moléculaire

vient de la recherche sur les bactéries (Singleton, 2005).

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classées parmi les
procaryotes, car ils ne possedent pas de membrane nucléaire, ce caractére les distingue des
autres organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires). On distingue aussi les bactéries proprement dites (Bacteria) des bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologies appartiennent aux
bactéria (Singleton, 2005).

Les cellules procaryotes ont généralement un diamétre inférieur & 1um. on peut les
voir au microscope optique a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre
sphérique (Cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrion) ou spirale spirochétes. Les
détails de leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et al.,

2005).

Les caractéres morphologiques parois et membranes, ou autres structures tels que
les antigénes somatiques, capsulaires, flagellaires....., représentent une architectures
essentielle pour s’adapter aux situations de I’environnement (température, osmose, pH) et
pour se fixer sur des supports (cellules), se nourrir, coloniser, infecter et pour résister aux

substances antibactériennes (Leclerc et al., 1995).
111.2 Culture des bactéries

Les bactéries d’intérét médical les plus fréquemment responsable d’infections
arrivent a se développer sur des milieux de culture. Ces milieux doivent contenir les
éléments nécessaires a la survie et a la multiplication des bactéries et doivent posséder les
propriétés physico-chimiques convenant a cette culture (pH en particulier).les milieux sont
de différentes types. Il s’agit soit de milieux de base, permettant la croissance d’espéces

non ou peu exigeantes, soit de milieux enrichis par 1’addition de diverses substances
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(sérum, ceuf, sang, vitamines, etc.) qui autorisent la croissance de bactéries plus exigeantes.
Il peut s’agir également de milieux rendus sélectifs par addition d’antibiotique,
d’antiseptiques ou de colorants qui vont inhiber les bactéries sensibles a ces composés
(Denis et al., 2013).

Un milieu de culture peut étre une préparation solide ou liquide, utilisé pour faire

croitre, pour transporter et conserver des micro-organismes (Lansing et al., 2003).

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se
traduit par un trouble, le plus souvent homogene. Sur milieu solide, les bactéries se
disposent a la surface (Nauciel et al., 2005).

Ces milieux de culture sont indispensables a la multiplication bactérienne ce qui
permet par la suite une identification bactérienne ainsi que 1’é¢tude de la sensibilité aux

antibiotiques lorsque la bactérie est isolée en culture pure (Denis et al., 2013).
I11-3 Description des germes étudiés

I11-3-1 Les bactéries
a- les bactéeries a Gram positif

Les bactéries a Gram positif sont mises en évidence par une technique de coloration
appelée coloration de Gram. Les bactéries a Gram positif apparaissent alors mauves au
microscope. La technique de coloration repose sur les caractéristiques membranaires et de
paroi de la bactérie. La coloration au Gram est un facteur déterminant dans la classification

bactérienne.
e Genre Staphylococcus
* Définition

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques doivent
leur nom a OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abces aigus et chroniques
(Curie, 2003).

Staphylococcus aureus sont des coques (cocci) a Gram positif, isolés ou groupés en

diplocoques ou en amas plan de plusieurs elements (de grec staphylo, grappe de raisin), de
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0,8 a 1um de diametre, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase négative.
Aprés culture, les colonies sont lisses, rondes, opaque et bombées. Elles peuvent étre
pigmentées en jaune doré ou jaune. La grande majorité des Staphylococcus aureus sont

capsulées, mais les souches peuvent perdre leur capsule aprés culture (Curie, 2003).

S.aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Il est
habituellement capable de fermenter le mannitol .Ce caractére est souvent, mais pas

obligatoirement, associé a la pathogénicité (Curie, 2003).

Le milieu de Chapman est un milieu gélosé hyper salé (7,5% da NaCl) qui contient
du mannitol, il permet une culture abondante de S.aureus apres une incubation de 24-48

heures. La fermentation se traduit le virage au jaune du milieu de culture (Curie, 2003).
* Habitat

Ce sont des bactéries ubiquitaires et saprophytes qui peuvent occasionnellement
coloniser la peau et les muqueuses de I’homme et des animaux (rhino-pharynx, intestin)
(Berch et al. 2003). On le trouve sur la muqueuse (principalement, les fosses nasales) et

des zones cutanées humides (épisiotomie, aisselles) (Nauciel et al., 2005).
* Pouvoir pathogéne

S.aureus est un germe pyogene par excellence (le microbe de la suppuration)
(Curie, 2003). Elle est I'une des causes majeures d’infections humaines, responsable en
milieu communautaire de 1 a 5% des infections observées. En milieu hospitalier, 10 a 20%

des septicémies sont dues a Staphylococcus aureus (Berch et al., 2003).

Responsable de diverses infections purulentes : furoncles, anthrax, infections des
plaies, ostéomyélites ou post-chirurgicales ainsi que dans les arthrites suppurées. Il peut

étre également responsable de gastro-entérites alimentaires (Leclerc et al., 1995).

Des atteintes pulmonaires peuvent s’observer notamment chez le nourrisson et chez
les malades sous ventilation assistée. Elles peuvent parfois se compliquer de pleurésie

purulente (Leclerc et al., 1995).
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* Sensibilité aux antibiotiques

Les souches communautaires sont généralement résistantes aux penicillines G et A,
mais sensible aux pénicillines M (et aux céphalosporines). Elles sont souvent sensibles aux
macrolides, aux synergistines, et aux fluoroquilones (Nauciel et al., 2005 ; Denis et al.,
2013).

b- les bactéries a Gram négatif

Les bactéries a Gram négatif sont mises en évidence par une technique de coloration
appelée coloration de Gram. Les bactéries a Gram négatif apparaissent alors roses au

microscope.

La technique de coloration repose sur les caractéristiques membranaires et de paroi
de la bactérie. La coloration de Gram est un facteur déterminant dans la classification

bactérienne.
e Genre Escherichia
* Définition

Escherichia coli est I’espéce la plus fréquemment isolée dans le laboratoire de
bactériologie. Elle est colibacille, mobile (flagellés péritriches), isolées ou par paires et
pirvus de fimbriae. Pratiquent la fermentation ou la respiration nitrique en anaérobiose.
Fermentent le glucose via la fermentation acide mixte (Singleton, 2005). Elle est aussi

capable de fermenter le lactose et de produire de 1’indole (Curie, 2003).
* Habitat

C’est ’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. E.coli ou colibacille
est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de
I’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Denis
etal., 2013).
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* Pouvoir pathogene
Les infections a E.coli sont de deux types :
- L’infection intestinale

Responsable de gastro-entérites ayant des traductions cliniques variables : diarrhée
d’allure banale, diarrhée sanglante, diarrhée cholériforme. Chez le nourrisson, elle peut
entrainer assez rapidement un état de déshydratation (Nauciel et al., 2005 ; Denis et
al., 2013).

- Les infections extra-intestinales

E.coli est la bactérie la plus souvent en cause dans les infections urinaires ; elle est
plus fréquente chez la femme en raison de la brieveté de 1’urétre. Chez I’homme,
I’infection est généralement secondaire & un obstacle sur les voies urinaires. Elle peut
se compliquer de prostatite, et peut se traduire aussi par une méningite ou une
septicémie qui peut s’agir d’infections communautaires ou nosocomiales (Nauciel et

al., 2005 ; Denis et al., 2013).
* Sensibilité aux antibiotiques

Les souches de type sauvage sont sensibles a tous las antibiotiques actifs sur les
bactéries a Gram négatif. Malheureusement beaucoup de souches ont acquis des
résistances surtout en milieux hospitalier. Il s’agit en particulier de souches

productrices de pénicillinase (Leclerc et al., 1995).
I11-3-2 Les champignons

Champignons microscopiques unicellulaires possédant un seul noyau et se
reproduisant soit de facon asexuée par bourgeonnement ou scissiparité, soit par
reproduction sexuée par formation de spores. Les levures constituent un thalle Particulier
dans lequel les cellules restent agglomérées en colonies. Chaque levure représente la forme
végetative, et dans la plupart des cas, la forme de résistance et de dissemination de

I’espece.
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e Définition

Candida appartient a la classe des Deutéromycetes. Au sein des levures, le genre
Candida anciennement appelé Monilia compte actuellement 166 especes et regroupe les
levures non pigmentées formant des colonies blanches crémeuses. La nomenclature des
différentes étapes 5 morphologiques du développement de Candida a été clairement
définie ; les bourgeons incluent la croissance de nouveau matériel a partir d’un site
particulier du blastopore. C. albicans est capable de passer de 1’état commensal a 1’état
parasitaire (Odds, 1988).

e pouvoir pathogene

Les candidoses: Bien qu’il soit souvent présenté comme un organisme

commensal exclusif des muqueuses respiratoires, digestives et vaginales (Odds, 1988).
I11.4 Mode d'action des agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes et peuvent étre
utilisés de diverses maniéres, selon les objectifs recherchés et leur spécificité d'action qui

peut étre germicide ou germistatique.
e Action germicide

Cette action caracterise les agents ayant une action Iétale sur les microorganismes.
En fonction de la catégorie de microorganismes ciblés, les agents antimicrobiens exercent
une action bactéricide (agent antibactérien), algicide (agent anti-algues), fongicide (agent
anti champignons), virucide (agent anti-virus) ou antiparasitaire (agent anti-protozoaires).
(Bousseboua, 2006).

e Action germistatique (bactériostatique et fongistatique)

Dans ce cas, les agents inhibent la croissance du microorganisme sans le tuer
(bactérie ou Champignon). Les substances bactériostatiques inhibent temporairement le
développement microbien, les microorganismes recommenceront a se développer des que
la concentration de la substance aura diminué ou dés que l'application du procédé physique

sera interrompue (Guiraud, 1998).
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e Détermination des doses minimales inhibitrices et bactéricides

La construction des courbes de croissance in vitro en présence de concentration
croissante en agents antimicrobiens permet de définir des concentrations limites : ¢’est-a-
dire la concentration pour laquelle on n'observe pas de croissance visible. La concentration
inhibitrice 50 % ou CMI correspond a une croissance égale a la moitié de la croissance du
témoin et la concentration minimale bactéricide (la CMB) correspond a la concentration
permettant de tuer tous les micro-organismes. Celle-ci est appréciée par étalement apres
culture. Ces méthodes sont adaptables aussi bien aux antibiotiques qu’a d'autres substances

bactéricides (Perry et al., 2002).
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Cette étude a été realisée sur la poudre et I’extrait méthanolique de 1’ail. Ce dernier

a été préparé 1’année précédente est conservé a -4°C.

Vu, son activité antimicrobienne qui a été montrée sur les souches (E.coli,
S.aureus,M.morganii, P.aeruginosa, K.pneumoniae, R.ornithinolytica). Il a été choisi trois

d’autres afin de :

* tester la qualité de 1’extrait aprés conservation.

* tester 1’action sur d’autres souches bactériennes et des levures (Candida albicans)

1.1 Criblage phytochimique

Un deuxiéme screening a été fait afin de savoir la qualité de la poudre aprés conservation.

L’examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des molécules a

activités thérapeutiques dans les plantes (Seladji, 2013).

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination des différents groupes chimique contenus dans un organe
végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des
substances chimique (Boukri, 2014). Il permet donc la détection des classes de composés
chimique essentiellement les polyphénols totaux, y compris les flavonoides, les tannins, les
coumarines, les saponosides, les alcaloides, les isoprénoides qui renferme les

terpénoides...etc. (Seladji, 2013).

Ces tests phytochimiques sont représentés par des réactions de coloration et de
précipitation, des essais de solubilités des constituants presents dans la plantes vis-a-vis des
solvants organiques de polarité différente, Des examens sous la lumiere ultraviolette
(Seladji, 2013).

I-1-1 Tests biochimiques préliminaires

e Lesalcaloides
La présence d’alcaloides est établie par la précipitation de sels et la révélation a
I’aide du réactif Mayer (solution de tétra-iodomercure de potassium) (Soro et al., 2009). Il

a été procede a une macération sous agitation pendant 24h de 10 g de la poudre végétale

30



Chapitre | Matériel et Méthodes

dans 50ml de H,SO, dilué au 1/10 & une température ambiante. Aprés filtration sur papier
lavé a ’eau distillé et de maniére a obtenir environ 50ml de filtrat, Iml du macéré est
introduit dans un tube a essai puis 5goutte de réactif de Mayer ont été ajouté dans le tube.

La présence d’une turbidit¢ ou d’un précipité, aprés 15minutes indique la présence
d’alcaloides (Kanoun, 2011).

- Test de confirmation
a 5g de poudre d’ail, sont ajoutés 15ml de H,SO4 a 2%.Apres une demi-heure de
macération a une température ambiante, le macéré est filtré. 5 gouttes de réactif de Mayer
sont additionnées a Iml du filtrat. La présence d’alcaloides a ét¢é mise en évidence par

I’apparition d’un précipité blanc-jaune ou jaune clair (Dohou et al., 2003).

e Les flavonoides
Deux essais ont été effectués :

- Essai l

3g de la poudre séchée sont mélangés avec 75ml d’eau distillée dans une fiole.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 15 minutes puis le mélange est filtré et laissé
refroidir (Edeogal et al., 2005).

- Coloration en milieu alcalin
En milieu alcalin, les flavonoides se dissolvent facilement en donnant des
colorations allant du jaune au brun (Mboj, 2003). a 2ml d’extrait, quelques millilitres de
soude au 1/10° ont été ajouté dans un tube a essai (Okmu, 2005).Le test positif est révélé

par I’apparition d’une couleur jaune orangé.

- Coloration par perchlorure de fer (feCI3)
Les flavonoides, du fait de la présence de fonction phénolique, ils donnent des

colorations variées avec des solutions diluées de FeCls.

a 2ml de la solution extractive, 2 a 3 gouttes d’une solution diluée de FeCl3 a 2%
ont ¢ét¢ additionnée. Le test positif est révélé par 1’apparition d’une couleur verdatre

(Okmu, 2005).
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-Essai 11
a 10g de la poudre séche, sont ajoutés 150ml d’HCI a 1%, le mélange est laissé
pendant une nuit, puis filtré. 10ml du filtrat sont rendu basique par 1’ajout du NH,OH. Un

test positif est réveélé par I’apparition d’une couleur jaune orangé (Okmu, 2005).

e Lessaponoside
Les saponosides sont caractérisés par leur pouvoir moussant en solution aqueuse
(Mboj, 2003). Dans une fiole jaugée renfermant 80ml d’eau distillé bouillante, sont
introduites 2g de poudre, 1’ébullition sont maintenue de fagon modéré pendant 30min, le
mélange est ensuite filtré. Apres refroidissement le filtrat est agité verticalement (Karumi
et al., 2004).
La formation de mousse indique la présence de Saponosides. La teneur en saponosides est

évaluee :

Pas de mousse : test faiblement positif.

Mousse moins de 1cm= test positif.

Mousse de 1-2cm= test positif.

Mousse plus de 2cm= test tres positif (Seladji, 2013).

e LesTanins
Dans un Erlenmeyer, on disperse 5g de poudre dans 100ml d’eau bouillante. Apres
infusion pendant 15min, le mélange est filtré et complété avec de 1’eau distillée jusqu’a
100ml. & 5ml de filtrat, quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique(FeCl3) a 2%
sont ajoutées, puis le mélange est agité. Le test positif par I’apparition d’une couleur brun-

vert (Karumi et al., 2004).

- Différenciation des tanins

* Tanins catéchiques

a 5ml de solution, on ajoute Sml d’HCI concentré. L’ensemble est porté a ébullition
pendant 15min puis on filtre. En présence de tanins catéchiques, il se forme un précipité

rouge.
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* Tanins Gallique (Réaction de Stiasny)

a 30ml de solution, le réactif de stiasny (10 ml de formol a 40% et 5ml d’HCI
concentré), a été ajouté puis le mélange est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 min.
Apres filtration, le filtrat a été saturé par 5 g d’acétate de sodium. On ajoute 1ml goutte a
goutte d’une solution de FeCls a 1%. L’obtention d’une teinte bleue noire montre la

présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.
e Lescoumarines

lg d’échantillon de la poudre d’ail est placé dans un tube a essai en présence de
quelques gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert avec un papier imbibé d’une solution
de NaOH et porté dans un bain marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0,5ml de
NaOH dilué (10%) et deux taches ont été mises sur un papier filtre. Le papier est ensuite
examiné sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des
coumarines (Rizk, 1982).

e Lesstérols et les terpenes
5g de la poudre, sont dissoutes dans 1’éther de pétrole, L’extrait éthérique est filtré
puis évaporé a sec. Le résidu résultant est solubilisé¢ dans un Sml d’acide acétique ensuite
dans un 5ml de CHCI3. Puis y ajouté 1ml d’H,SO,4 concentré. Laformation d’un cercle

marron ou violet indique la présence des stérols terpéniques (Dohou et al., 2003).
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Matériel végétale
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Coumarines
Saponosides
Stérols et Macération pendant 3jours
terenes successifs avec
renouvellement du solvant

Collection de 3filtrats

Evaporation

Lyophilisation

-Etude de Pactivité
antibactérienne.

- Etude de Pactivité

antifongique.
Extrait
méthanolique

Figure.03 : Protocole expérimentale.
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Chapitre 11 Tests de ’activité antibactérienne et antifongique

I1.1 les souches testées

Les tests de 1’activité antibactérienne et antifongique ont été réalisés au niveau de
laboratoire de microbiologie- université de Guelma. Deux souches bactériennes ont étés
isolés a partir de prélevements de malades ayant des infections urinaires (E.C.B.U), et une
levure qui a été isolée a partir d’un prélevement vaginale, toutes ces souches ont étés
isolées a partir des malades au niveau de laboratoire de bactériologie —hdpital Ibn Zohr

Guelma-.

Les germes qui ont testés pour déceler 1’activité antibactérienne et antifongique de

I’extrait méthanolique de 1’ail sont les suivants :

- une souche de collection internationale ATCC (American type culture collection) :

Escherichia coli.

- une souche clinique isolée de patients hospitalisés pour des infections urinaires :

Staphylococcus aureus.
- les levures isolées a partir de prélevement vaginale : Candida albicans.
11.2 milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, il a été utilisé les
milieux de culture suivants: la gélose nutritive, la gélose Mueller Hinton, la gélose

sabouraud, bouillon nutritif, bouillon sabouraud et milieu chapman.
11.3 Repiquage des souches microbiennes

Cette manipulation implique un travail dans des conditions stériles, le repiquage se
fait par le prélévement d’une souche bactérienne a 1’aide d’une anse de platine stérile et
I’ensemencement de la souche sur un milieu gélosé (incubation a 37°C pendant 24h)
(Ahmed et al., 2012).

11.4 Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

C’est une méthode analytique permettant la détermination de la sensibilité des

bactéries aux antibiotiques. Il consiste a placer la culture de bactéries en présence d’un ou
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des antibiotiques et a observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-

ci.
11.4.1 préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement (ayant au
maximum 24h), des colonies bien isolées, ont été prélevée a I’aide d’une anse ou pipette
pasteur ; puis déchargées dans Sml d’eau physiologique stérile a 0,9% la suspension a été
homogénéisée, afin d’avoir une opacité équivalente a 0.5 Mc Farland. L’ensemencement
doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation d’inoculum (Rahal et al.,

2005).
11.4.2 Mode d’ensemencement

Le milieu Mueller-Hinton est fondu, coulé en boite de pétri a une épaisseur de
0.4mm, apres la solidification de la gélose tremper un écouvillon stérile dans la suspension
bactérienne, 1’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube
afin de la décharger au maximum. Frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée
de haut en bas en stries tres serrées. Répéter 1’opération deux fois en tournant la boite de
60° C a chaque fois sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme, finir
I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou 1’on
ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger 1’écouvillon a chaque fois (Rahal et

al.,, 2011).
11.4.3 Application des disques d’antibiotiques

Les disques ont été placés dans les boites a 1’aide d’une pince stérile. Il ne faut pas
mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de diamétre. Les disques
d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm centre a centre. L’incubation dure 18h- 24h a

37°C (Rahal et al., 2011).
11.4.4 Lecture

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition, qui se fait en
millimeétre avec précision a ’aide d’une regle double décimetre a I’extérieur de la boite

fermée.
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La souche est alors classée comme sensible S, intermédiaire I, ou résistante R par

comparaison aux valeurs critiques expérimentales diffusées par le Comité Francais de

L’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (Rahal et al., 2005).

Et Le tableau suivant montre ces valeurs critiques.

Tableau.05 : Valeurs critiques des zones d’inhibition dues aux antibiotiques (CASFM, 2009).

ATB:s testés Sigle du Charge du | Diamétres critiques (mm)
disque disque
Sensibles | Résistants
Pénicilline P 10ug >29 <18
Imipenéme IMI 10pg > 32 <26
Vancomycine VAN 30ug >17 -
Gentamicine GM (CN sur 10ug > 18 <16
disque)
Céfotaxime CTX 30ug >35 <29
Amoxiciline + AMX 20 pg >23 <16
AC.clavulanique
chloramophénicol C 30ug >23 <19
Triméthoprime + SXT 25ug >29 <23
Selphamétoxazole

Classer la bactérie dans 1'une des catégories : sensible, intermédiaire et résistante

(Andrews J.M, 2001). La figure (04) montre la technique de I’antibiogramme par la

méthode de diffusion en disque.
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Praparation da 1Minecalum

L an=a de platine {1)

Incubation 2
37sZ pdt 24h

Application des disguas
d"antikbiotigues

Figure.04 : technique de diffusion en disque (antibiogramme).
I1.5 Méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme)

Deux méthodes différentes sont employées pour [’évaluation de 1’effet
antimicrobien de cet extrait : la méthode de diffusion a partir d’un disque de papier qui
permet la mise en évidence de I’activité microbienne de I’extrait. Cette technique est
identique a celui de I’antibiogramme, la seule différence est le remplacement des
antibiotiques par des extraits (fig.05), et la méthode de macrodilution qui a pour objectif la
détermination des CMIs (concentrations minimales inhibitrices) a partir d’une gamme de

concentrations de produit dans le milieu de culture (Yakhlef, 2010).

Z: zone d'mhibition

Croissmce nucrolyenne

Figure 5 : Schéma simplifié¢ la méthode de 1’aromatogramme (Zaika, 1988).
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Le pouvoir antifongique et antibactérien de 1’extrait méthanolique de I’ail a éeté
déterminé sur deux milieux différents : gélose de Mueller Hinton et gélose de Sabouraud.
Pour ce faire, nous avons utilisé la technique de diffusion sur milieu solide (Nair et
Chanda., 2005; Perez et al, 1990). C’est une méthode similaire a celle de
I’antibiogramme qui consiste a déterminer la sensibilité¢ d’une souche microbienne vis-a-

vis un ou de plusieurs produits.
11.5.1 Préparation des disques

Les disques ont été préparé a partir du papier whatman de 6 mm de diamétre,
ensuite, ils ont été mis dans un tube a essai, stérilisés a 1’autoclave 15 minutes a 120°C,
puis stockés a une température ambiante (le tube a essai est hermétiqguement fermé)
(Goumni et Salhi, 2013).

11.5.2 Préparation des précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie
contenant de la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture

jeune des bactéries et des colonies isolées (Goumni et Salhi, 2013).

A partir de ces boites, a l'aide d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques ont été prélevée et mises dans 5ml d'eau physiologique stérile a
0.9% de sel (NaCl). La suspension bactérienne était bien homogénéisée, et la densité
optique était lue a 625 nm été justifié a 0.08 a 0.10 nm. On admet que cette densité
mesurée & 625 nm est équivalente a été 10° CFU/ml (Mohammedi, 2006). L’inoculum
était ajusté soit en ajoutant a culture s'il est trop faible, ou de I'eau physiologique stérile s'il
est trop fort. A partir de I’inoculum ajusté, une dilution au 1/100éme a été réalisée, pour
avoir une suspension de 10° UFC/ ml (Akhad, 1998). L'ensemencement doit se faire en
moins de 15 min apres la préparation de I'inoculum. Les disques préalablement préparés
sont ensuite imbibés de 20ul de la gamme de concentration d’extrait (10mg, 50mg, 100mg,
150mg, 200mg, 250mg)/ml du méthanol, puis ils ont étés déposés a 1’aide d’une pince
stérile a la surface de la gélose ensemencés par la souche a tester. La sensibilité des
bactéries au méthanol est appréciée selon le méme protocole que précédemment, mais avec

les disques contenant 20pl de méthanol pour servir comme témoin (Lahlah, 2008).
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Les boites de pétri sont laissées sur la paillasse au moins 15 min pour une
prédiffusion de I’extrait avant d’étre incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries
(Belaidi, 2012). Et pour la levure a 37°C pendant 48h.

11.5.3 Lecture

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’une régle en mm. Le résultat peut étre symbolisé par des signes d’apres la

sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait méthanolique (Hamidi, 2013).
Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

Sensible (+) : diameétre entre 9 a 14mm.

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
11.6 Méthode de macrodilution en milieu liquide

11.6.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible a 1’ceil nu aprés un temps d’incubation de 18 a 24h. sa détermination a
été faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiées dans
chaque tube (Toty et al., 2013).

Dans une série de neuf tubes a hémolyse numérotées de C1 a C9, on a introduit 1ml
de I’inoculum. Ensuite, on a ajouté dans les tubes, 1 ml d’extrait végétal selon la gamme de
dilution préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite de sorte que 1ml d’extrait
végétal de 1/64 soit transféré dans le tube C2, le tube C3 a recu 1 ml de 1/32 ainsi de suite
jusqu’au tube C9 qui a acquis Iml de 9/2. Le tube C1 a regu au lieu de ’extrait végétal, 1
ml de méthanol qui a servi de témoin de croissance. Ces tubes ont étés incubés a 37°C
pendant 18 a 24h (Toty et al., 2013).
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11.6.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide
(CMF)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01 % de germes survivants. A 1’aide d’une anse de platine,
les contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et
ensemencés sur une gélose en commengant par le tube de la CMI. L’ensemencement a été
fait par stries paralléles a la surface de la gélose. Les boites ont été incubées a 1’étuve a
37°C pendant 24h (Toty et al., 2013).

Le premier antifongique utilisé est la substance active miconazole, appartenant a la
famille des Imidazoles. Il est utilisé a large spectre pour le traitement des infections
fongiques. Son spectre d’activit¢ comprend les genres Candida, Trychophyton,
Aspergillus et Malassezia (Bossche et al., 2003). L’activit¢ antifongique du
miconazole repose sur deux mécanismes complémentaires : Une activité fongistatique
(Fromtling, 1988). et Une activité fongicide (Barasch et Griffin., 2008 ; Quatresooz et
al., 2008).
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ITL.1 résultats de I’analyse phytochimique

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants
une plante, a permis d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologique. Pour cela le
screening phytochimique a été réalisé sur le matériel végétal broyé de 1’ail en utilisant des
solvants de polarité différente et des réactifs spécifiques de révélation. Les résultats

expérimentaux des tests phytochimiques sont mentionnés dans le tableau et la figure (06).

Tableau.06 : Screening phytochimique de la poudre d’ail.

Meétabolites secondaires

La Alcaloides | flavonoides | Saponosid | Tanins | Tgal | Tcat | Coumarines | Stérols et
plante -es terpenes
Allium | +++ + +++ ++ - ++ - +++
Sativum

(-) : absence ; (+) : présence en faible quantité ; (++) : présence en quantité moyenne ;

(+++) : Présence en gquantité importante.
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Saponosides

Flavonoides

Coumarines

Les Stérols et

les terpénes Les tanins tanin gallique  tanin catéchique

Figure.06 : Résultats des tests phytochimique de ’ail.

Les résultats expérimentaux du criblage phytochimique mentionnés dans le tableau
(06) et dans la figure (06), montrent la présence des flavonoides, des tanins, des stérols et
des terpénes, des alcaloides ainsi que la présence des saponosides en quantité importante.

Cependant le test des coumarines et tanins galliques produit une inférence négative.

La mise en évidence des flavonoides dans le matériel végétal broyé de la plante est
confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune orangé en contact avec la soude (milieu
alcalin). Les Tanins sont présents avec une intensité importante et sa présence est
confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant une

coloration brun-verdatre.

Le test positif des stérols et triterpénes a permet de confirmer leur présence avec une

apparition d’un cercle marron ou violet.
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De facon générale, les familles chimiques détectées dans cette étude viennent
confirmer les travaux de Bekkai et al., (2011) et Najjaa et al., (2011). Ces derniers ont

permis de mettre en évidence la richesse de 1’ail en composés bioactifs.

De méme les tests phytochimiques réalisés par Mangambu et al., (2014) ont
montré également la présence des métabolites secondaires ce qui est comparable aux
résultats obtenus, a I’exception des flavonoides et des tri triterpénoides qui sont révélées

forte.
I11.2 Résultats du test du pouvoir antimicrobien

111.2.1 profil aux résistances aux antibiotiques

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité ou la résistance de souches
testées aux antibiotiques. Le profil de résistance de ces souches a été déterminé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé, le tableau (07) ci-dessous rapporte les valeurs en
mm des zones d’inhibitions manifestées par les antibiotiques sur les différentes souches

étudiées.
Tableau.07 : Diameétres d’inhibitions des souches étudiées vis-a-vis des antibiotiques.

(Diamétre de la zone d’inhibition en mm)

Diameétres des zones d’inhibitions (mm)
ATB | IMI | CTX CN P VA AMC SXT C
Souches
E. coli ATCC 27 29 20 / / 12 28 34
25922
S. aureus / / 23 12 15 / 25 /
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E.coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus

Figure.07 : Comportements des souches testées aux antibiotiques.

D’apreés ces illustrations, il a été observé que les deux souches de bactéries étudiées

réagissent differemment aux antibiotiques testes.

La souche d’E.coli ATCC 25922 a montré une sensibilit¢ & chloramophénicol,
(34mm) et une résistance a 1’amoxiciline + AC.Clavulanique (AMC) (12mm). Elle se

révele intermédiaire aux Imipenéme (27mm), Céfotaxime (29mm), Gentamicine (20mm).

Pour S.aureus, elle avait montré une résistance a Pénicilline, avec un diametre de

zone d’inhibition de 12mm. Par contre elle était sensible a la Gentamicine (23mm),
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triméthroprime+ sulphamétoxazole (25mm), et cet effet est plus faible pour 1’antibiotique

Vancomycine.
111.2.2 Méthode de diffusion en disque (Aromatogramme)

La méthode de diffusion des disques a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien et I’antifongique de ’extrait méthanolique de 1’ail vis-a-vis des souches
bactériennes et fongiques utilisées, celle-ci se traduit par 1’apparition d’une zone

d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait.

Les résultats du test de sensibilité microbienne a I’extrait (aromatogramme) sont
indiqués dans le tableau (08) et les figures (08, 09, 10). Les valeurs indiquées sont les

moyennes de deux mesures.

Tableau.08: Diamétres des zones d’inhibitions en (mm) de D’extrait méthanolique

d’Allium sativum.

Diametre des zones d’inhibitions (mm)
Extraits | 10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/ml | 250mg/ml
souches
E.coli ATCC 13 15 18 20 21 22
25922
S.aureus 9 14 15 15 16 16
C.albicans 19 18 19 20 21 23
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Figure.08 : Histogramme de 1’aromatogramme de différentes souches testées

Pour [D’évaluation du potentiel antibactérien et antifongique de I’extrait
méthanolique de I’ail, il a été préférer de tester contre plusieurs cibles, car chacune d’elles

possede des structures cellulaires et un métabolisme particulier.
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Les résultats présentés dans les tableaux et les figures montrent que :
L’extrait présente des activités importantes, qui s’étendent sur la totalité des souches de la
collection avec une diminution du diameétre des zones d’inhibitions correspondant a une

diminution de la concentration de 1’extrait appliquée.

* E.coli ATCC 25922, montre une sensibilité importante vis-a-vis aux différentes
concentrations testées avec des auréoles d’inhibitions qui varient entre 13mm- 22mm. Il a
été observé une égalité approximative du diamétre d’inhibition de I’extrait méthanolique

(18mm) et de la Gentamicine (20mm).
Les mémes résultats (diamétres d’inhibitions) ont été obtenus avec E.coli clinique.

* S.aureus a montrer une sensibilité importante vis-a-vis les différentes concentrations
testées avec des halos d’inhibitions entre 9mm- 16mm. Les souches de référence de genre
Staphylococcus, se sont révélées plus sensibles avec des zones d’inhibitions de 12 mm-

15mm.

* la levure C.albicans s’est avérée sensible a 1’extrait méthanolique de 1’ail avec des zones

d’inhibitions de 18mm-23mm.

Nombreuses études concentrées sur 1’effet des différentes extraits d’ail (extrait
aqueux, extrait méthanolique) sur candida ont montré I’action antifongique avec des zones

variant entre 15-35mm (Berbaoui et al., 2009).

En ce qui concerne les antibiotiques, quelques zones d’inhibitions importantes ont
été enregistrées avec S.aureus, ce qui permet de constater que les antibiotiques testés
(Gentamicine, Triméthoprime + Sélphamétoxazole) étaient plus actifs vis-a-vis de la
souche par rapport a I’extrait. Par contre, E.coli n’était sensible que chloramphénicol avec
un halo d’inhibition de 34mm, alors que I’activité antibactérienne de I’extrait s’est avérée

moyenne avec une zone maximale d’inhibition de 22mm.

* Un contrble négatif était réalisé par le méthanol.
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E.coli ATCC 25922

S.aureus

Figure.09 : Effet de I’extrait méthanolique de 1’ail sur E.coli ATCC 25922 et S.aureus.
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Figure.10: Effet de I’extrait méthanolique de 1
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Les résultats obtenus prouvent I’existence d’une activité antimicrobienne

(antibactérienne + antifongique). Donc il est intéressant d’estimer les CMI.
111.3 Méthode de macrodilution en milieu liquide

Les résultats de la CMI et la CMB ou CMF sont mentionnés dans le tableau (09) et
les figure (11) ci-dessous.

Tableau.09: Valeurs des CMI et de la CMB ou CMF de I’extrait méthanolique sur les

microorganismes etudiées.

CMI (VIV) CMB (VIV) CMB/CMI
E.coli ATCC 25922 1/32 1/32 1
S.aureus 1/8 1/4 2
CMI (VIV) CMF (VIV) CMF/CMI
C.albicans 1/8 1/8 1

Le tableau (09) donne les résultats de la CMI, la CMB et la CMF. La souche
E.coli était la plus sensible a 1’extrait avec une concentration (CMI) de 1/32, tandis que la
souche S.aureus était moins sensible a 1’extrait avec une CMI de 1/8, et C.albicans était

plus sensible a I’extrait avec une CMI de 1/8.
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Figure.11 : Présentation de la série de dilutions en milieu liquide des souches testées
(détermination de la CMI).

e Concentration minimale bactéricide (CMB)

D’apres les rapports de CMB/CMI indiqués dans le tableau ci-dessus, qui est
compris entre 1 et 2, on peut déduire que I’extrait méthanolique posséde un pouvoir

bactéricide sur les deux souches testées.

52




Chapitre 111 Résultats et discussions

E.Coli ATCC 25922

Figure.12 : Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB).

e la concentration minimale fongicide (CMF)

La reprise de la croissance traduit un effet fongistatique et I’absence de croissance
un effet fongicide. D’aprés le rapport CMF/CMI indiqué dans le tableau (09), qui est égale

a 1, on peut déduire que I’extrait méthanolique posseéde un pouvoir fongicide sur

c.albicans.
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Figure .13 : Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF).

La plante d’ail (Allium sativum) est douée de propriétés antimicrobiennes trées
appréciés et cela justifie son utilisation dans le traitement traditionnelle comme un remede
antibactérien et antifongique.

Les deux souches d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus étaient plus sensibles
a I’extrait. L’hypersensibilité de celle-ci peut s’explique par la probabilité¢ de la sensibilité
aux changements environnementaux exercés par 1’extrait, tel que le pH (Balentine et al.,
2006). Tsao et al., 2003 ; Zhou, 2003 et Najjaa et al., 2011 Viennent confirmer nos
résultats.

Les résultats obtenus concordent avec ceux de plusieurs auteurs notamment
(Ankri et al., 1999 ; Santhosha et al., 2013 et Reuter,1995) qui ont indiqué une activité
considérable contre E.coli. En revanche, ils s’opposent aux résultats de (Dziri et al., 2012 ;
Kallel et al., 2014) qui ont démontré une faible activité contre E.coli et un effet négatif
contre staphylococcus. La sensibilité de diverse bactéries aux préparations pures d’allicine
est trés significative (Rabinkov et al., 1998). Mirelman et al., 1987 ont montré que
I’allicine présentait un large spectre d’action. En effet, diverses préparations d’ail ont
montré une gamme étendue d’activité antibactérienne contre les bactéries Gram (-) et

Gram (+).
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La souche Candida albicans est plus sensible a I’extrait méthanolique de 1’ail,
autres résultats obtenus par (Farhat Ali Khan et al., 2014) qui ont indiqué que Les extraits
de I’ail (Allium sativum L.) et I’oignon (Allium cepa l.) contient des substances
antimicrobiennes volatiles qui ont un effet d’inhibition sur Aspergillus flavus,
A.parasiticus, candida albicans, Cryptococcus, Penicillium, Rhodotorula, Saccharomyce,
Torulopsis, et Trichosporonspp. Le composé majeur qui a présenté une activité
antifongique est 1’allicine (Davidson, 1997 ; Ahmed et al., 2012). D’autres études sur
I’extrait aqueux d’ail Egyptien (Allium sativum L.) ont montré une action contre
Aspergillus flavuset Candida albicans. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est
3,60 mg/ml.

D’apres Irkin and Korukluoglu (2007), la capacité antifongique des extraits
d’allium sativum est due a la présence de substances chimiques telles que I’allicine, 1’alline
a différentes concentrations. L’activité antimicrobienne de huiles essentiels et des jus des
plantes peut étre expliquée par I’interaction de ces composés avec les biomembranes
(Veldhuizen et al., 2006). Pour les mycéliums fongiques, la croissance peut étre reduite ou

totalement inhibée (Cristani et al., 2007).

Les résultats obtenus concordent avec celle de Berbaoui et al (2009), qui ont
indiqué que le macérat d’Allium sativum a un effet antifongique sur le Candida albicans
avec un diameétre d’inhibition (23mm). L’antifongique utilisé par la population locale a
montré sur 100% du candida albicans nosocomiaux testés, avec des zones d’inhibitions
allant de 15 mm a 35 mm pour Allium sativum. Cowan, (1999) a rapporté que les
différentes classes de polyphénols essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent
augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette toxicité est fonction
du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le composé phénolique. En
outre, il est évident que I’augmentation de 1’hydroxylation conduit & une augmentation de
la toxicité. L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la
croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction
avec les enzymes ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010).
La caractérisation chimique récente sur les composés soufrés de I’ail a permis d’indiquer
qu’ils sont les principaux agents antimicrobiens actifs (Rose et al., 2005). L’allicine est
I’un des principes actifs de broyats d’ail fraichement écrasé. C’est une molécule instable,

peu miscible dans des solutions aqueuses et qui a I’odeur typique de I’ail. L’oxydation a
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I’air de ce dernier conduit au disulfure de diallyle (DADS), sulfure de diallyle (DAS),
trisulfure de diallyle (DTS) et de dioxyde de soufre (Bruneton, 2009).

La sensibilité peut étre due a I’incapacité de la plupart des souches a développer
une résistance a 1’allicine parce que le mode d’action de ce dernier est totalement différent
de celui des autres substances synthétiques. Il a été proposé que le développement de la
résistance aux antibiotiques béta-lactamine soit 1000 fois plus facile que le développement
de la résistance a I’allicine (Ankri et Mirelman, 1999). Selon Cantwell, (2000) de fortes
variations dans les activités biologiques de la poudre d’ail, sont observées en fonction de
leur mode de préparation. Sachant que ’allicine est partiellement soluble dans I’eau étant
plus soluble dans 1’alcool. Bruneton, (2009) a également confirmé les données de
Cantwell, (2000) a propos I’analyse fine des extraits alcooliques d’ail en montrant la
présence de produits de condensation de I’allicine, les 6-Z et les 6E-ajoénes (4, 5, 9-
trithiadodéca-1, 6, 11-trien-9-S-oxyde) et de produits de cycloddition du propénthial
(vinyldithiines). Ce qui justifie le pouvoir puissant de 1’extrait méthanolique contre les
souches testées. L'allicine, I'un des principes actifs de broyats d‘ail fraichement écrase, a
une varieté d'activités antimicrobiennes. L’allicine dans sa forme pure a été trouvé pour

présenter:

e une activité antibactérienne contre une large gamme de bactéries Gram-négatives et
Gram- positives, y compris les souches multi-résistantes enterotoxicogenic
d'Escherichia coli;

e une activité antifongique, en particulier contre Candida albicans (Ankri et al.,
1999).

Par ailleurs, I’ajoéne possede une activité antifongique contre: Scedosporium
prolificans (Davis et al., 2003), Aspergillus niger et Candidas albicans (Yoshida et
al.,1998 ; Nagnawa et al., 1996).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un
grand intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la
chimiothérapie. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes
médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication

par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce travail nous avons entrepris une

¢tude phytochimique et biologique sur 1’extrait méthanolique de 1 'Allium Sativum L.
Dans la présente étude, différentes aspect d’Allium sativum ont été étudiés :

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent une composition riche et
variée en métabolites secondaires.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur deux souches bactériennes et
une souche de levure, selon la méthode de diffusion sur disque, les résultats indiquent
que I’extrait a une activité antibacterienne sur toutes les souches testées et une activité
antifongique sur la souche C.albicans. La méthode de dilution a confirmé les
résultats de I’aromatogramme. Les CMI obtenues sont comprises entre 1/32 et 1/8. De
méme, la détermination de la CMB de I’extrait méthanolique de 1’ail nous a permis
que I’extrait posseéde un pouvoir bactéricide sur les deux souches testées comme il y a
un pouvoir fongicide sur la levure.

Les résultats obtenus au terme de la présente étude apportent une confirmation
quant a I’existence d’une activité antimicrobienne inhérente a /’A/lium sativum L.
Alors, la poudre et I’extrait ont bien gardé leurs:
% Qualité — Par les tests phytochimique
% Action antimicrobienne

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant de continuer ce travail sur
plusieurs aspects :

+ Elargir ’action de cet extrait sur d’autres souches de bactéries, et des levures.
+ Déterminer la concentration de la composition des molécules bioactifs
présentes dans cet extrait, ainsi qu’un screening plus complet des principaux

groupes chimiques potentiellement actifs.
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Annexe 1

1.1 Matériel screening phytochimique
1.1.1 les produits chimiques et les réactifs
e H,So,, FeCls, HCI, NH,OH, NaOH.
e Réactif de Mayer, Réactif de stiasny, Acétate de sodium.

e Eau distillée.
1.2 Matériels bactériologique
1.2.1 Produits utilisés

e Meéthanol, I’eau physiologique.
e Gélose Nutritive, Gélose de Mueller Hinton, Gélose Chapman, Gélose

Sabouraud, Bouillon nutritif, Bouillon Sabouraud.
1.1.2 Les équipements

e Autoclave.

e Four pasteur.

o FEtuve.

e Bain marré.

e Réfrigérateur.

e Balance.

e Balance de précision.
e Agitateur Vortex.

e Spectrophotometre.
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Annexe 2

2.1 Milieux de culture solides

2.1.1 Gélose nutritive

* Composition
e Extrait de viandede boeuf...............ooo 5al10g
P PlONE. ..o s 10g
e Chlorure de sodium...........coeviiiiiiiiiiiiii e, S5¢g
O AT . e 15¢
o FEaudistillée.........oooiiiii 1000ml

* Préparation

e Aprés dissolution de tous les ingrédients dans I’eau distillée, ajuster le

pH & 7,4 et stériliser & 120°C pendant 20 min.

2.1.2 Gélose Chapman

*Composition
o Extraitde viande..............ooiiiiiiiiiiii lg
o Extraitdelevure.............coooiiiiiiiiiiiiii 3g
L ) 0110 ) o U< S5g
e Peptone bactériologique..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiinnn... 10g
e Chlorure de sodium...........cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiinnins. 70g
o Mannitol.......o.ovuiiiiiii e 0,025¢g
L . Pt 15¢

* Préparation

e Aprés dissolution de tous les ingrédients dans 1’cau distillée, ajuster le

pH a 7,4 et stériliser a ’autoclave 20min a 120°C.
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2.1.3 Gélose Mueller Hinton

*Composition
e Infusionde viandede bceuf..............c.oo 4g
e Hydrolysat acide de Caseine ............cooeeviviiiiiiiniiniiieennnn, 17,5¢
o Amidondemais.........cooiiiiiiiiiiiii 1,5¢
L . 12¢g
*Préparation

e Apres dissolution de tous les ingrédients dans I’eau distillée, ajuster le pH a

7,3 et stériliser a I’autoclave 15 min a 121°C.
2 .2. Milieux de culture liquides
2.2.1 Bouillon nutritif

* Composition

®  PePLONE ..ttt 10g

e Chlorure de Sodium...........ooviiiiiiiiiii i, S5¢g

e Extraitdebceuf..............oooii 5a10g

e FEaudistillée.........coouiiiiiiii 100ml
*Préparation

e Apres dissolution de tous les ingrédients dans 1’cau distillée, ajuster le pH a

7,3 et stériliser a I’autoclave 15 min a 121°C.
2.3 Préparation de I’eau physiologique
* Composition

e Chlorure de sodium ...........ccceviiiiiiiiiiiiiiii e, 9g

e Faudistillée .........cooiiiii 1000g
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*Préparation

e Apres dissolution de chlorure de sodium dans ’eau distillée, ajuster le pH et

stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 30min.
2.4 Préparation de la solution 0.5 Mac Farland
* Composition

e BaCl2 déshydraté @ 1%0........cccevvereveieieieeiese e 0,5ml
©  H2SO04 @ 1%0.....cciiceiieeciieeeee et 99 .5 ml

*Préparation
e Mc¢langer 1% d’une solution de BaCl2 dans 1% de 1’acide sulfurique (H2SO4)
- Solution de BaCl2 a 1%
Dissoudre 1 g de BaCl, dans 100ml d’eau distillée.
- Solution d’H2S04 a 1%

Prélever 1ml d’acide sulfurique et compléter le volume jusqu’au 100 ml par I’eau

distillée.
2.5 Préparation de bouillon de sabouraud

*Composition

O TryptOne. .. ..ot 5g/L
e Peptone pepsique de viande...............oooiiiininn. .5g/L
®  GlUCOSE. ... 20g/L

PH du milieu prét a I’emploi a 25°C :5,7+/- 0,2
*Préparation

e Mettre en solution 30 grammes de milieu déshydraté dans 1litre d’eau
distillée ou déminéralisée.

e Agiter lentement, jusqu’a dissolution compléte.
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Répartir en tube ou en flacons stériliser a I’autoclave a 121°C pendant
15minutes
Tenir le flacon soigneusement fermé entre +2 et +30°C usage in vitro. Ne

pas ingere, Ne pas inhaler.



Résumé

Afin de valider I’utilisation traditionnelle des plantes dans le traitement de certaines maladies
causées par des germes pathogénes, Allium sativum L; une plante utilisée en médecine
traditionnelle dans le traitement de ces maladies a été investiguée pour ses propriétés
antimicrobiennes (antibactérienne, antifongique). Le screening phytochimique sur la poudre d’ail
a permet de mettre en évidence la présence des métabolites secondaires : les saponosides, les
tanins, les flavonoides, les stérols et les terpénes ainsi que 1’aliine qui est le précurseur de
I’allicine. Les méthodes de la diffusion en milieu gélosé et en milieu liquide ont été utilisées pour
tester I’activité antimicrobienne de I’extrait methanolique et la détermination de la CMI, CMB et
la CMF. Les différents tests ont été effectués sur trois souches dont deux souches bactériennes et
une levure. Les Concentrations minimales inhibitrices de I’extrait variant entre 1/32 et 1/8, les
concentrations minimales bactéricides entre 1/32 et 1/4 et la Concentration minimale fongicide
est égale a 1/8. La plus faible valeur de CMI et de CMB a été observée avec S.aureus. Tandis
que la plus grande valeur de ces mémes a été obtenue sur E.coli, et une grande valeur de CMF a
été obtenue sur C.albicans. Cet extrait a exercé une activité bactéricide et fongicide sur toutes les
souches testées. Ceci pourrait justifier 1'utilisation de 1’ail dans le traitement de diverses
infections.

Mots clés: Allium sativum L, activité antibactérienne, activité antifongique, 1’extrait
méthanolique, Allicine, Aliine.

Abstract
To validate the traditional ude of plants in the treatment of certain deseases caused by pathogens
germs, Allium sativum L ; a plant used in traditional medicine in the treatment of this diseases
has been investigated for its antimicrobial properties (antibacterial, antifungal). The
phytochimical screening of garlic powder has allowed to highlight the presence of secondary
metabolites : the saponins, alkaloids, tannins, flavonoids, sterols and terpens and allin which is
the precursor of Allicin. The methods of disk diffusion and liquid medium were used for testing
the antimicrobial effect of methanolic extract and the determination of the MIC, MBC and MFC
respectively. The different tests were performed on three strains which two are bacterial strains
and yeast. The minimum inhibitory concentrations of the extract varied between 1/32 and 1/8,
the minimum bactericidal concentrations are between 1/32 and 1/4 and the minimum fungicidal
concentration is 1/8. The lower value of MIC and MBC was observed with S.aureus while the
greatest value of these parameters was obtained on E.coli, and a great value of MFC was
obtained on C.albicans. This extract exerted a bactericidal and fungicidal activity against all
strains tested. This might justify the use of Allium sativum in the treatment of various infections.
Keywords : Allium sativum, antibacterial activity, antifungal activity, the methanol extract,
allicin, aliin.
uadld)

a4 ¢ Alljum sativum L s sl (e daalill (il po¥1 dallae 8 clilall galiil) ahaain¥) daia (e (Giaill
il jeky (Gl kil slias cadil yall slias) il jSaall 3alian Wiy Gaaill ) je¥1 o2 23l & gl k) b
u..,\.dy‘ L.a,gb il g echlan g8l echlinlil) cchlay o8 ¢ a1 galiall (4, U Ol pall e g r‘.\).\j\ (3 9nmnal ‘_;7\4.\5\ ‘_rﬂ_m:\ﬁ\
Shia) dal e Jiles Jans 5 (8 il 48 sl g (g shin Jama s (3 JLEBY) AR sl Jleriad w3 385 () H2me 58 (51
N aally (CMI) el 35l o) aall paas Lial s Jsilina) alitudl 5 Sl LLiall saliadl) 5 yl)
iDL agin e YO (e gl A (CMF) kil auall 58l GaY) aally (CMB) adiall sl S 5l
Y 2l G 3S 5 W 8/1 5 32/1 om e gl paliiall Jadial) S il oY) aall GBS s A0S
&2 CMBSCMI 4 (mliai) Jaa g1 385 8/ (5sbas adll apsall 58 5l 3sW) aall5 4/1 5 32/10m (sed 2sall 38 5l
te 5onS dad o Jseasll a3 5 ELcOli ge Sl oda e e S e Jsandl &5 s 3 Saaureus
psil aladind Hon Le ey Lol &5 Sl OV mes e e Wald (e jle paliiuadl 13a Clalbicans

Al Gl #3e 8 (Allium sativum L)
‘gljsli,}d\ oaliiiall el jladll sladdl Labatll (bl sleaddl Ll cAlljum sativum L sdealidal) clalsl)



