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Résumé

La diminution de [I'efficacité des antibiotiques actuellement utilisés et I'émergence des
bactéries multirésistantes (BMR) constituent une grave menace pour la santé publique dans le
monde entier. Il est donc urgent de créer de nouvelles classes d'antimicrobiens, et la recherche
se poursuit. La présente étude visait a évaluer la prévalence, I'étiologie et les profils de
résistance aux antibiotiques des bactéries isolés a partir des échantillons cliniques a I'hopital
central les Sceurs Bedj de Chlef (Algerie), sur une période de 3 ans et 3 mois (octobre 2019 a
décembre 2022). Les méthodes de diffusion sur puit et de microdilution en bouillon ont été
utilisées pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de deux plantes poussant a I'état
spontané au sud-ouest algérien, a savoir, Ephedra alata (Alenda) et Haloxylon scoparium
(Rimth) contre des isolats cliniques muliresistantes (BMR) et des souches de référence
(ATCC). Pendant les trois années et trois mois de I'étude prospective, 424 isolats sur 1720
échantillons ont été identifiés. La majorité de ces isolats identifiées ont été isolées a partir de
cultures de l'urine (n= 202, 47,64 %), suivies de pus (n= 98, 23.11 %), des cathéters (n= 37,
8.73 %) et des prélevements pulmonaires (n=24, 5.66 %). La plupart des isolats cliniques
étaient a Gram négatif (n=318, soit 75 %). E. coli était I'espece prédominante (21.22%), suivie
de K. pneumoniae (18,16 %), S. aureus (13,92 %), Acinetobacter sp (8.96%) et de P.
aeruginosa (8,26%). Le schéma de la résistance a révélé que I'ampicilline (80.86 %) était
I’antibiotique le moins efficace, suivi de la ticarcilline/ acide clavulanique (78.54 %), la
ticarcilline (77 %), le céfazoline (73.83%0), I’lamoxicilline/ acide clavulanique (72,04 %), la
pipéracilline (61.02 %) et I’acide nalidixique (59.39 %). Les isolats a Gram négative se sont
révélés relativement sensibles a I’Imipénéme et a lI'amikacine, tandis que Les Gram positif au
chloramphénicol et a la teicoplanine. Parmi les isolats, 120 étaient MDR (28,30 %), 95 XDR
(22,41%) et 23 PDR (5,42%).

Le screening phytochimique a révélé la présence de différents groupes de métabolites
secondaires dans les parties aériennes des plantes tels que, les tannins, flavonoides, alcaloides,
Stéroides, composes réducteurs et coumarines. L'analyse quantitative par spectrophotométrie

a montré que l'extrait méthanolique d’E. alata et d’H. scoparium avait les teneurs les plus
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élevées en phénols (214.92 et 174.39 mg AGE/g d'extrait) et en flavonoides (30.74 et 43.5 mg
CE/g d'extrait). En fonction des teneurs en tannins, le niveau le plus élevé a été détecté dans
I’extrait méthanolique chez E. alata (3559 mg TAE/g d’Ext) et dans I’extrait hydro-
méthanolique chez H. scoparium (16,13 mg TAE/g d’Ext). L'analyse par HPLC -DAD des
extraits méthanoliques d’E. alata et d’H. scoparium a révélé que 1’épicatéchine est le
composé phénolique le plus répandu, a des niveaux de 12.116 et 47.516 mg/g d’Ext,

respectivement.

L’étude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur puit, a montré une
activité des extraits d’E. alata contre toutes les especes testées, bien qu'a des concentrations
plus élevées, et une forte activité a été enregistrée contre S. aureus ATCC 25923 et B. cereus
ATCC 10876 a toutes les concentrations. De méme, 1’extrait méthanolique d’H. scoparium a
montré une activité contre la plupart des espéces testées a toutes les concentrations, et une
bonne activité inhibitrice a été enregistrée contre S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC
10876, I’isolat de S. aureus (BMR), et P. aeruginosa ATCC 27857 a la concentration de 100
mg/mL. Cependant, L'extrait hydrométhanolique d’H. scoparium a montré la plus faible
activité contre toutes les souches aux concentrations testées, a I'exception les souches de B.
cereus ATCC 10876 et de S. aureus ATCC 25923 a 100 mg/mL. La methode de
microdilution en milieu liquide a permis d’obtenir les CMI et CMB les plus faible avec
I'extrait méthanolique contre S. aureus ATCC 25923 et B. cereus ATCC 10876 allant de 4,17
a8.33 mg/mL et 12.5 a 25 mg/mL, respectivement.

L’extrait méthanolique d’E. alata et d’H. scoparium a présenté 1’activité antiradicalaire la
plus importante avec une 1C50 de 226.58 et de 249.89 ug /mL, respectivement. L’étude de la
toxicité aigle a indiqué que les quatre extraits testés étaient sans danger pour les souris Swiss

albinos.

Mots clés : multirésistantes, Ephedra alata, Haloxylon scoparium, extraits, HPLC-DAD,

activité antimicrobienne, activité antiradicalaire, toxicité aigue.
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Abstract

The declining efficacy of currently used antibiotics and the emergence of multidrug-resistant
(MDR) bacteria pose a serious threat to public health worldwide. New classes of
antimicrobials are therefore urgently needed, and research is ongoing. The present study
aimed to assess the prevalence, etiology and antibiotic resistance profiles of bacteria isolated
from a series of clinical samples at the Sceurs Bedj Central Hospital in Chlef, Algeria, over a
period of 3 years and 3 months (October 2019 to December 2022). Well diffusion and broth
microdilution methods were used to evaluate the antimicrobial activity of extracts from two
plants growing spontaneously in southwestern Algeria, namely Ephedra alata (Alenda) and
Haloxylon scoparium (Rimth), against multidrug-resistant clinical isolates (MDR) and
reference strains (ATCC). During the three years and three months of the prospective study,
424 isolates from 1,720 samples were identified. The majority of these identified isolates were
isolated from urine cultures (n= 202, 47.64%), followed by pus (n= 98, 23.11%), catheters (n=
37, 8.73%) and lung specimens (n=24, 5.66%). Most clinical isolates were Gram-negative
(n=318, 75%). E. coli was the predominant species (21.22%), followed by K. pneumoniae
(18.16%), S. aureus (13.92%), Acinetobacter sp (8.96%) and P. aeruginosa (8.26%). The
pattern of resistance revealed that ampicillin (80.86%) was the least effective antibiotic,
followed by ticarcillin/clavulanic acid (78.54%), ticarcillin (77%), cefazolin (73.83%),
amoxicillin/clavulanic acid (72.04%), piperacillin (61.02%) and nalidixic acid (59.39%).
Gram-negative isolates were relatively sensitive to Imipenem and amikacin, while Gram-
positive isolates were relatively sensitive to chloramphenicol and teicoplanin. Of the isolates,
120 were MDR (28.30%), 95 XDR (22.41%) and 23 PDR (5.42%).

Phytochemical  screening  revealed the presence of various groups of
secondary metabolites in aerial parts of plants such as tannins, flavonoids, alkaloids,
steroids, reducing compounds and coumarins. Quantitative analysis by spectrophotometry
revealed that the methanolic extract of E. alata and H. scoparium had the highest levels of
phenols (214.92 and 174.39 mg AGE/g extract) and flavonoids (30.74 and 43.5 mg EC/g
extract). In terms of tannin content, the highest level was detected in the methanolic extract of

E. alata (35.59 mg TAE/g Ext) and in the hydromethanolic extract of H. scoparium (16.13 mg
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TAE/g Ext). HPLC-DAD analysis of methanolic extracts of E. alata and H. scoparium
revealed that epicatechin is the most prevalent phenolic compound, at levels of 12,116 and
47,516 mg/g Ext, respectively.

The study of antimicrobial activity by the well diffusion method, showed activity of E. alata
extracts against against all tested species though at higher concentrations, and higher activity
was recorded against S. aureus ATCC 25923 and B. cereus ATCC 10876 at all
concentrations. Similarly, the methanolic extract of H. scoparium showed activity against
most species tested at all concentrations, and good inhibitory activity was recorded against S.
aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 10876, S. aureus isolate (MDR), and P. aeruginosa
ATCC 27857 at a concentration of 100 mg/mL. However, the hydromethanolic extract of H.
scoparium showed the lowest activity against all strains at the concentrations tested, except
against B. cereus ATCC 10876 and S. aureus ATCC 25923 at 100 mg/mL. The microdilution
method in liquid medium led to obtain the lowest MICs and MBCs with methanolic extract
against S. aureus ATCC 25923 and B. cereus ATCC 10876, ranging from 4.17 to 8.33 mg/mL
and 12.5 to 25 mg/mL, respectively.

The methanolic extract of E. alata and H. scoparium showed the highest free radical
scavenging activity, with IC50s of 226.58 and 249.89 pg /mL, respectively. The acute toxicity

study indicated that all four extracts tested were safe for Swiss albino mice.

Keyword : Multidrug resistance, Ephedra alata, Haloxylon scoparium, extracts, HPLC-

DAD, antimicrobial effect, free radical scavenging activity, acute toxicity.
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Les bactéries pathogenes, sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques. Dés lors, la recherche d'agents anti-infectieux est devenue un intérét de santé
publique. La recherche a abouti a la découverte des antibiotiques grace a une série
d'observations et aux travaux de nombreux chercheurs, dont Pasteur, Joubert, Duchesne et
Fleming (Pasteur et Joubert, 1877 ; Duchesne, 1897 ; Fleming, 1929 ; Rosset, 2003).

Aprés la Seconde Guerre mondiale, L’avéenement de ces nouvelles molécules a donné a
I'nomme un avantage considérable dans la lutte contre les maladies infectieuses. Elles ont
permis d'éviter de nombreux déces. Ainsi, plus que toute autre forme de soins médicaux,
I'utilisation des antibiotiques en thérapeutique a probablement augmenté I'espérance de vie
humaine de plus de dix ans (McDermott et Rogers, 1982).

Aprés moins de 50 ans d’existence, ce brillant tableau affiché par ces anti-infectieux
s’assombri progressivement. Les infections microbiennes ont augmenté en fréquence au cours
de 30 derniéres années en raison de I’apparition progressive de bactéries pathogeénes
résistantes aux antibiotiques. L utilisation excessive et inappropriée des antibiotiques a permis
aux bactéries extraordinairement adaptables de supplanter progressivement les antibiotiques
(Prestinac et al., 2015 ; Crits-Christoph et al., 2022).

Le déclin de la recherche en antibiothérapie depuis les années 1980 peut également contribuer
a expliquer cette situation. Les compagnies pharmaceutiques ont progressivement diminué
I'introduction de nouvelles molécules antimicrobiennes depuis cette période (Bush, 2004).
Aux Etats-Unis d’Amérique, 16 nouveaux antibiotiques ont été mis sur le marché entre 1983
et 1987.Ce nombre est tombé a quatorze entre 1988 et 1992, puis a dix sur la période de 1993
a 1997, et enfin a sept entre 1998 et 2002. (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007). Les
bactéries qui ont été exposées de maniére répétée aux mémes molécules dans le cadre d'une
antibiothérapie ne peuvent que développer des résistances et devenir multi-résistantes de type
MDR : Multi Drug Resistant, XDR : Extensively Drug Resistant et PDR : Pan Drug Resistant.
(Magiorakos et al., 2012)

La résistance aux antibiotiques est devenue une menace majeure pour la santé publique
(Dupuis et al., 2022). On estime que les infections causées par des bactéries résistantes aux
antibiotiques entraineront 10 millions de déceés par an d'ici a 2050 (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022), et qu'elles provoqueront également une grave crise économique
(McEwen et al., 2018).
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L'émergence de bactéries multirésistantes limite I'utilisation clinique des antibiotiques, car il
ya moins, voire parfois, aucun antibiotique efficace disponible pour les infections causées par
ces bactéries (Magiorakos et al., 2012). Afin d'orienter la recherche, la découverte et le
développement de nouveaux antibiotiques, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a
dressé en 2017 une liste prioritaire mondiale des bactéries résistantes aux antibiotiques,
notamment Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Salmonella spp. et
Shigella spp. et ainsi de suite (De Oliveira et al., 2020). Cela signifie qu'il est urgent de
trouver de nouveaux antibiotiques pour ces bactéries. Cependant, un investissement colteux
(des centaines de millions de dollars), un délai imprévisible (dix ans en moyenne), un manque
de succés commercial (seuls 17 nouveaux antibiotiques ont été approuvés entre 2010 et 2021),
tout cela a limité le développement de nouveaux antibiotiques (Safir et al., 2020 ; Berini et
al., 2022). La charge croissante oblige les chercheurs a trouver de nouvelles voies. Les
produits naturels dérivés des plantes, dans I'espoir de contrbler les bactéries résistantes aux

antibiotiques, attirent l'attention des chercheurs (Subramani et al., 2017).

A l'instar de microorganismes spécifiques comme Penicillium ou Streptomyces, qui ont été
utilisés comme source d'antimicrobiens, certaines plantes sont utilisées en tant que source de
médicaments pour traiter les maladies humaines depuis longtemps, et environ 70 a 95 % des
personnes dépendent encore des plantes comme principale forme de médecine dans certaines
parties du monde en développement (Chassagne et al., 2020). Le processus d'évolution a long
terme favorise la survie compétitive entre les plantes et les bactéries pathogenes. Dans ce
processus, les plantes produisent divers métabolites secondaires pour se défendre contre
I'infection des bactéries pathogéenes (Kessler et al., 2018). La grande diversité chimique et
structurelle des plantes se traduit par des récepteurs de ciblage et des bioactivités multiples,
qui peuvent pallier le manque de nouveaux antibactériens (Chassagne et al., 2020 ; Porras et
al., 2021).

Les plantes médicinales traditionnelles algériennes ont été décrites comme des sources de
composés bioactifs précieux (Ziani et al., 2018). Outre ses zones désertiques et semi-
désertiques, I'Algérie contient un grand réservoir de plantes, avec un potentiel bioactif élevé
qui peut étre utilisé pour des applications médicinales, et pour lesquelles beaucoup d'entre

elles n'ont pas été explorées, alors que de nombreuses approches ethnobotaniques indiquent
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que la flore saharienne locale a été traditionnellement utilisée dans de nombreuses cultures

comme source d'agents médicinaux (Ziani et al., 2018).

De nombreuses études se sont intéressées a ces plantes dont les composés
pharmacologiquement actifs présentent un intérét thérapeutique potentiel (Benarba, 2016 ;
Ziani et al., 2018 ; Ouguirti et al., 2021). La famille des chénopodiacées est fréquemment
utilisée dans la médecine traditionnelle et fait partie de la vie quotidienne des gens (Gelin et
al., 2003). Elle compte 98 genres et environ 1400 espéeces. Haloxylon scoparium [=
Hammada scoparia (Pomel) Iljin., Arthrophytum scoparium (Pomel) Iljin., Salsola articulata
Cav., Haloxylon articulatum (Cav.)] (Tackholm et al., 1974 ; Boulos et al., 1999), appartient
a la famille des chénopodiacées. Elles sont réparties dans le monde entier, en particulier dans
les zones désertiques et semi-désertiques, sur des sols contenant beaucoup de sel. En Algérie,
la plante pousse spontanément dans le sud et connue localement sous le nom de "rimth". Elle
est bien connue pour ses propriétés thérapeutiques dans la médecine traditionnelle nord-
africaine, telles que le cancer, I'hépatite, l'inflammation et la prévention de l'obésité
(Ezzeddine et al., 2016). Les recherches sur l'espece H. Scoparium ont montré que cette
derniére est riche en alcaloides (Benkrief et al., 1990), en saponosides (Aynehchi et al.,
1982) et en flavonoides (Farnsworth et al., 1966). Récemment, deux alcaloides, la carnegine
et la N-méthylisosalsoline, ont été isolés a partir d'extraits de feuilles de cette espéce (Bouaziz
et al., 2016). Traditionnellement, I'infusion de poudre de la partie aérienne de H. Scoparium
est utilisée pour ses effets antidiabétiques, antiseptiques et anti-inflammatoires (Bellakhdar et
al., 1997). La plante est utilisée pour traiter les troubles oculaires. Elle est également utilisée
contre les pigdres de scorpion. Les tiges sont utilisées comme mordant pour la teinture de la
laine dans le tissage traditionnel (Salah et al., 2002). Les chercheurs ont démontré que H.

Scoparium a une activité antiproliférative et un effet larvicide (Lamchouri et al., 2012).

Ephedra alata (E. alata), également connue sous le nom d'Alanda en arabe, fait partie de la
famille des Ephedracies. Cette espéce d'Ephedra est originaire d'lran, d'Algérie, d'Egypte, de
Palestine, Liban, Jordanie, Irak, Arabie Saoudite, Maroc, Libye, et de Tunisie (Jaradat et al.,
2015). La décoction de la tige d'E. alata est utilisée dans la médecine populaire comme
stimulant potentiel, désobstruant, pour traiter différents troubles (par ex. les reins, les
bronches, le systéeme circulaire, les troubles du systéeme digestif), pour soulager les crises
d'asthme, ainsi que pour le traitement du cancer. Les tiges de la plante sont également

machées pour traiter les infections bactériennes et fongiques, en particulier les infections
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bactériennes et fongiques buccales (Al-Qarawi et al., 2012 ; Jaradat et al., 2015). Les
branches d'E. alata semblent également étre mastiquees pour la céphalée, utilisées dans les
fausses couches et comme bronchodilatateur, agents naturels antifongiques et antimicrobiens
(Ghanem et al., 2008 ; Parsaeimehr et al., 2010). L'effet pharmacologique des différentes
espéces d'Ephedra dépend des phytoconstituants de chacune d'entre elles. Comme le montrent
les études générales, les especes d'Ephedra se caractérisent par leur teneur en alcaloides et en
composés phénoliques, tels que l'acide trans-cinnamique, la catéchine, I'épicatéchine, le
symplocoside, les flavonol-3-O-glycosides et les proanthocyanidines (Al-Rimawi et al.,
2017).

L’objectif principal de la présente these est de réaliser une analyse rétrospective de la
résistance bactérienne aux antibiotiques en Algérie et cherche a approfondir les connaissances
sur les espéces Ephedra alata et Haloxylon scoparium, et a les valoriser en évaluant les
activités

antimicrobiennes, afin de detecter de nouvelles sources d'agents antimicrobiens, 1’activités

antioxydantes, mais aussi leur toxicité afin s’assurer de leur innocuité.

Pour ce faire, Nous avons envisagé d'organiser cette étude en trois parties. La premiére partie
se veut une synthese bibliographique sur la lutte contre les pathogénes avec les antibiotiques
puis avec les plantes médicinales ; la deuxiéme partie est consacrée a une Analyse
rétrospective de la résistance bactérienne aux antibiotiques a ’EPH de Chlef (Sceur Bed;j) de
2019 a 2022, tandis que la troisieme est une partie expérimentale qui regroupe les objectifs

suivants :

+ Extractions par solvants (méthanol et hydro-méthanol 70%), screening phytochimique
et evaluation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins de la
partie aérienne d’E. alata et d’H. scoparium

+ Caractérisation chimique de I’extrait qui présente la meilleure activité antimicrobienne
par HPLC-DAD

+ Isolement des bactéries multirésistantes chez des patients hospitalisés et leur
identification moléculaire basée sur des fragments d'’ADNr 16S

+ Mise en évidence de ’effet antimicrobien des extraits par la méthode de diffusion en
milieu gélosé et par microdilution en milieu liquide

+ Evaluation d’autre activité biologique telle que I’activité antioxydante des extraits par

le test de DPPH ainsi que la toxicité aigle in vivo de I’extrait d’intérét.
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_ Partie | : Revue Bibliographique Lutte contre les micro-organismes
pathogénes avec les antibiotigues

.1 Introduction

Les bactéries commencent a coloniser 'nomme dés sa naissance afin de créer une interaction
a long terme entre la flore microbienne en développement et le corps humain. Cette
interaction est toujours essentielle a sa santé et a son équilibre métabolique (Doré et al.,
2010). Le corps dun humain adulte contient environ 10'* bactéries commensales et
mutualistes (soit 10 fois le nombre de ses cellules) dont certaines lui fournissent des composés
difficiles ou impossibles & synthétiser. Parmi les contributions bactériennes, on trouve la
synthese de vitamines (thiamine, riboflavine, vitamine B12 et vitamine K), la production
d'acides organiques (acide butyrique et acide propionique), l'apport d'enzymes (p-
galactosidase, B-glucosidase, o -glucosidase et o -galactosidase) (Madigan et Martinko,
2006).

Par ailleurs, la présence des bactéries pathogenes, perturbent le fonctionnement de
l'organisme. Les maladies infectieuses sont causées par des bactéries pathogenes. Escherichia
coli pathogene, par exemple, est la principale cause d'entérite en raison de son pouvoir
entéropathogéne (ex : 0119 B14), entérohémorragique (ex : O157 H7), entérotoxinogeéne (ex :
0104 H4), entéroaggrégatif et entéroinvasif, responsable aussi d'infections urinaires (la plus
fréquente), de septicémies et d'autres infections cliniques, telles que la méningite néonatale
(Kaper et al., 2004).

Méme si le corps humain dispose d'un systéeme de défense sophistique, ces micro-organismes

au taux de multiplication élevé peuvent le submerger.

Face a ce probléme d’infections bactériennes, la recherche de nouvelles substances actives
capables d’empécher la croissance et la propagation de ces bactéries pathogenes sans étre

toxiques pour 1’organisme de I’homme est devenue une nécessité.
1.2 Lutte contre les micro-organismes pathogenes par les antibiotiques

Dans les années qui ont suivi la seconde guerre mondiale, les antibiotiques ont été utilisés
dans le milieu médical pour combattre les maladies infectieuses. Cette découverte est le
résultat d'un certain nombre d'observations faites par différents auteurs lors de leurs

recherches en microbiologie.
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En 1877, Pasteur et Joubert apres des études sur la cristallographie, la fermentation, les
"maladies” des vins, la soie et la biere (Rosset, 2003) observent qu’une bactérie se développe
moins dans un bouillon envahi de moisissures. Grace a cette observation, les moisissures sont
maintenant utilisées progressivement face aux infections microbiennes. Ces observations ont
incité Ernest Duchesne a écrire dans sa thése en 1897 que les palefreniers appliquaient des

moisissures sur les plaies des chevaux pour les empécher de s'infecter (Duchesne, 1897).

En 1929, apres cette importante remarque, Alexander Fleming découvre de facon fortuite
I’inhibition de Staphylocoque dans une boite de Pétri contaminée par un champignon
(Penicillium notatum). 11 émet alors I’hypothése que ce champignon est capable de synthétiser
une molécule aux propriétés antimicrobiennes. Il s’agit de la pénicilline. L’utilisation
thérapeutique de cette substance débute qu’apreés leur isolement et caractérisation par les
chimistes Chain et Florey. En 1940, La forme stable de ce premier antibiotique et utilisable

in-vivo sur des souris infectées par des streptocoques a été élaborée (Chain et al., 1940).

En 1941, cette substance naturelle antimicrobienne est utilisée avec succes thérapeutique au
bout de 4 jours sur un patient (Albert Alexander) infectée par un Staphylocoque apres divers

traitements inefficaces (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007).

Deées 1942, Les grandes sociétés pharmaceutiques americaines (Merck, Pfizer, Lederle...)
commencent a produire la pénicilline en grandes quantités a I'échelle industrielle (Lerner,
2004).

C'est le début de I'ére des antibiotiques. De nombreuses études sur les molécules naturelles et
synthétiques permettant de lutter efficacement contre les infections microbiennes ont été

déclenchées par cette découverte et son utilisation.
1.2.1 Classification des antibiotiques

En 1941, Selman Waksman, un chercheur dans le domaine des actinobactéries au début du
XXe siecle est découvreur de la streptomycine, a décrit le terme antibiotique pour désigner
toute substance naturelle produite par un micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber ou
détruit la croissance d’un autre micro-organisme (Hopwood, 2007 ; Davies et Davies, 2010).
Aujourd'hui, ce concept inclut les molécules ayant la méme fonction qui sont semi-

synthétiques ou méme synthétiques.
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Qu'un antibiotique soit naturel ou semi-synthétique, il doit répondre aux criteres énoncés dans

la définition de la chimiothérapie de Paul Ehrlich avant d'étre utilisé en medecine

thérapeutique. Selon ce dernier, "une substance chimiothérapeutiques qui peut étre utilisé par

voie générale dans le traitement des maladies infectieuses doit étre toxique pour les le

microorganisme pathogéne mais non toxique pour le tissu cellulaire de I'hdte." De ce fait,

seuls 150 antibiotiques sur les 10 000 découverts ont €té utilisés en médecine thérapeutique a

ce jour (Walsh, 2003). La majorité de ces antibiotiques naturels (80 %) sont produits par des

bactéries, tandis que les 20 % restants sont produits par les moisissures.

Chronologie montrant la décennie ou de nouvelles classes d'antibiotiques sont arrivées a la

clinique est fournie par la figure n°1.
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Figure n°1 : Chronologie montrant la décennie ou de nouvelles classes d'antibiotiques
sont arrivées a la clinique (Hutchings et al., 2019)

Les antibiotiques utilisés en médecine thérapeutique peuvent étre divisés en groupes en

fonction de leur famille chimique et de leur mécanisme d'activité. Les principaux groupes sont

. les agents qui inhibent la synthése de la paroi cellulaire, dépolarisent la membrane cellulaire,

——
\I
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inhibent la synthése des protéines (en ciblant les ribosomes), inhibent la synthése des acides

nucléiques et inhibent les voies metaboliques des bacteéries.
1.2.1.1 Les antibiotiques actifs sur la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est un élément de ’enveloppe cellulaire constituée principalement de
peptidoglycane (PG), un hétéropolymere compose de glucides polymeres et d'acides aminés.
Le polymére glucidique consiste en une alternance de résidus de N-acétylglucosamine (NAG)
et d'acide N-acétylmuramique (NAM) liés par des liaisons B-(1,4). Les résidus d'acide N-
acétylmuramique sont généralement attachés a trois a cinq acides aminés qui sont souvent
réticulés par leurs chaines latérales. Trois modes d’action sont utilisés par les antibiotiques

présentés par le tableau n°1.

Tableau n°1 : Classification des antibiotiques qui ont pour cible la paroi bactérienne
(Perronne, 1999 ; Bégué et Astruc, 1999)

Mode Famille Sous-famille Exemple

Spectre d’activité
d’activité d’ Antibiotiques P

NHz Bactéries a Gram
wN j;r s positif et certaines
Pénicilline du type A N
» °q N\)< bactéries a Gram
" | négatives

Ampicilline
Inhibiteurs de la

transpeptidase

(enzyme
indispensable aux s s
bactéries pour la Pénicillines Pénicillines du type M Germes at?r_obles a
synthése de leurs Gram positif
parois cellulaires)
Oxacilline

H

N S

(o) B

Pénicillines du type G o’ OH | Germe & Gram positif
Pénicilline G =

benzylpénicilline sodique
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1.2.1.2 Les antibiotiques actifs au niveau de la membrane plasmique

Certains antibiotiques ont un effet bactéricide en ciblant la membrane plasmique de la

bactérie.

L'administration par voie générale de ces antibiotiques polypeptidique est

extrémement toxique. Ce sont des substances naturelles produites par des bactéries du genre

Bacillus.

e Polymyxine B et colistine

La polymyxine B ou colistine (polymyxine E) sont des antibiotiques polypeptidiques

cycliques (figure n°2) produits par Bacillus polymyxa. Cing classes chimiques (A, B, C, D et

E) sont décrites, mais seule la polymyxine B et la polymyxine E sont utilisés en thérapeutique.
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Figure n°2 : Structures de la polymyxine
Bl et de la polymyxine E2 (colistine)
(Benedict et Langlykke, 1947)
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Ces antibiotiques provoquent des modifications de la membrane plasmique en s'intégrant a
celle-ci et en générant des pores qui entrainent des échanges anormaux, notamment la
libération de phosphate. Les bactéries a Gram négatif comme Escherichia coli sont

particulierement sensible a ces antibiotiques.
e Gramicidine

La gramicidine (figure n°3), est un mélange hétérogéne de trois composés d’antibiotiques, les
gramicidines A, B et C, représentant respectivement 80 %, 6 % et 14 %, isolés de Bacillus
brevis et appelés collectivement gramicidine D. Les gramicidine sont des peptides de 15
résidus avec des acides aminés D et L alternés, qui s'assemblent a l'intérieur de l'intérieur
hydrophobe de la bicouche lipidique cellulaire pour former une B-hélice (Nagy et al., 2004).
Active contre la plupart des bacteries Gram-positives et certains organismes Gram-negatifs

Figure n°3 : Structure de la Gramicidine

La gramicidine D se lie et s'insére dans les membranes bactériennes (avec une forte
préférence pour les membranes des cellules a Gram positif). Il en résulte une perturbation et
une perméabilisation de la membrane (elle agit comme un canal). 1l en résulte (i) une perte de
solutés intracellulaires (par exemple, K+ et acides aminés) ; (ii) une dissipation du potentiel
transmembranaire ; (iii) une inhibition de la respiration ; (iv) une réduction des réserves
d'ATP ; et (v) une inhibition de la synthese de 'ADN, de I'ARN et des protéines, ce qui

entraine la mort cellulaire (Borgnia et al., 1996).
1.2.1.3 Les antibiotiques qui ciblent les ribosomes

Le ribosome bactérien cytoplasmique, est le site ou se déroule le processus de synthese des

protéines. Il est nécessaire que ces antibiotiques traversent le peptidoglycane ainsi que les

11
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différentes membranes afin de pénétrer dans le cytoplasme et darriver a leur cible, le
ribosome, qui sont des assemblages macromoléculaires présents dans toutes les cellules
(eucaryotes et procaryotes), composée a la fois d'/ARN et de protéines. Les ribosomes
constituent de deux sous-unités, la petite lit la séquence d’ARN messager (ARNm) et la
grande traduit ce code génétique en une chaine spécifique d'acides aminés, qui se développent
en longues chaines qui se replient pour former des protéines. Le tableau n°2 énumere les

familles des antibiotiques concernées et leurs mécanismes d’actions.

Tableau n°2 : Classification des antibiotiques qui ciblent les ribosomes (Le Minor et
Véron, 1989 ; Houvenaeghel, 1992 ; Thévenot, 2003)

Mécanismes . . Spectre
. Famille Sous famille Exemple d’Antibiotiques P .,
d’actions d’activité

Jtﬁ Fj/{ Les coques et les
Inducteur d’erreurs I HC N-CHs | bacilles & Gram
HgN

de décodage Aminosides positif + et Gram
négatif
Gentamicine

Macrolides

- i Germe a Gram
Inhibition de Macrolides, me a Gram
1’élongation par le Lincosamides positif et négatif
site Pg P Synergistines | | ;ncosamides sauf Enterobacter

(MLS) SCH3 et Pseudomonas
Lincomycine

Synergistines /'A/\)
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Pristinamycine

Germe a Gram

OH OH
positif et négatif y
Inhibition de ¢l compris
Pactivité de la Phénicoles O HNj(Lcu Neisseria,
peptidyltransferase o O streptocoque,
Haemophilus et
Chloramphénicol Salmonelle
H3C\N/CH3
Inhibition de la -
fixation de I’ARN de | Cyclines
transfert

OH
OH O OH O O
Tétracycline

1.2.1.4 Les antibiotiques qui ciblent PARN

Les rifamycines appartiennent a un groupe de composés anti-infectieux produits par
Amycolatopsis rifamycinica. La découverte de cette souche d'actinomycete dans Streptomyces
mediterranei (plus tard Amycolatopsis mediterranei) en 1957 a permis la production par
fermentation de substances intéressantes actives contre les bactéries Gram-positives. L'extrait
brut de cette fermentation était composé de cing substances, qui ont été nommeées rifamycines
A, B, C, D et E. Toutes les rifamycines (figure n°4) utiles en thérapeutique sont des dérivés

semi-synthétiques de la rifamycine B (Parenti et al., 2010).

Figure n°4 : Structure de la rifampicine

Structurellement, cette classe de composés est caractérisée par une structure cyclique a 25
chainons dans laquelle une chaine aliphatiqgue forme un pont entre deux positions non

adjacentes d'un cycle naphtalene. Cette classe de composés antibactériens agit par inhibition

13
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de la synthése de I'ARN bactérien en se liant a la sous-unité p de I'ARN polymérase ADN-
dépendante (Chopra. 2007)

1.2.1.5 Les antibiotiques qui ciblent ’ADN

Sans la synthése de I'ADN et de I'ARN, les cellules ne peuvent pas se diviser ou produire des
protéines. Un certain nombre d’antibiotiques peuvent perturber directement ou indirectement
ces voies de biosynthese des acides nucléiques, il s’agit principalement des quinolones, qui
sont des antibiotiques synthétiques et dérivent de I’acide nalidixique. Les molécules de cette
famille sont regroupées par génération (figure n°5) comme les céphalosporines (Andriole,
2000 ; Hooper et Rubinstein, 2003).

HN
O O CH;
Premiére génération Deuxiéme génération
Acide nalidixique Norfloxacine
o e I
3 Y\O |/\N/ 3 H
NH,
N N\) F
| | N | N\. N H
HO
0 0] o O
Troisieme génération Quatriéme génération
Lévofloxacine Trovafloxacine

Figure n°5 : Principales structures des quinolones (Andriole, 2000)

L'acide nalidixique et d’autres composés apparentés (I’acide pipémidique, 1’acide oxolinique
et la fluméquine) font partie des quinolones de la premiére génération. Ils ont un effet sur les
bactéries Gram-négatives sauf le genre Pseudomonas. Leur mauvaise diffusion tissulaire

limite leur usage aux infections urinaires non compliquées.

La norfloxacine, un antibiotique de deuxiéme génération, renforce son action antibactérienne
en ajoutant un atome de fluor a l'acide nalidixique en position C6 et a la pipérazine en

position C7. Le fluor est caractéristique des fluoroquinolones. La ciprofloxacine est dérive de

( 1
| 14 )
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la norfloxacine par I’introduction d’un radical (cyclopropyl) sur ’azote N 1, ce qui améliore
sa biodisponibilité. Ces modifications chimiques a partir des quinolones de la premiere
génération ont étendu leur spectre sur les bactéries a Gram négatif, et elles ont également une
activité contre Pseudomonas aeruginosa. Leur spectre d'activité inclut les bactéries Gram-
positives dont Staphylococcus aureus mais pas Streptococcus pneumoniae.

En raison de leur biodisponibilité limitée, Certains antibiotiques de ce groupe comme la
norfloxacine, la loméfloxacine et I'énoxacine ne sont utilisées que pour traiter les infections
des voies urinaires. Les autres antibiotiques tels que La ciprofloxacine et I'ofloxacine, dont les

taux sériques et la diffusion tissulaire sont plus élevés, peuvent traiter divers sites d'infection.

Les quinolones de troisieme génération ciblent les bactéries a Gram positif incluant les
streptocoques (pneumoniae et pyogenes), Klebsiella pneumoniae et Moraxella catarrhalis.
Elles sont parfois dites "quinolones respiratoires”, par opposition aux "quinolones urinaires"
des geénerations précedentes. Ce groupe renferme la grépafloxacine, la témafloxacine, la

lévofloxacine, la balofloxacine, la sparfloxacine, la tosufloxacine et la pazufloxacine.

Les quinolones dites de "quatrieme génération™ ont un spectre d'activité plus large que les
quinolones de troisieme génération. Elles ont également une activité qui s’étend aux bactéries

anaérobies, y compris Bacteroides fragilis.

Région de liason hydrogéne avec I'ADN

O @)

Figure n°6 : Régions fonctionnelles des quinolones

Les antibiotiques de la famille des quinolones agissent en inhibant deux enzymes impliquées
dans la synthése de I'ADN bactérien, qui sont I'ADN gyrase et la topoisomérase. Ces

antibiotiques ont une région qui se lie a I'ADN bactérien par des liaisons hydrogéne. Le
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groupe carbonyle de la quinone est situé dans cette partie de la molécule. Cette molécule
forme également une liaison spécifique avec les topoisomérases (figure n°6). Ces enzymes
déroulent I'ADN pour la transcription ou enroulent I'ADN aprés sa transcription. Elles
régulent ainsi la synthese des protéines et la division cellulaire bactérienne.

1.2.2 Les résistances aux antibiotiques

Aprés une période d'efficacité significative contre les maladies infectieuses, les antibiotiques
deviennent moins efficaces face a certaines infections bactériennes. Abraham et Chain ont
montré que Escherichia coli présentait une résistance a la pénicilline dés 1940, peu apres la
découverte de cet antibiotigue (Abraham et Chain, 1940). Les bactéries s’adaptent aux

antibiotiques et deviennent résistantes. Cette resistance peut étre naturelle ou acquises.
1.2.2.1 La reésistance bactérienne naturelle (ou intrinséque).

La plupart des microorganismes dans un environnement donné produisent des antibiotiques,
qui sont des composés naturels, pour supplanter d’autres micro-organismes presents dans leur
environnement. Cependant, ces molécules peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-
organismes. On dit que ces micro-organismes ont une résistance naturelle contre cette
molécule. Ce caractére de résistance naturelle a un antibiotique donné est présent chez toutes
les souches appartenant a la méme espéce (Courvalin et al., 2001). On peut citer, a titre
d'exemple Les mycoplasmes (bactéries dépourvues de parois) sont naturellement résistants
aux B-lactames, puisque le mode d’action de cette famille d’antibiotique consiste a inhiber la
synthése du peptidoglycane. Chez les bacilles a Gram négatif, la présence d’une membrane
externe confére une résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes par imperméabilité
(Normak et Normak, 2002).

1.2.2.2 La résistance acquise

La résistance d’une bactérie a un antibiotique peut également étre acquise. Elle apparait au
niveau des souches d’une espéce donnée, qu’est normalement sensible a cet antibiotique.
C’est I'acquisition d’un facteur génétique qui entraine une réduction de la sensibilité a la
molécule qui lui était fatale. Dans ce cas, la résistance peut étre acquise par deux voies
distinctes. Soit par mutation chromosomique (évolution verticale) soit 1’acquisition des génes

étrangére entre bactéries via des éléments génétiques mobiles (transfert horizontal).

1.2.2.2.1 Résistance par mutation chromosomique (évolution verticale)

16

——
| —



_ Partie | : Revue Bibliographique Lutte contre les micro-organismes
pathogénes avec les antibiotigues

En clinique, Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont peu répandues.
Elle présente moins de 20% des résistances acquises. Sont induites par des modifications
structurales qui soit entrainent une diminution de la perméabilité a un ou plusieurs
antibiotiques, soit rendent non pertinentes les cibles spécifiques de ces antibiotiques. Ces
résistances mutationnelles présentent plusieurs caractéres. C’est un phénomeéne rare (taux de
mutation de I’ordre de 10° & 10®). Elle posséde un caractére aléatoire car 1’antibiotique ne
provoque pas de mutation. Mais 1’antibiotique révele la mutation de résistance en participant a
la sélection des bactéries mutantes. Elle est spécifique (n’intéressent qu’un seul antibiotique
ou qu’une famille d’antibiotiques ayant le méme mécanisme d’action). C’est un phénomene
indépendant : I’apparition d’une mutation ne favorise pas I’apparition d’autres mutations de
résistance a d’autres antibiotiques. On note aussi sa stabilité et son aspect héréditaire
(transmission sur un mode vertical de bactérie-mére a bactéries-filles) (Courvalin et al.,
2001).

1.2.2.2.2 La résistance par acquisition de genes (évolution horizontale)

Il s’agit ici de la résistance par des ¢€léments génétiques mobiles (gain d’ADN extra-
chromosomique) dont les transposons ou les intégrons, les plasmides sont le plus fréquent. Le
plasmide est un fragment d’ADN indépendant du chromosome circulaire, biacténnaire,
cytoplasmique et capables de se répliquer de maniére autonome. Il peut porter un ou plusieurs
genes de résistance ou apporter de la virulence aux bactéries qui les recoivent. Ces fragments
d’ADN peuvent étre passent d’une bactérie donatrice (male: F") a une autre réceptrice

(femelle : F). Ce transfert peut se faire entre deux bactéries de sexe différent

La résistance bactérienne par acquisition de géenes exogenes représente la majorité des cas
isolé en clinique. Elle concerne en effet plus de 80% des résistances acquises. Ce mode
d’acquisition de résistance peut se fait de plusieurs fagons dont la conjugaison, la

transformation et la transduction (Baudry et Brézellec, 2006).
A. Conjugaison

Transfert d’ADN au sens unique d’une bactérie & une autre qui peut étre d’espece différente
par contact direct via des plasmides ou des transposons. (Transfert inter-espéce, souvent a

partir de bactéries non pathogenes de I’environnement).

B. Transformation
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L’intégration d'un fragment d'/ADN libre (par lyse, ou libération active) d’une bactérie dans
une autre qui soit en état de compétence. Cette intégration d'’ADN est suivie d'une

recombinaison génétique.
C. Transduction

Transfert de matériel génétique d’une bactérie a une autre via un bactériophage ou phage

transducteur (transfert intra-espece).
1.2.2.3 Evolution des bactéries résistantes aux antibiotiques

Les différents mécanismes d'acquisition de la résistance permettent de mieux comprendre leur
apparition ainsi que des activités qui les favorisent. Deux mécanismes genétiques
fondamentalement différents dont la résistance acquise par la transmission des génes qu’est le
plus souvent et la résistance acquise par mutation chromosomique. Lorsque ces deux
mécanismes sont combines, la fréquence de la résistance augmente. La resistance a d'abord
été observee chez les staphylocoques, les streptocoques et les gonocoques ; apres
I'introduction du tout premier antibiotique commercial, la pénicilline, sur le marché en 1941,
le S. aureus résistant a la pénicilline est apparu un an plus tard, en 1942 (Crits-Christoph et
al., 2022). De méme, la méthicilline, un antibiotique semi-synthétique apparenté a la
pénicilline qui a été introduit sur le marché en 1960 pour combattre les S. aureus résistants a
la pénicilline, est devenue résistante a la méthicilline la méme année (Uddin et al., 2021). Il
est important de souligner que ces résistances croisées ont commencé a s’apparue
progressivement apres l'utilisation de différents antibiotiques pour le traitement des infections
a Staphylococcus aureus. La seule fagon dont la bactérie a réussi a s'adapter aux nouvelles

méthodes de traitement est de développer des résistances.

Le développement de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries est de plus en plus
fréquent, ce qui est tres préoccupant. Les bactéries qui sont résistantes a plusieurs
antibiotiques sont classées en fonction du nombre de familles d'antibiotiques contre lesquelles
elles n'ont plus d'effet. On distingue les bactéries multirésistantes de type MDR (Multidrug
resistant), XDR (Extensively Drug resistant), et PDR (Potentially Drug Resistant) en utilisant

le mode de classification qui est basé sur le phénotype de la bactérie

Selon la terminologie internationale normalisée créée par le Centre européen de contréle des

maladies (ECDC) et le Centre de contrdle et de prévention des maladies (CDC) d'Atlanta, les
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bactéries multirésistantes de type (MDR), (XDR) et (PDR) ont été bien définies (Magiorakos
etal., 2011). La MDR a été définie comme une non-susceptibilité acquise a au moins un agent

dans trois catégories antimicrobiennes ou plus.

XDR a été définie comme la non-susceptibilité a au moins un agent dans toutes les catégories
d'antimicrobiens sauf deux ou moins (c'est-a-dire que les isolats bactériens restent sensibles a

une ou deux catégories d'antimicrobiens seulement).

PDR a été définie comme la non-susceptibilité a tous les agents de toutes les catégories
d'antimicrobiens. Ainsi, un isolat bactérien qui est caractérisé comme XDR sera également
caractérisé comme MDR. De méme, un isolat bactérien devrait &tre XDR pour qu'il soit défini
comme PDR. La figure n° 7 montre que XDR est un sous-ensemble de MDR, et que PDR est
un sous-ensemble de XDR. Les bactéries qui sont PDR portent le type le plus absolu de
résistance aux antimicrobiens possibles, ce qui implique qu'il n'y a aucun agent antimicrobien

approuve qui ont une activité contre ces souches.

Non - MDR
XDR

—_—

Figure n°7 : Diagramme montrant la relation entre MDR, XDR et PDR les
unes par rapport aux autres. (Magiorakos et al., 2012)

L'acquisition des génes de multirésistants antibactérienne portés souvent par des plasmides
conférant une résistance a plusieurs antibiotiques semble étre le mécanisme génétique clé qui
a permis la dissémination de ces superbactéries répandues dans le monde entier (Uddin et al.,
2021). En outre, il arrive que dans le cas d’une mutation chromosomique, la mutation affecte
les porines, ce qui entraine des résistances simultanées dans les souches de Pseudomonas
aeruginosa, comme la résistance aux aminoglycosides et aux -lactamines, par exemple. Par le

méme processus, des isolats de Klebsiella spp, Enterobacter spp et Serratia spp peuvent étre

19

——
| —



_ Partie | : Revue Bibliographique Lutte contre les micro-organismes
pathogénes avec les antibiotigues

simultanément résistants aux [ -lactamines, aux quinolones, au chloramphénol et au

triméthoprime.
1.2.2.4 Epidémiologie des résistances bactériennes

Une consommation accrue d'antibiotiques est genéralement a l'origine d'une augmentation de
la fréquence d'apparition de souches bactériennes résistantes et multirésistantes. Il est prouvé
que ces composés exercent une pression sur les bactéries, entrainant le développement d'une
résistance aux antibiotiques (Jan et al., 2000). L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a
donc préconise la mise en place d'institutions et de réseaux de surveillance de la résistance
aux antibiotiques ainsi que des comités sur le bon usage de ces substances, dont I'objectif est
de dresser périodiquement I’état des lieux des résistances bactériennes en vue de mieux

adapter I’antibiothérapie.
1.2.2.4.1 Variabilité géographique des résistances

La prévalence des résistances aux antibiotiques varie géographiquement en fonction des
habitudes des populations locales du pays telles que la perte de la sensibilité des patients et de
l'automedication, la surconsommation et de l'abus d'antibiotiques, les précautions contre les
infections nosocomiales, le mauvais environnement de soins, la mauvaise hygiéne personnelle
et l'utilisation agricole généralisée, etc. la prévalence du staphylocogque aureus résistant a la
méticilline (SARM) a éte mesurée dans difféerents pays (figure n°8) (Lee et al., 2018). Dans
les pays Africaines, la prévalence du SARM varie de 10 % a <25 en Tunisie, au Maroc, en
Sénégal, en Codte d'lvoire et en Cameroun, a <50% en Algérie, en Egypte, en Kenya, au
Nigeria, en République centrafricaine et en Afrique du Sud. La prévalence du SARM en
Afrique au cours de la derniére décennie semble étre plus élevée qu'avant 2000, du moins
dans certaines régions (Kesah et al., 2003). Dans certaines régions d’Asie, le SARM
représente jusqu'a 50 % des infections sanguines a S. aureus. Dans les pays européens, la
prévalence des SARM montrent un gradient du Nord vers le Sud, avec moins de 5 % dans le
nord (par exemple, les Pays-Bas, la Norvege, Suéde et Danemark) contre 25 a 50 % dans le

Sud (par exemple, Portugal, Espagne, Italie et Grece).
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Resistance of
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to oxacillin (MRSA) (%)
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Figure n°8 : Prévalence mondiale du SARM. Le pourcentage d'isolats de Staphylococcus
aureus résistants a l'oxacilline (c'est-a-dire les isolats de S. aureus résistants a la
methicilline (SARM)) (Lee et al., 2018).

1.2.2.4.2 Impact de la consommation des antibiotiques

La mauvaise utilisation des antibiotiques peut étre un facteur majeur a la mise en place des
bactéries pathogenes résistantes dans un environnement donné. Cette observation a conduit a
I'identification des gestes incorrects qui facilitent ces évenements. Ces gestes sont

généralement attribuables a I'utilisation incorrecte de ces composes antimicrobiens.

Le premier est lié¢ a la consommation accrue et inappropriée des antibiotiques. Il existe un
paradoxe : plus les antibiotiques sont utilisés, plus leur efficacité diminue (Monnet, 2000). Il
a été établi que leur usage intensif est un facteur d'émergence des bactéries résistantes,

notamment par utilisation non conforme.

Certains auteurs affirment qu'un patient qui prend une dose élevée d'antibiotiques sur une
période prolongée est plus susceptible de contracter une infection ou de voir des bactéries
résistantes colonise sa flore (McGowan, 1987). De méme, l'administration d'une dose
insuffisante a un patient augmente la probabilité que les bactéries développent une résistance

chez ce patient (Guillemot et al., 1998).
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Une étude menée par le projet ICARE en partenariat avec huit hopitaux des Etats-Unis
d'’Amérique démontre le lien entre l'utilisation d'antibiotiques et I'émergence de souches
bactériennes résistantes. Cette étude a été effectuée sur 1’évolution des Pseudomonas
résistants a la céftazidime (une céphalosporine de la troisieme génération) en fonction de la
consommation de cet antibiotique. La figure n°9 montre que le pourcentage de Pseudomonas
aeruginosa résistant a la céftazidime augmente avec le nombre de doses quotidiennes par

millier de jours d'hospitalisation dans les hdpitaux participant a ce projet (Monnet et al.,

1995).
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Figure n°9 : Pourcentage de Pseudomonas aeruginosa résistant a la céftazidime
dans huit hopitaux américains participant au projet ICARE en fonction de la
consommation de céphalosporines de troisiéme. DJ = dose journaliére (Monnet
et al., 1995)

Une autre étude menée dans des hopitaux des Etats-Unis a mis en évidence une corrélation
entre la consommation des antibiotiques et le développement des souches bactériennes
résistantes. Selon les résultats de cette étude, il y a eu une augmentation alarmante du taux des
souches de Staphylococcus qui étaient auparavant résistantes a la méthicilline mais qui ont
maintenant développé une résistance a la vancomycine en raison d'une augmentation de
I'utilisation de cet antibiotique (Schentag et al., 1998). En outre, ces observations ont été
faites sur le développement de la résistance a I'imipéneme chez des souches de Klebsiella qui
étaient initialement résistantes aux céphalosporines. Cette résistance a évolué en fonction de

la quantité de cet antibiotique qui était prise (Rahal et al., 1998).

L'évolution des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques est également facilitée par
d'autres formes d'utilisation des antibiotiques. Il s’agit de La médecine vétérinaire, I'¢levage

agricole et l'agriculture.
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Leur utilisation en médecine vétérinaire présente des impacts aussi comparables a ceux
rencontrés en médecine humaine. Environ 40 % des antibiotiques utilisés chaque année sont
administrés aux animaux, ce qui rend cette pratique loin d'étre négligeable. Ces composés
trouvent leur application dans l'industrie de I'élevage, ou ils sont utilisés pour le traitement ou
la prévention de certaines maladies. C'est cette derniere raison qui pousse les éleveurs a un
usage systématique méme en absence d'infection microbienne car selon eux, les antibiotiques
auraient des caractéristiques de " stimulateur de croissance " chez ces animaux (Guillot et
Lafont, 1989).

De plus, l'utilisation de ces composeés en agriculture a un effet important sur I'environnement,
méme si elle ne concerne qu'un petit nombre de familles d'antibiotiques. Il s'agit d'une
procédure qui concerne la streptomycine et un derivé de la tétracycline et qui représente 0,1 %
du total des antibiotiques consommées aux Etats-Unis. Méme si les antibiotiques ne sont
utilisés qu'en petites quantités, les micro-organismes du sol et de I'environnement y sont
toujours exposes (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007). Il existe donc un risque important

de sélection de souches résistantes de diverses especes bactériennes par ce mode d'utilisation.

Quelle que soit la forme dont les antibiotiques sont utilisés (en médecine humaine, en
médecine vétérinaire, en agriculture ou en élevage), ils finissent par se retrouver dans
I'environnement (eaux usées, déversoirs et nappes souterraines). Une étude réalisée aux Etats-
Unis d'’Amérique sur des échantillons d'eaux usées provenant de trente Etats différents a
révélé la présence de vingt-deux antibiotiques différents a des concentrations de I'ordre du
microgrammes par litre (Kolpin et al., 2002). Une étude similaire menée en Cdte d'lvoire a
révélé la présence de trois antibiotiques et d'autres produits pharmaceutiques dans les eaux
usées et des déversoirs d'Abidjan, a des concentrations du méme ordre de grandeur que les
valeurs trouvées dans 1’étude précédente (Kouadio et al., 2009). Les quantités semblent
faibles, mais certains auteurs affirment qu'elles seraient suffisantes pour sélectionner les

bactéries résistantes (Corpet et al., 1989).
1.2.2.4.3 Epuisement de I’arsenal thérapeutique

Nous aurons contraint sans doute plusieurs cas d'impasses thérapeutiques si les bactéries
développent une multirésistance de type XDR ou PDR par rapport aux antibiotiques dont nous
disposons. Ces derniéres années, nous assistons un déclin dans la production de nouveaux

antimicrobiens. Les sociétés pharmaceutiques ont cessé de vendre de nouvelles molécules
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antibiotiques de plus en plus au fil du temps. Ce déclin a évolué de facon continue entre 1980
et 2000 (Bush, 2004). Avant 1980, le " linézolide " était le dernier antibiotique appartenant a
une famille nouvelle (Leach et al., 2011). La recherche en antibiothérapie n'est plus un
investissement compétitif, car I'identification des cibles moléculaires au sein des bactéries

deviennent de plus en plus difficile (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007).

D'autre part, on estime que les antibiotiques ont une valeur de production nette (NPV) de cent
millions de dollars. Comparée aux anticancéreux (300 millions de dollars), aux médicaments
pour le systéme nerveux central (720 millions de dollars) et aux médicaments pour le systeme
musculosquelettique (estimés a un milliard et cent cinquante millions de dollars), sa valeur est

nettement inférieure (Wenzel, 2004).

En outre, depuis les années 1980, la réduction de notre arsenal antimicrobien a entrainé une

exposition prolongee des bactéries aux mémes composeés par le biais de I'antibiothérapie.

Le résultat est que la bactérie, quel que soit l'antibiotique auquel elle sera soumise pour
I'éradiquer, finira par s'adapter au fil du temps, soit par mutation chromosomique, soit par
acquisition de genes de résistance. Pour lutter avec succes contre les bactéries pathogénes et
infectieuses, il faut avoir en permanence une longueur d'avance sur les nouvelles souches de

bactéries qui ont développé une résistance.

Selon la spirale de la résistance proposée par Carlet et ses collegues (2004) (figure n°10),
I'émergence de souches bactériennes résistantes ou multirésistantes inquiéte les cliniciens et

les chercheurs.

o
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| résistance | | (couverture large) |

AN
nouveaux

antibiotiques
(promotion de
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Figure n°10 : Spirale de la résistance de Carlet (Carlet et al., 2004)
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L'industrie pharmaceutique répond a cette inquiétude en développant de nouveaux
antibiotiques qui sont efficaces contre le nouveau type de bactérie résistante. L'utilisation
constante de ce nouveau composé créera systématiquement de nouvelles formes de résistance,

ce qui entrainera une nouvelle source d'inquiétude.

En attendant la découverte et I'optimisation d'autres méthodes alternatives pour lutter contre
les pathogenes, il est évident que la seule approche pour anticiper I'adaptation des bactéries
est de mettre a jour l'arsenal thérapeutique des composés antimicrobiens. Par conséquent, la
recherche de ces composés dans les plantes médicinales pourrait &tre une option intéressante a

développer.

25

——
| —



_ Partie | : Revue Bibliographique Lutte contre les micro-organismes
pathogénes avec les antibiotigues

1.3 Lutte contre les pathogenes avec les plantes médicinales

1.3.1 Introduction

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, « La médecine traditionnelle est trés ancienne :
elle est la somme totale des connaissances, compétences et pratiques reposant rationnellement
ou non sur des théories, des croyances et des expériences auxquelles différentes cultures ont
recours pour maintenir les étres humains en santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer,
améliorer ou traiter des maladies physiques et mentales ». Dans certains pays industrialisés,
les appellations médecine complémentaire, paralléle, alternative, non conventionnelle sont

synonymes de médecine traditionnelle qui existe depuis des millénaires (WHO, 2002).

Cette médecine est encore aujourd'hui largement utilisée dans les pays en développement, en
raison de I’insuffisance et, par conséquent, de I'inaccessibilité des centres de santé modernes
pour les populations des campagnes isolées, ainsi que du codt plus élevé du traitement d'un
patient avec la médecine moderne comme l'illustre la figure n°11. Selon une étude réalisée
par Ahorlu en 1997 en Afrique de ’Ouest (Ghana), le traitement du paludisme a base des
plantes est pratiguement gratuit et trois fois moins chers qu’un traitement a domicile
(automédication) par l'utilisation de médicaments achetés en pharmacies sans ordonnance et

seize fois moins chers qu’un traitement aux cliniques.

US$ 1.60 USS$ 1,60

US$ 1,40
US$ 1,20
US$ 1,00
US$ 0,80
US$ 0,60
US$ 0,40 US$ 0,35
US$ 0,20

US$ 0,10

US$ 0,00 =

Clinique Autotraitement Autotraitement
(médicaments achetés en (plantes)

pharmacie)

Figure n°11 : Colt de traitement du paludisme par divers type de
soins au Ghana (Ahorlu, 1997)
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Au Ghana, au Mali, au Nigéria et en Zambie, plus de 60 % des enfants ayant une forte fievre

sont d'abord traités avec des remeédes a base de plantes.

Depuis les années 1990, Le recours a cette médecine a connu aussi un succes croissant dans
les pays développés. En Australie, en Belgique, en France, aux Etats-Unis d’Amérique et au
canada, 48 %, 31 %, 49 %, 42 % et 70 % de la population, respectivement, ont recours a la
médecine traditionnelle au moins une fois (Fisher P & Ward A, 1999 ; Santé Canada, 2001,
OMS, 1998)

Les populations dans de nombreux pays en voie de développement, selon les rapports de
gouvernements a I’Organisation mondiale de la Santé, ont continué d’utiliser les préparations
traditionnelles a base de plantes en tant que soins de divers problémes de santé parce qu’elles
enregistrent des succes thérapeutiques. C'est ainsi que I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) a prouvé leur efficacité a travers 50 essais thérapeutiques randomises (ETR) basés sur
les travaux de différents auteurs publiés dans la revue "Therapeutics Letter" (figure n°12)
(Therapeutics Letter, 1998 ; OMS, 2002).

18 % 34 %
identique par rapport au bénéfice par rapport
placebo au placebo

48 %
rapportent un bénéfice peu probable — en raison
d'un défaut de conception ou analytique

Figure n°12 : mise en évidence de ’efficacité de la médecine
traditionnelle a partir de 50 ETR (WHO, 2002)

Certains patients aient recouru aux phytothérapies aprés une série d'échecs thérapeutiques
avec la médecine moderne ou dans le cas ou la médecine moderne semble impuissante (figure
n°13). Selon une étude récente menée aux Etats-Unis a montré que 78% des patients
porteuses du VIH/SIDA ont recours a la médecine traditionnelle, exclusivement ou en
combinent avec la médecine moderne, pour plusieurs symptémes ou maladies (Ostrow et al.,
1997 ; WHO, 2002).
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60 % 40 % 22 % 78 %

\__

Population adulte générale Personnes vivant avec
le VIH/SIDA

[_] non-utilisateurs de MCP [l utilisateurs réguliers de MCP

Figure n°13 : Recours a la Médecine Complémentaire Parallele (MCP)
par les patients vivant avec le VIH aux Etats Unis (Ostrow et al., 1997 ;
WHO, 2002)

On note toujours dans la méme étude que 40 % de la population générale des adultes ont
recours a la médecine complémentaire.

1.3.2 Le potentiel antimicrobien des plantes médicinales

Les plantes sont des étres vivants capables de produisent naturellement une variété de produits
de différentes natures chimiques, qui sont utilisés pour la croissance et le développement des
plantes. Elles synthétisent dans une premiére étape les glucides qui sont utilisés pour la
synthese de métabolites primaires (Dewick, 2011). Il s’agit de petites molécules telles que les
sucres, les acides aminés, les acides tricarboxyliques ou les intermédiaires du cycle de Krebs,
les protéines, les acides nucléiques et les polysaccharides, qui sont des composés essentiels a
I'activité et au métabolisme des cellules végétales. Finalement, les métabolites primaires sont

similaires dans toutes les cellules vivantes (Seigler DS, 1995).

A partir de ces métabolites primaires, la plante synthétise une grande variété de metabolites
dits secondaires, plus complexes. Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules ont déja été
décrites mais un grand nombre reste encore mal connu et non caractérisé. Ces composés
constituent les principes actifs des plantes médicinales exploités dans la médecine

traditionnelle.

Les phytomolécules issues des métabolites secondaires sont classés en fonction de leur

structure chimique en quatre grandes classes :
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e Composés phénoliques ;
e Alcaloides ;
e Terpénes et Stéroides ;

e Autres constituants (dérivés simples des métabolites primaires).
1.3.2.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols regroupent un vaste ensemble de molécules
chimiques qui possedent au moins un noyau aromatique a 6 carbones. Ce noyau porte d’un
nombre variable de fonctions hydroxyles (OH), libre ou engagé dans une autre fonction, éther,
ester, héteroside (Bruneton, 2009). Les phytomolécules phénoliques correspondent a une trés
large gamme de structures allant des plus simples (acide gallique) aux plus complexes (les
tanins). Les composés phenoliques sont une famille thérapeutiquement intéressante. Ils sont
également dotés de nombreuses activités biologiques dont des activités antimicrobiennes
(Rath et al., 1995 ; Xiang et al., 2008 ; Cushnie et al., 2011 ; Basli et al., 2012 ; Ziani et al.,
2018 ; Manso et al., 2022).

Il existe de nombreuses classes de polyphénols en fonction de leur voie de biosynthése. On
distingue ainsi les phénols simples, les coumarines, les stilbénoides, les flavonoides, les

saponines, les tanins, les lignanes, les quinones... (tableau n°3).

Tableau n°3 : Structure et activités antimicrobiennes de quelques polyphénols

Exemple
Structure de . . . - -
Groupe Sous-groupe base d’antimicrobien et leur | Origine et références
Structure
OH OH Antifongique et
Phénol antibactérien, isolé de
simple Micromeria nervosa.
(Ali-Shtayeh et al.,
Carvacrol 1997)
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Coumarine

@)
O 0 OH

Scopoletin

Antifongique, isolé de
Melia azedarach
(Carpinella et al.,2005)

Stilbénes

OH

HO. O A O
OH
Resveratrole

Antifongique et
antibactérien, isolé de

Polygonum japonicum
(Docherty et al., 2001 ;
Kukri¢ et Topali¢
Trivunovié, 2006)

Flavonoides

Flavone

4'.6,7-trihydroxy-3',5'-

Dimethoxyflavone

Antibactérien isolé de
Artemisia girald
(Zheng et al., 1996)

Flavonone

Antiparasitaire, isolé de
Morinda morindoides
(Cimanga et al., 2006)

Flavononol

Antibactérien et
antifongique isolé
d’Helichrysum
aureonitens (Afolayan,
1997)

Flavanone

5,7,4'-Trihydroxy-8-
methyl-6 prenylflavanone

Antibactérien et
antifongique isolé

d’Eysenhardtia texana
(Wachter et al., 1999)
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Antibactérien isolé de
Flourensia oolepis

Chalcone
(Mariana Belén Joray
et al., 2015)
Antifongique isolé de
Medicago truncatula
(Farag et al., 2009)
Aurone

Saponines

Benzene-1-4-bis
(phenylmethyl)

Antibactérien, isolé
d’Abutilon indicum
(Lokesh ravi et al.,
2016)

Tanins

Antibactérien, isolé de
Cytinus hypocistis
(Giuseppantonio
Maisetta et al., 2019)

Lignanes

(-) -8-hydroxypinoresinol

Antibactérien et
antifongique, isolé de
Strombosia grandifolia
(Ekalu et al., 2019)
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0
Q /E:J:OH Antibactérien, isolé de
. Embelia ribes
Benzoquinone HO CHz)10CH
a I EHheCe R adhakrishnan et
5 _ al.,2011)
Embelin

(@]
O‘ ©Hs Antifongique, isolé de

Inon
Quinones OH O (Gwee et al., 2014)

o Plumbagin

OH ©O OH

‘ . ‘ Antibactérien et
Anthraquinone O‘O HaC on | Antifongique isolé de

o} Vismia laurentii

Emodin

1.3.2.2 Terpeénes et stéroides

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, produits par de nombreuses plantes. Ils sont
volatils et composants majeurs de la résine et de I'essence de térébenthine produite a partir de
résine de pin. Sur le plan structural, la particularité des terpenes la plus importante est la
présence dans leur squelette d’unité isoprénique a cing atomes de carbone (C5HS)
(Hernandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre, 2011). Les terpenes sont classés selon le nombre
d’unités isopréniques qui constituent la molécule. On les classe en monoterpénes (2 unités :
C10), sesquiterpénes (3 unités : C15), diterpénes (4 unités : C20), triterpénes (6 unités : C30)
et caroténes (8 unités : C40). Des activités antimicrobiennes des terpenoides ont été mises en
évidence (Bourkhiss et al., 2007 ; Goetz et Ghedira, 2012). Tableau n°4 donne quelques

exemples de structures antimicrobiennes isolées chez certaines plantes.

1.3.2.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques d'origine végétale. Représentent une Groupe de
substances naturelles le plus vaste dont la structure comporte au moins un hétérocycle azoté.

Ce sont des composés qui possedent plusieurs propriétés pharmacologiques significatives
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telles qu’analgésique (la morphine, scopolamine), stimulants (caféine), Sympathomimétiques

(éphédrine), antimicrobienne (imidazole, chloroquine, quinine), Anesthésiques locaux

(cocaine), anticancéreux (vinblastine, vincristine, ellipticine) (Bruneton, 2009).

On les classees en sous-groupes en fonction de leur précurseur biosynthétique (la plupart du

temps des acides aminés) et de la nature des hétérocycles azotés dont les principales classes :

les tropanes et les pyrrolizidines, les isoquinoléines, les indoles, les imidazoles, les

pipéridines, les quinolizidines et les indolizidines, les purines, les tropolones, les pyridines et

les alcamines (tableau n°5).

Tableau n°4 : Structure et activités antimicrobiennes de quelques terpénes

B-Sitostérol

Sous-groupe Structure de Exemple Origine et références
group base d’antimicrobien g
H,C
chjzj Antibactérien et antifongique
Monoterpenes CioH16 ol isolé de Pistacia vera L.
(Alma et al., 2004)
Camphene
CHs
S ch}‘CH3
Sesquiterpenes CisHaq 3 Antibactérien, isolé de Myrcia
fallax (Alarcén et al., 2009)
Carotol
HO,,
Antibactérien, isolé de
Diterpénes CaoH32 3 s Rabdosia trichocarpa (Kadota
= ~
07 H O et al., 1997)
Trichorabdal A
Triterpénes CsoHas

Antifongique, isolé d’Euclea
natalensis (Lall et al., 2006)
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Tableau n°5 : Structure et activités antimicrobiennes de quelques alcaloides

Structure de Exemple . .
Groupe Sous-Groupe ype s P . Origine et reférences
base d’antimicrobien
HsC. H

HsC—N CR fgﬁgo Antifongique, isolé

d ’Erythroxylum mooni
(O'Hagan, 2000)

Alcaloides dérivés

de I’ornithine Mooniine A

HyC_OH

X _ 0
CHy O Antiparasitaire, isolé de
0" o )
Les pyrrolizidines C‘/\> H { Solanecio angulatus
(Nibret et al., 2009)

Les tropanes b;
N
N
Senecionine
0\ S
H H o Antibactérienne et
Alcalofdes derives H M O antifongique isolé de
de la phénylalanine- | Les isoquinoléines iy ~r giq
tyrosine H ' o =N Berberis heterophylla
H H CHs O .
CHs (Freile et al., 2003)
La berbérine
o Antibactérienne et
H g / . . .
H " N4 antifongique isolé de
H /
<\ M N .
Alcaloides dérivés Les indoles H i~i\ W = Clausena anisate
de tryptophane Ho (Chakraborty et al.,
Clausenine 1995)

Antifongique isolé de
Pilocarpus grandiflorus
(Souza et al., 2005)

Alcaloides dérivés

de Ihistidine Les imidazoles

4,6-dehydro-1,2,4,5-tétra-
hydro-2,5-dioxopilocarpine
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R, Antifongique, antibacté-

rien et antiplasmodiale
. N | isolé de Prosopis
Les indolizidines \/ = _ glandulosa var
N .

N
®
glandulosa (Rahman et

Ri=R=Y al., 2011)
Juliprosine
Alcaloides dérivés = s B Antifongique, isolé de
de I’acide Les pyridines | / / \ Cleistopholispatens
nicotinique \N < - (Hufford et al., 1987)
Onychine
0
O OH _— _ o
. (e Antibactérien, isolé de
Alcaloides dérivés .
de Ia trooone Tropolone Chamaecyparis obtusa.
P CH3 CHs (Arimaet al., 2003)

B-Thujaplicin (hinokitiol)

1.3.3 Les Especes végétales étudiées

1.3.3.1 La famille des Ephedraceae (Genre Ephedra)

Ephedraceae : famille du thé de Morman (Ephedra, nom pour Hippuris ou préle, d'aprés le
grec "assis sur"). Cette famille de plantes gymnospermes représentée par le seul genre
Ephedra (figure n°14), inclue environ 69 espéces décrites dans le monde, quatre sous-espéces
et deux variétés acceptées, toutes largement répandues dans les régions arides et semi-arides
d'Asie, d'Europe, d'Afrique du Nord (Sahara), le sud-ouest de I'Amérique du Nord et
I'’Amérique du Sud (Evans, 2009 ; Hollander et al., 2010 ; Ickert-Bond et al., 2016 ;
Bolinder et al., 2016). La figure n°15 présente la distribution géographique de quelques
espéces médicinales d’Ephedra dans le monde (Christenhusz et al., 2017 ; Govaerts, 2001).

( )
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, microsporangio-
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connate | micropylar
bracteoles 4§ tube

bracts

connate  § icropylar
. i - micropylar
bracteoles § ey tube

female
gameto- &
phyte _ =

integument

Ya

Figure n°14 : Ephedraceae. A-C. Ephedra sp. A. Plante entiere. B. Plante femelle avec
cones. C. Plante male avec cones. D-P. Ephedra aspera. D-1. Cénes de pollen, montrant
les bractées et les bractéoles sous-tendant le microsporangiophores, portant des
synanges. J-L. Cones de la graine. Noter les bractées. M-P. Morphologie de la graine.
Noter la graine sous-tendue par des bractéoles connées et portant un tube micropylaire

étendu (Simpson et al., 2010)
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T
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Figure n°15 : Distribution des quelques especes du genre Ephedra exploitées comme plante
meédicinale (Christenhusz et al., 2017 ; Govaerts, 2001).

a : Ephedra alata b : Ephedra foeminea ¢ : Ephedra foliata d : Ephedra fragilis

e : Ephedra altissima f : Ephedra gerardiana g : Ephedra gracilis h : Ephedra intermedia
i : Ephedra major j : Ephedra nevadensis k : Ephedra przewalskii | : Ephedra sinica

m : Ephedra viridis n: Ephedra americana 0 : Ephedra californica p : Ephedra minuta

g : Ephedra monosperma  r : Ephedra multiflora

Il se développe dans des sols secs, rocheux et plus souvent sablonneux (excellent fixateur du
sable éolien) (Limberger et al., 2013). Parmi toutes ces especes, cing especes d'éphédra sont
présentes en Algérie (figure n°15) (Christenhusz et al., 2017). Elles présentent I'un des rares
arbustes des zones sahariennes (Meddour et al., 2023). Ephedra est lI'une des plus anciennes

drogues connues, utilisée par les Chinois depuis au moins 5 000 ans (Ibragic et al., 2015).

Les espéces de cette famille se distinguent par le fait qu'il s'agit principalement d'arbustes et
rarement comme des plantes grimpantes, certaines d'entre elles pouvant atteindre 4 m (Ickert-
Bond et al., 2016). Les tiges souterraines sont souvent rhizomateuses ; les jeunes tiges
aériennes sont étroites, striées et photosynthétiques, des feuilles en forme d'écailles, opposées
ou verticillées, des cones de pollen avec des bractées décussées sous-tendant des
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microsporangiophores, chacun portant des synanges apicaux et sous-tendu par une bractée
externe et deux bractéoles internes connotées, les cones de graines portant 1-3 ovules, chaque
ovule étant sous-tendu par une bractée et entouré d'une couche externe (“enveloppe") de
bractéoles connées et d'un tégument interne, ce dernier formant un tube de pollinisation

saillant, les graines étant ailées ou charnues (figure n° 14) (Michael et al., 2010).

La pollinisation dans le genre Ephedra se fait généralement par le vent, mais certaines espéces
sont pollinisées par les insectes (Bolinder et al., 2016), et d'autres présentent les deux modes
de pollinisation et sont connues sous le nom d'ambophiles (Bino et al., 1981 ; Celed6n-
Neghme et al., 2016). Le pollen d'Ephedra est transporté sur de longues distances, ce qui
explique sa large distribution (Maher et al., 1964). Néanmoins, dun point de vue
évolutionnaire, la pollinisation par les insectes est considérée comme un trait ancestral qui a
été perdu chez certaines espéces d'Ephedra (Rydin et al., 2015). Bien qu'il n'y ait pas
d'interactions obligatoires entre animaux et pollinisateurs chez les especes d'Ephedra, des
insectes pollinisateurs ont été suggerés a plusieurs reprises en raison de I'adhérence du pollen
d'Ephedra au corps des insectes (Bino et al., 1981 ; Meeuse et al., 1990). En outre, les
sécretions des gouttes de pollen représentent une recompense riche en sucre qui pourrait étre
attrayante pour certaines especes animales (Von Aderkas et al., 2015 ; Celedon-Neghme et
al., 2016). Méme si ces animaux jouent un réle important dans I'adaptation de la plante, ils
sont considérés comme un mécanisme de reproduction secondaire, la pollinisation par le vent

étant la plus importante (Celeddén-Neghme et al., 2016).

1.3.3.1.1 L’espéce Ephedra alata alenda

1.3.3.1.1.1 Synonymes et nomenclatures

Ephedra alata Decne. subsp. Alenda (Stapf) = (Ephedra alata var. alenda (Stapf.) Trabut
(Palici, 2016), il est connu sous le nom de "Alanda™ en Algérie (Hemmami et al., 2023).
1.3.3.1.1.2 Classification taxonomique

Selon Ozenda, 1991 et le catalogue de Dobignard et Chatelain (2010), la classification

taxonomique d'Ephedra alata-alenda est la suivante :

Regne : végétale Classe : Gnetopsida Genre : Ephedra
Embranchement : Spermaphytes Ordre : Ephedrales Espéce : Ephedra alata
S/embranchement : Gymnospermes  Famille : Ephedraceae Sous espéce : Ephedra alata
alenda.
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1.3.3.1.1.3 Description morphologique

Il s'agit de I'un des rares arbustes des zones sahariennes (figure n° 16), également considéré
comme nanophanérophyte au sens de Raunkiaer (1934). Cette espece, ont des rameaux
articulés d'une couleur vert jaunatres, avec de minces tiges dressées (couchées) et trés
ramifiées, parfois grimpantes et photosynthétiques. Au niveau des nceuds, les feuilles étant
trés réduites a des écailles et se développent en paires opposées ou disposées en verticilles de
3. Les fleurs, sont groupées en petits cones blanchatres, unisexuées et de couleur Jaune ou
verte (fleurs males et femelles sont généralement sur des pieds séparés). Les cbnes males
renferment le pollen et les cones femelles a bractées, sont destinées a étre pollinisées par les
insectes. Elle présente un systeme de racines latérales extrémement puissant (Ozenda, 1991 ;
Limberger et al., 2013).

T fe = - g
Feuilles, rameaux et fruits. Début de floraison. Cone femelle en fin de fructification.

_Figure n°16 : Aspect morphologique d’Ephedra alata alenda (Ozenda, 1991 ; Zaidi, 2021)
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1.3.3.1.1.4 Ecologie et distribution

E. alata est distrioué en Afrique du Nord (Algérie, Egypte, Libye, Maroc, Tunisie,
Mauritanie, Tchad, Mali) et en Asie (Arabie Saoudite, Irak, Iran, Palestine, Liban, Jordanie et
la République arabe syrienne) (figure n°15), ou elle pousse a I'état sauvage sur des sols
gravement rocheux, sablonneux et argileux dans des environnements arides, souvent a
proximité de dunes de sable mouvantes (Ziani et al., 2019). Toutefois, la qualité de son
charbon de bois, apprécié par les populations sahariennes, I'expose au déboisement. C'est
ainsi, qu'elle a tendance a devenir rare en régions sahariennes (Palici, 2016 ; Danciu et al.,
2019).

1.3.3.1.1.5 Utilisations ethnomédicales

Certaines espeéces de ce genre sont connues pour les phytomolécules thérapeutiques qu’elles
synthétisent. Par exemple La médecine Indienne utilise I’Ephedra sous forme de jus, connu
sous I’appellation de « soma » pour assurer une plus grande longévite (Abourashed et al.,
2003). En 1569 le dispensaire chinois mentionne que les espéces d'Ephedra étaient utiles
comme antipyrétique, diaphorétique, stimulant circulatoire et sedatif pour la toux. Cependant,
I’Ephedra Sinica (Ma-huang) est la principale espéce qui est utilisé en Chine depuis plus de
5000 ans pour traiter du rhume, de I'asthme, de la bronchite, de 1'edéme, de l'arthrite, de la
fievre et de I'nypotension urticaire (Vaidya et al., 2014). Une enquéte a éte faite sur l'activité
hypoglycémique d'Ephedra alata d’Egypte, a montré une baisse persistante de la glycémie
une heure apres l'administration a des rats a jeun (Shabana, 1990). En Arabie Saoudite,
Ephedra est I'une des plantes de parcours les plus répandues. Elle a été utilisée comme
paturage pour de nombreux animaux attirés par son aréme acceptable (AL-Qarawi et al.,
2012). Au Maroc, I’Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabéte (Ghourri et al.,
2013).

Dans plusieurs régions d’Algérie, Ephedra alata alenda est connue pour son usage en
médecine traditionnelle. Elle est utilisée contre le cancer, les avortements, la grippe, le
diabete, la toux, l'ulcére gastrique, l'obésité, les gaz intestinaux et l'insuffisance rénale et
cardiaque par la population de la région d'EI Oued (Belgacemi & Dou, 2019). Dans la région
d’Ourgla, la plante est utilisée contre la grippe, les troubles respiratoires, les rhumes et la

faiblesse générale en tisane majoritairement (Ould El Hadj et al., 2003 ; Chehma & Réda
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djebar, 2008). Le cancer n'est traité que par Ephedra alata alenda pour la communauté des

Touareg de la région d'lllizi (Miara et al., 2019).

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées, qui sont
usuellement bouillies dans de ’eau pendant environ trente minutes et administrées comme thé
chaud (Abourashed et al., 2003).

1.3.3.1.1.6 Composition chimique et propriétés biologiques

Comme pour toutes les plantes médicinales, les différentes espéces d'éphédra sont exploitées
a partir des extraits des différents organes (rameaux, tiges et racines) de la plante en fonction
de la maladie a traiter. Les investigations phytochimiques faites sur les plantes du genre
Ephedra a mis en évidence des groupes chimiques distincts pour chaque organe. Jusqu'a
présent, les études phytochimiques ont révélé que plus de 145 composés ont été isolés et
identifiés dans le genre Ephedra, y compris des alcaloides, des flavonoides, des tannins et
polysaccharides (Zhang et al., 2018).

A. Alcaloides

Les alcaloides sont les principaux composants de genre Ephedra. Vingt-neuf alcaloides ont été
isolés des especes de ce genre. Les tiges d’Ephedra sinica et d’Ephedra nebrodensis est la
principale source. Les alcaloides de type amphétamine sont les principaux ingrédients actifs
(figure n°17) d'E. Sinica, dont (-) - L'éphédrine (EPH) est le principal isomere comprenant 30
a 90% des alcaloides totaux. C'était le premier alcaloide isolé d'Ephedra par Nagai en 1887
(Phinney et al., 2005; Soni et al., 2004; Caveney et al., 2001).

Néanmoins, ce type d’alcaloides amphétaminique ne représente pas les seuls alcaloides
identifiés dans la plante. Le tableau n°6 montre d'autres types d'alcaloides mineurs isolés a
partir de différents espéces d'Ephedra. Parmi ces alcaloides décrits, on note 1’Ephedralone

isolées de la plante Ephedra alata.

R1=OH R2=R3=H Ra=CHs D(-)-Ephedrine
Ri1=Ra=H Rz2=0H R4=CHa L(+)-Pseudoephedrine

o g N-R, R1=OH R2=H Ra=Ra=H D(-)Norephedrine
N Ri=H Rz=0H Ri=Ra=H L(+)-Noreseudoephedrine
m’n R1=OH R2=H Rs=Rs=CHz  D(-)Methylephedrine
Ri=H Rz=0H R3=Ra=CHsz L{+)-Methylpseudoephedrine

Figure n°17 : Amphétamine issues du genre Ephedra
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Tableau n°6 : Alcaloides de différentes especes du genre Ephedra isolés autres que

H

I’amphétamine
Classification Nom chimique Structure chimique S’ogrce Références
végétale
Ephedralone E. alata (Starratt et al
1996)
Alcaloides
quinoléinique o
. .. .| (Alkhalil et al.,
Transtorin E. transitor
anstorine m transitoria 1008)
N COOH
H
. Ephedradine A
(RL=R2=R3=H)
. Ephedradine B
(RL=R3=H,R2=
Alcaloides OMe)
i . ini Kurosawa et al.,
spermine . Ephedradine C y E. sinica
macrocycliques o 2003)
(R1 = H, R2 = OMe, "
R3 = Me)
. Ephedradine D
(R1=0Me, R2=R3 =
H)
. . P ; N Hikino et al.,
Alkaloids Feruloylhistamine ST . ( 1984)
. ° " E. sinica
d’imidazole "
Alcaloide Cis-3, 4- H H E. foeminea | Starratt et al.,
pyrrolidinque Methanoproline COOH ssp 1995
N
H
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B. Flavonoides

Les flavonoides sont la classe la plus courante de métabolites secondaires de ce genre. Plus de
quarante flavonoides ont été identifiés des espéces du genre Ephedra. Les flavones et leurs
glycosides, ainsi que les flavonols et leurs constituants 3-O-glycosides (kaempférol,
I'nerbacétine ou la quercétine), sont les flavonoides les plus courants (Zhang et al., 2018).

Parmi ces flavonoides décrits, on note Herbacétine 8-methyl ether3-O-glucoside-7-O-
rutinoside, Herbacétine 7-O-(6"-quinylglucoside), Kaempférol 3-O-rhamnoside, Quercétine
3-O-rhamnoside, 1’herbacétine 7-O-glucoside, Lucénine Il et vicenine Il (figure n°18)

isolées de la plante entiére d’Ephedra alata (Nawwar et al., 1984 ; Zhang et al., 2018).

OH

HO,,

OH O WOH
5 0

HO. 1
OH HO™

OH OH

Herbacetin 8-methyl ether3-0-glucoside-7-O-rutinoside Herbacetin 7-O-(6"-quinylglucoside)

Kaempferol 3-O-rhamnoside Quercetin 3-O-rhamnoside R=OH Leucenin
R=H Vicenin

Figure n°18 : Flavonoides issus d’Ephedra alata

C. Tannins

Les tanins, principalement les proanthocyanidines, qui existent majoritairement sous forme de
condensation. Sont présents dans les tiges de nombreuses espéces d’Ephedra (par exemple,
Ephedra eurasien tels que : E. alata, E. przewalskii, E. intermedia, E. fragilis et E. distachya ;

Ephedra américains tels que : E. californica, E. nevadensis, E. torreyana, E. trifurca et E.
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viridis (Zang et al., 2013). Les tanins condensés de type proanthocyanidines A sont les plus
commun dans I’Ephedra (Orejola et al., 2017), contenant des dimeres (Ephedrannin A et B ;
Muhuannin : de A a J; Ephedrannin : de D1 a D14), des trimeres (Ephedrannin Trl a Tr15) et
des tétraméres (Ephedrannin Tel a Te5).

D. Huile essentielle

L'huile volatile de I'éphédra est l'une de ses bases médicinales (Tellez et al., 2004 ; Wang et
al., 2009). La teneur en huile volatile de I'éphédra est faible, environ 0,15 % seulement (Zhou
et al., 2008). Les différentes méthodes de plantation, de traitement et d'extraction affectent la
teneur en huile volatile de I'éphédra (Yi et al., 2007 ; Xue et al., 2020). Les huiles essentielles
les plus courantes de I'Ephedra sont 1’a-terpinéol, le terpinen-4-ol, B-Sitosterol, 9Z, 12Z-
Octadecadienoic acid, 9-E-Octadecenoic acid, Linolenic acid, le linalool, le 2,3-dihydro-2-
méthylbenzo-furanne, Nonacosanol, le cis-p-menth-2-éne-7-ol., Ergost-5-en-3p-ol, le p-
vinylanisole, le 3-méthyl-2-butén-1-ol, le phytol et le y-eudesmol (Miyazawa et al.,1997 ;
Wang et al., 2006 ; Tang et al., 2023).

E. Autres composeés

Outre les composés ci-dessus isoles et identifiés a partir de I'Ephedra, un composé de lignine
((£) -Syringaresinol) et d’acide phénolique (p-Coumaric acid) ont été identifiés d’E. alata
(figure n° 19) (Zhang et al., 2018).

oCH,
o COOH
ocH, s
H.CO
HO' OH i )
och, (%) -Syringaresinol p-Coumaric acid

Figure n° 19 : Outre composes issue d’Ephedra alata

En outre, cette espéce est généralement utilisée comme des antibactériens (Parsaeimehr et
al., 2010 ; Khan et al., 2017), des antifongiques (Parsaeimehr et al., 2010), des antivirales
(Murakami et al., 2008 ; Tang et al., 2023), des antioxydants (Khan et al., 2017 ; Ali-
Rimawi et al., 2017), des anti inflammatoires (Kasahara et al., 1985) des anticancéreux
(Oshima et al., 2017) et des anti obésités (Song et al., 2012).
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La relation entre la structure des produits naturels de I'éphédra et son activité
pharmacologique doit étre étudiée de maniere plus approfondie. Dans ce contexte, les
mécanismes d'action du contenu phytochimique de I'éphédra peuvent fournir des orientations
pour son application clinique (Elhadef et al., 2020).

1.3.3.1.1.7 Applications cliniques (Traitement de la maladie a coronavirus 2019 (COVID-
19)

Le 11 février 2020, I'Organisation mondiale de la santé a officiellement désigné le COVID-
19 comme une pandémie, qui s'est propagée dans le monde entier (Bajgain et al., 2021). La
médecine traditionnelle chinoise a démontré un fort effet de prévention et de traitement de la
COVID-19, et une série de prescriptions ont montré des effets theérapeutiques. Parmi eux, le
QFPDT, qui se compose de 21 plantes, telles que I'éphédra, le gypse et la réglisse, a produit
des résultats efficaces dans plus de 10 provinces et villes de Chine. Selon I'étude la formule
peut ralentir efficacement I'évolution de la maladie dans les cas légers, réduire la duree des
symptdmes courants et graves et raccourcir les durées d'hospitalisation (Zhong et al., 2020).
La paire de médicaments contenant de I'éphédra a joué un réle clé dans le traitement du
COVID-19 [112,113]. Ang et al. ont constaté que lorsque I'éphédra était associée a la fibre de
gypse, elle était efficace dans le traitement du COVID-19 pédiatrique (Ang et al., 2020).
L'étude la plus récente a montré que I'acide quinoléine-2-carboxylique contenu dans I'éphédra
pouvait efficacement antagoniser les composes actifs produits par l'interaction entre I'enzyme
de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2) et le domaine de liaison du récepteur de la protéine
de pointe du SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 RBD) et inhiber l'infection virale, montrant ainsi le
potentiel de l'utilisation de I'éphédra pour traiter l'infection par le COVID-19 (Mei et al.,
2021). Cela prouve que I'éphédra est un médicament efficace pour le traitement des infections
a COVID-19. Grace a la prédiction pharmacologique en réseau, les cibles thérapeutiques de
I'éphédra sont probablement le TNF-a, 1L2, le FOS, I'ALB et le PTGS2 dans les voies liées a

la respiration, aux nerfs, a la circulation sanguine et a la digestion (L.i et al., 2021).

En outre, I'éphédra est une substance pharmaceutique fréquemment utilisée dans le traitement
thérapeutique du COVID-19. Wang et al. ont examiné les prescriptions de la médecine
traditionnelle chinoise pour les patients atteints de COVID-19 sévere, et ont effectué une
analyse de corrélation sur les médicaments selon les principes de I'analyse des prescriptions.
Ils ont finalement identifié 1532 prescriptions efficaces ; I'éphédra était I'une des prescriptions

les plus fréquentes. Dans l'analyse des prescriptions de Fan et al, I'éphédra a également été

( 1
L )
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utilisé jusqu'a 142 fois. Les résultats ci-dessus ont montré que I'éphédra joue un réle important
dans le traitement de l'infection par COVID-19 (Wang et al., 2020 ; Fan et al., 2020). Ces
données démontrent pleinement que I'éphédra joue un rdle important dans le traitement de
I'infection par COVID-19 et fournissent une inspiration pour l'orientation future du traitement
de la maladie par la médecine traditionnelle.

1.3.3.1.1.8 Toxicité

Le mauvais usage et l'abus de produits contenant de I'éphédra et ses extraits ont entrainé de
nombreuses réactions toxiques au cours des derniéres décennies (Tang et al., 2023). En 2004,
I'administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments (FDA) avait recu
plus de 18 000 rapports de réactions toxiques liées a I'ephédra (Palamar et al., 2011), et avait
interdit la vente de compléments alimentaires contenant de I'éphédra (Nelson et al., 2011).
Les réactions toxiques lors de l'utilisation d'éphédra comprennent I’excitation, la transpiration,
la dysurie et I’augmentation de la pression artérielle, ainsi que des cas plus graves tels que
l'arythmie, la néphrite, les calculs biliaires et éventuellement la mort due a une insuffisance
cardiaque ou respiratoire (Powell et al., 1998 ; Wang et al., 2005). La cause de ces reactions
indésirables des espéces d'éphédra sont causes principalement par deux constituants actifs
d’alcaloides, la (-) -éphédrine (1) et la (+) - pseudoéphedrine (2), qui sont de puissants
sympathomimétiques (Ma et al., 2007). Persky et al. ont étudié les effets cardiovasculaires de
la (-)-éphédrine (1) avec huit sujets qui ont recu différent doses de sulfate d'éphédrine (0,25,
0,5 ou 1,0 mg/kg) administrées par voie orale pendant sept jours. Bien que la pression
artérielle systolique augmente rapidement aprés lI'administration de sulfate d'éphédrine, cette
augmentation a été pratiguement supprimée par des mécanismes compensatoires (Persky et
al., 2004). Han et al. ont étudié la toxicité subchronique d'un extrait aqueux d'Ephedra Herba
chez des rats F344. L'extrait a été administré quotidiennement par voie orale a différentes
doses (125-1000 mg/kg/jour) pendant 13 semaines. Au cours de I'étude, plusieurs animaux
sont morts uniquement dans le groupe ayant recu la dose la plus élevée, ce qui indique que
I'extrait aqueux d'Ephedra Herba est toxique a des doses élevées. Les résultats toxicologiques
ont montré des changements histopathologiques dans les reins et les glandes salivaires. Ces
résultats suggerent que I'éphédra peut contribuer a l'augmentation de la pression artérielle et
provoquer des troubles rénaux (Han et al.,, 2018). Bien que la pathogenese des effets
cardiotoxiques de I'éphédra reste incompléte, les données disponibles indiquent que son

utilisation peut étre dangereuse car elle peut étre associée a des complications médicales

46

——
| —



_ Partie | : Revue Bibliographique Lutte contre les micro-organismes
pathogénes avec les antibiotigues

graves (Gonzalez-Juérez et al., 2020). D'autres études indiquent que les composants non
alcaloides de I'éphédra peuvent également remplacer les extraits d'éphédra pour traiter
certaines maladies sans produire les effets secondaires liés a ces derniers. Cela suggeére que
d'autres études cliniques sont nécessaires pour déterminer la sécurité et I'efficacité des
composants non alcaloides de I'éphédra. Par conséquent, une attention particuliere doit étre
portée a la posologie lors de l'utilisation de toute prescription contenant de I'éphédra dans la
pratique clinique, mais il est prouvé que les extraits d'éphédra sans alcaloides ont une
efficacité similaire dans le traitement de certaines maladies, sans réactions indésirables (Tang
et al., 2023).

1.3.3.2 La famille des Amaranthaceae

Amaranthaceae : famille de I'amarante (du grec "unfading”, de la persistance des bractées et
du périanthe) (Simpson, 2010). Cette famille fait partie du grand groupe des Angiospermes
(plantes a fleurs) de l'ordre des Caryophyllales et comprend plus de 2000 espéces réparties en
environ 75 genres (figure n°® 20) et divisées en deux sous-familles (Amaranthoideae et
Gomphrenoideae) (Simpson, 2010; Basu et al., 2014). Gomphrena (120 espéces),
Alternanthera (100 especes), Iresine (80 especes), Amaranthus (60 especes) et Celosia (55
especes), sont les genres les plus représentatifs. La famille est la plus diversifiée et la plus
richement représentée dans les habitats arides et semi-arides d'’Amérique tropicale et
d'Afrique, qui s'étend des régions tropicales et subtropicales aux régions plus tempérees
(Mdaller & Borsch, 2005a, Sanchez del Pino et al. 2009).

Les Amaranthaceae se distinguent par le fait qu'elles sont des herbes, des arbustes ou, plus
rarement, des lianes ou des arbres avec une croissance secondaire anormale, les tiges sont
parfois articulées ou succulentes, des feuilles simples (succulentes a réduites chez certaines),
des bractées pigmentées en forme de poils chez certaines, les fleurs sont petites, bisexuées ou
unisexuées, généralement actinomorphes, hypogynes ou rarement épihypogynes, un
périanthe unisérié de 3-5 [0-2, 6-8] sépales pour la plupart, des étamines connées a la base, de
méme nombre et opposées aux parties du périanthe, un ovaire unicellulaire, le plus souvent
unovulaire avec une placentation basale, des graines avec un embryon courbg, et des pigments
de bétalaine uniquement présents. Le fruit est une noix, une baie, une capsule a déhiscence

irréguliére, ou rarement une capsule circonscrite ou un fruit multiple (Simpson, 2010)
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Figure 20 : CARYOPHYLLALES. Amaranthaceae. A. Amaranthus caudatus, fleur en
forme de gland. B-D. Amaranthus sp. B. Plante avec inflorescence. C. Fleur femelle. D. Fleur
male. E, F. Suaeda esteroa. E. Plante entiére, halophyte succulente. F. Fleurs solitaires a
l'aisselle des feuilles ; noter les étamines anti-sépales. G-J. Chenopodium spp. G. Fleur
bisexuée ouverte, avec cing sépales, cinq étamines anti-sépales et un seul pistil. H. Fruit
entouré d'un calice persistant. 1. Calice enlevé pour montrer le fruit. J. Fruit sectionne,
montrant une seule graine avec un embryon courbé. K, L. Atriplex triangularis. K. Plante
entiére. L. Inflorescence, un épi composé de cymes. M. Atriplex canescens, salicorne, avec
des bractées accrescentes entourant les fruits. N, O. Salsola tragus. N. Plante entiére, une
herbe a poux. O. Fleur en gros plan, montrant les bractées a pointes épineuses et les sépales
proéminents. P, Q. Allenrolfea occidentalis, buisson iodé. P. Communauté estuarienne
dominée par la plante. Q. Tige en gros plan, montrant des tiges succulentes tiges articulées et
succulentes avec des feuilles réduites. R, S. Salicornia virginica, épine-vinette. R. Tige, avec
des tiges succulentes, jointives et des feuilles réduites. S. Inflorescence, fleurs a I'intérieur des
bractées, styles extériorisés. T. Salicornia subterminalis, inflorescence avec étamines
extirpées des bractees.
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Plusieurs especes de la famille des Amaranthaceae sont économiquement importantes, comme
I'Amaranthus cultivé, qui est consommé dans différents pays du monde, dont la Chine, I'Inde,
le Kenya, la Pologne, la Thailande, I'Argentine, la Bolivie et le Mexique. Elles sont également
utilisées comme médecine traditionnelle (par exemple en Afrique (Achyranthes aspera,
Cyathula prostrata, C. officinalis), en Europe (Gomphrena globosa) et en Amérique du Sud
au Breésil et en Bolivie (Gomphrena meyeniana), et sont cultivées comme plantes
ornementales dans différents jardins a travers le monde (Amaranthus, Gomphrena globosa,
Gomphrena macrocephala, Celosia, Gomphrena flaccida). Cela suscite différentes recherches
dans différents domaines scientifiques (Limarino et al., 2020).

1.3.3.2.1 Genre Haloxylon

Appartenant a la famille des Amaranthaceae (anciennement Chenopodiaceae). Environ 13
especes ont été signalées dans I’Haloxylon dans le monde (Emberger, 1960). Les plantes du
genre Haloxylon sont des arbustes ou des petits arbres psammophytes a fleurs, et trés fréquent

sur les regs a sols gypseux ou salés (Ozenda, 1991).

Les plantes meédicinales du genre Haloxylon exploitées sont originaires de I’Asie et de
I’ Afrique mises a part I’espéce Haloxylon tamariscifolium qu’on trouve aussi en Espagne. La
figure n°21 présente la distribution géographique mondiale de quelques especes médicinales

du genre Haloxylon.

1.3.3.2.1.1 L’espéce Haloxylon scoparium

1.3.3.2.1.1.1 Synonymes et nomenclatures
Haloxylon scoparium (Pomel) Bge = (Hammada scoparia (Pomel) Iljin = Haloxylon
articulatum ssp. scoparium (Pomel) Batt = Arthrophytum scoparium (Pomel) Iljin) (Bouaziz

et al., 2016 ; Edouard et al., 2010 ; Benine et al., 2023), il est connu sous le nom de "rimth"
en Algérie (Tair et al., 2016).
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PO

Figure n°21 : Distribution des espéces du genre Haloxylon exploitées comme plante médicinale

a : Haloxylon scoparium b : Haloxylon salicornicum ¢ : Haloxylon schmittianum d : Haloxylon tamariscifolium
e : Haloxylon ammodendron f: Haloxylon griffithii g : Haloxylon negevensis h : Haloxylon persicum
i : Haloxylon thomsonii j : Haloxylon multiflorum  k: Haloxylon gracile | : Haloxylon stocksii

1.3.3.2.1.1.2 Classification taxonomique

Selon Boucherit et al., 2018, la classification taxonomique de Haloxylon scoparium est la

suivante :

Regne : Végétal Sous-classe : Caryophyllidae

Sous Regne : Tracheobionta Ordre : Caryophyllales

Embranchement : Spermatophytes Famille : Amaranthaceae

Sous embranchement : Angiospermes Genre : Haloxylon

Division : Magnoliophyta Espéce : Haloxylon scoparium (Pomel) Bge

Classe : Magnoliopsida

1.3.3.2.1.1.3 Description morphologique

Haloxylon scoparium (Figure n° 22) est une plante médicinale qui appartient a la famille des

Chenopodiaceae. Il s'agit d'un petit arbuste ligneux gris-brun qui, en séchant, prend une
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couleur brun foncé ou noiratre (El-Shazly & Wink, 2003), de forme variable, d'une hauteur
maximale de 1 m (Hafidha et al., 2017). Cette plante a des feuilles articulées et des fleurs
solitaires et groupées au sommet des branches, avec une structure racinaire verticale et

latérale qui contribue a préserver et a protéger le sol de I'érosion (Boucherit et al., 2018).

Figure n°22 : Aspect morphologique d’Haloxylon scoparium (Sapir, 2018).
1.3.3.2.1.1.4 Ecologie et distribution

Cette plante pousse dans des sols salés et préfere un environnement aride ou semi-aride. On la
trouve actuellement en Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Libye, Egypte), au Liban, en Syrie,
en Palestine, au Sahara occidental, dans le sud de I'Espagne, et dans certaines parties de I'lran
et de la Turquie (figure n° 21) (Karous et al., 2020 ; Nounah et al., 2019).
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1.3.3.2.1.1.5 Utilisations ethnomédicales

Lutte contre les micro-organismes
pathogenes avec les antibiotiques

Haloxylon scoparium est largement utilisé dans la médecine traditionnelle en Afrique du Nord

(tableau n°7) pour prévenir de nombreuses maladies telles que I'hépatite, I'inflammation et

l'obésité (Ezzeddine et al., 2016). Plusieurs applications traditionnelles ont révélé que les

extraits de Haloxylon scoparium ont des propriétés anticancéreuses et anti-diabétique
(Bouaziz et al., 2016 ; Boulanouar et al., 2013 ; Hamza et al., 2019 ; Saidi et al., 2015 ;

Taibi et al., 2020). Cette espéce traite couramment les maladies, comme la décoction,

infusion ou cataplasme. Elle traite I'nypertension, la dermatite, I'intoxication alimentaire, la

gale, les blessures, la cicatrisation et la gastro-entérite (Eddouks et al., 2002 ; EI-Hadri, 2019
; Karous et al., 2020).

Tableau n°7 : Utilisations ethnomédicales d’Haloxylon scoparium

) - Partie de la Mode de préparation o o
Maladie traitée o ) Pays pratiqué | Référence
plante et administration
) Partie aérienne | Infusion (Lamchouri et al., 2012 ;

Diabétes i — Maroc )

Fleurs, feuilles | Décoction Sabrina et al., 2014)

) Poudre mélangée a de
Inflammations et . ] )
i Partie aérienne | I'huile d'olive par Maroc (Eddouks et al., 2002)
plaies
usage externe

Problémes gastriques Partie aérienne _ Algérie (El-Hadri, 2019)
Pigdres de scorpion et . - (Boucherit et al., 2018 ;

Partie aérienne _ Algérie
morsures de serpents Kharchoufa et al., 2020)
Maladies buccales et ] ) .

) Feuilles Infusion/ Décoction _ (Kharchoufa et al., 2020)
douleurs dentaires
Cicatrices Ecorce Poudre _ (Bouaziz et al., 2016)
Gale Partie aérienne | Infusion Tunisie
_ i i i i _ (Karous et al., 2020)

Apéritif Partie aérienne | Infusion par voie orale Tunisie
Cancer du foie Partie aérienne | Décoction _ (Taibi et al., 2020)
Troubles de la . Poudre mélangée au o )

Partie aérienne Algérie (Taibi et al., 2021)

thyroide

miel
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1.3.3.2.1.1.6 Composition chimique et propriétés biologiques

Les constituants phytochimiques de Haloxylon scoparium ont fait I'objet de recherches
approfondies et les structures des principales molécules bioactives ont été déterminées. Il
s'agit d'une plante particulierement riche en alcaloides et en flavonoides (Benine et al., 2023).

A. Flavonoides

Des flavonoides ont été isolés principalement d’Haloxylon scoparium. Sont les composés
phénoliques majeurs dans cette plante. On dénombre 3 molécules des Flavonol
triglycosides isolées des feuilles, et une molécule de Flavone isolée de tige (figure n°23)
(Benkrief et al., 1990 ; Ben Salah et al., 2002 ; Chao et al., 2013).

C.
OH O R =B-D-apio—
Isorhamnetin-3-0-B-D-xylopyranosyl-(1'""---3"") -a-L- I'isorhamnétin 3-O-B-Dapiofuranosyl-(1""—=>2") [a-L-
rhamnopyranosyl -(1'"'---6'")-3-D-galactopyranoside rhamnopyranosyl-(17"—>6"")]-B-D galactopyranoside
OCH34

OH O R=a-L-rth—————

Iisorhamnétin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1""—2")[a- Chrysoeriol
L-rhamnopyranosyl-(1"""'—6")]-B-D-galactopyranoside

Figure n°23 : Flavonoides isolées d’Haloxylon scoparium

B. Alcaloides

on note la cargenine, et la N-méthylisosalsoline (alcaloides majoritaires type
tétrahydroisoquinoline), la isosalsoline, salsolidine, isosalsolidine et déhydrosalsolidine
(Isoquinolines) ; tryptamine et la N-méthyltryptamine (Indole) ; N méthylcorydaldine
(Isoquinolone) ; Tétrahydroharmane, Laptocladine et 2-Meéthyl-1,2,3,4- tétrahydro-p

carboline (B-carboline) (figure n°24) isolées des feuilles d’ Haloxylon scoparium (Benkrief
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et al., 1990 ;El-Shazly, 2003) dont I’activités antimicrobienne de la cargenine et la N

méthylisosalsoline ont été évaluées (Bouaziz et al., 2016).

H3CO.
N
HyO Om \CH;;
CHa

Carnegine N-méthylisosalsoline N-méthylcorydaldine

H3CO

\

H3CO

H N
R N
/ 4 "
NH N—
Tétrahydrecharmane Laptocladine 2-Méthyl-1,2,3,4- tétrahydro-B-carboline
HsCO. HO HO
m - N mH
HyCO H3CO H,CO
Déhydrosalsolidine Isosalsolidine Isosalsoline
H H
H3;CO N N
NH / /
H3;CO
CH,
NH; NH——
Salsolidine tryptamine N-méthyltryptamine

Figure n°24 : Alcaloides issus d’Haloxylon scoparium

Coumarine

Les Coumarine sont une classe importante des métabolites secondaires trouvés dans une large
gamme de plantes (Kostova, 2006 ; De Souza et al., 2016). Sont des hétérocycles organiques,
appartient a une famille plus large de composés appelés les benzopyrones. Il s’agit de deux
cycles a six chainons : un cycle benzéne associée a un cycle pyrone (Jain et al., 2012). Elles
proviennent des espéces H. griffithii, H. scoparium et H. salicornicum. Ces composés sont

isolés des racines et de la partie aérienne de ces especes.
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On note la Dihydroisocoumarine, isolée de racine d’Haloxylon scoparium (figure n°25).

OCHs o

Dihydroisocoumarine

Figure n°25 : Coumarine isolée d"Haloxylon scoparium
Quatre autres molécules phénoliques ont été isolées de la tige d'Haloxylon scoparium. Trois

composées d’acides phénols : acide coumarique, acide cinnamique et acide cafféoylquinique,

et une composee de Phénol simple : Catéchol (figure n°26) (Chao et al., 2013).

OH 0O 0
OH H,CO X
X" 0H Of
HO
OCH;

Catéchol acide cinnamique acide coumarique

Figure n°26 : Acides phénols et phénol simple d"Haloxylon scoparium

Des études ont montré que cette plante posséde des propriétés biologiques tell : des activités
antifongiques, antibactériennes et antioxydants (Bouaziz et al., 2016 ; ; Nounah et al., 2019 ;
Fatehi et al., 2018 ; Lamchouri et al., 2012 : Boulanouar et al., 2013), des activités
anticancéreuses et antiplasmodiale (Bourogaa et al., 2014 ; Sathiyamoorthy et al., 1999),
des activités anti mollusque (Mezghani et al.,, 2009), des activités larvicides

(Sathiyamoorthy et al., 1997) et des agent anti-leucémique (Bourogaa et al., 2011).
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Partie 11 :

Analyse rétrospective de la résistance bactérienne aux antibiotiques a ’EPH de

Chlef (Sceur Bedj) d’octobre 2019 a décembre 2022

L'objectif principal de cette partie d’étude était de déterminer les différents profils de
résistance aux antibiotiques des isolats bactériens provenant de différents échantillons dans un
hépital Public a Chlef, en Algérie. Les résultats de cette étude guideront I'utilisation
rationnelle des antimicrobiens existants et guideront le traitement empirique optimal chez les

patients gravement malades
11.1 Méthodes
11.1.1 Cadre de I'étude

Une étude rétrospective a été réalisée d’octobre 2019 a Décembre 2022. L'étude a été menée
dans I’Etablissement Public Hospitalier de Sceurs Bedj a Chlef. Les données sur les patients
ont été collectées a partir du livre d'enregistrement de l'unité de laboratoire de microbiologie.
Le type d'échantillon, les isolats bactériens et le profil de sensibilité aux antibiotiques ont été

recueillis.
11.1.2 Isolement et identification des souches

Les souches bactériennes ont été isolées a partir des produits biologiques suivants : urines,
liquide céphalorachidien (LCR), prélévements vaginaux (PV), liquides d’ascite, liquide

pleural, cathéters, pus, prélevement protégé distale (PDP) et sang.

Des méthodes microbiologiques standard ont été appliquées pour l'identification des espéces
bactériennes (figure n°27) (Badulla et al., 2020). En fonction de la source des échantillons
cliniques, chaque échantillon a été placé sur la gélose spécifique a chaque bactérie. Les
Enterobacteriacea et autres bacilles a gram négative sont sélectionnés sur les géloses Hektoen,
BCP (pourpre de bromocrésol) ou EMB (Eosine Bleu de Méthyléne). La sélection des
staphylocoques est faite sur une gélose Chapman. Les cocci a Gram positif sont sélectionnées
sur une gélose au sang, puis incubé en aérobiose a 37°C pendant 24 heures. Les isolats
bactériens sont par la suite identifiés par leurs caractéres biochimiques a partir de la

réalisation d’une galerie (API).
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Prélévement

Analyse cytologique Analyse bactériologique
Examen quantitatif Mise en culture Examen direct par
(numération des éléments figurés) (Isolement sur gélose) Coloration de Gram
Examen qualitatif Cultures pures
(coloration de May-Griinwald-Giemsa) / \
Identification biochimique Antibiogramme

Figure n°27 : Schéma général de la demarche de I'analyse bactériologique

11.1.3 Tests de sensibilité aux antibiotiques.

Le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisés selon la méthode de diffusion sur milieu
gélose Mueller-Hinton (MH) suivant les recommandations du comité de 1’antibiogramme de
la Société Francaise de Microbiologie (CLSI, 2012). La mesure du diametre des zones
d’inhibition autour de chaque disque a été faite apres 24 h d’incubation a 37 °C pour

déterminer les phénotypes sensibles (S), intermédiaires (1) et résistants (R).
Les antibiotiques utilisés est mentionnée dans le tableau n° 8 au-dessous.
11.1.4 Controéle de la qualité

Une technique bactériologique standard a été appliquée pour garantir la précision des résultats
des tests de laboratoire (Badulla et al., 2020). Les souches de référence standard de
I'’American Type Culture Collection (ATCC) Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ont été utilisés pour controler

la qualité de la culture et la sensibilité aux antibiotiques.
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Tableau n° 8 : Listes des antibiotiques utilisés

Antibiotiques Sigle Charge du disque
Ampicilline AMP 10 pg
Amoxicilline/ acide clavulanique AMC 20/10 pg
Pipéracilline PIP 100 pg
Ticarcilline TIC 75 Ug
Ticarcilline/ acide clavulanique TCC 75/10 pg
Imipénéme IPM 10 ug
Ertapéneme ETP 10 ug
Aztréonam ATM 30 ug
Céfazoline CzZO0 30 ug
Céfoxitine FOX 30 ug
Céfotaxime CTX 30 ug
Céftazidime CAZ 30 ug
Ciprofloxacine CIP 5 ug
Lévofloxacine LVX 5 ug
Ofloxacine OFX 5 ug
Acide nalidixique NAL 30 ug
Amikacine AMK 30 ug
Gentamicine GEN 10 ug
Clindamycine CMN 2 Ug
Kanamycine KAN 30 ug
Erythromycine ERY 15 ug
Tétracycline TCY 30 ug
Chloramphénicol CHL 30 ug
Triméthoprime-sulfaméthoxazole SXT 1.25/23.75 ug
Teicoplanine TEC 30 ug
Acide fusidique FUS 10 ug
Quinupristine / Dalfopristine QDA 15 ug
Rifampicine RIF 5 ug

11.1.5 Traitement des données

Les analyses statistiques des résultats a été faite sur un logiciel de surveillances

épidémiologiques et des résistances aux antibiotiques (WHONET 5.6) (Bentroki et al., 2012)
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11.2 Résultats et discussions

11.2.1 Epidémiologie des infections

Durant les 3 années et 3 mois de cette étude, sur les 1720 examens biologiques des
¢échantillons réalisés au laboratoire de microbiologie de 'EPH de sceur bedj, seulement 424
¢échantillons soit 24,65% a relevé la présence d’infections bactérienne. A partir de ces
derniers, 424 germes bactériens ont été isolés et identifiés. La liste de ces agents infectieux et

leur proportion sont présentées dans le tableau n°9.

Tableau n°9 : Listes des micro-organismes pathogénes isolés

Micro-organisme Nombre de Isolats issus des ~ Isolats _
souches (%) patients hospitalisés communautaires
Escherichia coli 90 (21,22%) 62 (68,89%) 28 (31,11%)
Klebsiella pneumoniae 77 (18,16%) 61 (79,22%) 16 (20,78%)
Acinetobacter sp. 38 (8,96%) 36 (94,74%) 2 (5,26%)
z:fb‘gmggas 35 (8,26%) 31 (88,57%) 4 (11,43%)
Enterobacter cloacae 29 (6,84%) 24 (82,76%) 5 (17,24%)
Proteus mirabilis 17 (4,01%) 13 (76,47%) 4 (23,53%)
Serratia sp. 16 (3,77%) 15 (93,75%) 1 (6,25%)
G,ram_ Morganella morganii 8 (1,89%) 6 (75,00%) 2 (25,00%)
Negative it ohacter sp. 4 (0,94%) 4 (100,00%) 0 (0,00%)
Salmonella sp. 2 (0,47%) 2 (100,00%) 0 (0,00%)
Klebsiella oxytoca 1 (0,24%) 1 (100,00%) 0 (0,00%)
Providencia sp. 1 (0,24%) 1 (100,00%) 0 (0,00%)
Total 318 (75%)
Staphylococcus aureus 59 (13,92%) 50 (84,75%) 9 (15,25%)
Gram Enterococcus sp. 24 (5,66%) 21 (87,5%) 3 (12,5%)
Positive  Streptococcus sp. 23 (5,42%) 18 (78,26%) 5 (21,74%)
Total 106 (25%)
Total 424 (100,00%) 345 (81.37 %) 79 (18.63 %)

La majorité des bactéries ont été isolées a partir de la culture des urines (n= 202, 47,64 %),
suivie des pus (n= 98, 23.11 %), des cathéters (n= 37, 8.73 %) et des prélevements
pulmonaires (n=24, 5.66 %). Dans cette étude, la plupart des isolats identifiés étaient des
isolats Gram négatif (n=318, soit 75 %), tandis que les autres (n=106, soit 25 %) étaient des

Gram-positifs, ce qui était similaire aux taux de 68 % et 32 % respectivement, d'isolement des
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bactéries Gram-négatives et Gram-positives rapportés a I'hdpital universitaire de Constantine,
Algérie (Hecini-Hannachi et al., 2016). Les mémes taux d'isolement des bactéries Gram
négatif et Gram positif de 75 % et 25 % ont été rapportés a I'hdpital national de Kenyatta, au
Kenya (George tibi gachuhi, 2017).

Les cultures d'urine ont révélé une prédominance d'isolats Gram négatif (n=192, soit 95,05
%). Parmi eux, E. coli (n=66, soit 32,67 %), suivi de K. pneumoniae (n=48, soit 23.76 %)
étaient les plus fréquents. Ce résultat est conforme avec ceux de I'étude menée par Aouf et al.
(2018), Ait-Mimoune et al. (2022) en Algérie et Fahim. (2021) en Egypt, qui ont montrés
qu’E. coli et K. pneumoniae sont les micro-organismes les plus fréquemment trouvés dans
l'urine des patients. De méme, des autres études ont montré que les taux les plus élevés
d'infections a Gram négatif se trouvaient dans l'urine (Gaynes, Edwards, 2005 ;
Hamishehkar et al., 2016). Les infections urinaires nosocomiales sont généralement causees
par P. mirabilis, P. aeruginosa, S. aureus et les entérocoques, en plus des bactéries

mentionnées ci-dessus (Kahlmeter et al., 2003 ; Bayraktar et al., 2004)

Le développement des infections urinaires dépend essentiellement de facteurs anatomiques,
de l'intégrité des mécanismes de défense de I'hdte et de la virulence des organismes infectants.
Le périnée est fortement colonisé par des entérobactéries d'origine digestive, en particulier par
E. coli uropathogéne. Ce pathogene est capable d'adhérer a I'épithélium urogénital par
I'intermédiaire d'adhésines spécifiques ; cette adhésion empéche son élimination lors de la
vidange de la vessie. Klebsiella et Proteus sont capables de produire de l'uréase pour
alcaliniser l'urine, ce qui leur permet de proliferer. De plus, la mobilité des flagelles

péritriches est un facteur qui facilite leur ascension vers la vessie (Chen et al., 2012).

Parmi les Gram-positifs, Staphylococcus aureus est la principale cause d'infection de pus
(n=19, 32,2 %) et de cathéter (n=16, 27,12 %) dans la zone d'étude. Ce résultat est en accord
avec ceux de Tchakal-Mesbahi et al. (2021) et Aouf et al. (2022) dans leurs études menées
dans I'hdpital militaire d'Alger et de Constantine en Algérie, et qui ont conclure que S. aureus
était I'agent pathogeéne le plus souvent isolé dans les échantillons de pus avec une fréquence
de 28 % et 25%, respectivement. Dans une étude menée par Magdy et ses collégues en Egypt,
S. aureus était le plus fréquent, suivi de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et
E. coli (Bhagat et al., 2015). Cette espéce bactérienne est abondante dans la peau et pénétrent
facilement dans le champ opératoire pendant I'hospitalisation (Aouf et al., 2022). Selon Kim

et al. (2021), Proteus spp, S. aureus et K. pneumoniae sont les bactéries les plus courantes
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dans le pus des infections de plaies. Ibrahim. (2018), d'Arabie saoudite, a remarqué que les

pathogénes les plus courants étaient Proteus mirabilis, suivi de Klebsiella pneumoniae.

Probablement en raison de la pandémie de COVID19 qui a conduit le gouvernement a mettre
le pays en état de confinement périodique, réduisant ainsi le nombre de patients qui ont

accédé aux services de santé.

Dans cette étude, I’analyse épidémiologique des infections montre qu’E. coli était le
pathogéne prédominant (n= 90, 21.22%), suivi par K. pneumoniae (n= 77, 18.16%), S. aureus
(n=59, 13.92 %), Acinetobacter sp (n=38, 8,96%), P. aeruginosa (n=35, 8,26 %), E. cloacae
(n=29, 6,84 %), Enterococcus sp (n=24, 5,66 %) et Streptococcus sp (n=23, 5,42 %). D'autres
entérobactéries (Proteus mirabilis, Serratia sp, Morganella morganii, Citrobacter sp,
Salmonella sp, Klebsiella oxytoca et Providencia sp) représentaient moins de 4 % des
infections (Tableau n° 8). Ces résultats sont similaires a ceux d'autres rapports selon lesquels
E. coli, K. pneumoniae et S. aureus étaient les isolats dominants dans différents échantillons
cliniques (Gorems et al., 2018 ; Amsalu et al., 2017 ; Hailemariam et al., 2021). Osifo et
Aghahowa du Nigeria ont rapporté qu’E. coli et Klebsiella pneumoniae étaient les agents
pathogenes les plus fréequemment isolés (Osifo et al., 2011). Des résultats similaires ont été
rapportés en Egypt (Shebl et al., 2019) et en Ethiopie (Beyene et al., 2019). Cependant,
d'autres ont rapporté un niveau plus éleve de Klebsiella spp (22.5%) que d'E. coli (13.4%)
(Fahim. 2021). Contrairement a notre étude, Hecini-Hannachi et ses collégues d’ Algérie, ont
rapporté que S. aureus (26.38%) était la souche le plus souvent isolé a I'hdpital universitaire
de Constantine, suivi par Klebsiella sp (18.73%), Acinetobacter sp. (14.34%), P. aeruginosa.
(11.96%), E. coli (9.24%), Enterobacter sp. (6.43%) et Enterococcus sp. (3.31%) (Abla et al.,
2016).

La prévalence élevée de S. aureus a €té justifiée par Basiri et ses collegues, qui ont déclaré
gu'elle pouvait étre due a l'utilisation excessive de dispositifs invasifs avec manipulation
répétée par le personnel soignant et des mesures de contréle de l'infection inadéquates (Basiri
et al., 2015). D'autres ont été isolés, mais dans de faibles proportions : Proteus sp. Serratia sp.
Shigella sp. Providencia sp. Morganella sp. Salmonella sp. et Citrobacter sp. (Abla et al.,
2016 ; Tobin et al., 2021).

La différence entre I'étude actuelle et les autres études en ce qui concerne le type et la

fréquence des pathogenes pourrait étre liée a plusieurs facteurs tels que les conditions
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environnementales, les pratiques sanitaires, I'état des patients, I'hygiéne personnelle, le
nombre de patients impliqués dans chaque étude et les procédures de laboratoire (Shebl et al.,
2019).

11.2.2 Résistance aux différents antibiotiques étudiés

La moyenne des pourcentages de résistance aux differents antibiotiques entre les souches
communautaires et hospitalieres est présentée dans le tableau n°10.

Tableau n°10 Comparaison des pourcentages de résistance des souches

communautaires a celles issues des hospitalisés

Toutes les souches confondues
Nosocomiales Communautaires
Antibiotique Antibiotique Antibiotique Nbre %R Nbre %R
classe sur classe
Céphalosporine | Céfazoline 149 73.83% 46 63.04%
Cephems Céphalosporine Il C{:foxitipe 46 56.52% 9 44.44%
Céphalosporine 111 Céfotaxime 192 48.96% 54 44.44%
Céftazidime 211 50.82% 46 43.48%
Ampicilline 209 80.86% 54 90.74%
Pénicillines du groupe A Amoxwl_lllne/ Acide 186 72 04% 56 69.64
clavulanigue
Pénicillines Ticarcilline 60 77.00% 5 40.00%
Carboxy-pénicillines Tlcarcnl!ne/ Acide 63 78.54% 6 33.33%
clavulanique
Uréido-pénicillines Pipéracilline 59 61.02% 5 20.00%
Carbapénémes Ertgpénéme 174 17.82% 54 7.41%
Imipéneme 240 20.00% 57 3.51%
Monobactame Aztréonam 101 44.55% 24 20.83%
Ciprofloxacine 207 51.21% 50 36.00%
Quinolones Fluoroquinolones Lévofloxacine 133 45.86% 20 10.00%
Ofloxacine 58 16.13% 13 15.38%
Quinolone Acide nalidixique 165 59.39% 48 58.33%
Amikacine 280 24.64% 63 3.17%
Aminosides Gentamicine 290 41.72% 63 23.81%
Kanamycine 46 45.65% 8 25.00%
Macrolides Erythromycine 87 52.87% 16 43.75%
Clindamycine 57 26.32% 12 16.67%
Cyclines Tétracycline 80 55.10% 13 46.15%
Phénicole Chloramphénicol 230 20.43% 61 9.84%
Sulfamides Sulfamethoxazole/ | 55y | 5306 | 53 | 43.40%
Triméthoprime
Glycopeptides Teicoplanine 46 2.17% 7 0.00%
Acide fusidique Acide fusidique 46 41.30% 9 44.44%
Streptogramines Pristinamycine 74 31.08% 14 21.43%
Autres Rifampicine 68 32.35% 11 18.18%

Nbre = nombre ; %R = pourcentage de résistance ; NT=non testés
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Cette comparaison des pourcentages de résistance est effectuée sur toutes souches confondues
d’une part et sur les espéces les plus fréquents dont Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp, Enterobacter cloacae,
Enterococcus sp, Streptococcus sp, Proteus mirabilis, Serratia sp.et Morganella morganii
d’autre part (tableau n°11 et n°12).

Tableau n°11: Profils de résistance des bactéries a Gram négatif aux antibiotiques
sélectionnés

Escherichia coli K. pneumoniae Enterobacter cloacae
Antibiotique Nosocomiales Communautaires Nosocomiales Communautaires Nosocomiales Communautaires
Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R
Céfazoline 45 48.89% 21 52.38% 57 87.72% 15 66.67% 15 93.33% 4 100.0%
Céfotaxime 58 17.24% 26 30.77% 60 80.00% 16 50.00% 21 80.95% 4 75.00%
Céftazidime 50 14.00% 20 35.00% 50 80.00% 12 66.67% 17 88.24% 3 33.33%
Ampicilline 56 85.71% 25 96.00% 59 96.61% 15 100.0% 20 95.00% 4 100.0%
QQ/?J’I‘;%'(']T:/ Acide 61  6229% 28  67.86% 59  81.36% 16 62.5% 22 9545% 5  100.0%
Ertapéneme 53 5.66% 27 3.70% 57 29.82% 16 12.5% 21 38.10% 4 25.00%
Imipénéme 58 1.72% 27 0.00% 57 17.54% 15 6.67% 19 10.53% 2 0.00%
Aztréonam 35 20.00% 10 10.00% 28 78.57% 11 36..36% 6 33.33% NT NT
Ciprofloxacine 39 46.15% 17 35.29% 42 69.43% 15 53.33% 12 81.33% 2 0.00%
Acide nalidixique 55 52.73% 22 50.00% 52 70.23% 15 66.67% 22 82.82% 4 25.00%
Amikacine 55 5.45% 26 0.00% 57 26.31% 16 6.25% 17 0.00% 3 0.00%
Gentamicine 58 13.79% 26 7.69% 56 62.50% 14 42.86% 22 63.64% 3 66.67%
Chloramphénicol 52 23.08% 25 12.00% 47 17.02% 14 0.00% 18 68.18% 3 33.33%
?‘;i';?ggﬁég‘r’i"nizeo'” 55  50.91% 21 57.14% 59  7458% 14 42.86 2 5556% 2 0.00%
Suite
Proteus mirabilis Serratia sp. Morganella morganii
Antibiotique Nosocomiales Communautaires  Nosocomiales Communautaires Nosocomiales Communautaires
Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R
Céfazoline 6 50.00% 3 66.67% 13 92.31% 1 100.0% 6 66.67% 2 50.00%
Céfotaxime 12 16.67% 4 25.00% 14 78.57% 1 100.0% 6 33.33% 2 100.0%
Céftazidime 11 9.09% 4 0.00% 12 58.33% 1 100.0% 5 40.00% 1 100.0%
Ampicilline 9 54.44% 3 100.0% 15 100.0% 1 100.0% 6 66.67% 2 100.0%
Amoxicilline/ Acide 15 530800 4 5000% 15  1000% 1 1000% 6  66.67% 2  100.0%
clavulanique
Ertapéneme 13 7.69% 4 0.00% 14 0.00% 1 0.00% 6 0.00% 2 0.00%
Imipéneme 11 0.00% 4 0.00% 15 0.00% 1 0.00% 6 0.00% 2 0.00%
Aztréonam 8 12.5% 1 0.00% 8 37.5% 1 0.00% 5 20.00% 1 0.00%
Ciprofloxacine 10 40.00% 2 50.00% 8 0.00% 1 0.00% 5 40.00% 2 100.0%
Acide nalidixique 12 50.00% 4 75.00% 11 18.18% 1 100.0% 5 40.00% 2 100.0%
Amikacine 12 0.00% 3 0.00% 13 0.00% 1 0.00% 6 0.00% 2 0.00%
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Gentamicine 10 20.00% 3 33.33% 12 75.00% 1 100.0% 6 33.33% @ 2 100.0%
Chloramphénicol 9 22% 3 66.67% 13  53.84% 1 0.00% 6 33.33% 2 0.00%
Sulfamethoxazole/ 12 50.00% 3 100.00% 13 69.23% 1 100.0% 6 50.00% 1 100.0%

Triméthoprime

Suite

P. aeruginosa

Acinetobacter. sp

Antibiotique Nosocomiales Communautaires  Nosocomiales Communautaires
Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R
Céftazidime 27 51.85% 3 0.00% 31 96.77% 2 100.0%
Ticarcilline 28 60.71% 0.00% 31 100.0% 2 100.0%
Lf\f&fgﬂ:gﬁ’e Acide 28 67.85% 4  2500% 34  O7.06% 2 50.00%
Pipéracilline 27 22.22% 3 0.00% 30 96.67% 2 50.00%
Imipénéme 30 20.00% 4 25.00% 35 82.86% 2 0.00%
Aztréonam NT NT NT NT 10 90.00% 1 0.00%
Ciprofloxacine 17 23.53% 2 0.00% 20 95.00% 2 0.00%
Lévofloxacine 26 42.31% 3 0.00% 28 92.86% 2 0.00%
Amikacine 29 13.79% 4 0.00% 36 83.33% 2 0.00%
Gentamicine 29 27.59% 4 0.00% 35 88.57% 2 0.00%
Tobramycine 26 19.23% 3 0.00% 28 82.14% 2 0.00%

Tableau n°22 : Profils de résistance des bactéries a Gram positif aux antibiotiques
sélectionnés

S. aureus Enterococcus sp. Streptococcus sp.

Antibiotique Nosocomiales Communautaires Nosocomiales Communautaires Nosocomiales Communautaires

Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R
Céfotaxime 46 56.52% 9 44.44% NT NT NT NT 9 0.00% 1 100.0%
Ciprofloxacine 35 14.29% 7 0.00% 14 78.57% 100.0% NT NT NT NT
Lévofloxacine 42 21.43% 9 0.00% 17 76.47% 100.0% 12 0.00% 4 0.00%
Ofloxacine 45 22.22% 9 0.00% NT NT NT NT 13 0.00% 50.00%
Amikacine 48 35.42% 7 14.29% NT NT NT NT NT NT NT NT
Capréomycine 43 20.90% 9 0.00% NT NT NT NT 10 50.00% 66.70%
Gentamicine 47 17.02% 6 0.00% NT NT NT NT 6 25.00% 50.00%
Kanamycine 46 4565% 8 25.00% NT NT NT NT NT NT NT NT
Erythromycine 48 39.58% 9 22.22% 20 90.00% 100.0% 13 53.84% 4 50.00%
Tétracycline 44 4091% 8 37.5% 18 72.22% 50.00% 13 76.92% NT NT
Chloramphénicol 43 4.65% 8 0.00% 16 6.25% 0.00% 13 0.00% 4 0.00%
i‘;’i';?é'?ﬁ;g?ixnﬁo'e/ 46 652% 9 0.00% NT  NT NT  NT NT NT NT  NT
Teicoplanine 30 0.00% 4 0.00% 15 6.67% 3 0.00% NT NT NT NT
Acide fusidique 46 41.30% 9 44.44% NT NT NT NT NT NT NT NT
gg;?ﬁpﬂr"ssttl'n“ee ! 41 17.01% 9 0.00% 17 70.59% 1 1000% 11 21.21% 4 50.00%
Rifampicine 49 16.33% 9 0.00% 18 77.78% 2 100.0% NT NT NT  NT

Nbre = Nombre ; %R = Pourcentage de résistance ; NT= Non testés
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Les résultats de notre enquéte sur la résistance aux antibiotiques donnent un profil général de
la résistance aux antibiotiques (toutes souches confondues). D'autre part, ils permettent
d’avoir le niveau de sensibilité de ces souches les plus fréquents. Les données de résistance de
ces souches isolées ont été comparées a celles des résistances issues de la littérature obtenue
dans différents pays des différents continents.

11.2.2.1 Résistance au p-lactamines

Parmi les céphalosporines étudiées, la céfazoline, une céphalosporine de premiére génération,
présente moins d’efficacité que celles de la deuxieme et troisieme génération avec des taux
de résistance évaluée a 73.83% et 63,04% pour respectivement les isolats issus des patients
hospitalisés et en consultation. Ce constat est le méme pour les souches d’Escherichia coli, de
Klebsiella pneumoniae, d’Enterobacter cloacae, de Proteus mirabilis, de Serratia sp.et de
Morganella morganii puisqu’on remarque qu’elles sont plus résistantes a la céfazoline qu’aux

autres céphalosporines étudiées (la céfotaxime et la céftazidime) (tableau n°11).

Au niveau des pénicillines, parmi celles étudiées (1’ampicilline, la ticarcilline, la pipéracilline
et ’association Amoxicilline / Acide clavulanique et Ticarcilline/ Acide clavulanique) on note
un fort taux de résistance a I’ampicilline, soit 80,9% pour les souches nosocomiales et 90,8%
pour les communautaires. Ces valeurs sont un peu plus élevées pour cet antibiotique avec E.
coli, E. cloacae, K. pneumoniae et Serratia sp dont 85,71%, 95%, 96.61% et 100% pour les
souches nosocomiales et 96%, 100%, 100% et 100% pour les communautaires,
respectivement. La Ticarcilline et 1’association Ticarcilline/ Acide clavulanique présentes un

taux de résistances presque similaire a I’ampicilline des isolats nosocomiaux.

Bien que les taux de résistance a la pipéraciline des isolats nosocomiaux soient également
plus élevés, cet antibiotique est plus efficace que I’ampicilline, la Ticarcilline et I’association
Ticarcilline/ Acide clavulanique. Par ailleurs, 1’association Amoxicilline / Acide clavulanique
présente aussi des taux de résistance supérieurs a ceux de la piperacilline pour toutes les

souches confondues (tableau n°10).

Dans cette famille, les pénicillines étudiées affichent un taux d’efficacité inférieur a celui des

céphalosporines surtout de la deuxieme et la troisiéme génération.

L’ampicilline est Dantibiotique pour lequel la résistance des souches pathogénes

d’Escherichia coli (85.71%), de Klebsiella pneumoniae (96.61%), d Enterobacter cloacae

65

——
| —



_ Partie 1 Analyse rétrospective de la résistance bactérienne aux antibiotiques a

IP’EPH de Chlef (Sceur Bedj) d’octobre 2019 a décembre 2022

(95%), de Proteus mirabilis (54.44%), de Serratia sp. (100%) et de Morganella morganii
(66.67%) est la plus forte. De tres fortes résistances d’E. coli ont été observées au Zambia
(93.4%) (Mwansa et al., 2022), a Iran (92,2 %) (Hamishehkar et al., 2016), a Iraq (88,3 %)
(Naqid et al., 2020) et également en Espagne (61%) (Smithson et al., 2012). Un rapport en
Tanzanie a indiqué un taux de résistance d’E. coli (100%), d’Enterobacter sp (100%), de
Serratia sp (100%) et de P. mirabilis (96.2%) (Mnyambwa et al., 2021). Un taux de
résistance aussi élevé d’E. coli (100%), de Klebsiella sp (100%) et d’Enterobacter sp (100%)
a été rapporté au I’éthiopie (Abebe et al., 2019).

Amoxicilline/acide clavulanique Ampicilline
100% - [ O O 0 100% -~ /
80% - /‘ 80% -
T ¥
Dof 60% - Dé 60% -
> >
40% A 40% A
20% A 20% A
0% T T T 1 O% T T T
2019 2020 2021 2022 2019 2020 2021 2022
Année Année
Ceftazidime Céfotaxime
100% - 100% -~
80% A 80% A
& &
60% - 60% -
S S ’
40% - A\g 40%
20% A 20% A
0% ./I‘\*. I 0% I I I
2019 2020 2021 2022 2019 2020 2021 2022
Année Année
—@— tous les microorganisme —o— Escherichia coli
K. pneumoniae E. cloacae
—0—P. mirabilis —o— Serratia sp

Figure n°28 : Tendances de la résistance a certains bétalactamines par des microorganismes
spécifiques, Chlef octobre 2019-decembre 2022
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Par ailleur, la tendance de la résistance de tous isolats confondus a cet antibiotique présente
une croissance significative d’année en année. Ce taux passe de 48% en 2019 a
90% en 2022. La résistance d'E. coli, de K. pneumoniae et de P. mirabilis a I'ampicilline
passant, respectivement de 90,86 % et 50% en 2019 a un pic de 100 % en 2021, puis a une
diminution a 94,4 %, 90.48% et 80% en 2022. E. cloacae a montré une résistance de 100%
entre 2019-2021, puis une diminution & 83.33% en 2022. La résistance de Serratia sp a cet
antibiotique est de 100% entre 2019 et 2022 (figure n°28).

L’association de I’amoxicilline et 1’acide clavulanique n’est pas efficace sur 62.29%, 81.36%,
95.45% et 66.67% des isolats d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Serratia sp et de morganella morganii sur cette période (2019 a 2022). Ces valeurs
est plus élevé que ceux rapportes en Europe pour les années 2003-2006, on observe une
résistance de 3.8%, 2.8% et 1.9% pour E. coli, K. pneumoniae et P. mirabilis, respectivement
(Schito et al., 2009), mais elle est bien moins importante que celle observée dans certains
pays d’Afrique comme la Tanzanie 75% pour E. coli, 90.9% pour K. pneumoniae, et 100%
pour Serratia sp (Mnyambwa et al., 2021), le Nigeria 87.3 % pour E. coli et 68.1% pour
Klebsiella sp (Tobin et al., 2021). Dans d'autres pays africains, les isolats d’E. coli ont montré
un taux de resistance plus élevé (supérieur a 70%) (Amine et al., 2009 ; Zafindrasoa et al.,
2017).

Au niveau de cette antibiotique, le test de tendance indique une évolution progressive du taux
de la résistance des isolats dans le temps. Elle évolue de 63% en 2019 a 80% en 2022. Cette
tendance de la résistance des isolats confondus est aussi observée sur E. coli, K. pneumoniae,
E. cloacae, P. mirabilis et Serratia sp. E. coli et K. pneumoniae ont montré une résistance
croissante, passant de 58.57% et 76.33% en 2019 a 81.36% et 95.48% en 2022,
respectivement. La résistance de P. mirabilis étaient <70% entre 2019 et 2022. E. cloacae a
montré une résistance de 100% entre 2019-2021, puis une diminution a 83.33% en 2022. La

résistance de Serratia sp a cet antibiotique est de 100% entre 2019 et 2022 (figure n°26).

Les céphalosporines de troisieme génération gardent relativement leur efficacité puisque plus
de 50 % des isolats leur sont sensibles. Cela pourrait résulter du fait que ces molécules sont
utilisées comme remede de seconde intention dans I’antibiothérapie, donc moins utilisées que

les pénicillines présentes dans cette étude.
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Par exemple, le taux de résistance des Proteus mirabilis et Escherichia coli a la Céfotaxime
est de 16.67% et 17,4%, respectivement. Cet antibiotique est plus utilisé en Asie ou les
résistances d’E. coli sont plus élevées et varient de 21,5% a 89,7% (Sabir et al., 2014 ;
Krunal Shah et al., 2019 ; Ganesh et al., 2019 ; Majumder et al., 2022). Il en est de méme
pour la céftazidime avec de faibles taux de résistance dans certains pays d’Afrique dont 3,8%
de résistance au Sénégal (Sire et al., 2007), 3,1% a Madagascar (Randrianirina et al., 2007)
et 12% au Gabon (Kouegnigan Rerambiah et al., 2014). Par contre en Asie, sont observés
des taux de résistance plus élevés ; on note jusqu’a 98,9% de résistance a Arabie saoudite (Al-
Mijalli et al., 2017), 78.9% en Inde (Prasada Rao et al., 2022), 73,8 % au Pakistan (Sabir et
al., 2014), 70,32 % en Indonésie (Sugianli et al., 2017) (figure n°29). Aussi, Des études
menées aux Etats-Unis, au Canada, au Royaume-Uni et dans d'autres pays européens ont
révelé que la sensibilité aux céphalosporines de troisieme genération (céfotaxime ou
ceftazidime) de P. mirabilis isolé a partir de différentes sources variait de 90 et 99 %, selon la
population de patients et du type d'échantillon (Bouchillon et al., 2013 ; Horner et al., 2014 ;
Sader et al., 2014)
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Figure 29 : Comparaison des fréquences d’apparition de E. coli pathogéne résistant a la
céfotaxime et a la céftazidime. 1 : Jan ten Hove et al., (2017) ; 2 : Amine et al., (2009) ; 3 :
Krunal Shah et al., (2019) ; 4 : Sabir et al., (2014); 5 : Majumder et al., (2022); 6 : Lee H
et al., (2018); 7 : Ganesh et al., (2019) ; 8 : Pierantoni et al., (2021); 9 : Rerambiah et al.,
(2014); 10 : Al-Mijalli et al., (2017) ; 11 : Prasada Rao et al., (2022) ; 12 : Sugianli et al.,
(2017) ; 13 : Polse et al., (2016).
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On remarque que ces céphalosporines gardent relativement leur activité sur les germes
pathogénes en Algérie et les pays d’Afrique, il apparait que leur efficacité s’évolue
progressivement dans le temps comme mis en évidence par les tests de tendance. Les taux de
résistance a la céftazidime par exemple passent de 66% en 2019 a 41% en 2022. Celui de la
résistance a la céfotaxime diminue également de facon significative de 52% en 2019 a 26% en
2022. Cette diminution de la résistance a la céftazidime et la céfotaxime des isolats confondus
est aussi observee sur E. coli, K. pneumoniae et E. cloacae (figure n°29).

Le retrait progressif de ces molécules dans I’antibiothérapie entraine ainsi une réduction de la

pression de cet antibiotique sur les germes et pourrait en partie expliquer cette tendance.
11.2.2.2 Résistance aux quinolones

Parmi les quinolones présentes dans cette étude, 1’acide nalidixique (quinolone de premicre
génération) présente un taux de résistance (59% pour les souches issues des patients
hospitalisés et externes) supérieur a ceux des autres fluoroquinones étudiés que sont la
ciprofloxacine, la 1évofloxacine et ’ofloxacine (des quinolones de seconde génération). Ce
constat est le méme pour les souches d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Serratia sp.et de Morganella morganii, qui sont encore plus
résistants a I’acide nalidixique avec des pourcentages de résistance allant de 18.18 % a

82.82% pour les souches cliniques et de 25% a 100% pour les souches communautaires.

Les taux de résistance des souches d'origine communautaire a la ciprofloxacine, ofloxacine et
a la lévofloxacine étaient de 36 %, 15.38% et 10%, respectivement. La lévofloxacine s'est
avérée étre la quinolone la plus efficace (90 %) contre les souches d'origine communautaires.
Le taux de résistance des souches communautaires de P. aeruginosa, Acinetobacter sp, S.
aureus et Streptococcus sp a cet antibiotique était de 0.00 %. Cependant, il affiche une
efficacité en décroissance en fonction des années sur tous les isolats confondus est méme sur
Acinetobacter sp et Enterococcus sp selon le test de tendance effectué (figure n°30). p.
aeruginosa a montré une résistance de 100% en 2019, puis une diminution a 11% entre 2020-
2021, et est remontée & 60 % en 2022.

L’ofloxacine s'est avérée étre la quinolone la plus efficace (84 %) contre les souches d'origine
hospitaliéere. 100% des souches de Streptococcus sp et 77.78% de S. aureus isolés des
infections nosocomiales étaient sensibles a cet antibiotique. Ces résultats concordent avec

ceux de Tchakal-Mesbahi et al. (2021) qui ont montré que l'ofloxacine étaient la quinolone
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les plus efficaces. Aussi, cet antibiotique garde relativement leur activité sur les isolats a gram
positive, il apparait que leur efficacité s’évolue progressivement dans le temps comme mis en

évidence par les tests de tendance (figure n°30).

D'autre part, 100% des souches de Serratia sp isolées des infections nosocomiales étaient
sensibles a la ciprofloxacine, les taux de sensibilité des autres souches a ce méme antibiotique
étaient de 5% a 85.71% (tableau n°11 et n°12).
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Figure n°30 : Tendances de la résistance a certaine Quinolones par des microorganismes
spécifiques, Chlef 2019-2022
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Pour les souches d'Acinetobacter spp, nous avons observé un taux de résistance tres élevés a
la ciprofloxacine (95%) et a la Iévofloxacine (92.86%). Des résultats similaires ont été
obtenus en Algérie par Tchakal-Mesbabhi et al. (2021) et Aouf et al. (2022), qui ont rapporté
que les isolats d'A. baumanii étaient trés résistants, plus de 80 % étaient résistants a la
ciprofloxacine et 100% a la lévofloxacine, respectivement. Selon Lin et Lan. (2014), A.
baumanii est connu pour sa résistance intrinséque aux antibiotiques et sa capacité a acquérir

des déterminants de résistance codant pour des genes.

Dans une étude menée par Bayraktar et al. (2004), la résistance a la ciprofloxacine contre les
bactéries gram négatives du patients hospitalisés était de 33 % pour E. coli, 14 % pour
Enterobacter spp, Acinetobacter spp et 11 % chez Pseudomonas spp. Dans notre étude, nous
avons constaté que la résistance a la ciprofloxacine chez ces bactéries était de 46,15 %, 83,33
%, 95 % et 23,53 %, respectivement, plus élevée que celle rapportée par Bayraktar et al. Dans
une etude similaire, Bastopcu et al. (2008) ont constaté que la résistance a la ciprofloxacine
était de 43 % chez E. coli, de 61,9 % chez P. aeruginosa et de 20 % chez A. baumanii. Dans
I'étude de Ayse Bastopcu, la resistance d'A. baumanii a la ciprofloxacine était plus faible que
dans notre étude, et pour P. aeruginosa, la résistance était plus élevee que dans notre étude ;

cependant, la résistance d'E. coli était presque égale dans les deux études.

Dans une étude similaire réalisée par Bouzenoune et al. (2009) dans I’est algérien a I’hopital
d’Ain Milla, la résistance a la I’acide nalidixique et a I’ofloxacine étaient respectivement de
11.7% et 10.1% chez E. coli, 15.8% chez K. pneumoniae, 9.1% chez P. mirabilis et 15.4% et
66.7% chez BGN non fermentaire. Cependant, Aouf et al. (2018) au Centre Hospitalier
Universitaire de Benimessous a Alger, a rapporté que des taux de résistance d'E. coli, de K.
pneumoniae et de P. mirabilis a la ciprofloxacine est de 17,72 %, 23.94%, 12.37% et a I’acide
nalidixique de 27,79 %, 34.27%, 54.64%, respectivement. Dans une autre étude algérienne
évaluant la résistance des souches isolées d'infections communautaires, La résistance d'E. coli
(18%), Klebsiella sp (22.5%) et P. mirabilis (9%) était plus faible que dans notre étude, et
pour P. aeruginosa (59%), la résistance était plus élevée que dans notre étude (Bentroki et
al., 2012).

Au niveau de la ciprofloxacine, le test de tendance indique une évolution progressive du taux
de la résistance des isolats dans le temps. Elle évolue de 45% en 2019 a 58% en 2022. Cette
tendance de la résistance des isolats confondus est aussi observée sur S. aureus, Enterococcus

sp, Acinetobacter sp, P. aeruginosa et E. cloacae (figure n°30).
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En raison de l'utilisation répandue des quinolones, il a été signalé que la résistance a ces
médicaments augmentait progressivement dans les souches isolées des infections urinaires

communautaires et hospitalieres (Bastopcu et al., 2008).

11.2.2.3 Résistance aux aminoglycosides

Pour toutes les souches confondues, L’antibiotique le plus efficace parmi les aminoglycosides
étudiés (I’amikacine, la gentamicine, la clindamycine, et la kanamycine) est I’amikacine avec
24,64% de résistance pour les souches nosocomiales et 3,17% au niveau des souches
communautaires. Ces observations sont semblables pour I’¢tude ciblant les souches a gram
négative, qui sont encore plus sensibles a I’amikacine avec des pourcentages de résistance
allant de 0.0 % a 83.33% (souches nosocomiales) et 0.0% a 6.25% (souches
communautaires). Acinetobacter sp (souche nosocomiale) a montré la plus grande résistance a
I’amikacine (83,33%). La résistance était supérieure aux données du Réseau Algérien de
surveillance de la Résistance (AARN) enregistrées chez les Acinetobacter sp. (Amikacine
65,7%) (AARN. 2016), et aux études réalisées dans I'Ouest Algérien en 2013 et a Alger en
2015 (Mesli et al., 2013 ; Khorsi et al., 2015). P. mirabilis, Serratia sp. E. cloacae et M.

morganii étaient sensibles a cet antibiotique.

Aussi, cet antibiotique affiche une efficacité en décroissance en fonction des annees sur tous
les isolats confondus est méme sur E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter sp, P. aeruginosa et
E. cloacae selon le test de tendance effectué. P. mirabilis et Serratia sp ont montrés aucune
résistance entre 2019-2022. Cependant, il garde relativement leur activité sur les isolats a
gram positive, il apparait que leur efficacité s’évolue progressivement dans le temps comme

mis en évidence par les tests de tendance (figure n°31).

La clindamycine présentes un taux de résistances (26.32%) presque similaire a 1’amikacine
des isolats nosocomiaux. Bien que les taux de résistance a la gentamycine et la kanamycine
des isolats nosocomiaux et de 41.72% et 45.65%, respectivement, ces antibiotiques est moins

efficace que ’amikacine et la capréomycine (tableau n°10).

La famille des Aminoglycosides se présente comme des molécules encore efficaces. On note
un faible de taux de résistance des souches d’E. coli (13,79% et 7.69%), de S. aureus (17.02%
et 0.00%), de P. mirabilis (20% et 33.33%), de Streptococcus sp (25.00%) et de P.

aeruginosa (27,59% et 0.00%) issues des patients hospitalisés et en consultation sur la
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gentamicine. Acinetobacter sp a montré la plus grande résistance a cet antibiotique (88,57%),
suivi par Serratia sp. (75%), K. pneumoniae (62.50%) et E. cloacae (63.64%) (souches
nosocomiales). La résistance d’Acinetobacter sp a la gentamicine est proche de celles
obtenues dans les hdpitaux algériens (Benamrouche et al., 2021). En Algérie, une faible
résistance a la gentamicine (7% et 7.7%) a été trouvée chez les staphylocoques (Ramdani-
Bouguessa et al., 2006 ; Achek et al., 2018). L’¢tude réalise par Aouf et al. (2018) au Centre
hospitalier universitaire de Benimessous a Alger, ont montré une faible résistance d’E. coli

(6.39%), de K. pneumoniae (20.66%) et de P. mirabilis (6.19%).
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Figure n°31 : Tendances de la résistance a I’amikacine et la Gentamicine par des microorganismes
spécifiques, Chlef 2019-2022

73

——
| —




_ Partie 11 Analyse rétrospective de la résistance bactérienne aux antibiotiques a
PEPH de Chlef (Sceur Bedj) d’octobre 2019 a décembre 2022

La résistance d’E. coli a la gentamicine est proche de celles obtenues par certains
auteurs en Espagne, en lItalie et au Maroc (Smithson et al., 2012 ; El Bouamri et al., 2014 ;
Pierantoni et al., 2021). De fortes résistances de cette espéce bactérienne a cet antibiotique
ont été observées au Costa Rica (62,7%) (Zuniga-Moya et al., 2016) ; et au Pakistan (73%)
(Tanvir et al., 2012). Un rapport au Nigeria a indiqué un taux de résistance plus élevée d’E.
coli (47.3%), de P. aeruginosa (58.7%), de Proteus sp (32.1%), de S. pneumoniae (60%), et
faible de Klebsiella sp (31.3%) et de S. aureus (18.9%) (Tobin et al., 2021). Un taux de
résistance aussi €levé de Klebsiella sp (62.50%) a été rapporté a I’Yemen (Badulla et al.,
2020)

Au niveau de cette antibiotique (la gentamicine), le test de tendance indique une évolution
progressive du taux de la resistance des isolats dans le temps. Elle évolue de 38% en 2019 a
70.7% en 2022. Cette tendance de la résistance des isolats confondus est aussi observée sur E.
coli, K. pneumoniae, Serratia sp, Acinetobacter sp, Staphylococcus aureus et Streptococcus
sp, elle évolue de 14.29%, 54.67, 0%, 75% et 0% en 2019 a 21.20%, 66.55%, 100%, 85.57%,
28.57% et 60% en 2022, respectivement (figure n°31).

On note aussi d’autres antibiotiques qui présentent de faibles taux d’efficacité. 1l s’agit de
la tétracycline, de I’association sulfaméthoxazole/ triméthoprime et de 1’érythromycine avec
un taux de résistance de 55,10%, 53,6% et 52.87% pour les souches isolées des hospitalisés et
de 46,15%, 43,4% et 43,75% pour les isolats communautaires, respectivement. Notons-nous
aussi qu’a coté des céphalosporines de troisiéme génération et des aminoglycosides qui
gardent encore une efficacité relative, d’autres antibiotiques sont toujours efficaces tels que

les carbapénemes, les phénicole et les glycopeptides.

Les antibiotiques, qu’ils soient relativement efficaces ou pas, montrent une augmentation
progressive du taux de résistance des isolats dans le temps. Ces observations sont
confirmées par d’autres études (Mhondoro et al., 2019 ; Salah et al., 2021 ; Schrader et al.,
2023). La pression exercée par ces molécules sur les microorganismes liée a leur utilisation
excessive ou a tort explique I’augmentation des taux de résistance dans le temps.
L'utilisation des antibiotiques qui découlent de [I’automédication, est une pratique
récurrente dans les pays en développement notamment en Algérie. Selon une étude
d’investigation, 61,86% des hommes et 38,14% des femmes d’Algérie ont recours a

I’automédication en cas d’infection (Aggabi et al., 2015). La famille des bétalactamines
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(pénicillines principalement) constitue la principale classe d’antibiotiques utilisées dans des

cas d’automédication toujours selon le méme auteur.

Par ailleurs, concernant la qualité de ces médicaments vendus illicitement, une étude au
Nigéria révele que 48% de 581 échantillons de médicaments constitués d’antibiotiques,
d’antiparasitaires et d’antifongiques prélevés sur le secteur pharmaceutique privé ne
répondent pas aux critéres de qualité pharmacologique. lls sont en dehors des normes de la

pharmacopée britannique (Taylor et al., 2001).

Le traitement des flacons et emballage des antibiotiques apres leur usage est également un
facteur aggravant. Ceux-ci, en cas de mauvaise gestion peuvent se retrouver dans
I’environnement et induire I’apparition des germes résistants et multi résistants. Selon les
travaux réalisés par Haddaoui. (2021), dans la région Moyen-Orient et Afriqgue du Nord
(MENA), incluant I'Algérie, les eaux usées de cette région renferment des produits
pharmaceutiques dont de 1'acide clavulanique, de 1’érythromycine, et de la sulfaméthoxazole a
des concentrations respectives de 26 620-51 460 ng/L, 1,5-3010 ng/L, et 12,1-900 ng/L. La
présence des produits pharmaceutiques surtout des antibiotiques de tout genre dans ces lieux

pourrait étre sans doute une source considérable de sélection de bactéries multi-résistantes.

11.2.3 Souches multi-résistantes

La présence de souches multirésistantes a été identifier par l'analyse des profils de résistance
des divers isolats avec le logiciel WHONET 5.6. Selon les criteres de la Société européenne
de microbiologie clinique et des maladies infectieuses, en fonction de leur phénotype, ces
différentes souches sont classées comme des multirésistants MDR (multiple Drug-Resistant)
ou XDR (Extensively Drug-Resistant) ou encore PDR (Pandrug-Resistant) (Magiorakos et
al., 2012).

Sur les 424 souches pathogeénes isolées, 120 souches (28,30 %) ont été identifiés comme des
souches multirésistants de type MDR. Ces isolats présentent une résistance a au moins trois
familles d'antibiotiques. Parmi les souches MDR identifiées, un total de 96 souches présentant
un potentiel XDR, ce qui représente 22,41 % de l'ensemble des isolats. Les souches
multirésistantes XDR se distinguent par leur capacité a résister a tous les types d'antibiotiques,
a l'exception de quelques-uns. Parmi les XDR, 23 souches potentiellement PDR ont été

trouvées, ce qui représente 5,42 % de I'ensemble des isolats.
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Les proportions des types de multi-résistants pour chaque espece microbienne isolés sont
présentés dans le tableau n°13 ci-dessous.

Tableau n°13 : Proportion des multi-résistants au niveau de chaque espéce isolée

Micro-organisme Nombre total MDR XDR PDR
Escherichia coli 90 39 (43,33%) 14 (15,56%) 0 (0,00%)
Klebsiella pneumoniae 77 17 (22,08%) 38 (49,35%) 7 (9,09%)
Staphylococcus aureus 59 37 (62,71%) 5 (8,47%) 0 (0,00%)
Acinetobacter sp. 38 0 (0,00%) 18 (47,37%) 15 (39,47%)
Pseudomonas 35 13 (37,14%) 11 (3143%) 1 (2,86%)
aeruginosa

Enterobacter cloacae 29 0 (0,00%) 1 (3,45%) 0 (0,00%)
Enterococcus sp. 24 13 (54,17%) 9 (37,5%) 0 (0,00%)
Streptococcus sp. 23 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Proteus mirabilis 17 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Serratia sp. 16 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Morganella morganii 8 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Citrobacter sp. 4 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Salmonella sp. 2 1 (50,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Klebsiella oxytoca 1 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Providencia sp 1 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)

Total 424 (100,00%) 120 (28,30%) 96 (22,64%) 23 (5,42%)

Ce tableau révele que les souches d’Acinetobacter sp, pathogénes présentent la
fréquence la plus importante d’apparition de multirésistants de type PDR avec une valeur
d’environ 40%. Klebsiella pneumoniae présentent le degré de multirésistance de type XDR le
plus élevé (49.35%). Au niveau des multirésistants de type MDR, les isolats issus
d’Enterococcus sp., de Pseudomonas aeruginosa, de Staphylococcus aureus et d 'Escherichia

coli affichent des fréquences d’apparition supérieures a 30%.

Il est bien connu que Les Gram négatifs sont principalement isolés dans différents
échantillons cliniques et constituent surtout une cause importante d'infections nosocomiales
(septicémie, pneumonie et méningite) car elles provoquent généralement des maladies graves.
Selon des rapports antérieurs, la présence de souches multirésistantes dans ces types d'isolats
a été associée a des séjours prolongés a I'hdpital, a des colts de soins de santé plus élevés et a

une augmentation de la morbidité et de la mortalité dans les pays a ressources limitées, y
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compris I'Algérie (Wise et al., 1998 ; Beyene et al., 2011). La comparaison des pourcentages
des différents types de multirésistant entre les souches nosocomiales et les souches

communautaires est présentée par la figure n° 32.
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Figure n°32 : Comparaison des pourcentages des multi-résistants des souches
communautaires a celles issues des patients hospitalisés
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En ce qui concerne les infections, les fréquences des bactéries multirésistantes sont plus
élevées dans les souches nosocomiales que dans les souches communautaires, selon la
conférence de consensus de la Société de pathologie infectieuse de langue frangaise (SPILF)
(consensus, 2003). Conformément aux conclusions de ces auteurs, les données empiriques
suggeérent que les isolats pathogénes multirésistants (MDR et XDR) obtenus a partir des
patients hospitalisés présentent une prévalence nettement plus élevée que les isolats obtenus a
partir des patients consultants.

11.2.4 Conclusion

Cette étude, qui s'inscrit dans le cadre d'une enquéte globale sur I'état actuel de la résistance
bactérienne aux antibiotiques, a permis d'élucider certaines caractéristiques épidémiologiques.
Elle a démontré la corrélation entre la distribution géographique des micro-organismes
pathogenes et la variabilité de la prévalence de la résistance aux antibiotiques dans differents
pays d'Afrique et d'Europe. Il ne fait aucun doute que ces difféerences sont dues a

I'environnement et aux habitudes des personnes qui y vivent.

L'émergence de la résistance bactérienne aux antibiotiques est facilitée par les pratiques
inappropriees des populations locales, peut étre attribuée a différents facteurs, dont la pratique
de l'automédication facilitée par le commerce illicite d'antibiotiques, ainsi que le traitement

inadéquat des déchets hospitaliers.

L'étude a également démontré que l'apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques ne
subit pas seulement une évolution temporelle, mais présente également une progression vers
une résistance multiple, englobant les résistances MDR, XDR et PDR. L'observation
susmentionnée constitue une Vvéritable préoccupation dans le domaine de la santé publigue,
car I'émergence d'une telle résistance pose des défis importants en termes d'efficacité des

traitements.

Parallélement a la mise en ceuvre de stratégies de surveillance visant a optimiser le traitement
antibiotique afin d'atténuer la progression des souches bactériennes résistantes, il est impératif
de reconstituer périodiquement le répertoire des composés antimicrobiens a notre disposition.
Cette démarche est observée dans la troisieme partie de notre étude, dans laquelle nous avons
mené des recherches sur les composés antimicrobiens chez Ephedra alata et Haloxylon

scoparium.
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111.1 Matériel et méthodes

111.1.1 Matériel végétal

La partie aérienne d’Ephedra alata et d’Haloxylon scoparium (figure n°33) ont été récoltés
pendant le mois de décembre de ’année 2018, dans un champ situé du sud-ouest de I'Algérie
(Bechar) (30°5027"N, 1°59'53"W), a laltitude de 593 m, et (31°17'08"N, 2°26'32"W), a
l'altitude de 676 m respectivement (figure n°34). L'identification botanique a été confirmée
par le professeur Belhacaini Hachimi, botaniste de I'Université de Sidi Bel-Abbés, Algérie.
Un spécimen d'herbier (A.h & ONA 2018) a été conservé au laboratoire de microbiologie et
biologie végétale de l'université de Mostaganem. Le Matériel végétal a été seché a
température ambiante pendant 30 jours puis pulvérisés en poudre fine et conservé a

température ambiante a I'abri de la lumiére.

Figure n°33 : Ephedra alata (A) et Haloxylon scoparium (B) (partie aérienne) (Photo
Originale).

111.1.2 Extraction

100 g de poudre de la partie aérienne de chaque plante ont été mise a macérer séparément
dans 1 litre des deux différents solvants (méthanol et méthanol- eau 70/30 v/v) avec agitation
de 200 rpm pendant 72 heures a température ambiante. Les mélanges ont ensuite été filtrés en
utilisant du papier filtre Whatman Ne 1 puis concentrés a 40°C dans un évaporateur rotatif

(Buchi) équipé d'un bain-marie BUCHI Labortechnik AG B-491 (Suisse) et d'un groupe de
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pompage a vide PHYWE (Nr. 02738.93). Les extraits obtenus ont été conserves a 4°C jusqu'a

leur utilisation (Arsene et al., 2021).
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Figure n°34 : Carte géographique des zones de collecte des especes étudiées

111.1.3 Screening phytochimique

Le screening phytochimique sur une plante représente toujours la premiére étape de son étude
chimique. Est un test qualitatif qui permet de mettre en évidence les différents composes
chimiques contenus dans une drogue donnée, soit par des réactions de coloration (formation
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de complexes colorés), soit par des réactions de précipitations (formation de complexes
insolubles). Elles n’ont évidemment qu’une valeur indicative mais elles permettent d’orienter

les recherches ultérieures.

L’analyse phytochimique a été réalisée sur la partie aérienne d’Ephedra alata (rameaux et
tiges) et d’Haloxylon scoparium (feuilles et tiges) basant sur les procédures standards décrits
par Harborne, 1973 ; Odebiyi et Sofowora, 1978 ; Trease et Evans, 1989 ; Borokini et
Omotayo, 2012 ; Pandey et Tripathi, 2014 ; Shaikh and Patil 2020.

«» Composés réducteurs

Les extraits ont été dissous individuellement dans 5 mL d'eau distillée et filtrés. Les filtrats

ont éte utilises pour tester la présence d'hydrates de carbone.

Test de Fehling : Les filtrats ont été chauffés avec les solutions A et B de Fehling. La

formation d'un précipité rouge indique la présence de sucres réducteurs.
«» Terpénoides

Les extraits ont été testés pour les terpenoides en pesant 0,1 g des extraits et en le dissolvant
dans 2 mL de chloroforme. Ensuite, 3 mL d'acide sulfurique concentré ont été soigneusement
ajoutés pour former une couche. Une coloration brun rougeatre de linterface indique la

présence de terpenoides.
s Stéroides

Les stéroides ont été testés en ajoutant 2 mL d'anhydride acétique a 0,1 g des extraits, puis en
ajoutant 2 mL d'acide sulfurique au mélange. Un changement de couleur bleue ou verte a été

observeé pour tirer une conclusion.
s Phénols

Dans un tube a essai, 5 mL d'eau distillée ont été ajoutés a 3 mL d'extrait. Ensuite, 1 mL de
solution de chlorure ferrique, FeCl3, a 1% a également été ajouté. La réaction est considérée
comme positive lorsque les couleurs varient entre le bleu et le rouge, preuve de la présence de

phénols simples.
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« Flavonoides

La présence de flavonoides a été testée en ajoutant 5 mL de solution d'ammoniaque diluée a
une portion du filtrat aqueux des extraits de plantes, suivie de l'ajout de 1 mL d'acide
sulfurique concentré. Une coloration jaune qui disparait au repos indique la présence de

flavonoides.
« Glycosides

Le test de Keller-Killiani a été utilisé pour tester les glycosides cardiaques en diluant les
extraits dans 5 mL d'eau. Le mélange de 2 mL d'acide acétique glacial contenant une goutte
de solution de chlorure ferrique a 0,1% a été ajouté aux extraits de plantes dilués. Ce mélange
a été sous-exploité avec 1 ml d'acide sulfurique concentré. Un anneau brun a linterface

indique la présence d'un desoxysucre caracteristique des cardenolides.
«» Saponines

Le test de mousse persistante a été utilisé pour tester les saponines en pesant 0.1 g des extraits
et en le melangeant avec 2 mL d'eau du robinet. Le mélange a été vigoureusement secoué et
chauffe a 100°C. Si la mousse produite persiste pendant dix minutes, cela indique la présence

de saponines.
% Tannins

La présence de tanins a été testée en faisant bouillir 0,5 g de poudre de deux plantes étudiées
dans 5 mL d'eau distillée dans un tube a essai, puis refroidie et filtrée. Quelques gouttes ou
trois gouttes de chlorure ferrique a 0,1% ont été ajoutées a 1 mL de la solution dans un tube a

essai et on a observé la coloration vert brunatre ou bleu-noir.
+ Alcaloides

Le réactif de Dragendorff a été utilisé pour tester les alcaloides. Les extraits ont été dissous
dans 5 mL d'acide chlorhydrique a 1% et 5 gouttes de réactif de Dragendorff ont été ajoutées.

La formation d'un couleur rouge indique la présence d'alcaloides.
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¢ Quinones

Le test d'acide sulfurique (H2SO.) a été utiliseé pour tester les quinones, en pesant 10 mg
d’extrait dissous dans l'alcool isopropylique et en le mélangeant avec une goutte d'acide

sulfurique. La formation d'une couleur rouge indique la présence de quinones.
« Coumarine

Un tube a essai contenant 3 mL d'extrait a été recouvert de papier filtre et 1 mL de solution
aqueuse d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 10% a été appliqué sur la surface du papier. Le
tube a été chauffé au bain-marie pendant 10 minutes. Apres refroidissement a température
ambiante, le papier a été évalué sous lumiére UV a une longueur d'onde de 365 nm. Le

résultat est consideré comme positif lorsque la fluorescence sur le papier est verte ou jaune.

111.1.4 Teneur en composés phénoliques
11.1.4.1 Teneur en polyphénols totaux (TPT) :

La concentration du contenu phénolique dans les deux extraits a été évaluee en utilisant la
méthode du réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) suivant le protocole décrit par Ozkok et al.
(2010). Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d‘acide phosphotungstique (H3PW12040)
et phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit en oxydes bleus de tungsténe (W8023) et
de molybdéne (M08023) pendant l'oxydation du phénol. Cette réaction, qui se produit dans
des conditions alcalines, est réalisée avec du carbonate de sodium. La coloration produite est
mesurée a 765 nm et reflete la quantité de polyphénols généralement exprimée en équivalent
acide gallique (EAG). Brievement, 2,5 mL de FCR (10%) ont été ajouté a 0,5 mL d'extrait (1
mg/mL préparé dans le méthanol a 70 %). Apres 3 min a 25°C, 2mL d’une solution de
carbonate de sodium Na.COz (7,5%) sont ajoutés et bien mélangés, le tout est laissé pendant 2
h a température ambiante avant d'enregistrer son absorbance a 765 nm. L'acide gallique
(0,025-0,125 mg/mL) a été utilise comme standard pour la courbe d'étalonnage. La teneur
totale en polyphénols a été exprimée en milligramme d'équivalents d'acide gallique (EAG) par

gramme d'extrait (mg EAG /g d'extrait).
111.1.4.2 Teneur en flavonoides totaux (TFT)

Le contenu en flavonoides totaux des extraits d’Ephedra alata et d’Haloxylon scoparium a été

évalué en utilisant le test colorimétrique au chlorure d'aluminium (AICI3) décrit par Zou et al.

( )
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(2004). La méthode est basée sur l'interaction du flavonoide avec I'AICIz entrainant un
complexe rose qui absorbe a 510nm. Briévement, 50 pL de chaque extrait dilué dans du
méthanol a 1 mg/ml, 1250 pL d'eau distillée et 75 puL d’une solution de nitrite de sodium
NaNO2 a 5% ont été mélangés. Aprés 6 min de réaction, 150 pL d’une solution a 10 %
d'AICI3 fraichement préparée ont été ajoutés et le mélange a été maintenu pendant 5 min.
Ensuite, 500 pL d’une solution d'hydroxyde de sodium NaOH (1M) ont été combinés.
L'absorbance de cette préparation a été mesurée a 510 nm. La catéchine (0,2 & 1,0 mg/mL) est
utilisée comme standard. La teneur en flavonoides a été évaluée par référence a une courbe

d'étalonnage de la catéchine et exprimée en mg d'équivalent de catéchine (EC)/ g d'extrait.

111.1.4.3 Teneur en Tanins condenseé totaux (TCT)

Apres avoir dissous chaque extrait séché dans son solvant respectif, une solution de vanilline
a 4% (1,5mL) a été mélangée a S0uL de chaque extrait, suivi du mélange de HCI concentré
(0,75mL). Le melange homogéne décrit précédemment a été incubé pendant 20 min dans
l'obscurite, a température ambiante. Une courbe standard a été réalisée avec 0,025-0,125
mg/mL 37.5-1200pg/mL d’acide tannique, tandis qu'une solution de HCI concentré a 4%
(v/v) dans de l'alcool ethylique a eté utilisee comme blanc. L'absorbance a été prise a A500nm
par rapport au blanc, et les tanins condenses totaux (TCT) ont été exprimés en équivalence a

I’acide tannique en mg/g de poids sec des extraits (Samee Ullah et al., 2019).
111.1.5 Chromatographie liquide a haute performance HPLC-DAD

L’extrait qui présente ’activité antimicrobienne la plus intéressante est fractionné par HPLC.
HPLC est une technique utilisée pour l'identification, la séparation et la quantification des
composeés d'un mélange. Les analyses peuvent étre séparées en fonction de leur hydrophobie,

de leur taille, de leur charge et de nombreuses autres propriétés (Bogustaw et Sylwia, 2012).

Les composés phénoliques des extraits ont été analysés sur chromatographie liquide a haute
performance Agilent série 1200 infinity (Agilent Technologies, USA) composé d'un systeme
de détection a barrette de diodes (DAD). Les séparations ont été réalisées a l'aide d'une
colonne Zorbax Eclipse Plus C-18 (Agilent) (250 mm x 4,6 mm de longueur, taille des

particules 5 um) a 40 °C, avec un volume d'injection de 5 pL.

Deux solvants ont été utilisés pour la séparation dans un systeme de gradient. Le solvant A

était composé de 0.1 % dacide formique dans l'eau, tandis que le solvant B était
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d’acétonitrile. Le gradient d'¢lution appliqué a un débit de 0,5 ml/min était le suivant : 10%
A/90% B pendant 22 min, 50%A/50% B pendant 10 min, 100%A pendant 8 min et méme
gradient pendant 4 min, 10%A/90% B pendant 6 min et méme gradient jusqu'a la fin de la
série. Les spectres d'absorption UV des étalons et des échantillons ont été mesurés entre 190
et 400 nm. Les longueurs d'onde de détection choisies sont différentes pour les différents

analytes et représentent leurs maximas d'absorbance ou en sont proches.

Vingt-cing composés phénoliques ont été utilisés comme étalon. Ces composés étaient l'acide
ascorbique, l'acide gallique, l'acide protocatchuique, la (+) -catéchine, l'acide p-
hydroxybenzoique, l'acide chlorogénique, l'acide caféique, la (-) -épicatéchine, l'acide
syringique, la vanilline, l'acide p-coumarique, l'acide férulique, l'acide sinapinique, l'acide
benzoique, l'acide o-coumarique, la rutine, la naringine, I'hespéridine, l'acide rosmarinique,
l'acide trans-cinnamique, la quercétine, la naringénine, la lutéoline, le kaempferol et
I'apigénine. Les échantillons et les solutions étalons ainsi que la phase mobile ont été filtrées a
travers un filtre a membrane de 0,45 pum (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) avant
l'analyse HPLC. L'identification et l'analyse quantitative ont été réalisées par comparaison
avec des standards a chaque temps de rétention. La quantité de chaque composeé phénolique

identifiés a été exprimée en mg par gramme d'extrait (Caponio et al., 1999).
I11.1.6 Test d’activité antimicrobienne
111.1.6.1 Souches microbiennes testées

14 souches pathogeénes ont été sélectionnées pour ce test. 8 d'entre elles sont des souches de
I'American Type Culture Collection (ATCC) provenant de I'Institut Pasteur d’Algérie, tandis
que les autres sont des souches multirésistantes, isolées a partir des différentes échantillons
cliniques (pus, Cathéter et urine) chez des patients hospitalisés dans 1’hopital de Chlef (Sceur
bedj) en Algérie (tableau n°14). Ces souches isolées ont été identifiée par des tests
morphologiques et biochimiques, suivis par des tests de sensibilité aux antibiotiques (Partie |1
du these). Toutes les souches ont été conservées dans un bouillon d'infusion de cceur de

cerveau (BHIB) avec du glycérol (8 :2, v/v) a -20 °C jusqu'au traitement ultérieur.

111.1.6.1.1 Réidentification par caractéristiques morphologiques et biochimiques des
isolats multirésistantes (BMR)

Les confirmations des isolats ont été effectuées a 1'aide d’un test morphologique de base, a

savoir la coloration de Gram, et de tests biochimiques primaires tels que le test de catalase et
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de coagulase. La pureté des souches a été vérifiée par ensemencements sur des milieux
sélectifs a savoir milieu Hektoen pour les entérobactéries, milieu gélose au cétrimide pour P.
aeruginosa, milieu Chapman pour S. aureus. Les colonies isolées ont été soumises a des test
morphologique et biochimiques, ainsi qu’ils ont été utilisés pour le processus d'identification
moléculaire. L'identification a été réalisée a l'aide d'une analyse moléculaire basée sur les
fragments d'ADNr 16S des bactéries.

Tableau n°14 : Origines des micro-organismes utilisés

Gram Souches Code ” T . Source
d’incubation
Staphylococcus aureus ATCC 25923
i Institut Pasteur
G”?"T‘ Enterococcus faecalis ATCC 29212 35.37 °C & Algérie
positif | Bacillus cereus ATCC10876
Staphylococcus aureus Isolée Milieu hospitalier
Escherichia coli ATCC25922
Salmonella typhi ATCC 14028 Institut Pasteur
Bacteries Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 d’ Algérie
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae Isolée
Gram 2 e , 35-37 °C
négatif | Escherichia coli Isolée
Enterobacter hormaechei Isolée . o
subsp. Xiangfangensis Milieu hospitalier
Enterobacter ludwigii Isolée
Pseudomonas aeruginosa Isolée
Levures / Candida albicans ATCC10231 25-30 °C Instl’t ut P,a §teur
d’Algérie

ATCC: American Type Culture Collection.

111.1.6.1.2 Identification par caractéristiques moléculaires des isolats multirésistantes
(BMR)

L'estimation des types de bactéries est basée sur la clé d'identification et lI'analyse moléculaire
de I'ADN (Barrow et Feltham. 1993). L'ADN génomique a été isolé a partir des culots
cellulaires de tous les isolats de bactéries multirésistantes, conformément aux instructions du
fabricant en utilisant un kit d'extraction d’ADN (NucleoSpin de Macherey-Nagel, Allemagne).
A un seul fragment d'ADN (environ 1500 pb) codant pour le gene ADNr 16S a été amplifié
pour chaque isolat a I’aide d’un thermocycleur (P100 de Biorad, USA) en utilisant des
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amorces 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (tableau n° 15 et 16).

Tableau n° 15 : Mélange de réaction PCR

e Concentrations Concentrations s
Réactifs - : Volume a prélever
Initiales Finales

Eau ultra pure - - 14,1 wl
Tampon de Taq Promega 5X 1X 5.0l
MgCI2 25mM 1,5mM 1.5
dNTP 25mM 0,2mM 0.2 ul
Amorce 27F 10uM 0,4 1.0 pl
Amorce 1492R 10uM 0,4 1.0 pl
Taq polymérase Promega 5U 1U 0,2 ul
ADN génomique 2.0l
Volume final : 25.0 ul

Les produits PCR amplifiés des fragments du géne bactérien de 'ARNr 16S ont été révéles
par électrophorese sur gel d’agarose a 1,5%. La purification des fragments amplifiés a été
effectuées par le kit Clean up de Macherey-Nagel (MN., Germany) suivant le protocole décrit
par le fournisseur. Les produits PCR isolés et purifiés ont été séquencés par la technique de
Sanger (Sanger et al. 1977) a laide d'un séquenceur automatisé ABI 3100 (Applied
Biosystems) équipé du kit BigDye Terminator v3.1 et des amorces qui ont servie pour
I’amplification PCR. Les séquences obtenues sont analysées et nettoyées par 1'utilisation du
logiciel CHROMAS PRO. Les séquences finales sont alors comparées avec celles de la
banque de données GeneBank par [I’utilisation du  Programme BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Blast) de NCBI pour I’identification des isolats

étudies en se basant sur le % homologie avec les souches de références.

Tableau n° 16 : Conditions de la PCR pour I'amplification du gene de I'ARNr 16S

Etapes Température Temps Nombre de cycle
Dénaturation initiale 95°C 5min 1
Dénaturation 95°C 30s

Hybridation 55°C 30s 30
Elongation 72°C 45s

Elongation finale 72°C 7min 1
Stockage avant révélation 10°C jusqu’a utilisation
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Le choix des souches isolées a été base sur leur pertinence clinique en tant que bactéries
pathogénes dans les infections humaines, ainsi que sur leur niveau de résistance aux

antibiotiques.

I11.1.6.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur puits

en milieu gélosé

La méthode de diffusion sur puits en milieu gélosé décrit par Perez et al. (1990) et modifié
par Ahmad et Beg. (2001) a été utilisé pour évaluer l'activité antimicrobiennes des extraits.
Elle consiste a déposer une quantité de I’extrait a évaluer dans un puits creusé aseptiquement
dans une gélose inoculée par une souche microbienne cible. L’extrait diffuse dans la gélose et
inhibe la formation du tapis bactérien en fonction du gradient de concentration qui se met en
place. La diffusibilit¢ du I’extrait dans la gélose, le temps et la distance de migration, la

concentration du composé affectent cette diffusion (Cooper, 1955).

A partir d’une culture jeune de 24 heures sur bouillon nutritif pour les bactéries, ou 48 heures
sur bouillon Sabouraud pour les levures, en les diluants dans 1’eau physiologique et la
turbidité de chaque suspension est ajustée a 0.5 Mac Farland qui correspond a (1-2) x10®

UFC/mL pour les bactéries et (1-5) x10® UFC/mL pour les levures.

100 pL de chaque suspension ont été €talés sur la surface de Mueller Hinton Agar (MHA) et
des puits de 6 mm de diameétre y sont creusés a l'aide d'un perce-bouchon stérile. Ensuite, 50
uL des extraits testés a des concentrations de 50 mg/mL et 100 mg/mL ont été déposés dans
les puits. De méme, du DMSO a 10 % a été préeparé comme témoins négatifs pour dissoudre
les extraits, tandis que la Tobramycine (10pg), I'Ampicilline (30 pg) et la Doxycycline (30pg)
ont servi de témoins positifs. Toutes les boites de Pétri traitées ont ensuite été mises a 4°C
pendant 2 h avant d'étre incubées pendant 24 h a 37°C pour les bactéries et 48h a 25°C pour
les levures. Le diametre de la zone d'inhibition (DIZ) a été mesuré et donné en millimétres

(mm). Les essais sont effectués en triple.

I11.1.6.3 Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de dilution en série en

milieu liquide

Ce test en milieu liquide a pour but de déterminer pour les extraits, les parametres
antimicrobiens dont la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration

Minimale Bactéricide (CMB). Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ont
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été déterminées selon la méthode de mirodilution en série en utilisant une microplaque de 96
puits (Aref et al., 2011).

La CMI est décrite comme la concentration la plus faible de I’extrait inhibant la croissance
des micro-organismes testés (Kamsu et al., 2019). Une gamme de concentrations (1,56 - 200
mg/mL) de 100 pL de chaque extrait est effectuée par des dilutions au demi dans une solution
de DMSO 5%. 5uL de la suspension bactérienne & des concentrations finales de 5 x 10°
UFC/mL ont été ajoutés a 95 uLL de bouillon Muller Hinton dans chaque puits de la gamme de
concentrations préalablement préparée. Les puits de contrdle de croissance positive étaient
constitués de bactéries uniqguement dans leur milieu adéquat. Comme contrdle négatif, du
DMSO a 5% a été utilisé. Ensuite, les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 heures.
Aprés incubation, 20 uL de triphenyl tetrazolium chloride (TTC) de 2 mg/mL dissous dans
I'eau ont été ajoutés dans chaque puits de microplague comme indicateur de croissance. Les
microplaques couvertes ont été incubées pendant 30 minutes a 37°C. La croissance du micro-
organisme a entrainé l'apparition d'une couleur rouge pourpre résultant de la réduction de la
TTC. Des puits clairs indiquent la présence dans les extraits d'un composé qui inhibe la
croissance des micro-organismes testes. La CMI a été enregistrée comme la plus faible

concentration de I'extrait qui inhibe la croissance bactérienne aprés 24 heures.

La concentration minimale bactéricide (CMB) a été considéréee comme la plus faible
concentration d'extraits ne présentant aucune croissance microbienne (Kamsu et al., 2019). A
I’aide d’une micropipette 10uL est prélevé a partir des puits qui n'ont montré aucune
croissance aprés incubation pendant les essais de CMI, et est ensemenceé sur une gélose
Mueller Hinton pour les bactéries et sur Sabouraud pour les levures. Ensuite, les boites ont été
incubées a 37°C/24 h pour la premiere et 25°C/48h pour la deuxiéme. Toutes les

déterminations ont été effectuées en triple.

II1.1.7 Test d’activité antioxydant des extraits

Le pouvoir antioxydant des extraits d ’Ephedra alata et d’Haloxylon scoparium a été évalué

par la méthode de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).

La méthode DPPH est le test le plus fréquemment utilisé pour I'évaluation de la capacité des
extraits de plantes a piéger les radicaux libres. Le DPPH" est un radical libre stable de couleur

violette réagissant avec un donneur d'hydrogéne (figure n°35). La présence d'électrons de
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réserve délocalisés sur I'ensemble de la molécule empéche la dimérisation et donne également
la couleur a la molécule de DPPH avec un maximum d‘absorption autour de la valeur de 520
nm dans les spectres UV/Vis. Le radical DPPH" aprés réaction donne la forme réduite DPPH-
H (forme hydrazine), ce qui entraine le changement de couleur du violet au jaune pale. Le
niveau de disparition de la couleur violette dépend de la concentration de l'antioxydant. La
capacité de piégeage est généralement déterminée dans des solvants organiques et non dans
des milieux aqueux (Magalhaes et al., 2008).

Dans le test DPPH, l'activité antioxydante des composés de plante est généralement quantifiée
par leurs valeurs IC50 (concentration nécessaire pour réduire 50 % du DPPH) ou leur
steechiométrie (nombre de molécules de DPPH réduites par une molécule d'antioxydant)
(Goupy et al., 2003 ; Goupy et al., 2009 ; Vu¢i¢ et al., 2013) mais aussi en tant que
micromoles d'équivalents Trolox (Faria et al., 2005).

DPPH (violet)

N~ : :N\
N N

DPPHH (jaune)
Figure n°35 : Réaction du radical DPPH avec le donneur d'hydrogene (Molyneux, 2004)

Le dosage du DPPH a été effectué selon la méthode de Thaiponga et al. (2004) avec
quelgues modifications. La solution mere a été préparée en dissolvant 24 mg de DPPH avec
100mL de méthanol et ensuite stockée a 20 °C jusqu'a ce qu'elle soit nécessaire. La solution
de travail a été obtenue en mélangeant 10mL de solution mére avec 45mL de méthanol pour
obtenir une absorbance de 1,1+0,02 unités a 515 nm a l'aide du spectrophotomeétre. Les
extraits de la partie aérienne (150 pl) ont été laissés réagir avec 2850 ml de la solution DPPH
pendant 24 heures dans l'obscurité. Puis I'absorbance a été mesurée a 515 nm. La courbe
standard était linéaire entre 0.006-0.2 mg/mL de Trolox et entre 0.003-0.12 mg/mL de I’acide

ascorbique.
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Le % d'inhibition des extraits a été calculé sur la base de la formule suivante :
% d'inhibition DPPH = [(A contrdle — A eéchantillon) /A controle] x 100.
111.1.8 Test de la toxicité aiglie des extraits

Des souris (Swiss albinos) males pesant environ 20-30 g ont été obtenues a l'animalerie de
I'Institut pasteur d’Alger. Les animaux ont été acclimatés pendant 2 semaines avant le début
de I'étude. De la nourriture commerciale standard et de I'eau ont été fournies aux animaux.
Les conditions de logement ont été maintenues a 25 + 2 °C avec des cycles jour/nuit de 12

heures.

Ce test de la toxicité aigué consiste a administrer par voie orale des doses multiples de I'éxtrait
a tester aux animaux en une seule prise et en les surveillant pendant 24 heures a une semaine
pour détecter les signes de toxicité¢ tels que D’asthénie, la salivation, I’agitation, les
convulsions, le coma et la mort (Paschapur et al., 2009). Cette étude permet d'exprimer a la
fois la DL50, ou la dose a laquelle 50 % des animaux testés sont tués, et la DME, ou la dose la
plus élevée a laquelle aucun effet toxique n'est remarqué par rapport au lot témoin (Traoré et
al., 1999).

L'étude de toxicité aigué par voie orale de l'extrait méthanolique d’Ephedra alata et
d’Haloxylon scoparium a été réalisée en utilisant la méthode de test "Up-and-Down™ chez les
souris a des doses uniques de 300, 600 et 2000 mg/kg, conformément a la ligne directrice n®
425 de [I'Organisation de la Coopération Economique et Développement (OECD)
(Organisation de la Coopération Economique et Développement, 2001). Trois souris
males ont été utilisées pour chaque niveau de dose dans I'étude. Les souris ont été mises a
jeun pendant 18 heures avec acces libre a I’eau avant administration du I’extrait. On a prélevé
un animal a la fois, on I'a pesé et on lui a administré le volume équivalent d'extrait dissous
dans de l'eau distillée (10ml/kg PC). L'extrait a été administré par voie orale a l'aide d'une
sonde d'alimentation gastrique. Le groupe témoin a été traité avec de I'eau distillée. Chaque
animal a été observe apres l'administration pendant les 5 premiéres minutes pour détecter des
signes de régurgitation et a été maintenu dans une cage métallique. Chacun d'entre eux a
ensuite été observé toutes les 15 minutes au cours des 4 premieres heures apres
I'administration, toutes les 30 minutes pendant 6 heures et quotidiennement pendant 48
heures, a la recherche de signes comportementaux de toxicité (modifications de la peau, des

poils, des yeux, des muqueuses et des systemes respiratoire, circulatoire, autonome et nerveux
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central, activité motrice, convulsions, tremblements, salivation, diarrhée, Iéthargie ou
sommeil) conformément aux spécifications de 'OECD (2001). Les animaux ont été surveillés
pendant un total de 14 jours afin de déterminer les effets létaux possibles a long terme. Le
poids corporel des animaux a été mesuré les jours 1, 7 et 14.

111.1.9 Analyse statistique

L'analyse statistique des données a été réalisée a l'aide du logiciel SPSS™, version 22.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA). Les données ont été exprimées sous forme de statistiques
descriptives en termes de fréquence relative et d'écart-type. Les moyennes + écarts-types (ET)

des mesures en trois exemplaires ont été calculées
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111.2 Résultats et discussions

111.2.1 Extractions

Apreés filtration et évaporation, tous les extraits issus de la partie aérienne d’éphédra alata et
d’haloxylon scoparium se présentent sous forme de patte de couleur brune pour les extraits
meéthanolique, et noire pour les extraits hydro-méthanolique. Les rendements d’extraction ont
¢té déterminés a partir du rapport de la masse de I’extrait sur la masse de poudre seche

utilisée. Ces différents rendements sont presentés par la figure n°36.

19%

18%
16%
15%
15%
13%

12%

9% Méthanole

Rendemnet %

® Hydrométhanole
6%

3%
0%

E.alata H.scoparium
Plantes

Figure n°36 : Rendement d’extraction de la partie aérienne d’E. alata et d’H.
scoparium en fonction de deux solvants d’extraction

Les résultats de la figure n°36 montrent que le rendement le plus élevé a été observé avec
I’extrait hydro-méthanolique (15% et 19%) par rapport a I’extrait méthanolique (13% et 16%)

d’E. alata et de H. scoparium, respectivement.

Une étude faite par Benarba et al. (2021) sur I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E.
alata récoltée d’Adrar, au sud de I'Algérie, a permis d’obtenir un rendement de 15%. Ce
résultat sont néanmoins inférieurs a notre (13%). Une autre étude réalisée par Salman et al.
(2021) sur I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E. alata provenant d’Al-Tafila en
Jordanie, a montré également un rendement inférieur de celui d’E. alata d’algérie et qui est de

I’ordre de 11.6% et meilleurs que ceux de Soumaya et al. (2020) qui ont obtenu seulement
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2,11% comme rendement de I'extrait méthanolique de la méme espéce végétale de la région
de Tozeur dans le sud de la Tunisie. D’autre part, des résultats supérieurs aux notres ont été
obtenus par l'extrait méthanolique d’E. alata collectés dans la région de Jenin en Palestine
correspondant a un taux de 29,0% (Jaradat et al., 2021)

Concernant H. scoparium, nous constatons que nos résultats sont nettement plus faibles par
rapport a ceux obtenus par Benkherara et al. (2021) sur I’extrait méthanolique dans la région
de Ghardaia (Algérie) avec un rendement de 20.66%. Mezghani-Jarraya et al. (2009) ont
obtenu des résultats semblent étre similaires avec 15,10 % d'extrait méthanolique de la partie
aérienne de H. scoparium provenant de Sfax en Tunisie et meilleurs que ceux de Bouaziz et
al. (2016) qui ont obtenu seulement 6,15% comme rendement de I'extrait méthanolique de la
méme espéce végétale dans la méme région de Sfax en Tunisie. Par ailleurs, et par
comparaison avec les résultats de Bourogaa et al. (2014) sur la méme espece vegeétale dans le
sud tunisien (seulement 11%), une différence est enregistrée dans cette étude avec plus de
16% de rendement de l'extrait méthanolique de la partie aérienne de H. scoparium dans le
sud-ouest de I'Algérie. Cependant, ce faible rendement (11%) est également rapporté dans les
résultats de Tair et al. (2016) avec la méme espece vegétale dans la région de Naama dans le

nord-ouest de I'Algérie.

La différence de rendement entre les deux extraits peut étre attribuée a la capacité d'extraction
de chaque solvant, chacun étant capable d'extraire des substances phytochimiques bien
définies présentes dans la partie aérienne des plantes étudiées. Cependant, il est difficile de
comparer nos resultats avec ceux de la littérature, car le rendement de l'extrait varie en
fonction de la méthode et des conditions d'extraction, du solvant et de l'organe utilisés, de
l'origine géographique, des conditions et de la durée de stockage, ainsi que de la période de
récolte (Zheng et al., 2010).

111.2.2 Screening phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de la partie aérienne traités des
deux especes sélectionnées, par des réactions qualitatives de révélation, a permis de mettre en
évidence la présence de différents groupes chimiques. Les résultats expérimentaux obtenus

sont résumés dans le tableau n° 17 ci-dessous.

Les résultats de lanalyse phytochimique de [I'éxtrait méthanolique (EM) et hydro-

méthanoliqgue (EHM) de la partie aérienne d'Ephedra alata a montré une abondance
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relativement élevée des phénols, des Composeés réducteurs et de faibles quantités d'alcaloides.
Les terpenoides sont absents dans I'extrait méthanolique, alors qu'ils sont présents en en faible
quantité dans l'extrait hydro-méthanolique, par contre aux stéroides. Les saponosides, les

glycosides et les quinones n'ont pas été détectés.

Tableau n°17 : Screening phytochimique préliminaire de composés phytochimiques de
la partie aérienne d’Ephedra alata et d’Haloxylon scoparium

Composés , E. alata H. scoparium
- Reéagent

phytochimiques EM EHM EM EHM

Mayer - + +++
Alcaloides Dragendorff +++

Wagner ++ +
Tanins FeCls 1% ++ ++ ++ ++
Phénols FeCls 2% +++ +++ ++ ++
Flavonoides Mg, HCI + ++ + +
Saponosides H20 (mousse) - - - -
Stéroides (CH3CO0).0, H,SO4 + - + ++
Terpénoides H2S04 - + - -
Composes réducteurs Liqueur de Fehling +++ +++ ++ +
Glycosides H2SO4, FeCls - - + ++
Coumarines ++ - + -
Quinones RSL - - + -

+++ : abondance relativement élevée ; ++ : abondance relativement modérée ; + : présence relativement faible ;

- : non-détecté, EM : extraits méthanolique, EHM : extraits hydro-méthanolique

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés préecédemment par Jaradat et al., 2015 ;
Alshalmani et al., 2020 ; Khaldi et al., 2022 et Hibi et al., 2022. En effet, ces derniers ont
affirmé la présence des Phénols, des tanins, des flavonoides, des Composés réducteurs, des
alcaloides, des terpenoides et des stéroides, alors que Benarba et al., 2021 ; Jaradat et al.,
2021 ont signalé respectivement ’absence des alcaloides, des tanins; des Composés
réducteurs, des terpénoides et des stéroides. D’autre part, les saponosides, les glycosides, les
coumarines et les quinones absents dans la partie aérienne d’E. alata, ont été mis en évidence

dans les travaux de Benarba et al., 2021.

Les résultats du criblage phytochimique d’haloxylon scoparium mentionnés dans le

tableau ci-dessus (tableau n°17), indiquent la présence des alcaloides en abondance
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relativement élevée dans I’extrait méthanolique. Des Tanins, des phénols, des Composés
réducteurs, des stéroides et des Glycosides a montré une présence en abondance relativement
modérée, cependant une présence limiter des flavonoides est notée dans les deux extraits. Les
coumarines et les quinones sont présentes que dans I’extraits méthanolique en faible quantité.

La recherche des saponosides et des terpénoides s'est révélée négative dans les deux extraits.

Nos résultats sont en accord avec d'autres travaux qui ont indiqué la richesse de Haloxylon
scoparium en alcaloides ; Zerriouh et collaborateurs ont rapporté que la partie aérienne de
Hammada scoparia collectée en Algérie contient des alcaloides (Zerriouh et al., 2014). En
outre, Jarraya et ses collaborateurs ont décrit I'isolement et I'élucidation structurelle de la N-
méthylisosaloline extraite des feuilles de Haloxylon scoparium collectées en Tunisie (Jarraya
et al., 2008).

De plus, une étude realisée par Bourogaa et ses collaborateurs en Algeérie a révélé la présence
des flavonoides et des alcaloides, tandis que les stérols et les quinones sont absents de 1’extrait
aqueux des feuilles de H. scoparium (Bourogaa et al., 2014). Des études précédentes n’ont
pas trouvé des flavonoides dans I’extrait méthanolique de la partic aérienne de la méme
espece (Drioiche et al., 2019 ; Haida et al., 2020). Le groupe de Benkherara et al., (2021) a
montré la présence des flavonoides, des tannins, des saponines, des alcaloides, des
terpenoides et des stéroides, tandis qu’on remarque I’absence des saponines et des
terpenoides dans la partie aérienne de notre plante, malgré qu’ils soient rapportés dans
plusieurs travaux (Zerriouh et al., 2014 ; Drioiche et al., 2019 ; Haida et al., 2020 ;
Lachkar et al., 2021).

Les composeés phytochimiques observés dans ces extraits pourraient étre responsables d'une
grande variété dactivités biologiques. Les composés phénoliques sont des métabolites
secondaires majeurs qui exercent diverses fonctions biologiques (Hassan et al., 2020). Les
alcaloides ont des propriétés neuroprotectrices, antimicrobiennes et antipaludiques
(Manurung et al., 2019 ; Hassan et al., 2020). Les flavonoides sont essentiels en tant
gu'antioxydants, anti-inflammatoires, anticancéreux, antimicrobiens et antiallergiques
(Ayoola et al., 2008). Les stéroides, les terpénoides et les tanins possedent des agents

antimicrobiens (Danish et al., 2015 ; Manurung et al., 2019).

L'étude phytochimique réalisée sur ’espéce E. alata et H. scoparium a montré des résultats

qui sont confirmés par d'autres travaux, a savoir la présence de certaines familles chimiques.
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Par contre, on note l'absence d'autres familles chimiques. Ceci peut s'expliquer par une
différence au niveau de plusieurs parameétres soit géographiques, physicochimiques ou
biologiques tels que : la différence du site de récolte comprenant I'environnement, la lumiére,
les précipitations, la topographie, la saison, le type de sol, la période de récolte, le patrimoine
génétique, la procédure d'extraction utilisée et la partie de la plante étudiée (Akhtar et al.,
2015).

111.2.3 Teneur en polyphénols, flavonoides, et tanins

Les teneurs totales en composés phénoliques, en flavonoides et en tanins extraits des parties
aériennes des deux especes médicinales sont déterminées a l'aide des droites d'étalonnage

indiquées dans la figure n°37, et sont résumés dans le tableau n°18.

Tableau n°18 : Contenu en polyphénols totaux (CPT), en flavonoides (CFT) et en tanins
(CTT) des extraits d’E. alata et d’H. scoparium

E. alata H. scoparium
Extraits CPT CFT CTT CPT CFT CTT
(mg EAG/g (mg CE/qg (mg TAE/g (mg EAG/g (mg CE/g (mg TAE/g
d’Ext) d’Ext) d’Ext) d’Ext d’Ext) d’Ext)
EM 214.92£0.01 30.74+£0.008  35,59+0.006 174.39+0.02 43.5+0.02 13.43+0.005
EHM 157.54 £ 0.05 21.86+0.002 29.25+0.006 159.25+0.04 23.4610.04 16.13+0.005

Les résultats exprimés sont des moyennes + SD (n = 3).

D'aprés ces résultats on constate que Les fourchettes de toutes les teneurs étaient trés larges,
allant de 157.54 a 214.92 mg GAE/g d’Ext, de 21.86 a 43.5 mg CE/g d’Ext et de 13.43 a
3559 mg TAE/g d’Ext, respectivement, pour les composés phénoliques totaux, les
flavonoides et les tanins (tableau n°18). Les valeurs les plus élevée de phénol total (CPT) et
de flavonoide (CFT) ont été montrées dans I’extrait méthanolique chez E. alata (214.92 mg
GAE/g d’Ext et 30.74 mg CE/g d’Ext) et H. scoparium (174.39 mg GAE/g d’Ext et 43.5 CE/g
d’Ext). En fonction des teneurs en tannins, le niveau le plus élevé a été détecté dans I’extrait
méthanolique chez E. alata (35,59 mg TAE/g d’Ext) et dans I’extrait hydro-méthanolique
chez H. scoparium (16,13 mg TAE/g d’Ext).

La richesse des extraits méthanolique par rapport aux extraits hydro-méthanolique pourrait

s'expliquer par la capacité des solvants organiques pure a extraire les molécules bioactives.

97

——
| —



I Partie 111 : Partie expérimentale Résultats et discussions

Selon Toledo-Guillén et collaborateurs, I'extraction par des solvants organiques est plus

efficace pour obtenir des composés bioactifs (Toledo-Guillén et al., 2010).
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Figure n°37 : Etalonnage direct de I'acide gallique (A), de la catéchine (B) et de I'acide tannique (C)

Des études faites sur E. alata récoltée d’El Oued (Sud-Est de I’Algérie), a permis d’obtenir
des teneurs plus faibles en polyphénols (13.42 a 17.65 mg AGE/g d’Ext) et en flavonoides
(13.05 mg QE/g d’Ext) (Chouikh, 2020 ; Djahra et al., 2023). De plus, Noui et al. (2022)
ont rapporté¢ une teneur plus élevée en CTP (358,06 mg GAE/g d’Ext) et des quantités
presque similaires des flavonoides (22.93 mg GAE/g d’Ext) dans l'extrait méthanolique des
parties aériennes d’E. alata d’Algérie par rapport a la teneur de notre. Une autre étude montre
que les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins dans I’extrait méthanolique d'E.
alata Algérienne sont respectivement de 40,45 mg GAE/g d’Ext, 133.25 mg QE/g d’Ext et
20.76 mg CE/g d’Ext) (Khaldi et al., 2022). Ces derniers résultats indiqués qu’E. alata avait
un CFT plus élevé, un CPT et un CTT plus faible par rapport a nos résultats.

En dehors de I’Algérie, les travaux de Danciu et al. (2019) réalisés sur un extrait
hydroalcoolique de la méme espece d’éphédra ont révélé des quantités de phénols totaux
presque similaires (156,226 mg AGE/g d'extrait) par rapport a notre EHM (157,54 mg AGE/g
d'extrait). Des teneurs plus élevées en polyphénols (205 mg GAE/g d’Ext) et en flavonoides
(40,5 mg RE/g d’Ext) ont été noté par Sioud et al. (2020b) pour l'extrait méthanolique de I’E.
alata récolté de la Tunisie. Tandis que des quantités plus faibles des polyphénols, des
flavonoides et des tanins dans I'extrait méthanolique, hydro-méthanolique et aqueux ont été
rapportées en Tunisie (Benabderrahim et al., 2019 ; Dbeibia et al., 2021 ; Mahmoudi et al.,

2023). En Palestine, Les résultats du CPT et CTT de nos extraits sont plus élevés que ceux
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études de Jaradat et al. (2015, 2021) sur I'extrait méthanolique de la partie aérienne et des

fruits d’E. alata, mais les résultats du CFT sont inférieurs.

Concernant H. scoparium, nous constatons que la partie aérienne ont donné un CPT plus
élevé, un CFT moyen et un CTT plus faible. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par
Ziani et al. (2015), qui ont déterminé une teneur plus élevée en CPT (230 mg AGE/g d’Ext)
et des quantités moyennes de flavonoides (56 mg CE/g d’Ext) dans la partie aérienne infusée
de H. scoparium de 1’Algérie. Selon une autre étude menée en Algérie, Benkherara et
collaborateurs a révélé que I'extrait méthanolique de la partie aérienne de H. scoparium
présente une teneur en polyphénols totaux élevé par rapport a la teneur de notre extrait
méthanolique (Benkherara et al., 2021). D’autre part, des résultats inférieurs aux notres ont
été obtenus avec l'extrait hydro-méthanolique (a 70%) de H. scoparium récoltée en Algérie
correspondant a 16 mg AGE/g d’Ext (Mohammedi, 2013).

En dehors de I’Algérie, les travaux de Lachkar et al. (2021) montre que les teneurs en
polyphénols, en flavonoides et en tanins dans l'extrait méthanolique d'H. scoparium
marocaine sont respectivement de 161,65 mg AGE/g d’Ext, 612.47 mg QE/g d’Ext et 6.02 mg
CE/g d’Ext). Ces résultats indiqués qu’H. scoparium avait un CPT presque similaire, un CTT
faible, et un CFT plus élevé par rapport a nos résultats. Cependant, des teneurs plus faibles
des polyphénols, des flavonoides et des tanins dans I'extrait meéthanolique et hydro-
méthanolique ont été rapportées en Tunisie (Bouaziz et al., 2016 ; Boulanouar et al., 2013).
La différence dans ces résultats peut s'expliquer par des facteurs liés a la récolte de la plante
tels que lI'emplacement géographique, la saison de recolte, le stade de maturité de la plante
récoltée, la partie de la plante récoltée et des facteurs liés a I'expérience tels que la

plante/solvant le rapport, la température et le temps d'extraction (Benarba et al., 2016).

D’une maniére générale, Il est difficile de comparer nos résultats avec ces travaux, car
I'utilisation d'un organe végétal différent, d'une méthode d'extraction différente, de solvants
d'extraction différents et de courbes d'étalonnage (catéchine, quercétine, rutine) réduisent la

fiabilité de la comparaison entre les études.
111.2.4 Profil phénolique des especes par HPLC-DAD

Généralement, les composés phénoliques agissent comme les principaux contributeurs au
potentiel antioxydant (Soumaya et al., 2020) et antimicrobienne des extraits de plantes avec

des effets toxiques généralement faibles (Wink, 2015). Ainsi, leur caractérisation pourrait
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apporter des avantages considérables aux individus, principalement en incitant a leur
utilisation en tant que promoteurs sains. Dans cette étude, La caractérisation des composés
phénoliques de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E. alata et d’H. scoparium a été
réalisée par la méthode HPLC-DAD. Les données concernant le temps de rétention, I’ Abs A et
la quantification des composeés individuels sont résumeés dans le tableau n°19 et n°20. En
outre, la séparation des polyphénols des deux espéces est illustrée dans la figure n°38 et n°
39

Tableau n° 19 : Temps de rétention [Tr], I'absorbance [nm] et la quantification des
composés phénoliques de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E. alata.

N°_ de Composé Familles (,'JES Sous-famillgs des Tr Concen"[ratior) Abs A
pics COMposes COMpOoses [min] [mg/g d’extrait] [nm]
1 Acide ascorbique Flavonoide 4771 2.29 254
2 Acide gallique A. phénolique  Acide hydroxybenzoique  7.316 0.05 280
3 Q‘r’]';'grgxi penzoique 10.44 0.044 280
4 Acides chlorogénique Acide hydroxycinnamique 11.44 0.016 280
5 Catechine Flavonoide Flavan-3-ol 12.16 0.1 254
6 Inconnue - - 12.75 - 254
7 Epicatéchine Flavonoide Flavan-3-ol 13.521 12.116 254
8 Acide vanillique A. phénolique  Acide hydroxybenzoique  14.16 0.0055 254
9 Rutine Flavonoide Glycoside de flavonol 15.35 0.111 254
10 Lutéoline-7-glucoside Glycosides de flavone 16.323 0.061 330
11 Acide p-coumarique P A. phénolique Acide hydroxycinnamique 17.138 0.032 330
12 Apigénine-7-glucoside  Flavonoide Glycosides de flavone 18.136 1.733 330
13 Acide férulique A. phénolique 18.339 2.528 280
14 Naringinine Flavonoide Flavanone 20.901 5.99 280
15 Lutéoline Flavone 22.926 0.2 330
16 Quercétine Flavonol 23.048 0.284 254
17 Apigénine Flavone 25.704 0.05 280
Somme des quantités de tous les composés 25.611
Somme des quantités des flavonoides 22.935
Somme des quantités d'acides phénoliques 2.675
Tr: Temps de Rétention; -: Non Déterminé.
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Figure n° 38 : Chromatogramme des composés phénoliques de la partie aérienne d’E. alata
enregistré a 360 nm (A), a 280 nm (B) et a 330 nm (C). 1 - Acide ascorbique ; 2 - Acide
gallique ; 3 - Acide 3-4 dihydroxybenzoique ; 4 - Acide chlorogénique ; 5 - (+) -Catéchine ;
6 - Inconnue ; 7 - (-) -Epicatéchine ; 8 - Acide vanillique ; 9 — Rutine ; 10 - Lutéoline-7-
glucoside ; 11- Acide p-Coumarique ; 12 - Apigénine-7-glucoside ; 13- Acide férulique ; 14 -

naringénine 15- Lutéoline ; 16- Quercétine ; 17- Apigénine.

Nous constatons selon les résultats d’analyse présentés dans le tableau n°17, que la

composition phénolique de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’E. alata était

caractérisée par la présence de dix-sept composés dont six sont des dérivés d'acides

phénoliques (I’acide gallique, I’acide 3-4 dihydroxybenzoique, I'acide chlorogénique, I’acide

vanillique, l'acide p-coumarique et l'acide férulique), et dix étaient des flavonoides tels que les

flavones (apigénine, lutéoline), les flavonols (quercétine et Rutine), les flavan-3-ols (catéchine
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(+) et épicatéchine), les glycosides de flavone (apigénine-7-Oglucoside et glucoside de
lutéoline) et les flavanones (naringénine). L’extrait méthanolique de cette espéce se

distinguent par la présence de quantités élevées de flavonoide (22.935 mg/g d’extrait).

En effet, cet extrait d'E. alata a montré de fortes proportions de dérivés de Flavan-3-ol et de
Flavanone dont I'épicatéchine (12.116 mg/g d’extrait) et la naringénine (5.99 mg/g d’extrait),
respectivement. De petites quantités de rutine (0,111 mg/g d’extrait), de catéchine (0,1 mg/g
d’extrait), de lutéoline-7-O-glucoside (0,75 mg/g d’extrait) et d’apigénine (0,05 mg/g
d’extrait) ont également été détectées dans cet extrait. La teneur en acide ascorbique et en
apigénine sont également appréciables avec une quantité de 2.29 et 1.733 mg/g d’extrait,
respectivement. En tant qu'acides phénoliques, le composé 14 (Tr = 18.339 min) a été
identifie comme l'acide férulique, c'était le principal composé phénolique présent dans
I'éxtrait (2.528 mg/g d’extrait). Tandis que les acide vanillique, chlorogenique, p-coumarique,
3-4 dihydroxybenzoigue et gallique avaient des concentrations plus faibles comprises entre
0,0055 et 0,05 mg/g d’extrait (tableau n° 17).

Des études antérieures ont indiqué que les flavonoides, principalement les flavonols et leurs
constituants 3-O-glycosides ainsi que les flavones et leurs glycosides, sont les flavonoides les
plus courants dans le genre éphédra. Autrefois, on croyait que la plupart des flavonols du
genre étaient des dérives des aglycones quercétine kaempférol ou herbacétine (Zhang et al.,
2018). En revanche, peu de recherches ont été menées sur la composition phénolique d’E.
alata (Ziani et al., 2019 ; Mighri et al., 2019 ; Soumaya et al., 2020). Cette espéce a été
signalée comme contenant principalement des flavones et des flavonols (Zhang et al., 2018).
Conformément a nos résultats, les acides chlorogénique, vanillique et coumarique ainsi que
I’acide gallique, la quercétine, la catéchine et la rutine ont été obtenus dans I'extrait
méthanolique d’E. alata d’El-oued (Algérie) (Chouikh et al., 2020) et dans le tissu calleux
d'E. alata d’Egypte maintenu dans le milieu contenant I'hydrolysat de caséine (Hegazi et El-
Lamey. 2011). Cependant, la présence d'acide ascorbique a un niveau élevé n'a été détectée
que dans notre étude. De méme, Benabderrahim et al. (2019) ont rapporté que 1’épicatéchine
comme composants majeurs ont été trouvé dans l'extrait hydro-méthanolique d’E. alata
tunisienne. De plus, la quercétine-3-O rhamnoside ont été identifiés dans I’E. alata poussant
dans le désert égyptien (Nawwar et al., 1984). Tandis que l'analyse simultanée par HPLC-
PDA et UHPLC-MS de l'extrait hydro-méthanolique d’E. alata de Palestine a révélé la

présence de Luteolin-7-O-glucuronide flavone (Al-Rimawi et al., 2017).
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Le profil LC-DAD-ESI/MS des extraits d’E. alata d’Algérie a été déterminé par Ziani et al.
(2019) qui ont indiqué la présence de 10 composes phénoliques, tous appartenant a la classe
des flavonoides. Récemment, Sioud et al. (2020) signalé que 1'extrait méthanolique d’E. alata
tunisienne contenait 20 composés phénoliques représentant différentes classes, y compris les
flavonoides, les acides phénoliques et les proanthocyanidines avec une teneur élevée en

quercétine et ses dérivés. La quercétine a déja été détectée dans de nombreuse éphédra

Résultats et discussions

contenant des compléments alimentaires trouvés aux Etats-Unis (Grippo et al., 2007).

Les résultats de caractérisation des composés phénoliques de I’extrait méthanolique de la

partie aérienne d’H. scoparium par HPLC-DAD sont regroupés dans le tableau n° 20.

Tableau n° 20 : Temps de rétention [Tr], I'absorbance [A] et la quantification des

composés phénoliques de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’H. scoparium.

N° de Composé Familles Qes Sous-famillgs des Tr Concen"[ratior) Abs A
pics COMposes COMpOoses [min] [mg/g d'extrait] [nm]
1 Acide ascorbique Flavonoide 4,771 0.0124 254
2 Acide gallique A. phénolique  Acide hydroxybenzoique  7.316 0.032 280
3 Acide protocatchuique 10.44 0.052 280
4 Acides chlorogénique Acide hydroxycinnamique 11.44 1.928 280
5 Catechine Flavonoide Flavan-3-ol 12.16 3.208 254
6 Inconnue - - 12.75 3.924 254
7 Acide caféique A. phénolique  Acide hydroxycinnamique 13.505 1.392 280
8 Epicatéchine Flavonoide Flavan-3-ol 13.521 47.516 254
9 Acide vanillique A. phénolique  Acide hydroxybenzoique  14.16 0.068 254
10 Rutine Flavonoide Glycoside de flavonol 15.35 1.472 254
11 Glucoside de lutéoline Glycosides de flavone 16.323 1.54 330
12 Acide p-coumarigue A. phénolique  Acide hydroxycinnamique 17.138 0.724 330
13 Apigénine-7-glucoside Flavonoide Glycosides de flavone 18.136 1.272 330
14  Acide férulique A. phénolique 18.339 0.184 280
15 Naringinine Flavonoide Flavanone 20.901 0.368 280
16 Lutéoline Flavone 22.926 0.096 330
17 Quercétine Flavonol 23.048 0.252 254
18 Apigeénine Flavone 25.704 0.216 280
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Somme des quantités de tous les composés 64.536
Somme des quantités de flavonoides 55. 77
Somme des quantités d'acides phénoliques 8. 766

Tr : Temp de Rétention ; - : Non Déterminé.
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Figure n° 39 : Chromatogramme des composés phénoliques de la partie aérienne d’H.
scoparium enregistré a 360 nm (A), a 280 nm (B) et a 330 nm (C). 1 - Acide ascorbique ; 2 -
Acide gallique ; 3 - Acide 3-4 dihydroxybenzoique ; 4 - Acide chlorogénique ; 5 - (+) -
Catéchine ; 6 - Inconnue ; 7- Acide caféique ; 8 - (-) -Epicatéchine ; 9 - Acide vanillique ; 10 -
Rutine ; 11 - Lutéoline-7-glucoside ; 12- Acide p-Coumarique ; 13 - Apigénine-7-glucoside ;
14- Acide férulique ; 15 - naringénine 16- Lutéoline ; 17- Quercétine ; 18- Apigénine.

L’analyse de la composition phénolique de I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’H.

scoparium (tableau n°20), a permis d’identifier 18 composés (7 dérivés d'acides phénoliques
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et 10 flavonoides) parmi les 25 composés phénoliques standard analysés. Cet extrait a
présenté la somme élevée des quantités de flavonoides détectées (55. 77 mg/g d’extrait) en
raison de sa quantité d’épicatéchine (47.516 mg/g d’extrait) présentant plus de 85 % de la
quantité totale de flavonoides détectés. Les quantités des autres composes flavonoidique
étaient inférieures a 0.368 mg/g d’extrait, a I'exception de la catéchine (3,208 mg/g d’extrait),
du glucoside de lutéoline (1,54 mg/g d’extrait), de la rutine (1,472 mg/g d’extrait) et de
I’apigénine-7-glucoside (1,272 mg/g d’extrait). La majorité des acides phénoliques tels que
I'acide ascorbique, I'acide férulique, l'acide gallique, I'acide protocatchuique, l'acide vanillique
et l'acide p-coumarique étaient présents en petites quantités dans l'intervalle de 0,0124 - 0,724
mg/g d’extrait, alors que I’acides chlorogénique (1,928 mg/g d’extrait) et ’acide caféique

(1,392 mg/g d’extrait) ont été détectées en quantité appreciables.

Par ailleurs et concernant la composition biochimique de cet extrait d’H. scoparium qui n'a
pas fait I'objet de nombreuses publications, peu de chercheurs ont étudié sa composition
phénolique (Benkherara et al., 2021). Les seules études rapportées sont celles de Ben Salah
et al. (2002) & Jarraya et al. (2005) sur H. scoparium de Sfax dans le centre-est de la
Tunisie. Si nous nous reférons a leurs résultats, nous pouvons affirmer qu'il y a une bonne
concordance dans les chémotypes qui sont révélés par les analyses chromatographiques. Ils
ont signalé la présence d'isorhamnétine et de 1-méthylsalsolinol et de quelques flavonols
triglycosides tels que la Quercétine et la Quercétine-3-robinobioside. En outre, Chao et al.
(2013) ont montré la présence de certains acides phénoliques (acide coumarique, acide
cinnamique et acide cafféoylquinique), de phénols simples comme le Catéchol et d'un

Chrysoeriol qui est considéré comme une flavone.

Récemment, Benkherara et al. (2021) signalé que l'extrait méthanolique d’H. scoparium de
sud-est (Algérie) contenait 29 composés phénoliques, en particulier l'acide gallique, ’acide
catéchique, la rutine, I’acide trans-cinnamique, 1’acide ascorbique, la catéchine, I’acide 2,5-
dihydroxybenzoique et I’épicatéchine. Tandis que, les résultats de l'analyse RP-HPLC ont
révélé 57 pics et 9 de ces pics se sont avérés étre différents composés phénoliques, en
particulier I'acide chlorogénique et la naringine qui était la plus abondante dans l'espéce H.

Scoparium de Biskra (sud-est de I'Algérie) (Benine et al., 2023).

L’autre composé détecté dans ndtre extraits analysés ne correspondent a aucun des 25

standards testés. D'autres techniques structurelles telles que LC-MS-MS et LC-NMR doivent
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étre appliquées pour identifier les composés inconnus. Sinon, ce composant doit étre séparés

et purifiés avant les analyses par RMN, MS, UV ou IR.

En général, cette différence dans les rendements, dans les teneurs en composés phénoliques
ou tout autre métabolite secondaire et également dans la composition phytochimique des
extraits de la partie aérienne d’E. alata et d’H. scoparium dans différentes régions peut étre
attribuée a de nombreuses conditions opératoires de l'expérience comme le solvant
d'extraction polaire ou non polaire, la quantité de matériel végétal, sec ou frais, la température
et le temps d'extraction, et méme les méthodes d'extraction (Lee et al., 2003) et a plusieurs
autres facteurs comme les facteurs environnementaux et climatiques (zone géographique,
sécheresse, sol, type de microclimat et stades bioclimatiques, certaines agressions et maladies)
(Atmani, 2009) ; le patrimoine génétique, la période et le moment de la récolte, le stade de
développement de la plante et également les méthodes de quantification (Miliauskas et al.,
2004).

111.2.5 Etude de ’activité antimicrobienne

I11.2.5.1 Caractérisation morphologique et biochimique des souches bactériennes

multirésistantes isolées

Six bactéries multirésistantes ont été isolees a partir des échantillons cliniques chez des
patients hospitalisés dans 1’hdpital de Chlef (Sceur bedj), en Algéric. Ces isolats ont été
réidentifier sur la base des tests morphologiques et biochimiques primaires comme le montre
le tableau n° 21 et figure n°® 40. L'origine et le profil de résistance de ces souches sont

présentés dans le tableau n° 22 et figure n° 41.

La composition du milieu de culture et les conditions d'incubation peuvent fortement
influencer la variété morphologique des bactéries et définir les détails du diameétre, de la
forme, de la texture de surface, de la couleur et de consistance des colonies bactériennes
(Rabinovitch et al., 2015).
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Tableau n° 21 : Tests morphologiques et biochimiques primaires pour I'identification

des isolats

Tests morphologiques et biochimiques

Isolats Milieu Nature Morphologie
sélectif/Ordinaire desgram  des c%lluleg Catalase ~ Oxydase

1. K. pneumoniae Hektoen, colonies -ve Batonnets +ve -ve
d'aspect mucoides

2. E. coli Hektoen, colonies -ve Batonnets +ve -ve
saumon

3. P. aeruginosa Gélose au cétrimide, -ve Batonnets +ve +ve
pigmentation vert

4. E. hormaecheli Hektoen, virage du vert -ve Batonnets +ve -ve

subsp. Xiangfangensis au rouge-saumon

5. E. ludwigii GN, colonies -ve Batonnets +ve -ve

circulaires, blanches,
translucides et lisses
6. S. aureus Chapman, fermenter le  +ve Coques +ve -ve
mannitol et faire passer
la couleur du milieu du
rouge au jaune

+Vve positive ; -ve négative

E. hormaechei subsp.
Xiangfangensis

Figure n° 40 : Bactéries isolées a partir des patients hospitaliser sur milieu gélosé Hektoen (A, B
et C), Gélose nutritif (D), Gélose au cétrimide (E) et Chapman (F) a 37°C pendant 24 heures.
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Sur la base des tests biochimiques et des tests morphologique (tableau n°21), les six isolats
ciblés présentaient trois caractéristiques différentes. Nature de gram (-), les tests négatifs pour
l'oxydase et positives pour la catalase, les souches bactériennes isolées ont été associée a la
famille des Enterobacteriacea. D'autre part, la nature de gram (-), le test positif pour l'oxydase
et la catalase renvoient a Pseudomonas sp. La nature de gram (+), les tests négatifs pour
l'oxydase et positifs pour la catalase ont identifié comme étant Staphylococcus aureus.
L'examen des caractéristiques morphologiques des colonies (coloration de Gram, mobilité et
motilité, forme et couleur) et les tests biochimiques (catalase, oxydase) pour identifier nos
isolats multirésistantes ont été considérés comme des méthodes d'identification traditionnelles
(Smibert et Krieg, 1994, Udgire et al., 2015).

Tableau n° 22 : Origine et profil de résistance aux antibiotiques des isolats

Isolats Origine Profil de résistance
1. K. pneumoniae Cathéter AMP, AMC, CZN, FOX, CTX, ETP, AKN, GMN,
NAL, TET, SXT
2. E. coli Urine AMP, AMC, FOX, CTX, ETP, GMN, NAL, SXT
3. P. aeruginosa Pus PI, LVX, CIP, GMN, TOB, IMP

4. E. hormaechei .

subsp. Xiangfangensis Urine AMP, AMC, CZN, CTX, GMN, SXT
FOX, LVX, CIP, OFX, KAN, GMN, AKN, CMN,
ERY, TET, QDA

6. S. aureus Cathéter FOX, KAN, GMN, AKN, CMN, ERY, TET, QDA

AMP (Ampicilline 10ug), AMC (Amoxicilline/ Acide clavulanique 30ug), CZN (Céfazoline 30ug), FOX
(Céfoxitine 30pg), CTX (Céfotaxime 30ug), Pl (Pipéracilline 100ug), ETP (Ertapénéme 10ug), IMP
(Imipénéme 10ug), CIP (Ciprofloxacine 5ug), LVX (Lévofloxacine 5ug), OFX (Ofloxacine 5ug), NAL (Acide
nalidixique 30pg), AMK (Amikacine 30ug), GMN (Gentamycine 30ug), KAN (Kanamycine 30ug), TOB
(Tobramycine 10ug), ERY (Erythromycine 15ug), CMN (Clindamycine 2ug), TET (Tétracycline 30pg), CHL
(Chloramphénicol 30ug), SXT (Sulfaméthoxazole/Triméthoprime 25pg), QDA (Quinupristine/Dalfopristine
25ug), RA (Rifampicine 5pg).

5. E. ludwigii Pus

P. aeruginosa K. pneumoniae

Figure n°® 41 : Sensibilité aux antibiotiques des isolats de K. pneumoniae et de P. aeruginosa
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111.2.5.2 Caractérisation moléculaire des souches bactériennes multirésistantes isolées

Pour confirmer l'identité des isolats multirésistantes, la culture bactérienne a été soumise au
séquencage de I'ARNr 16S, qui est considéré comme un outil efficace pour I'identification des
micro-organismes jusqu'au niveau de l'espece. L'ARNr 16S a été identifié a l'aide d'une
amorce universelle Biorad, comme décrit dans le matériel et méthodes. Les séquences de
bases azotées triées a partir des isolats bactériens multirésistantes sont présentées dans la

figure n° 42.

Isolat 1. 99% Klebsiella pneumoniae. Séquence ID : MT740433.1

>ABS1 P127F
GCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCA
GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGAGGTTAATAACCTTGGCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
TCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCATGATAACTGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAGTCATCATGGCCCTTACGACAGGGCTACCACGTGCTACATGGCATTAC

Isolat 2. 98% Escherichia coli. Sequence ID : ON653022.1

>ABS2_P127F
GGCAGAAAGCTTGCTGTTTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAATCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT
GGCTAATACCGCATAACGTCTCCGGACCAAAGAGGGGGATCTTCGGACCTCTTGCCATCGGATGAGCCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGG
TAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA
GGAAGGGAATAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
CTGATACTGGCTGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCG
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAAGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGCTCTTGACATCCACCGAATTT

Isolat 3. 99% Pseudomonas aeruginosa. Séquence ID : KJ819583.1

>ABS3_P127F
GGCAGCCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAG
TGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTA
GGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGG
ATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
CCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCTGGCCCTTACGGCAGGGCTACCACGTGCTACATGGTCGGTACAAGGGTTGCCAGCCGCGAG

Isolat 4. 99% Enterobacter hormaechei subsp. Xiangfangensis. Séquence ID : MG923793.1

>ABS4_P127F

ACAGGCAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG
GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGG
GGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGG
GAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA
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AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAC
CAGAGATGCATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAAACTGCCAGTGATAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGTC
ATCTGGCCCTTACAATAGGGCTACCACGTGCTACATGGCGCAA

Isolat 5. 100% Staphylococcus aureus. Séquence 1D : OP068064.1

>ABS5 P127F
CGCATGCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACC
TATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACT
TATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAAGAAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACCC

Isolat 6. 99% Enterobacter ludwigii. Séquence ID : 19455333cz

>ABS6_P127F
CTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA
GGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAG
ATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACT
CTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAACTGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACATGG

Figure n° 42: Sequence des bases azotées sequencées a partir de bactéries
multirésistantes isolées, A = adénine, T = thiamine, G = guanine, C = cytosine

Six souches bactériennes isolées des patients hospitalisés, a Chlef, en Algérie, ont été isolées
et caractérisées par leur profil de résistance. L'identification bactérienne a été réalisée par des
méthodes morphologiques et biochimiques de base et confirmée par la méthode d'empreinte
de la séquence de I'ADNr 16S comme étant Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter hormaechei subsp. Xiangfangensis, Enterobacter
ludwigii et Staphylococcus aureus avec un pourcentage d’homologie de 99 %, 98 %, 99 %, 99
%, 100 %, 99%, respectivement.

I11.2.5.3 Evaluation de P’activités antimicrobienne par la méthode de diffusion sur puits

en milieu gélosé

L’activité antimicrobienne in vitro des extraits de la partie aérienne d’E. alata et d’H.

scoparium a été évaluée contre 8 souches de référence (ATCC), et 6 isolats cliniques
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multirésistantes (BMR). Leurs activités potentielles ont été évaluée qualitativement par la

présence ou l'absence de zones d'inhibition (tableau n® 23).

Tableau n°23 : Zone moyenne d'inhibition de la croissance microbienne (DZI) en mm
pour la partie aérienne de I’extrait méthanolique (EM) et hydrométhanolique (EHM)
d’E. alata et d’H. scoparium

Zone d’inhibition (mm) (moyen = SD)

Plant Ext E:n?gr]lf K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa S. aureus
mb) ATCC Isolées ATCC Isolées ATCC Isolées ATCC Isolées
50 8.0+1.0 757+£081 11.0+10 7.0+£000 1208+05 7.0x000 170%x1.73 8.75%£0.35
=M 100 9.5+ 0.64 75+071 1275+06 1212+16 124+033 11.75+0.2 19.5+21 13.25%1.0
=e 50 71+029 7.1+£029 85+087 7.0+£0.00 13.03+£1.7 825%x0.25 16.03+x1.0 7.75+£0.35
=AM 100 8.93+0.17 7.0£0.0 10.25+0.7 85%15 11.67£04 10.25+0.2 19.0+141 13.0+141
50 85+087 80+£080 7.47+047 7.0+£0.00 1215+03 8.75x0.00 18.0+1.24 7.5%0.00
=M 100 10.75+09 80+141 9.0+021 70x000 1285+0.2 11.5+05 20.0+0.12 1425+1.0
s 50 8.0x£05 7.75+04 7.03+0.06 0 11.0+1.0 0 11.75+1.4 0
= 100 9.75+0.62 7.25+035 85014 0 11.5+0.87 9.0+0.5 14.5+£0.7 95%0.71
Tobramycine (10 ug) 19.83+ 1.0 - 17.60+£ 0.2 - 2197+ 17 - 20.50+ 0.5 -
DMSO 5% Al Al Al Al Al Al Al Al
Suite
E.
Conc. S, typhi B. cereus E. faecalis | hormaech  E. ludwigii
Plant Ext (mg/ albicans ei
ML) ATcC ~ ATCC ~ ATCC  ATCC  Isolées lsolées
50 10.0+1.31 155+1.8 1155+0.6 8.1+0.8 9.75+3.18 95+0.71
=M 100 10.75+0.3 16.5+0.71 10.25+0.3 11.25+1.0 11.25+39 143+0.28
=e 50 80+073 833+058 87+072 8.0%10 8.75+1.06 10.25+0.3
=AM 100 10.0+£0.85 14.75+04 9.25+141 925177 9.25+247 12.5+0.71
50 83+029 1367+25 7.1+041 0 9.25+25 0
=M 100 95+120 195+0.71 11.0%£141 95071 9.25%2.47 0
s 50 925423 17.25410 7.1+0.14 0 0 0
EHM
100 10.73+1.1 1850+25 8.1+014 75x0.71 0 0
Tobramycine (10 ug) 18.67+0.8 - - - - -
Ampicilline (30 pg) - 25.33£ 0.8 - - - -
Doxycycline (30 pg) - - 35.0+ 0.5 - - -
Econazole (1%) i i ) 2713406 ) i
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DMSO 5%

Al Al Al Al Al Al

ATCC : American Type Culture Collection ; EM : extraits méthanolique ; EHM : Extrait hydro-méthanolique ;
E. a: Ephedra alata ; H. s : Haloxylon scoparium

D'une maniére genérale, il a été observé que linhibition de la croissance bactérienne
augmentait avec la concentration des extraits et que les diamétres d’inhibitions différent d'une
bactérie a l'autre et d'un extrait & l'autre. La variation de l'activité antimicrobienne des extraits
explique les variations de leurs compositions chimiques. Comme rapporté dans la littérature,
nous avons considéré qu'un extrait a une activité antibactérienne si la zone d'inhibition est

superieure & 10 mm (Ponce et al., 2003 ; Biyiti et al., 2004).

Dans l'essai de diffusion sur puits, on note également que Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Bacillus cereus ATCC 10876 ont montré la plus grande sensibilité a tous les extraits,
a toutes les concentrations. K. pneumoniae ATCC 13883, K. pneumoniae multirésistante et E.
hormaechei multirésistante ont montré une faible sensibilité a tous les extraits, a toutes les

concentrations (figure n°® 43 et n° 44).

N.B : Les résultats sont également illustrés en figures dans I’annexe n° 3.

EME : extraits méthanolique d’E. alata ; EHME : Extrait hydro-méthanolique d’E. alata ; EMH : extraits méthanolique
d’H. scoparium ; EHME : Extrait hydro-méthanolique d’H. scoparium

Figure n°43 : Inhibition par diffusion des souches multirésistantes en milieu gélosé de
I'extrait méthanolique et hydrométhanolique (100 mg/mL) de la partie aérienne d’E
alata et d’H. scoparium

Les extraits d’E. alata se sont révélés actifs contre toutes les espéces testées a des
concentrations élevées, et une forte activité a été enregistrée contre S. aureus ATCC 25923
(19.5 - 19.0 mm), B. cereus ATCC 10876 (16.5 - 14.75 mm), I’isolat d’E. ludwigii (BMR)
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(14.3 - 12.5 mm), suivi par I’isolat de S. aureus (BMR) (13,25 - 13 mm) a 100 mg/mL,
respectivement. Parmi les souches, les isolats cliniques multirésistantes de K. pneumoniae, E.
coli, P. aeruginosa, et S. aureus se sont revélés moins sensibles que les souches ATCC aux
concentrations testees (figure n° 43). L’extrait méthanolique d'E. alata & concentrations de 50
mg/mL ont montré une faible activité contre toutes les souches testées, a I'exception de S.
aureus ATCC 25923 (17.0 mm), B. cereus ATCC 10876 (15.5 mm) et P. aeruginosa ATCC
27857 (12.08 mm). Cependant, la concentration de 50 mg/mL de I’extrait hydrométhanolique
dE. alata a montré une activité élevée contre S. aureus ATCC 25923 (16.03 mm), P.
aeruginosa ATCC 27857 (11.0 mm), suivi de I’isolat de E. ludwigii (BMR) (10.25 mm).

Les résultats les plus prometteurs ont été obtenus avec I’extrait méthanolique, qui a présenté
les résultats les plus élevées de DZI a toutes les concentrations contre toutes les souches

(allant de de 7,0 a 19,5 mg/mL), a I’exception les souches de P. aeruginosa a la concentration

de 50 mg/mL.
Ephedra alata
S. aureus ATCC B. cereus ATCC K. pneumoniae ATCC
P, ‘ a7
w‘.':"
-~ EM
3 - DMSO 5%
| @ DMSO 5% -
Haloxylon scoparium
S. aureus ATCC | B. cereus ATCC K. pneumoniae ATCC | o
/ Q1 o "‘:-’i;“ NN ol
//@/*‘ N 2 e :
e ; . DMSO 5%
g o °
/4 ' | _—
[ EM  EHM ® o ’
e v 80150 5% EM

Figure n°44 : Inhibition par diffusion des souches ATCC en milieu gélosé de I'extrait
méthanolique (EM) et hydrométhanolique (EHM) (100 mg/mL) de la partie aérienne d’E
alata et d’H. scoparium

Concernant H. scoparium, les résultats enregistrés dans le tableau n° 23 montrent que

I’extrait méthanolique a une bonne activité inhibitrice contre S. aureus ATCC 25923 (20.0
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mm), B. cereus ATCC 10876 (19.5 mm), I’isolat de S. aureus (BMR) (14,25 mm), et P.
aeruginosa ATCC 27857 (12.85 mm) a la concentration de 100 mg/mL. Cependant, 1’effet
inhibiteur exercé contre les souches ATCC (E. coli, S. typhi et C. albicans) et les isolats
multirésistantes (K. pneumoniae, E. coli et E. hormaechei), ont été nettement moins important
a la méme concentration. Les diameétres des halos formés varient entre 7.0 et 9.5 mm. En
outre, la concentration de 50 mg/mL a montré une faible activité de I’extrait méthanolique
avec un diametre d'inhibition inférieur a 9.5 contre toutes les souches, a ’exception contre les
souches ATCC de S. aureus, de B. cereus et de P. aeruginosa qui présentes des activités
presque similaires par apport a la concentration de 100 mg/mL. Par ailleur, L'extrait
hydrométhanolique a montré une forte activité antibacterienne contre B. cereus ATCC 10876
(18.5 mm) et S. aureus ATCC 25923 (14.5 mm) a 100 mg/mL, et une faible activité contre les
autres souches aux concentrations testées (tableau n° 23). Toutes les activités
antimicrobiennes des extraits enregistrés restent inférieures a celles des antibiotiques de

référence : tobramycine, ampicilline, doxycycline et éconazole.

L'activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique peut étre attribuée principalement aux
constituants majeurs de la plante (flavonoides, tannins, etc.). L'absence d'activité
antibactérienne a de faibles concentrations peut étre attribuée a la présence de plus petites

quantités de composés antimicrobiens (Nisa et al., 2013).

Les résultats de l'essai de diffusion sur disque ont montré que les bactéries les plus
fréquemment inhibées par les extraits de plantes étaient la souche S. aureus ATCC 25923 et
B. cereus ATCC, suivis par P. aeruginosa ATCC 27853 et I’isolat clinique de S. aureus

multirésistante.

Les activités antimicrobiennes de la famille des Ephedraceae ont été rapportées dans plusieurs
travaux antérieurs en fonction de l'origine des plantes (AlSnafi, 2017, Yousif et al., 2012).
Selon Dbeibia et al. (2022), les diamétres des zones d’inhibition obtenus en testant 1’extrait
méthanolique sur, S. typhimurium DT104, Enterococcus faecalis ATCC 29212 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont respectivement de 16 mm, 12 mm, 13.5 mm. Les
résultats sont plus ou moins semblables aux notres en ce qui concerne 1’E. faecalis, par contre,
S. typhimurium était l1égerement plus sensible et que S. aureus semble plus résistante. Un halo
d’un diamétre aussi similaire a ce obtenu par I’extrait hydrométhanolique contre C. albicans
ATCC 10231 (10 mm), E. faecalis ATCC 51299 (7 mm) et K. pneumoniae ATCC 700603 (7

mm) a été noté par Danciu et al. (2019). Une autre étude faite par Hibi et al. (2022) au sud de
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I’Algérie, a montré qu’E. coli ATCC 25922 (6mm), S. typhimurium ATCC 13311 (6mm),
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (6mm), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (9mm) et
Bacillus cereus ATCC11778 (8mm) étant beaucoup plus résistante a I’extrait méthanolique.
Cependant, I’étude faite par Alshalmania et al. (2020), a montré qu’E. coli, S. aureus et P.

aeruginosa étant légérement plus sensible.

Concernant H. scoparium, la littérature fait référence a une étude sur le potentiel antibactérien
de différents extraits de la partie aérienne de cette espece d’Algérie, Fatehi et al. (2018) a
étudié le potentiel antibactérien de sept extraits (aqueux, méthanolique, éthanolique,
acétonique, chloroformique, Dichlorométhanique et acide chloridrique) sur une bactérie Gram
positif et deux bactérie Gram négatif et a noté que 1’extrait méthanolique présente le plus haut
degré d'activité inhibitrice contre Proteus mirabilis avec une zone d'inhibition de 17 mm, 15
mm pour le Staphylocoque aureus et 13 mm pour I'E. coli. Ce résultat est plus sensible aux

notres en ce qui concerne I’E. coli, par contre, S. aureus semble plus résistante.

Des travaux antérieurs confirment que les extraits d’Haloxylon scoparium possede un
effet antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes (Benine et al.,
2023). Selon Bouaziz et al. (2016), a montré que les souches de genre staphylococcus était
plus sensibles (23.0 a 30.0 mm) et qu’E. feacalis était plus résistant (8.0 a 12.0 mm) aux
extraits méthanolique et hydro-méthanolique, par contre, les Souches fongiques sembles
inactives. D’autre part, un halo d’un diamétre petit que ceux obtenus par nos extraits contre S.
aureus (inférieur a 8 mm) a été noté par Nounah et al. (2019). Une autre étude faite par
Drioiche et al. (2019) au Maroc, a montré des activités modérées ont été obtenus contre
Staphylococcus epidermidis (11mm), Pseudomonas fluorescence (10mm), Escherichia coli
(12mm et 11mm), Klebsiella pneumoniae (11mm), et Enterococcus faecium (11mm et 12mm)
par I’extrait méthanolique et hydro-méthanolique de la partie aérienne, tandis que, Les

résultats des tests d'inhibition fongique sont négatifs.

Les differences de sensibilité bactérienne pourraient étre dues a des variations de tolérance
intrinséque des micro-organismes ou aux propriétés physico-chimiques des composés

phytochimiques présents dans les extraits bruts des matiéres vegétales (Kouadri et al., 2018)
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I11.2.5.4 Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de dilution en série en

milieu liquide

111.2.5.4.1 Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI), bactéricide
(CMB) et fongicide (CMF)

Le but de la méthode de microdilution est d'évaluer les concentrations minimales inhibitrices

et de déterminer la plus faible concentration d'un agent antimicrobien nécessaire pour inhiber

la croissance d'un micro-organisme. L'efficacité des extraits testés est évaluée en mesurant

trois concentrations, la CMI, la CMB et la CMF. Ces concentrations permettent de connaitre

la nature de l'activité antimicrobienne

résultats sont repris dans le tableau n° 24 et 25.

. bacteriostatique ou bactéricide/Fongicide. Les

Tableau n° 24 : Résultats de la CMI, CMB et la CMF des extraits d’E. alata exprimés

en mg/mL
Extrait méthanolique (EM) Extrait hydro-méthanolique (EHM)
Bactéries CMB/ CMB/
N cmi SMB - CMI o ctivits cmi EMB - CMI s ctivits
Souche ATCC CMF CMB/ CMF CMB/
CMF CMF
1 K. pneumoniae 25 200 8 Bactériostatique 100  >200 ND ND
2 E. coli 12.5 50 4 Bactéricide 50 200 4 Bacteéricide
3 S. typhi 50 200 4 Bactéricide 50 >200 ND ND
4 P. aeruginosa 8.33 50 6 Bactériostatique 50 100 2 Bactéricide
5 S. aureus 4.17 12.5 3 Bactéricide 25 50 2 Bacteéricide
6 B. cereus 8.33 25 3 Bactéricide 50 200 4 Bacteéricide
7 E. feacalis 25 100 4 Bactéricide 100  >200 ND ND
8 C. albicans 50 200 4 Fongicide 50 200 4 Fongicide
Souches isolées
9 K. pneumoniae 25 200 8 Bactériostatique 50 >200 ND ND
10 E.coli 25 100 4 Bactéricide 50 >200 ND ND
11  P. aeruginosa 25 200 8 Bactériostatique 50 >200 ND ND
12 E. ludwigii 12,5 50 4 Bactéricide 25 200 8 Bactériostatique
13 E. hormaechei 25 200 8 Bactériostatique 25 >200 ND ND
14 S. aureus 25 100 4 Bactéricide 50 200 4 Bactéricide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; ND : Non déterminée.

D'aprés le tableau n° 24, on observe que l'extrait méthanolique et hydrométhanolique d’E.

alata inhibait la croissance de 14 micro-organismes testés dans des fourchettes de
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concentration allant de 4,17 a 50,0 mg/mL et 25.0 a 100,0 mg/mL, respectivement. En
revanche, la CMB et la CMF de l'extrait méthanolique était comprise entre 12,5 a 200.0
mg/mL et de 200,0 mg/mL, respectivement. Tandis que, celle de I'extrait hydrométhanolique
¢tait >200,0 mg/mL, sauf pour l'isolat de S. aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa ATCC
27853 qui était de 50.0 et 100,0 mg/mL, respectivement.

L’extrait méthanolique d’E. alata présentent des CMI les plus faibles, qui est de l'ordre de
4,17 mg/ml pour S. aureus ATCC 25923, et de 8.33 mg/ml pour B. cereus ATCC 10876 et P.
aeruginosa ATCC 27853. La valeur de CMI la plus élevée de celle-ci était contre C. albicans
ATCC 10231et S. typhi ATCC 14028, qui était de 50,0 mg/mL pour les deux. De méme, la
CMI la plus faible de I'extrait hydrométhanolique a été observée contre S. aureus ATCC
25923, les isolats de S. aureus et d’E. ludwigii, et les valeurs les plus élevées contre E.
feacalis ATCC 29212 et K. pneumoniae ATCC 13883 (tableau n°® 24). L'évaluation de la
CMB a révélé que l'extrait méthanolique et hydrométhanolique présentait la CMB la plus
faible contre S. aureus ATCC 25923 qui était de 12.5 mg/mL et 50 mg/mL, respectivement.

Tableau n° 25 : Résultats de la CMI, CMB et la CMF des extraits d’H. scoparium
exprimés en mg/mL

Extrait méthanolique (EM) Extrait hydro-méthanolique (EHM)
Bactéries CMB/ CMB/
N cmi EMB - CMI - civite cmi EMB - CMI - ivite
Souche ATCC CMF CMB/ CMF CMB/
CMF CMF
1 K.pneumoniae 12.5 100 8 Bactériostatique 50 200 4 Bactéricide
2 E.coli 125 100 8 Bactériostatique 25 200 8 Bactériostatique
3 S typhi 6.25 100 16 Bactériostatiqgue  12.5 200 16 Bactériostatique
4 P.aeruginosa 125 50 4 Bactéricide 12.5 50 4 Bactéricide
5 S.aureus 6.25 25 4 Bactéricide 12.5 25 2 Bactéricide
6 B.cereus 6.25 25 4 Bactéricide 6.25 25 4 Bactéricide
7  E.feacalis 125 100 8 Bactériostatique 25 200 8 Bactériostatique
8 C. albicans 100  >200 ND ND 100 >200 ND ND
Souches isolées
9 K.pneumoniae 100 >200 ND ND 100 >200 ND ND
10 E. coli 100  >200 ND ND - - - -
11 P. aeruginosa 50 200 4 Bactéricide 100  >200 ND ND
12 E. hormaechei 50 >200 ND ND - - - -
13 S. aureus 50 200 4 Bactéricide 50 >200 ND ND

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide ; ND : Non Définit
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Les résultats du tableau n° 25 montrent que 1'extrait méthanolique et hydrométhanolique d’H.
scoparium ont exercé une activité contre 13 et 11 souches testées, respectivement. Pour les
deux extraits, les valeurs ont été obtenues a une gamme allant de 6.25 a 100 mg/mL pour la
CMl, de 25.0 a 200.0 mg/mL pour la CMB, sauf pour l'isolat de K. pneumoniae, d’E. coli,
d’E. hormaechei pour I'extrait méthanolique et l'isolat de S. aureus et P. aeruginosa pour
I'extrait hydrométhanolique qui était >200 mg/mL. La CMF était >200 mg/mL pour les deux

extraits.

L’activité la plus forte des extraits d’H. scoparium ont été démontrée contre B. cereus ATCC
10876 et S. aureus ATCC 25923 ; les valeurs de CMI et de CMB ayant été les plus faibles,
qui est de I’ordre de 6.25 a 12.5 mg/mL pour la premiére et 25.0 mg/mL pour la deuxiéme.
Par contre, la sensibilité 1’est beaucoup moins chez les isolats multirésistantes et C. albicans
ATCC 10231. Effectivement, la CMI et la CMB étant obtenues a des valeurs plus élevées, de
50.0 a 100.0 mg/mL pour la premiére et >200,0 mg/mL pour la deuxieme (tableau n° 25).

Dans le rapport CMB/CMI calculé, I'extrait est validé comme bactéricide lorsqu'il est
inférieur ou égal a 4 et bactériostatique lorsqu'il est supérieur a 4 (Okou et al., 2018). Les
valeurs de ce rapport sont variables pour les différents extraits en fonction des souches
bactériennes testées (Tableau n°24 et n°25), ce qui permet de classer ces extraits en fonction
de leur spectre d'action. En conséquence, il a été démontré que l'extrait méthanolique d’E.
alata a des effets bactéricides contre la plupart des souches testées sauf contre K. pneumoniae
ATCC 13883, P. aeruginosa ATCC 27853 et les isolats de K. pneumoniae, de P. aeruginosa
et d’E. hormaechei a des effets bactériostatiques. Pour l'extrait hydrométhanolique d’E. alata,
des activités bactéricides ont été observer contre E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 10876 et I’isolat de S. aureus. Une activité
fongicide a été observée pour les deux extraits d’E. alata contre C. albicans ATCC 10231.
D'autre part, pour H. scoparium, des activités bactéricides ont été mise en évidence pour
I'extrait méthanolique contre I’isolat de S. aureus et de P. aeruginosa, P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATCC 25923 et B. cereus ATCC 10876. En plus des trois souches ATCC
précitées, L'extrait hydro-méthanolique a un pouvoir bactéricide contre K. pneumoniae ATCC
13883.

Nos résultats corroborent ceux d’autres travaux, notamment, en ce qui concerne I’E. alata. En
effet, une activité bactéricide de I'extrait hydroalcoolique de la partie aérienne a été démontrée

particulierement contre S. aureus en tant que bactérie Gram (+), avec de faibles
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concentrations de CMI et CMB (Danciu et al., 2019), tandis que, Ziani et al. (2019) ont
rapporté que les souches de d'E. coli ESBL et d'E. coli étaient les plus sensibles a I'extrait
hydrométhanolique d'E. alata collecté en Algeérie, en plus de S. aureus résistantes et sensibles
a la methicilline (MRSA et MSSA), avec des CMI de 5mg/ml. Par ailleurs, une étude menée
par Nounah et al. (2019), a montré que l'extrait hydroalcoolique des tiges d’H. scoparium
était bactéricide contre E. coli, K. pneumoniae et E. faecalis, mais il est bactériostatique pour

S. aureus.

L’extrait méthanolique d'E. alata et d’H. scoparium sont en général plus actifs contre les
souches testées sélectionnées que I’extrait hydro-méthanolique, comme le montrent les
résultats des CMI et CMB, en corrélation avec la quantité de composés phénoliques. L’extrait
méthanolique de ces plantes ont le plus grand effet antimicrobien contre la souche de S.
aureus ATCC 25923 et de B. cereus ATCC 10876, ce qui concorde avec les résultats du test
de diffusion sur puits d'agar. Ceci est cohérent avec des études précédentes indiquant que les
bactéries gram-négatives étaient moins sensibles aux extraits de plantes que les bactéries
gram-positives (Jang et al., 2010 ; Leach. 2015). Cela est di aux différences structurales
entre les parois cellulaires. En effet, Les bactéries a Gram négatif ont des membranes
phospholipidiques portant des composants structurels de lipopolysaccharides qui rendent leur
paroi cellulaire imperméable a certaines substances antimicrobiennes tels que ceux présents
dans les extraits (Jang et al., 2010 ; Nigussie et al., 2021). En outre, dans le présent travail,
des isolats cliniques multirésistants ont été utilisés, étant beaucoup moins sensibles que les
souches ATCC utilisées dans I'étude rapportée. Les resultats décrits sont satisfaisants, étant
donné que la résistance des bactéries aux antibiotiques devient un probleme mondial. Dans
cette perspective, lI'exploitation de matrices contenant des agents antibactériens est d'un grand

intérét pour l'application dans I'industrie pharmaceutique.

D’aprés Oussalah et al. (2006), Tactivité biologique d’un extrait est a mettre
en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires
et les effets synergiques entre ces derniers et les composés mineurs. Ceci pourrait expliquer
les différences constatées dans les résultats obtenus par la présente étude ainsi que par les

travaux antérieurs.

Les résultats obtenus suggeérent que les extraits présentent des substances phytochimiques
ayant une activité a large spectre contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives.

D'aprés la caractérisation chimique présentée ci-dessus, les flavonoides constituaient la
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principale classe phénolique d’E. alata et d’H. scoparium. Ces composes peuvent agir comme
des antibiotiques en raison de leur capacité a former des complexes avec les protéines
solubles extracellulaires, ainsi qu'avec les parois cellulaires des bactéries, ce qui entraine
souvent a leur inactivation et & la perte de leur fonction (Cushnie & Lamb, 2011 ; Wink,
2015). De nombreux travaux de recherche ont identifié la structure des flavonoides qui
possedent une activité antibactérienne. Des exemples de tels flavonoides trouvés dans les
plantes étudiées sont les dérivés de l'apigénine (Nayaka et al., 2014), les dérivés de la
lutéoline (Kozyra et al., 2017), divers glycosides de quercétine (Teffo et al., 2010), la
catéchine et ses dérivés (Wu et al., 2021). D'autres flavones, glycosides de flavones (Kozyra
et al., 2017 ; Nayaka et al., 2014), flavanones, Flavan-3-ol et flavonols (Cushnie & Lamb,
2011 ; Ziani et al., 2018), glycosides de flavonol (Cushnie & Lamb, 2011) ayant une
activité antibactérienne ont également été identifiés. D’autre part, des composés présents en
minorité dans chacune de nos extraits, pourraient également avoir une part de contribution a
I’activité antimicrobienne par synergic avec les composés majeurs (Burt, 2004 ; Boruga et
al., 2014).

Le(s) site(s) et le nombre de groupes hydroxyle sur le groupe phénol sont liés a leur toxicité
relative pour les microorganismes, avec des preuves qu’une hydroxylation accrue se traduit
par une toxicité accrue (Cushnie & Lamb, 2011). En outre, certains auteurs ont constaté que
des phénols plus fortement oxydés sont responsables de 1’inhibition microbienne (Wink,
2015). Les mécanismes considérés comme responsables de la toxicité phénolique pour les
microorganismes comprennent l'inhibition enzymatique par les composés oxydés,
éventuellement par réaction avec les groupes sulfhydryles ou par des interactions non
spécifiques avec les protéines et l'inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique,

ainsi que l'inhibition du métabolisme énergétique des microorganismes (Wink, 2015).

Le présent manuscrit souligne l'importance des produits naturels dans la découverte de
nouveaux composes bioactifs qui peuvent étre utilisés avec succés comme médicaments a

base de plantes apres des études de validation in vivo.

111.2.6 Etude de P’activité antioxydant par DPPH

L’¢évaluation de la capacité des extraits d'E. alata et d’H. scoparium a piéger le radical libre

DPPH, a été réalisée par la mesure de son absorbance en présence de ces derniéres, et ce, a
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différentes concentrations (figure n°45), en utilisant le trolox et ’acide ascorbique comme
agent antioxydant de référence. La concentration de chaque extrait qui réduit 50% de DPPH
notée CI50 a été déterminée (tableau n°26).

E. alata H. scoparium
100% - (EXxtraits) 100% - (Extraits)
— ] T o -
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Figure n° 45 : Pourcentage d'inhibition de DPPH des différents extraits de la partie
aérienne d'E. alata et d’H. scoparium par rapport au Trolox et I’Acide ascorbique
(contrdle positif)

De méme, le pouvoir antiradicalaire de trolox et d’acide ascorbique (antioxydants standards) a
été évalué afin de le comparer a celui des plantes. Nous notons d’aprés la figure n°45, que la
réduction de I’absorbance du DPPH a été beaucoup plus importante que celle des extraits. En

effet, a seulement 50 pg/mL, les PI avait déja atteint les 50%. De plus, a partir de cette
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concentration, une augmentation extrémement intense a été observée donnant ainsi, a 100
ug/mL, un PI de 96.75% et 96.55% pour le trolox et ’acide ascorbique, respectivement, ou les
Pl commencé a plus ou moins se stabiliser a cette concentration (100 pg/mL), aboutissant a
une réduction de 97.20% et 97.0% a la plus grande concentration testée (200 pg/mL). Le
trolox et I’acide ascorbique ont donc provoquer une réduction presque totale du DPPH en sa

forme non radicalaire DPPH-H.

Tableau n°26 : Valeurs des IC50 des différents extraits d’E. alata et de H. scoparium

E. alata H. scoparium
Extraits Extrait Extrait hydro-  Extrait Extrait hydro-  Trolox
méthanoligue  méthanolique méthanoligue  méthanolique

Acide
ascorbique

CI50 (ug/ml)  226.25+0.003 266.00 + 0.003  249.89 + 0.062 396.00+0.013  71.56 +0.004 48.83 £ 0.002

La CI50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d’un composé. En effet,
plus la valeur de CI50 est basse, plus I’activité antioxydante est grande (Abdelli et al., 2018).
Sa détermination permet d’évaluer et de comparer I’efficacité de nos échantillons. D’aprés les
résultats du tableau n°26, nous constatons que l'activité antiradicalaire de [I’extrait
méthanolique d’E. alata était le plus puissant (CIS0= 226,25 pg/mL), suivi de prés par
I’extrait méthanolique d’H. scoparium (249.89 mg/ml), considérablement plus élevées que
celle des extraits hydrométhanolique d’E. alata (CI50= 266,00 ug/mL) et d’H. scoparium
(CI50= 396,00 pg/mL). L’activité antioxydante de I’extrait hydrométhanolique d’E. alata et
d’H. scoparium est donc extrémement faible par rapport a celle de I’extrait méthanolique.
Ceci est probablement due a la richesse de cet extrait en composés phénoliques, y compris les
polyphénols totaux, les tanins et les flavonoides, ce qui donne une meilleure activité
antiradicalaire (Lachkar et al., 2021). Néanmoins, L’activité antioxydante de trolox et de
I’acide ascorbique reste la plus importante puisque sa CI50 a été la plus basse (71.56 et 48.83
pg/mL, respectivement).

Par comparaison, Nos résultats sont en accord avec ceux de Jerbi et al. (2016) et Jaradat et
al. (2015), qui ont rapporté une forte activité antiradicalaire dans l'extrait de méthanol de la
partie aérienne d'E. alata (IC50 = 16.03 et 27 pg/mL, respectivement) par apport a d’autre
extraits. En outre, Al-rimawi et al. (2017) ont montré que l'extrait hydrométhanolique d’E.
alata palestinien présentait l'activité de piégeage des radicaux la plus élevée (78 pg/mL) par

rapport a I'extrait méthanolique pure et aqueux. Les auteurs ont décrit une activité plus élevée,
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avec des teneurs plus élevées en polyphénols, en utilisant des solvants de polarité plus élevée.
Les études mentionnées ont décrit une activité antioxydante plus élevée, par rapport a celles
affichées par l'extrait méthanolique (226 pg/mL) et hydrométhanolique (266.00 pg/mL)
actuellement étudiés. Cependant, Ziani et al. (2019) ont montré que l'extrait
hydrométhanolique d’E. alata algérienne avait une activité de piégeage des radicaux

significativement plus faible (IC50 = 540 pg/mL) par apport a nos données.

Concernant H. scoparium, le pouvoir antiradicalaire de notres extraits sont plus fort que celui
de I’extrait méthanolique (Ziani et al., 2015) et I'extrait hydrométhanolique (Chaouche et al.,
2014) de la partie aérienne d'Haloxylon scoparium algérien (CI50= 296 et 6320 pg/mL,
respectivement). En outre, nos extraits sont plus puissants que ceux d'une étude réalisée par
Miguel et ses collaborateurs au Portugal sur I'extrait hydroalcoolique de la partie aerienne de
H. scoparium (IC50=1867 pg /ml) (Miguel et al., 2014). Les résultats obtenus par Bakchiche
et Gherib. (2014) dans le nord du Sahara d’Algérie et Nounah et al. (2019) dans le sud du
Maroc avec l'extrait hydroalcoolique de H. scoparium ont montré une forte activité
antiradicalaire avec une valeur d’IC50 de l'ordre de 44 et 23.42 ug/mL, respectivement. De
plus, l'étude de Bouaziz et collaborateurs en Tunisie ont montré une forte activité
antiradicalaire de I’extrait méthanolique de H. scoparium avec une valeur d’IC50 de l'ordre de

28ug/mL (Bouaziz et al., 2016).

L’activité antioxydante des extraits de plantes appartenant au genre Ephedra, a largement été
démontrée (Phanikumar et al., 2010 ; Dehkordi et al., 2015 ; Mellado et al., 2019), ce qui
confirme les résultats obtenus suite a notre étude. L’activité a été rapportée comme étant
principalement liée aux composés phénoliques (Al-Rimawi et al., 2017). En effet, une étude
faite par Mighri et al. (2019) consistant a tester ’activité antioxydante de 5 extraits, a
souligné que le potentiel antioxydant se trouvait principalement dans I’extrait qui est riche en
épicatéchine. Effectivement, L’extrait méthanolique d’H. scoparium a également montré une
capacité de piégeage du radical DPPH tres intéressante en raison de la présence en quantités
appréciables d’épicatéchine. Cela pourrait donc justifier D’activité exhibée par I’extrait
méthanolique d’E. alata et d’H. scoparium. D’autres constituants présents a des teneurs
appréciables tels que la naringénine, 1’acide férulique, I’acide ascorbique et I’apigénine-7-
glucoside pourraient également y avoir contribué dans ’extrait méthanolique d’E. alata.
Cependant, la catéchine, 1’apigénine-7-O-glucoside, la lutéoline glucoside, et la rutine est

contribué dans I’extrait méthanolique d’H. scoparium. En effet, ces derniers possédent une
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importante activité antioxydante (Ismael et al., 2012, Kornél et al., 2013 ; Snezana et al.,
2015 ; Jeevitha et al., 2016).

I semble que cette activité ne soit pas seulement liée a la présence de composés actifs en plus
grande quantité, mais aussi aux effets synergiques supplémentaires d'une combinaison de
composés phénoliques (Mighri et al., 2019). Dans de nombreux pays, plusieurs recherches
menées sur des extraits hydroalcooliques d'E. alata ont montré que la variation de la
composition phénolique est probablement due a I'effet des conditions climatiques et a I'effet
du solvant d'extraction utilisé affectant la biosynthese des composés phénoliques qui générent
des différences quantitatives sur les molécules bioactives et influencent donc l'activité
antioxydante (Ziani et al.,2019 ; Haida et al., 2020).

Il a étée constaté que les composés phénoliques sont capables d'assurer leurs fonctions
antioxydantes grace aux caractéristiques d'oxydoréduction qu'ils possedent, en agissant
comme donneurs d’atome d’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle. Grace a ce
réle, ils peuvent réagir avec les radicaux libres, qui sont généralement des péroxyles et des
alkoxyles, et ainsi briser la réaction en chaine qui propage la peroxydation. lls ont la capacité
de chélater les métaux de transition comme le fer et le cuivre, ce qui empéche ces métaux de
produire des radicaux libres. Ils sont également capables d'éliminer directement certaines
especes réactives de l'oxygeéne telles que les radicaux hydroxyle, péroxyle et superoxyde
(Kris-Etherton et al., 2002 ; Cillard et Cillard, 2006 ; Halliwell, 2007).

L’activité antioxydante des extraits dépend non seulement de leur composition chimique,
mais plus particulierement, de la concentration et de la structure des molécules dotées de
propriétés antioxydantes (Djeridane et al., 2006 ; Ciz et al., 2010) mais aussi, de la lumiére,
la température, le type de substrat, 1’état physique du systeme et des microcomposants
agissant comme pro-oxydants ou synergistes (Kamal-Eldin et Appelqgvist, 1996). La
méthode utilisée est également un facteur qui peut fortement influencer ’activité (Miguel et
al., 2007). En effet, I’interprétation des données n’est pas simple, en raison de 1’existence de
plusieurs tests basés sur des mécanisme différents. En conséquence, les études évaluant
I’activité antioxydante des extraits d’'une méme espece végétale, peuvent varier
considérablement d’une étude a une autre (Ruberto et Baratta, 2000 ; Kulisic et al., 2005).
C’est ce que nous avons d’ailleurs, constaté en comparant nos résultats a ceux d'études

antérieures. 1l convient donc de souligner gu'il n'existe pas de systéeme parfait qui évalue la «
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vraie » activité antioxydante d'un meélange complexe seul produit chimique ou d’un seul
composé (MacDonaldWicks et al., 2006)

111.2.7 Evaluation in vivo de la toxicité aigué

La toxicité aigué des substances chimiques ou naturelles est généralement évaluée a l'aide de
tests standardisés sur des animaux de laboratoire (Kumatia et al., 2017). Le principe consiste
a traiter des lots homogénes de souris avec quatre de nos extraits (méthanolique et
hydrométhanolique d’E. alata et d’H. scoparium), l'observation de la létalité pour chaque
échantillon s'est faite sur 14 jours. La dose causant 50 % des décés (DL50) a ensuite été
déterminée. Au cours des 24h de surveillance, aucun comportement anormal ni aucune létalité
n'ont été observés pour tous les extraits. Par contre, les extraits d’E. alata ont provoqué une
hyperactivité et une surexcitation qui ont duré 6 heures. En conséquence, comme aucun effet
létal n'a été observé avec aucun des extraits d'E. alata et d’H. scoparium testes, il peut étre
classé comme non toxique. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par Saidi et al. (2022),
I'administration de 'extrait méthanolique d’E. alata n'a provoqué aucune toxicité jusqu'a une
dose de 0,8 g/kg. Contrairement a une étude réalisee par (Sioud et al., 2020b) sur I'extrait
méthanolique estimant la LD50 a 1000mg/kg qui est réfutée par notre étude. De méme,
Lachkar et al. (2023) et Kharchoufa et al. (2020) au Maroc sur H. scoparium, ont montré
que l'étude de toxicité aigué d’Haloxylon scoparium de I’extrait méthanolique et aqueux

provogue une mortalité de 1/6 et 2/6, respectivement a une dose de 2000 mg/kg.

Le comportement hyperactif et la surexcitation observés chez les souris traitées avec les
extraits méthanolique et hydrométhanolique d'E. alata peuvent s'expliquer par la présence
d'alcaloides de type éphédrine qui s'avére étre un composé sympathomimétique ayant des
effets similaires a ceux de lI'adrénaline, d'ou une amélioration de I'énergie (Limberger et al.,
2013).
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Conclusion générale et perspective

Les résistances bactériennes aux antibiotiques sont géo-spécifiques, au terme des travaux qui
ont articulé cette présente these. Il est probable que cette spécificité soit liée aux habitudes
locales telles que le climat, I’alimentation, la gestion des déchets hospitaliers et

I’automédication entretenue par la vente illicite des médicaments.

Nous avons également constaté, comme d’autres auteurs, que ’efficacité des antibiotiques
diminue avec le temps. Les bactéries développent des résistances a différentes classes
d'antibiotiques et acquierent ainsi des multirésistants (MDR, XDR et PDR). Par conséquent,

cette évolution aboutit a des impasses thérapeutiques

Pour corroborer cette quéte flt notre choix, S’orienter vers les phytomolécules issues des
plantes médicinales. En Algérie, la médecine traditionnelle trouve toujours sa place dans la
population. De nombreuses plantes ont été utilisees en raison de leurs propriétés
antimicrobiennes, qui sont attribuées a des substances synthétises dans le métabolisme
secondaire de la plante. Le criblage phytochimique des parties aériennes d’Ephedra alata et
Haloxylon scoparium a revele la présence de différentes familles de metabolites secondaires.
I1 s’agit essenticllement des tannins, composés phénoliques, flavonoides, alcaloides,
coumarines et composés réducteurs. Ces constituants sont connus sous le nom de substances
actives. Par exemple, les composés phénoliques qui font partie des extraits, ainsi que les
tannins et les flavonoides sont connus de par leurs caractéristiques antimicrobiennes ainsi que
d’autre diverses propriétés biologiques. Ephedra alata et Haloxylon scoparium sont des

plantes qui renferme des composés antimicrobiens.

L’analyse de quelques-uns de ces composés a partir d’un extrait présentant une meilleure
activité antimicrobienne d’E. alata et d’H. scoparium par chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC-DAD) a révélé la présence de 17 et 18 composants phénolique
dans I’extrait méthanolique d’E. alata et d’H. scoparium, respectivement. Les deux extraits
sont dominés par I’épicatéchine avec 12.116 mg/g d’Ext pour EME et 47.516 mg/g d’Ext
pour EMH. D’autres composants se trouvent également a des pourcentages appréciables dans
EME : la naringénine (5.99 mg/g d’Ext), I’acide férulique (2.528 mg/g d’Ext), I’acide
ascorbique (2.29 mg/g d’Ext) et ’apigénine-7-glucoside (1.733 mg/g d’Ext). Tandis que, dans
EMH : la catéchine (3.208 mg/g d’Ext), I’acides chlorogénique (1.928 mg/g d’Ext), le
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glucoside de lutéoline (1.54 mg/g d’Ext), la rutine (1.472 mg/g d’Ext), I’acide caféique (1.392
mg/g d’Ext) et 1’apigénine-7-glucoside (1.272 mg/g d’Ext). Certainement, ce dernier pourrait
encore contenir d’autre molécule d’intérét non décrite avec une concentration de 3.924 mg/g
d’Ext.

L'analyse quantitative par spectrophotométrie a révelé que l'extrait méthanolique d’E. alata et
d’H. scoparium avait les teneurs les plus élevées en phénols (214.92 et 174.39 mg AGE/g
d'extrait) et en flavonoides (30.74 et 43.5 mg CE/g d'extrait). En fonction des teneurs en
tannins, le niveau le plus élevé a été détecté dans I’extrait méthanolique chez E. alata (35,59
mg TAE/g d’Ext) et dans I’extrait hydro-méthanolique chez H. scoparium (16,13 mg TAE/g
d’Ext).

L’évaluation de [I’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode
de diffusion en milieu gélosé, un grand effet inhibiteur des extraits d’Ephedra alata et
d’Haloxylon scoparium sur les souches de référence a gram positive testées. Les plus
sensibles sont Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 10876 a toutes
les concentrations. Les plus grandes zones d’inhibition ont été enregistrées a des diamétres de
20.0 mm et 19.5 mm, respectivement pour I’extrait méthanolique d’E. alata et d’H.
scoparium a 100mg/mL, alors que I’activité pour I’isolat d’E. ludwigii multirésistantes n’ont
pu étre obtenus que pour les extraits d’E. alata.

La méthode de mirodilution en milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations minimales
inhibitrice  (CMI) et Dbactéricide (CMB) a des wvaleurs allant de 4.17 a
100 mg/ml et de 12.5 a >200 mg/ml, respectivement concernant les extraits d’E. alata et de
6.25 a 100 mg/ml et 25 a >200 mg/ml, respectivement concernant les extraits d’H. scoparium.
Les valeurs de la CMI et de la CMB d’E. alata et d’H. scoparium étaient les plus faibles
contre S. aureus ATCC 25923 et B. cereus ATCC 10876, a savoir 4,17 a 8.33 mg/mL et 12.5
a 25 mg/mL, respectivement.

L’activité antimicrobienne exercée par 1’extrait méthanolique d’E. alata pourrait étre attribuée
a I’épicatéchine, naringeénine, acide férulique, acide ascorbique et apigénine-7-glucoside
tandis que celle d’H. scoparium, pourrait étre liée a 1’épicatéchine, catéchine, acides
chlorogénique, glucoside de lutéoline, rutine, acide caféique et apigénine-7-glucoside.

Les résultats ont montré qu’E. alata et H. scoparium sont d'excellentes perspectives pour la
création de futurs traitements potentiels qui sont actifs contre les souches pathogenése en tant

qu'alternatives aux antibiotiques standard utilisés.
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Toutefois, L’effet antioxydant des extraits d’E. alata et d’H. scoparium estimé in-vitro via le
piegeage des radicaux libres DPPH a été significativement intéressant. Les résultats obtenus
ont permis de constater qu’ils possédent une forte capacitée antioxydante avec des CI50 entre
226.25, et 396.0 pg/ml, par rapport a celle enregistré avec le Trolox et 1’acide ascorbique
(IC50= 71.56 et 48.83 pg/mL). L’activité antiradicalaire est dépendante du contenu en
polyphénols totaux et en flavonoides des extraits.

En revanche, I’administration orale des quatre extraits avec des doses croissantes a des souris

Swiss albinos n’a montré aucune toxicité.

Les résultats de nos travaux représentent une premiére étape dans la recherche des composeés

d'origine naturels biologiquement actif, il serait intéressant d’étayer ce travail en :

e Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement et la
composition chimique des extraits ;

e Extrayant les extraits de d’autres parties des plantes et les étudier ;

e Fractionnant les extraits, isolant et identifiant des molécules bioactives responsables
des differentes activites biologiques ;

e Evaluant la puissance des composants actifs séparément par rapport aux extraits.

e Etudiant les modes d’action et les facteurs influencant I’efficacité des extraits ;

e Evaluant d’autres activités biologiques in-vivo et in-vitro des deux espéces de plantes
telles que Tactivité antiinflammatoires, antivirale, anti-cancéreuse, insecticide et

allelopathique.
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Annexe n°1

Réactifs de screening phytochimique

1. Réactif de Mayer

Chlorure mercurique (HgCI2) ... 1.358¢g
Todure de potassium (KI)............coooeviiiiiiiiiiinni. Sg
Eaudistillée ..., 100mL

2. Réactif de Wagner

Todure de potassium (KI).............oooviiiiiiiiinn... 2g
Tode (I2). e, 1.27g
Eaudistillée.............oooii 100mL

3. Réactif de Dragendorff
Il s'agit d'un mélange (V/V) de deux solutions A et B.

- Solution A

Nitrate de bisSmuth...........cccccooveiiiiieiie e 1,79
Acide tartrique CoNCeNtré..........cccevvvivereeieseesieeeen, 20 g
Eau distillée..........ccoovviviiicieiece e, qsp 100 ml

- Solution B
lodure de PotasSiUM.........ccccveeiereirieie e 10 g
Eau distillée ........coovveveiicece e, gsp 100 ml

Le mélange est ensuite additionné de 10 g d'acide tartrique
et son volume est ramené a 100 ml avec de l'eau distillée.

3. Réactif de Stiatsny

FOrmol @ 30%0. ... 10mL




HCL concentré. ......oovevviiiiiiee i, S5mL

Annexen°2

Composition des milieux de culture

Mueller Hinton Agar (MHA)

Extrait de viande..............coooiiiiiiiiiiie, 39
Hydrolisat acide de caséine.............................. 17.5¢
AmIdOn .....oii i, 1.59
AGAT. 169

Eaudistillée............c.coooiiiiiiiiiiiincnee. 1000mL

PH=7.3

Bouillon nutritif (BN)

Peptone.......cooviiiiiiii 10g
Extraitde viande...............coooiiiiiii i, 59
Chlorure de sodium ............cooviiiiiiiiiiiiin.. 59
Eaudistillée...........cooooiiii 1000mL
PH=7.2

Gélose nutritive (GN)

Peptone.......ccooiiiiiiii 10g
Extrait de viande.................ooiiiii i, 39
Extraitde levure.............coooiiiiiiiiiiiiae e 39

Chlorure de sodium....................ceeeviiiieiiiieeeee. 50
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PH=7.3

Gélose Sabouraud

Peptone......c.ooviiiiiii e, 10g
D)o (3 (0 1 P 209
AT e, 159
Eaudistillée............cooooiiiiiiii 1000mL
PH=5.6%0.2

Annexen°3
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Figure n°l : Résultats d’inhibition par diffusion des souches ATCC en milieu gélosé de
I'extrait méthanolique (50 mg/mL) de la partie aérienne d’E. alata et d’H. scoparium
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Figure n°2 : Résultats d’inhibition par diffusion des souches ATCC en milieu gélosé de
I'extrait hydrométhanolique (50 mg/mL) de la partie aérienne d’E. alata et d’H.
scoparium
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Ephedra alata

S. aureus

B. cereus

!
| E. feacalis

Figure n°3 : Résultats d’inhibition par diffusion des souches ATCC en milieu gélosé de
I'extrait méthanolique et hydrométhanolique (100 mg/mL) de la partie aérienne d’E.
alata et d’H. scoparium




S. aureus

Figure n°4 : Inhibition par diffusion des isolats multirésistantes en milieu gélosé de
I'extrait méthanolique (50mg/mL) de la partie aérienne d’E. alata et d’H. scoparium
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K. pneumoniae E. hormaechei

P. aeruginosa
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Figure n°5 : Inhibition par diffusion des souches multirésistantes en milieu gélosé de
I'extrait hydrométhanolique (50mg/mL) de la partie aérienne d’E. alata et d’H.
scoparium
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Figure n°6 : Inhibition par diffusion des isolats multirésistantes en milieu gélosé de
I'extrait méthanolique et hydrométhanolique (100mg/mL) de la partie aérienne d’E.
alata et d’H. scoparium
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ABSTRACT. Ephedra alata is a medicinal plant that has a long history of usage in folk medicine for the
treatment of several diseases such as bronchial asthma, digestive system disorders and cancer. The present
study aimed to elucidate the chemical constituents of the crude methanolic and hydro-methanolic extracts
of Ephedra alata aerial part and to assess their antibacterial and antioxidant activities. In this study, the
percentage yield of crude methanolic and hydro-methanolic extracts was 12.92% and 15.01% respectively.
Phytochemical screening investigations using standard method showed that E. alata aerial part extracts was
rich in flavonoids, reducing sugars, phenols and tannins and quantitative analysis using spectrophotometric
assay revealed that the methanolic extract had the highest phenols and flavonoids contents (214.92 mg
AGE/g extract and 30.74 mg CE/g extract, respectively). The results of the antibacterial activity by the agar
well diffusion and microdilution assays showed that the both extracts displayed antibacterial effect,
especially on gram positive strains with S. aureus being the most sensitive. Antioxidant activity was
examined by the DPPH radical scavenging method. The methanolic extract has a significant inhibitory
activity (ICsp= 226.58 pg/mL). These findings revealed that E. alafa extracts could be a natural source of
antioxidants and antibacterials that can prevent several diseases.

Keywords: Ephedra alata, phytochemical, antibacterial activity, antioxidant, crude extract.

INTRODUCTION

Plant-based traditional medicine has been around for millennia. Today, this medicine
1s still widely used, especially in developing countries [1], not only for poverty and
cultural reasons, but also for the ineffectiveness of several existing drugs and reduced
side effects of medicinal herbs [2]. The chemical diversity of natural products from plants
offers unlimited possibilities for new drug discovery [3]. These phytochemicals act as
therapeutic agents in large number of diseases [4], where phenolic compounds being one
of the most important phytochemical groups [5]. These compounds play a major role due
to their pharmacological properties such as cardioprotective, anti-inflammatory,
anticancer, anti-allergy, antiviral, vasodilatory and antimicrobial activities [6, 7], as well
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as protective activity against oxidative damage diseases [3]. However, bacterial infections
and the prevalence of resistance to certain antibiotics have become difficult to treat and
we are increasingly seeing therapeutic dead ends. Faced with this problem, the search for
new active substances has become a necessity. Algeria has an important richness and
variety of flora estimated at about 3000 plant species of which 15% are endemic and
belong to different botanical families [8]. Several of these plants of Algeria have been
little studied, but have various pharmacological effects. This is the case of Ephedra alata.

E. alata (Alanda in Arabic) a perennial species belonging to the Ephedraceae family
and order Gnetales, is a light green, densely branched, dioecious and small that grow to
be about 50-100 cm tall, has a strong pine odor and astringent taste[1]. This ephedra
species is endemic to Iran, Palestine, Saudi Arabia, Algeria, Morocco, Egypt, Tunisia,
Libya, Lebanon, Jordan and Iraq, and grows profusely in arid conditions on gravely rocky,
sandy, and clay soil, frequently near shifting sand dunes [5]. E. alata is one of the herbs
used in traditional medicine, particularly its stems decoction, for the treatment of so many
disorders such as kidney, bronchial asthma, circular system, digestive system disorders,
cancer, fungal and bacterial infection [9, 10]. Local populations in Algeria use E. alata to
treat influenza, colds and respiratory disorders mainly in herbal tea [13]. Some researches
in vivo and in vitro about different extracts from this plant revealed several biological
activities depend on the phytoconstituents such as antibacterial, anti-inflammatory,
antioxidant, antiobesity, antidiabitic, antiviral and anticancer effects [2]. Danciu etal. [12]
reported that the 70% ethanol extract of E. alata present anticancer effect in breast cancer
cells line (MCF-7), as well as antimicrobial and antioxidant activities. Moreover, the
methanolic fraction of this plant present anti-obesity and antioxidant activities [1].
Furthermore, it has also shown anti-diabetogenic effects in vifro and in vivo [13]. Health
beneficial effects of E. alata plant extracts are related to its richness in chemical active
compounds, like phenolic acids, tannins, flavonoids, cardiac glycoside, alkaloids,
reducing sugars and saponins [ 14].

To date, the available literature does not show any reference to previous work about
the phytochemical contents of E. alata that grows in Southwestern of Algerian sahara
desert. Therefore, the present work aims to investigate the phytochemical composition of
the methanolic and hydro-methanolic aerial part extracts of E. alata. Additionally, the
antibacterial and antioxidant properties of the both extracts were also evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Extracts Preparation

Fresh E. alata aerial parts were harvested during December 2018, in a field located
from Southwestern of Algeria (Bechar) (30°50°27°°N, 1°59°53°"W), at the altitude of 593
m. Identification were performed by the botanist Prof. Belhacaini Hachimi, at the
Microbiology and Plant Biology Laboratory at Abdelhamid Ibn Badis University-
Mostaganem, Algeria (voucher series: A.h a ONA 2018). The plant materials were dried
for 21 days then pulverized to obtain a fine powder and preserved at room temperature
from light [8].

20 g of the dried, grounded aerial part were macerated separately in 200 mL of
methanol and methanol-water at 7:3 (V/V) for 72 h in a shaker device at room
temperature. Each extract was filtered and concentrated in rotary evaporator at 60°C. All
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crude extracts were conserved at 4 °C until use. Yield of extracts was calculated as the
following formula:

% Yield = (Weight of E. alata extract/weight of dry E. alata) x 100%

Phytochemical Screening

The presence of major chemical constituents in the E. alata extracts was performed
using standard procedures as described by Pandey and Tripathi [15]. The presences of
flavonoids were tested by hydrochloric acid and magnesium turnings. Ferric chloride was
needed to search for phenolic compound and tannins. Acetic anhydride and sulfuric acid
were used to test the sterols and triterpenoides. The presence of persistent foam indicates
the presence of saponins. Characterization of alkaloids was performed by Dragendorff.
Ferric chloride and sulfuric acid was used to search for glycosides. Fehling’s reagent
allowed the characterization of reducing compounds.

Determination of Total phenolic Contents (TPC)

The concentration of phenolic content in the extracts was assessed using the Folin-
Ciocalteu Reagent (FCR) method [16]. Briefly, the extracts were diluted to a
concentration of 1 mg/ml, then 0.5 mL of extract or standard acid gallic solution (0.025—
0.125 mg/mL) are mixed with 2.5 mL FCR (10%). After 3 min at 25 °C, 2mL Na>COs3
(7.5%) was added and mixed well, the whole was left for 2 h at room temperature before
recording its absorbance at 765 nm. The calibration curve of acid gallic standard was
plotted and the total phenolic content was presented as mg acid gallic equivalents
(AGE)/g extract.

Determination of Total Flavonoid Contents (TFC)

The content of total flavonoid compounds was evaluated using the aluminum chloride
(AICIL3) colorimetric assay [17]. Briefly, 50 pL of each diluted extract (1 mg/mL in
methanol) or standard catechin solution (0.2—1 mg/mL), 1250 uL. distilled water and 75
uL 5% NaNO: solution was mixed. After 6 min of reaction time, 150 pL of freshly
prepared AICls solution (10%) was added and the mixture was stood for 5 min.
Afterward, 500 uL NaOH solution (1M) was combined. The absorbance of this
preparation was measured at 510 nm. The calibration curve of catechin standard was
plotted and the total flavonoid content was presented as mg catechin equivalents (CE)/g
extract.

Antibacterial Activity

Antibacterial effect of the ME and HME was evaluated by using B. cereus ATCC
10876, S. aureus ATCC 25923, E. feacalis ATCC 29212, S. typhi ATCC 14028, E. coli
ATCC 29522, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 13883, and K.
pneumoniae 1solate bacterial strains obtained from the Algerian Pasteur institute except
Klebsiella pneumoniae isolate which was obtained from the Laboratory of bacteriology
(Bedj Sisters Hospital, chlef-Algeria), this Isolate strain was identified by morphological
and biochemical tests, followed by antibiotic sensitivity assays.

The agar well diffusion assay described by Ahmad and Beg [18] was used to study the
antibacterial activity. In brief, 100 uL of each bacterial suspension (10° CFU/mL.) were
spread on to Mueller Hinton Agar (MHA) surface and wells (6 mm) were punched

222



Boussena et al.: Screening of phytochemical, Evaluation of phenolic content, Antibacterial and antioxydant activities of Ephedra
alata from the Algerian sahara

aseptically in plates. Then, 50 pL of the test extracts at concentrations of 50 mg/mL were
poured into the wells. Similarly, 10% DMSO was prepared as negative controls to
dissolved the latex extracts while Tobramycine (10ug), Ampicillin (30 pg) and
Doxycycline (30ug) served as positives controls. All the petri dishes treated were then
putted at 4°C for 2 h before incubating overnight at 37°C. The diameter zone of inhibition
(DIZ) was measured and given in millimeters (mm).

The minimum inhibitory concentration (MIC) was performed according to the
microdilution method, using a 96-well microtitration plate [19]. 100uL of the ME and
HME at different concentrations (0.78 to 50 mg/mL) and 5pl of the bacterial suspension
to final concentrations of 5x10° CFU/mL were added to 95 puL. of MH broth in each well
of the plate. The Positive growth control wells consisted of bacteria only in their adequate
medium while 10% DMSO served as the negative control. The plates were then incubated
for 18 h at 37 °C. The lowest concentration that inhibits 90% of microorganism form
growing was recorded as the MIC. The minimum bactericidal concentrations (MBC) were
determined by streaked 50 pL aliquots from the clear wells with no visible growth after
MIC assay, on agar plates and incubated for 18h at 37 °C. MBC was determined as the
lowest concentration of extracts that exhibited no bacterial growth.

Antioxidant Activity

The procedure described by Thaiponga et al. [20] was followed to evaluate the free
radical scavenging effect of E. alata extracts on DPPH radical. Volumes of 150 pL of
extracts at various dilutions (0.0156-0.5 mg/mL) were mixed with 2850 uL. DPPH
working solution (24 mg/100 mL in methanol was diluted to obtain an absorbance of 1.1
+ 0.02 at 515 nm) for 30 min. The absorbance was then recorded at 515 nm. Ascorbic
acid (0.003-0.12 mg/mL) and Trolox (0.006—0.2 mg/mL) were used as standards at the
same conditions. The % inhibition of the extracts was calculated based on the following
formula:

% DPPH inhibition = [(Acontol - Asample)f”Acontrol] % 100.

The concentrations of samples providing 50% of antioxidant effect (ICso) were
determined using the graphs of antioxidant effect percentages against samples
concentrations [5].

Data Analysis

Data analysis was assessed using one-way ANOVA by Tukey test in SPSS statistics
(v. 25.0 program). All assays were evaluated in triplicates. The results are presented as
means + standard deviation (SD) and differences are considered significant at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Extraction Yield

The extraction yield of the methanol (ME) and hydro-methanol (HME) extracts
obtained for the aeriel parts of E. alata are given in Table 1.

The highest yield was observed with the HME (15.01%) compared to the ME
(12.92%). The difference in yield between the two extracts can be attributed to the
extraction capacity of each solvent, each of which is capable of extracting well-defined
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phytochemicals existing in Ephedra alata aerial part. The yield of the ME and HME of
E. alata is lower than those found by Jaradat et al [1] in the different extracts of the fruits
of E. alata collected in the Jenin area of Palestine, which are of the order of 29.0% in the
methanolic extract. However, it is difficult to compare our findings with those of the
literature, because the yield of extract varies depending on the extraction method and
conditions, the solvent and the organ used, the geographical origin, the conditions and
duration of storage, as well as the period of harvest [21].

Table 1. Yield, total polyphenols (TPC) and flavonoids (TFC) content of aerial parts
extracts of E. alata

E. alata aeriel Yield % TPC TFC
part extracts (mg AGE/ g extract)+SD (mg CE/ g extract) £5D
ME 12.922 214.92 +0.012 30.74 +0.0082
HME 15.01° 157.54 +0.05° 21.86 £ 0.002°

Results expressed are means + SD (n=3). The letters (a and b) indicate a significant
difference in the same column according to the Tukey test (p<0.05).

Phytochemical Screening

In this work, the qualitative phytochemical analysis of the ME and HME of the aerial
part of E. alata showed the presence of phenols, reducing sugars, flavonoids and tannins
in abundance while alkaloids, triterpenoides and steroids were scarcely present. The
search for saponins and glycosides were revealed negative in both extracts (Table 2). The
phytochemical study carried out on the E. alata plant showed results which are confirmed
with other works, namely the presence of certain chemical families. On the other hand,
we note that there is absence of other chemical families. This can be explained by a
difference at the level of several parameters either geographical, physicochemical or
biological parameters such as: the difference of the site of harvesting including the
environment, light, precipitation, topography, season, soil type, harvesting period, genetic
heritage the extraction procedure used and the part of the plant studied [22].

Table 2. Phytochemical screening test of E. alata aerial parts

Phytochemicals Reagent ME HME
Flavonoids Mg, HCl + ++
Phenols FeCl32% +++ +++
Tannins FeClz 1% ++ ++
Steroids (CHsCO)20, H2SO4 + -
Triterpenoides H>S04 - +
Saponins H>0 (mousse) - -
Alkaloids Dragendorff + +
Glycosides H>S04, FeCls - -
Reducing sugars Fehling ++ ++

-: not detected; +: minimum content; ++: moderate content; +++: maximum content.

Determination of TPC and TFC

The contents of total phenols and flavonoids are determined from the equations of the
linear regression of each calibration curve: y = 7.598x (R?=0.998) and y = 4.391x (R? =
0.99), respectively. Results obtained for the ME and HME are summarizes in table 1.
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Variable contents are found in the both plant extracts studied. The highest
concentration of phenols (214.92 mg AGE/g extract) and flavonoids (30.74 mg CE/g
extract) was measured in the ME, significantly different from HME (p<0.05) (Tablel).
The TPC are higher than those found by Jaradat et al. [12] in methanolic extract from the
aerial part of Palestinian E. alata (47.62 mg AGE/g extract). Another study shows that
the contents of total phenols in hexane, Ethyl acetate and ethanol extracts of Tunisian E.
alata 1s 0.15, 58.47 and 164.58 mg AGE/g extract, respectively [23]. The work of Danciu
et al. [16] performed on a hydroalcoholic extract of the same species revealed almost
similar amounts of total phenols (156.226 mg AGE/g extract) compared to our HEM
(157.54 mg AGE/g extract). More recently, work carried out on E. alata fruits reveals the
presence of a higher amount of total flavonoids (98.95 mg RUE/g extract) than ours [1],
in another work, the TPC and TFC found in the aerial parts is lower than our results
(125.73 mg AGE/g and 27.89 mg QE/g extract, respectively) [2]. It is difficult to compare
our findings with this work, because the use of different plant organ, different extraction
method, different extraction solvents, and calibration curves (cathechin, quercetin, rutin)
reduce the reliability of the comparison between studies.

Antibacterial Activity

The antibacterial activity of the ME and HME of E. alata is done by the well diffusion
and the microdilution methods. The obtained data are given as DIZ (Table 3), MICs and
MBCs (Table 4). ME and HME demonstrated a dose-dependent antibacterial effect
against selected pathogenic bacteria. Based on diameters of the inhibition zone values,
both extracts were effective on gram-negative and especially on gram-positive bacterial
strains (Table 3, Fig. 1). The MIC and MBC were 12.5 mg/mL and 50.0 mg/mL,
respectively, For E. coli. In fact, the results showed that ME was effective, especially on
S. aureus (MIC= 4.17 mg/mL, MBC= 12.5 mg/mL). According to a research developed
by Danciu et al. [12], the hydroalcoholic extract for the Tunisia E. alata aerial parts
showed a bactericidal activity, particularly against S. aureus and E. feacalis as Gram (+)
bacteria, as well as against Candida spp with low concentration of MIC and MBC.
Furthermore, the antibacterial effects obtained for the methanolic extract of E. alata are
highest than ethylic and hexanic extracts [24]. Also, Ziani et al. [5] reported that the
methicillin resistant and susceptible S. aureus (MRSA and MSSA), E. coli ESBL and E.
coli strains were the most sensitive to the hydroethanolic extract of E. alata collected
from Algeria. Recently, Dbeibia et al. [2] showed the significant activity of E. alata
extracts against S. aureus.

Table 3. Diameter of inhibition (mm+SD) of E.alata extract

Bacteria Extracts (50 mg/ml) Positive Control
ME HME TOB AMP DXT
E. coli ATCC 11.00+1.007 8.50£0.87° 17.60+0.17% - -
S. typhi ATCC 10.0041.312® 8.00£0.734b 18.670.76"® - -
K. pneumoniae ATCC 8.0041.00°¢ 7.10+0.29b 19.83+1.04° - -
K. pneumoniae isolate 7.57+0.81° 7.07+0.51° 00.00°¢ - -
P. aeruginosa ATCC 12.08+0.49¢ 13.03+1_70¢ 21.97£1.67¢ - -
S. aureus ATCC 17.00+1.73¢ 16.03+1.00¢ 20.50+0.50¢ - -
B. cereus ATCC 15.5041.80° 33340 58¢ 33.53£1.27° 25.33£0.76 -
E. feacalis ATCC 11.55+0.64¢ 8.7040.72¢ 13.67£0.46° - 35.00+0.50

Results expressed are means £ SD (n=3). The letters (a—¢) indicate a significant difference in the same
column according to the Tukey test (p<0.05)
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The high content of phenolic compounds in the aerial part extracts of E. alata could
explain the observed bioactivities. These compounds are known as the most dynamic
substances, and they are responsible for the biological properties of a wide range of plant
species. Currently, medicinal herbs and its phenolic substances has become an effective
alternative with particularly low toxic effects for Biological control of pathogens [2].

Table 4. Minimum inhibitory and bactericidal concentration values of E. alata extracts

Bacteria MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)

ME HME ME HME

E. coli ATCC 12.5+0.0 50.0+0.0 50.0+0.0 >50

S. typhi ATCC 50.0+0.0 50.0+0.0 >50 >50

K. pneumoniae ATCC 25.0+0.0 >50 >50 >50
K. pneumoniae isolate 50.0+0.0 50.0+0.0 >50 >50
P. aeruginosa ATCC 8.33+£3.61 50.0+0.0 >50 >50

S. aureus ATCC 4.17+1.80 25.0+0.0 12.5+0.0 50.0+0.0
B. cereus ATCC 8.33+3.61 >50 >50 >50
E. feacalis ATCC 25.0+0.0 >50 >50 >50

a) For methanolic extract

.

Vo -

Fig. 1. Antibacterial activity of E. alata aerial parts extracts against pathogenic
bacteria. A) S. aureus; B) B. cereus, C) E. feacalis; D) E. coli; E) P. aeruginosa ; F) K.
pneumoniaeii; G) K. pneumoniae (isolate); H) S. typhi
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Antioxidant Activity

The antioxidant power of extracts, Trolox and ascorbic acid is shown in Table 5. The
antiradical activity of ME was the most potent (ICs0=226.25 pug/mL), considerably height
than the HEM. Whereas the both extract demonstrated the significantly low antioxidants
effect (p<0.05) compared to references standards.

According to Jaradat et al. [10] and Jerbi et al. [24], the aerial part of Palestinian E.
alata and stem of Tunisinian E. alata for the methanolic extract have a significant free
radical scavenger DPPH (ICs0=16.03 pg/mL and 27.0 pg/mL, respectively). Moreover,
Al-rimawi et al. [25] showed that the hydroethanolic extract of Palestinian E. alata had
the highest radical scavenger DPPH activity (78 ng/mL) when compared to pure ethanolic
and aqueous extract. There was a significant correlation between DPPH and TPC in all
extracts (hydroethanolic, aqueous and ethanolic). Also, Danciu et al. [ 12] reported strong
antioxidant activity (7453 pumol Trolox/g) in the hydroethanolic extract of E. alata. The
difference of the bioactive substances present in different plant extracts and their contents
could be explained the discordance among the antioxidant effect of plant extracts [26].

Table 5. DPPH radical scavenging assay of E. alata extracts

Extracts R? ICso (ng /mL)
ME 0.992 226.58+0.0032
HME 0.986 266.0+0.003°
Trolox 0.997 71.56+0.004¢
Ascorbic acid 0.999 48.83+0.002¢

Results expressed are means+SD (n=3). The letters (a—d) indicate a significant difference according to
the Tukey test (p<0.05)

CONCLUSION

Medicinal plants contain active ingredients that can be used to freat disease. The
antioxidant and antibacterial effects of secondary metabolites in plants could explain their
therapeutic properties. Qualitative and quantitative phytochemical analysis showed that
crude extract (ME and HME) are a sources of various metabolites compounds with
mnteresting biological properties. In fact, the both extracts demonstrated antibacterial
activities in a dose dependant — manner, especially against Gram-positive bacteria, as well
as antioxidant effect. Ephedra alata aerial part can be an important source in search of
natural bioactive substance with antioxidant and antibacterial properties.
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