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Résumé

Ce travail a porté sur 1’étude de I’effet des extraits a I'hexane, au méthanol, a I'éthanol et a
I'eau de la menthe poivrée (Mentha x piperita) récoltée dans les régions de Mostaganem et
de Naama sur I'un des germes le plus responsable des infections urogénitales chez les femmes

a savoir Escherichia coli.

L’extraction des composés bioactifs a été effectuée a partir de la partie aérienne de la plante.
Les extraits obtenus ont été diluée a 20, 40, 60, 80 et 100%. Les mesures et controles ont été
réalisés en triples essais et ont concerné ( la méthode de contact direct, la méthode de
diffusion sur disque, la CMI et la CMB).

L'extrait & I'nexane, le moins polaire, semble exercer le meilleurs effet antimicrobien chez

E.coli ; avec de faibles taux de croissance et des taux d'inhibitions trés élevés.

Le taux de survie est nulle pour les extraits de la menthe poivrée de Mostaganem préparé a
20, 40, 60 et a 100%. Par contre, les extraits de Naama a I'hexane et a I'eau ont accusés une

CMI a 80% ; et avec I'extrait méthanolique préparé a 60% et I'extrait ethanolique de 20%.

La CMB des extraits de menthe poivrée collectée a Mostaganem ont été obtenues chez E.coli
a des extractions éthanolique et aqueux purs de 100% et avec I'extrait a I'hexane de 20% et
celui au méthanol concentré a 80%. Concernant, les extraits de la menthe poivrée de Naama,
la CMB d'E.coli est réalisée avec les extraits purs a I'nexane, et a I'eau de 100%, ainsi qu'avec

les extraits au méthanol de 60% et I'éthanol & 20%.

Les extraits aux solvants a différentes polarités de Mentha x piperita des deux régions de

I'étude semblent exercer un effet de type bactéricide chez Escherichia coli.

Mot clés: Mentha x piperita ; Escherichia coli ; Extrait ; Activité antimicrobienne ;
Inhibiteur ; CMI ; CMB.



Abstract:

This work investigated the effect of extracts with hexane, methanol, ethanol and peppermint
water (Mentha x piperita) harvested in the Mostaganem and Naama regions on one of the

most responsible germs for urogenital infections in women namely Escherichia coli.

The extraction of the bioactive compound was carried out from the aerial part of the plant.The
extracts obtained were diluted to 20, 40, 60, 80 and 100%. The measurements and controls
were carried out in triple trials and concerned (the direct contact method, the disk diffusion
method, the MIC and the MBC).

The hexane extract, the least polar, seems to have the best antimicrobial effect in E. coli; with

low growth rates and very high inhibition rates.

The survival rate is zero for Mostaganem peppermint extracts prepared at 20, 40, 60 and
100%.however, Naama extracts with hexane and water showed an MIC of 80%; and with the

methanolic extract prepared at 60% and the ethanolic extract at 20%.

The MBC peppermint extracts collected at Mostaganem were obtained from E.coli at 100%
pure ethanol and aqueous extractions and with the 20% hexane extract and 80% methanol
extract. Regarding the extracts of peppermint from Naama, the E.coli MBC is made with pure
hexane and water extracts of 100%, as well as with the methanol extracts of 60% and 20%
ethanol.

Solvent extracts with different polarities of Mentha x piperita from both study regions appear

to exert a bactericidal effect in Escherichia coli.

Keywords : Mentha x piperita ; Escherichia coli ; Extract ; Antimicrobial activity ; Inhibitor ;
MIC ; MBC.
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Liste des abréviations

all  : allemand

ang. :Anglais

AMM : Autorisation de mise sur le marché.
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
CMB : Concentration Minimale Bactéricide.
°C : Degré Celsius.

Do : Densité optique

di : ladensité optique dans la solution phénolique ensemencée avant incubation
df : ladensité optique dans la solution phénoligue ensemencée apres incubation.
Di : ladensité optique sans extrait de Mentha x peperita avant incubation.

Df. : La densité optique sans extrait de Mentha x peperita apres incubation.
EMB : Eosine Bleu de Méthyléne.

E.coli : Escherichia coli.

fr . francais

g . gramme

HMPC : Herbal Medicinal Products Committee.
Lb . Lactobacillus

ml :  millilitre

mm :  millimetre

MH : Mueller Hinton.

PCR : polymérisation chaine réaction.

S : Taux de survie du microorganisme en %.

V  :Volume.

UFC : Unité Formant Colonie

% : pourcentage.

h : heure.
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Introduction

Les infections en générale posent un véritable probléeme de santé publique du fait de
leur fréquence, leur gravité et leur co(t socioéconomique. Leurs traitements par les
antibiotiques restent le moyen de choix ; mais I’émergence de bactéries résistantes pose
un probléme d’inefficacité de ces molécules anti-infectieuses. Les micro-organismes les
plus incriminés dans les infections urogénitales sont les bacilles a gram négatif, hotes
naturels de Dintestin et de I’environnement, dont Escherichia coli est la plus
incriminée. Le moyen de lutte le plus fréquemment utilisé est 1’antibiothérapie, mais la
prescription massive et probabiliste de ces molécules a été rapidement suivie par
I’émergence de bactéries résistantes. Méme [’utilisation de nouvelles molécules de
quinolones s’est avérée inefficaces suite aux mécanismes de résistances développées par

les bactéries (Lazrak, 2014).

Jadis, les plantes étaient le seul moyen pour traiter les infections mémes avant de
découvrir les microbes. Aujourd’hui, 80% des populations a travers le monde utilisent
les plantes médicinales pour se soigner, par manque d’accés aux médicaments prescrits
par la médecine moderne mais aussi parce que ces plantes ont souvent une réelle
efficacité (Dibong et al., 2011 ; Zhang, 2002). lls restent aux scientifiques de préciser
les propriétés et de valider les usages des plantes aromatiques et médicinales qui
constituent un reservoir naturel de molécules bioactives (Pelt, 2001).

A travers des siecles passés, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales
furent la principale, voir 'unique source de remeéde. Un grand nombre de plante
médicinales et aromatiques et des plantes épices cultivées ou spontanées possedent des
propriétés biologiques tres intéressantes qui trouvent application dans divers domaines
dont en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture. Cependant, 1’évaluation
des effets biologiques de ces plantes que certains ont des utilisations thérapeutiques

présente actuellement une tache trés intéressante.

La menthe poivrée ( Mentha x piperita) fait partie des tisanes a ingrédient unique les plus
populaires et occupe une place privilégiée dans la phytothérapie, elle est cultivée depuis
l'antiquité pour ses propriétés médicinales. La tradition lui attribue des propriétés
aromatiques (toniques, fortifiantes) et des propriétés digestives (combattre les lourdeurs,

les ballonnements, troubles biliaires, dyspepsie, entérite, flatulence, gastrite, colique




intestinale et spasmes de la voie biliaire, de la vésicule biliaire et le tractus gastro-
intestinal...etc.), utilisée pour soulager, les coliques, nauseées, diarrhée, et la maladie de
Crohn(Blumenthal et al., 1998).

La menthe poivrée par leur odeur et leur activité et richesse en composées bioactives,
ont une place particulicre dans 1’ensemble des plantes aromatiques. Grace a certaines
propriétés spécifiques, les utilisations thérapeutiques des menthes sont multiples. En usage
local, les médicaments a base de menthe sont utilisés comme adoucissant et comme
protecteur (contre les crevasses et les piqlres d'insectes); pour assurer I'nygiene buccale
et comme antalgique (Diane et Jeffrey,2006).

Dans ce contexte notre objectif est de démontrer I'effet antibactérien de la menthe poivrée
récoltée dans deux régions du pays les plus contrastées au plan pédoclimatique a savoir
(Mostaganem et Naama) sur le germe Escherichia coli responsable des infections urogénitales

les plus fréqguemment retrouvées chez les femmes.
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Le systeme uro-genital féminin est composé de deux appareils qui ont chacun une fonction

bien précise:

v' L’appareil urinaire.

v’ L’appareil génital.
1. Appareil urinaire :

1.1. Anatomie et physiologie de ’appareil urinaire :

L’appareil urinaire comprend les organes urinaires et souvent étudier en combinaison avec le
systeme reproducteur, qui comprend les organes génitaux ces organes sont souvent étudiés
ensemble du fait qu’ils sont situ¢ dans la méme région du corps et qu’ils partagent un certain
nombre de fonctions. L’appareil urinaire est pratiquement le méme chez I’homme et chez la
femme, a I’exception notable de I’urétre, qui chez I’homme se prolonge dans le pénis, alors

qu’il s’ouvre dans la vulve chez la femme (Fléche,2012).

= G = IDoliss
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Vessice

Sphincter

Uretre

Schéma simplifi€e de Pappareil urinaire

Figure.01 L’appareil urinaire (https://www.futura-sciences.com)
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1.1.1. Les reins sont des organes glandulaire en forme de haricot ; situés de part et d’autre de
la colonne vertébrales, ils se trouvent en arriere du sac péritonéal et dont la fonction principale

est la sécrétion de ’urine.

1.1.2. La vessie est un réservoir musculo-membraneux, qui regoit et emmagasine 1’urine dont

I’évacuation est assurée par 1’urétre(Eline, 2008) .
1.1.3. Uretre possede une tunique musculaire et des sphincters lisses et striée(Eline,2008).

1.1.4. Bassin est un organe d’entonnoir aplati s’ouvrant par sa base dans la cavité du rein dont

il collecte I’urine et se prolonge par 1’uretére (Eline,2008).

1.1.5. Uretére est un conduit musculo-membraneux d’environ 4 2 5 mm de diamétre et de

25mm de long qui véhicule les urines du bassin a la vessie(Eline, 2008).
1.2. Fonctionnement des organes de I’appareil urinaire :

1.2.1. Rein :

v" Filtration glomérulaire de la plupart des petites molécules du plasma sanguin pour
former un ultra filtrat de plasma.
v’ Réabsorption tubulaire sélective de la plus grande partie de I’eau et de certaines autres
molécules de 1’ultra filtrat.
v" Sécrétion de certains produits d’excrétion directement du sang dans 1’urine.
v Maintien de 1’équilibre acido-basique par sécrétion tubulaire sélective d’ions H+ dans
I’urine. (Eline, 2008).
1-2-2. Uretére :
Les ureteres recueillent I'urine produite par les reins pour la conduire dans la vessie, ou elle est
stockée jusqu'a la miction.
1-2-3. Vessie :

v La vessie accumule l'urine jusqu'a son excrétion.

1.2.4. Uretre :

v" l'urétre. L'urétre permet de transporter l'urine de la vessie jusqu'au méat a l'extrémité du
pénis chez I'hnomme, ou jusqu'a un orifice allongé situé au milieu de la vulve, chez la
femme (Fleche, 2012).
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1.3. L’infection urinaire :

L’infection urinaire est une maladie infectieuse trés répondue. Il s’agit d’une colonisation des
voies urinaire par un et ou plusieurs germes. Les bacilles & Gram d’origine entérique (colon),
dans premiere étape vont coloniser la peau et les muqueuses génitales externes. Ensuite

colonisent I’urétre distal (Gonthier, 2000).
1.3.1..Epidémiologie :

1-3-1-1 Chez I’enfant (rare): Les infections urinaires du nourrisson ou du grand enfant de
sexe masculin sont associées a des malformations d e I’appareil urinaire dans 50 %
des cas.

1-3-1-2 Chez ’homme (rare) : Pour qui I’incidence augmente nettement aprés 50 ans.
Toute infection urinaire basse de I’homme de plus de 50 ans doit étre considérée
comme une prostatite.

1-3-1-3 Chez la femme (fréquente) : Avec 2 périodes plus particuliérement a risque :
e Début de I’activité sexuelle

e Post-ménopause (Tattevin, 2003)
1.3.2. Bactériologie des infections urinaires :
1.3.2.1.Tractus urinaire :

Chez un individu sain, le rein, I'uretére et la vessie urinaire sont essentiellement exempts de
micro- organismes. La partie supérieure de l'urétre pres de la vessie est stérile en raison de
ringage mecanique et a l'activité antibactérienne possible des muqueuses urétrales (Patrick et
al., 1988).

1.3.2.2. Les germes pathogenes responsables de I’infection urinaire :

L’infection urinaire sont les infections nosocomiales les plus fréquentes et sont observer chez
3 a 4 des patients en hospitalisation aigué¢ 1’agent pathogene le plus commun de I’arbre
urinaire est Escherichia coli ; il est responsable de 80% de toutes les infections urinaires
contracter a I’extérieur de I’hopital mais seul une petites fraction des nombreux clones
bactériennes existante entraine des infections urinaires. D’autres entérobactéries peuvent étre

la cause d’infection chez les garcons et les hommes et aussi chez les femmes avec des
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complications. Le staphylococcus saprophyticus est commun chez les jeunes femmes (Minor
et Veron,1989).

2-L’appareil génital féminin :
2.1.Définition :

L'appareil génital féminin est I'ensemble des organes chargés de la reproduction chez la
femme comporte trois parties:

v’ Les organes génitaux internes représentés par deux ovaires

v’ Les voies génitales formées par la trompe utérine, 1’utérus et le vagin

v Les organes génitaux externes comprenant la vulve (Delmas et al.,2008)

Trompe utérine Cul de sac de Douglas
Ovaire
Rectum
Utérus
Cul de sac vésico-utérin
Vessie Cul de sac vaginal
Vagin
Clitoris Col de |'utérus
Petite lévre
Grande levre
Glande de Bartholin

Figure .02 Coupe sagittale de I’appareil génital féminin (Delmas et al ., 2008).
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2.2. Partie internes de I’appareil génital :
2.2.1.Les ovaires

Les ovaires sont des glandes en forme d'amande, situés de part et d'autre de l'utérus. lls
produisent les ovules et ont pour fonction la sécrétion des hormones sexuelles féminines telles
que les cestrogeénes et la progestérone qui interviennent dans le développement des caracteres
sexuels secondaires, dans le cycle menstruel, dans la nidation de 1’ceuf ainsi que dans le

développement du placenta (Tortora et Derrickson,2006)

De la puberté a la ménopause, 1’ovaire est 1’objet de modification cyclique mensuelle (le
cycle ovarien) dont 1’objectif est de libérer, chaque mois, un ovocyte (lors de 1’ovulation) prét

a étre fécondé et de préparer la paroi de I'utérus (I’endométre) a une éventuelle implantation.
2.2.2 Les voies génitales formées par :
2.2.2.1. Les trompes utérines :

Les deux trompes utérines, ou trompes de Fallope sont situées de part et d’autres de 1’utérus et
le relient aux ovaires. Leur fonction est de recueillir I’ovocyte expulsé par 1’ovaire et leur
pavillon constitue le lieu de la fécondation. Les trompes de Fallope sont constituées
intérieurement d’un épithélium cylindrique simple et cilié et a I’extérieur de deux couches

musculaires lisses qui permettent le déplacement de la trompe (Tortora et Derrickson, 2006)
2.2.2.2 . L’utérus :

L'utérus est un organe creux en forme de poire renversee, situé entre la vessie et le rectum,

dont ’intérieur est hautement vascularisé€. Il est composé de trois parties (de haut en bas) :

\ Le corps utérin dans lequel s’abouchent les trompes utérines et dans lequel s’implantent

I’ceuf fécondé ;
\ L’isthme utérin correspondant au rétrécissement de la partie inférieure du corps utérin.

\ Le col utérin comprenant deux parties: 1’endocol, dont la lumiére étroite et cylindrique

constitue le canal endocervical, et I’exocol, qui forme une protrusion au fond du vagin.

La paroi de I'utérus est constituée de trois couches tissulaires :

v’ Le périmetre, également appelé péritoine.
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v' Le myometre qui est une épaisse couche musculaire ou se trouvent les vaisse
sanguins et les nerfs
v" L’endomeétre contenant un grand nombre de glandes tubulaires sécrétant du mucus
(Tortora et Derrickson,2006).
2.2.2.3.Levagin :
Le vagin est une cavité musculo-membraneuse située entre la vessie et 1’uretére en avant, et le
rectum en arriere.
Le vagin est un viscére pelvi-péritonéal, qui compte 2 faces, antérieure et postérieure, 2 bords
latéraux, et deux extrémités, le fornix vaginal, cul-de-sac annulaire au fond du vagin, et
I’orifice vaginal.
Ses dimensions et son calibre sont trés variables puisqu’il s’agit d’un organe musculo
membraneux, élastique et complaint, soumis a de nombreuses déformations, notamment lors
de l’acte sexuel, Lors des menstruations, lors de la pose de tampons hygiéniques intra
vaginaux ou d’une contraception locale intra-vaginale, lors d’un accouchement par voie
basse. Sa longueur moyenne est de 8 cm pour la paroi antérieure et de 10 cm pour la paroi
postérieure. Sa surface interne est représentée par des plis transversaux et une colonne

longitudinale médiane sur chaque paroi (Delmas et al ., 2008)
2.3.Partie externes de I’appareil génital :
2.3.1. Vulve :

La vulve ou organes génitaux externes (petites lévres, grandes lévres et orifice génital).La
vulve regroupe [D’ensemble des organes génitaux externes. Elle comprend
le vestibule et ses glandes (glandes de Bartholin), le clitoris et les petites levres, le mont du

pubis et les grandes lévres.
2.3.2. Le vestibule :

C’est une dépression dans laquelle s’ouvrent le vagin et I’urétre. Il est limité vers les cotés par

le bulbe vestibulaire (organe érectile correspondant au corps spongieux du pubis).
2.3.3.Glandes de Bartholin :

Elles sont calfeutrées dans le muscle transverse profond du périnée et recouvertes par les

muscles bulbo-spongieux (Tortora et Derrickson, 2006).
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2.3.4. Le clitoris : Organes érectiles féminins. Il est situé sous la symphyse pubienne entre les

grandes lévres (Delmas et al ., 2008).
2.4. Evolution de la flore génitale normale

La composition de la flore vaginale varie en fonction du cycle menstruel et de 1’étape de la vie

sous I’influence d’un facteur primordial : I’imprégnation oestrogénique (Bergogne, 2007).
2.4.1. Avant la puberté :

A la naissance, la flore est nulle puis rapidement le vagin sera colonisé par des bactéries
issues des feces et des mains de la mére ou du personnel soignant, cette flore est
quantitativement pauvre. Elle est formée majoritairement de bactéries fécales et cutanées
(Escherichia coli, Staphylocoques). Cependant, au cours des 6 premieres semaines de la vie,
la muqueuse vaginale est imprégnée d’cestrogénes maternels et la flore vaginale peut
comporter des lactobacilles (les cestrogénes favorisent I'accumulation de glycogene dans les
cellules de I'épithélium vaginal qui constitue le substrat préférentiel de Lactobacilles).
Pendant I’enfance la flore restera toutefois pauvre, mais la découverte occasionnelle de
Trichomonas vaginalis, de Neisseria ou de Mycoplasmes doit faire suspecter une hygiéne
défectueuse, voire un abus sexuel : une infection vaginale de la petite fille doit conduire a la

recherche de ’origine de la contamination (Bergogne, 2007).
2.4.2. Aumoment de la puberté :

On entre dans la phase d’imprégnation oestrogénique débutante et la sécrétion d’oestrogenes
s’accompagne de la colonisation progressive du vagin par une flore d’adulte : lactobacilles,

bactéries anaérobies (Bergogne, 2007).
2.4.3. Chez la femme adulte :

Cette évolution se confirme, mais va subir des variations liées aux différentes étapes de la vie

génitale de la femme (Bergogne, 2007).
2.4.4. Au cours de la grossesse :

La quantité de glycogéne augmente dans la cellule de 1’épithélium vaginale, ce qui entraine
une multiplication des lactobacilles et une raréfaction des bactéries anaérobies (Erraoudy et
al.,2006).
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2.4.5. A la cour du cycle menstruel :

L’abondance des germes anaérobies est a peu pres stable entre le début et la fin du cycle

menstruel alors qu’il y a diminution de 10 a 100 fois du nombre des aérobies.
2.4.6. Aprés la ménopause :

Apres la ménopause : La flore génitale s’appauvrit a mesure que l'imprégnation
hormonale diminue et qu’'un état d’atrophie vaginale s’installe en absence d’usage

d’cestrogenes de substitution (Erraoudy et al.,2006).
2.5.Composition de la flore vaginale d'une femme adulte normale :

Pour une femme saine, d’age moyen (post-pubertaire et pré ménopausée), non enceinte et non
menstruée, la flore vaginale est dominée par des lactobacilles composant « la flore de

Doderlein »(Lepargneur et Rousseau,2002).

Plusieurs espéces de lactobacilles peuvent coloniser le vagin, ils sont soit isolés, soit associés.

Les espéces les plus couramment rencontrées sont :
» Majoritairement (Lactobacillus. Crispatus, Lb. Gasseri, Lb. jensenii et Lb. iners,)
* Puis (Lb. vaginalis, Lb. ruminis, Lb. oris et Lb. Reuteri) (Tarnberg et al ., 2002).

Remarque : Quelques especes de Bifidobactéries (microorganismes polymorphes Gram
variable apparentés au groupe des bactéries lactiques) ont aussi été isolées mais moins
fréquemment : Bifidobacterium bifidum, Bf. breve, Bf. adolescentis et Bf. Longum. A 1’état
physiologique, le vagin peut contenir des bactéries appartenant a trois grands groupes «
écologiques » (tableau 1) (Korshunov et al ., 1999).

Flore de groupe I :

Flore bactérienne de portage habituel spécifiquement adaptée a la cavité vaginale chez au
moins 98 % des femmes a des concentrations élevées : 107-109 bactéries/g de sécrétions

vaginales (flore de Doderlein) (Lansac, 2006).
Flore de groupe 11 :

Flore bactérienne dont le portage est fréquent (2 a 80%); on y retrouve les hotes usuels de la

flore digestive mais aussi Mycoplasmes et Gardnerella vaginalis (Lansac, 2006).

ry
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Flore de groupe 111 :

Flore bactérienne de portage exceptionnel 0,1 a 2% selon les bactéries en cause ; on y
retrouve les hotes usuels de la flore oropharyngée. Au total, I'écologie microbienne du vagin

peut se définir de la fagcon suivante : (Lansac, 2006).

e Prédominance de bactéries lactiques : 107 a 109 bactéries/g.
e Présence de Gardnerella vaginalis chez 5 a 60 % des femmes.

e Présence de Mycoplasmes chez au moins 10 & 30% des femmes.

Tableau .01 Différentes flores vaginales normales (Lansac, 2006).

Groupe | Especes bactériennes dont le portage est habituel (98 & 100 %) :
Lactobacillus (bacille de Doderlein) - Streptocoques alphahémolytiques -

Corynébactéries

Espéces bactériennes dont le portage est fréquent (2 a 80%)

Hotes usuels de la flore digestive :

- Streptocoques du groupe B et Enterococcus, - Entérobactéries : E. coli, Proteus,
Groupe Il | Morganella, Klebsiella, Enterobacter. Serratia

- Bactéries anaérobies : Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Clostridium,
Peptostreptococcus, Veillonella, Mobiluncus Origine écologique plus incertaine : -
Gardnerella vaginalis - Mycoplasmes : M. hominis, U. urealyticum

- Atopobium vaginae

Especes bactériennes dont le portage est exceptionnel (0,1 a 2 %) :
Groupe Il | - Haemophilus influenzae et  parainfluenzae - Streptococcus pyogenes,

pneumocogues - Neisseria, Branhamella, méningocoque

2.6. Flore vaginale et portage de bactéries a haut risque infectieux :

La cavité vaginale est colonisée a 1’état naturel par des bactéries. Les lactobacilles
(Lactobacillus crispatus, L. jensenii, L. iners, L. gasseri) sont les bactéries prédominantes de
la flore vaginale dite normale. Ils assurent le maintien de I’écologie vaginale par la production
de peroxyde d’hydrogene, d’acide lactique et de substances inhibant la croissance bactérienne
(bactériocines), par leur adhérence aux parois vaginales (biofilm) et par le contréle du pH

vaginal entre 3,8 et 4,5. Ces mecanismes inhibent la multiplication d’autres bactéries dont la

u




Chapitre | : les infections uro-génitales partiel : Etude Bibliographigque

présence est possible a 1’état normal (Corynebacterium spp, Streptococcus spp, Enterococcus,
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Candida albicans). La rupture de cet équilibre
conduit a la vaginose bactérienne. Cette derniére se définit comme un déséquilibre de la flore
vaginale, caractérisé par le remplacement des lactobacilles par une flore polymicrobienne
comprenant Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae, Mobiluncus

spp et d’autres bactéries anaérobies (Menard et Bretelle,2008).
2.6.1. La flore:

La flore vaginale comporte une espece bactérienne commensale du vagin dite «bactérie
vaginale & haut risque infectieux (BVHRI) materno-feetal» en raison de son importance dans
I’étiologie des infections materno-feetales et néonatales. La flore dominante de Doderlein est
généralement bien conservée et les BVHRI en quantité telle, qu’elles ne sont pas observables
a la coloration de Gram (<105 bactéries/g de secrétions vaginales) et donc dépistable que par
culture(Lansac, 2006).

2.6.1.1.Les principales bactéries concernees sont:

\ Streptococcus agalactiae :

Cette bactérie touche le couple mere enfant avec facteurs de risque; mais aussi se révele étre
I’agent infectieux le plus agressif pour I’enfant de plus de 2 500 g. Les taux de colonisation
des voies génitales maternelles rapportés dans la littérature chez les femmes enceintes sont
tres variables allant de 2% a 35%. En France, des travaux récents estiment ce taux de portage
a environ 10%. L’étude de la structure génétique de I’espéce S. agalactiae montre que la
population vaginale se subdivise en deux grands groupes phylogénétiques distincts: 1’un est
homogene et composé de sérotypes capsulaires III, I’autre est relativement hétérogéne et
composé de souches appartenant a 9 sérotypes (la, Ib, I, 1II, 1V, V, VI, VII et VIII). Les
souches invasives se répartissent au sein de sous-groupes relativement homogénes suggérant
que les isolats capables d’envahir le systéme nerveux central du nouveau-né sont issus, a
I’intérieur de ’espece, de clones spécialisés. Des transferts génétiques horizontaux sont
probablement a I’origine de I’émergence de clones de S. agalactiae «pathogénes» dans la

population de souches commensales vaginales (Lansac, 2006).

.
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\' Escherichia coli :

Bactérie qui se partage avec S. agalactiae 1’étiologie des infections materno-feetales et
néonatales dans les situations a risque comme la prématurité et/ou la rupture prématurée des
membranes. Cette espéce est genétiqguement diverse et les souches se distribuent dans quatre
groupes phylogénétiques appelés groupe ECOR A, B1, D et B2. Dans la flore intestinale, les
souches sont majoritairement du groupe ECOR B1 et D. Les spécificités écologiques du
milieu vaginal enrichissent la population vaginale en souches du groupe ECOR B2 qui sont
les seules & pouvoir franchir la barriere hémato-méningée.

Certains de ces isolats vaginaux, pour moitié de sérotypes capsulaire K1, qui possedent un
équipement en géenes codant certains facteurs de virulence (hémolysine alpha, pili de type S,
aérobactine, protéine d’invasion de la micro vascularisation cérébrale...) sont

significativement plus souvent associés aux infections néonatales.

Plus rarement, d’autres bactéries comme Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes sont retrouvés dans la flore vaginale et

responsables d’infections utéroannexielles ou néonatales dans les situations a risque (Lansac,
2006).

e
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1.Généralités:

Les E. coli, communément appelés colibacilles, font partie de la flore microbienne de la partie
terminale du tube digestif de I'nomme et des animaux a sang chaud.

Il est donc normal d'en isoler dur les boites de milieux pour coproculture ou ils sont souvent
prédominants. Mais il ne faut pas pour autant en conclure que les E.coli sont les bactéries les
plus abondantes dans le gros intestin : la tres grande majorité de la flore microbienne (99%) y
est constituée de bactéries anaérobies strictes, qui ne poussent pas dans les conditions ou sont
faites habituellement les coprocultures.

Les E.coli, qui sont des bactéries commensales du tube digestif, peuvent éventuellement se

comporter comme des pathogénes opportunistes et causer, quand les circonstances s'y prétent:

e soit des infections extra- intestinales, en particulier au niveau du tractus urinaire(E.coli
est I'espéce bactérienne, la plus fréqguemment isolée dans les infections urinaires). Les
sérovars (sérotype) d'E.coli dans les urines sont les méme que ceux présents dans les
selles, et il est maintenant admis que leur point de départ est le tube digestif.

e soit des maladies diarrhéiques dont certaines souches d'E.coli sont les agents pathovars
(Le Minor, 1993).

2. Historique :

En 1885, ESCHERICH décrivait Bacterium coli commune, un microorganisme
commensal du colon. En 1895, ce méme auteur retrouva cette bactérie dans les cas
d’infection urinaire. Le nom d’Escherichia coli fut proposé par CASTELLANI et
CHALMERS en 1919. Théodore ESCHERICH, en observant la fréquence des diarrhées
néonatales, s’¢tait posé la question de I’implication du colibacille dans les entérites.
Apres la seconde guerre mondiale, les connaissances ont convergé pour établir le
concept de virulence de certaines souches d’E. coli Dans les années 1950, de
nombreuses souches d’ FE.coli ont été incriminées en tant qu’agent ¢tiologique des
diarrhées infantiles. Maintenant certaines souches « spécialisées » d’E.coli sont associées
a des pathologies tres diverses (y compris extra intestinales), tant chez 1’homme que chez
I’animal : diarrhées, gastro-entérites, infection du tractus urinaire, méningite, septicémies
<<maladie des hamburgers>>, le syndrome hémolytique et urémique etc. Ainsi depuis les

annees 1950, les bactériologistes ont essaye, grace aux différences antigeniques d’E.coli
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de subdiviser 1’espéce en sérotypes, en immunisant les lapins avec des antigénes
somatiques et flagellaires. La sérotypie reste la méthode la plus utilisée actuellement
(http: /ffr.wikipedia.org/wiki/Escherichia- coli).

3.Habitat :

C'est l'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. E.coli ou colibacille est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene si les défenses de I'n6te
se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Nauciel et
Vildé, 2005).

4.Classification phylogénique :
Selon (Delarras, 2007), la classification phylogénique d’E.coli est la suivante :
Regne: Eubacteria

Embranchement :  Proteobacteria

Classe.: Gammaproteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille: Enterobacteriaceae
Genre: Escherichia

Espece: Coli

5.Caracteres morphologiques et culturaux:

E.coli est une bactérie asporulée mesurant 2 a 4 pum de long sur 0,4 a 0,6 um de
large. C’est une bactérie fine et allongée a extrémités arrondies, mobile grace a une
ciliature péritriche. Ce germe non exigeant, sur gélose ordinaire donne des colonies

lisses, brillantes et homogenes (Lobril, 1998).
6.Caractéres biochimiques :(Gueye, 2007 ; Sibery et al., 2001).

E. coli posséde une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude de 1’activité
enzymatique et de la fermentation des sucres est réalisée a I’aide de micro-méthodes

validées disponibles dans le commerce sous forme de galeries.
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E. coli fermente le glucose et le lactose avec une production de gaz, il est dépourvu

d’une uréase, produit de I’indole, n’utilise pasle citrate de Simmons comme source de

carbone et ne produit pas d’hydrogéne sulfuré. Ces différents tests sont regroupés dans

le (tableau 02).

Tableau .02 Quelques caractéristiques de genre Escherichia coli (Gueye, 2007).

Caractéres Escherichia coli

Rouge de méthyle +

Vogues- Proskauer -

Production d'indole +

Utilisation de citrate -

Production d'H2S -

Uréase -

B- galactosidase +

Gaz a partir de glucose +

Acide a partir de lactose +

Phénylalanine désaminase -

Lysine décarboxylase +

Mobilité D

Liquéfaction de la gélatine (22°C) -

Ornithine décarboxylase +

%GC 48-59

Taille du génome 4,6-5,5

Autres caractéristiques 1,1-1,5%2,0-6,0um
péritriches si mobiles

+: généralement présent

-2 généralement absent

d: variation entre souches ou espéces dans la possession de ce caractere

7.Caracteres antigéniques :

La classification antigénique des E.coli est basee sur la spécificité des antigénes de paroi (O),
de surface (K) et des flagelles (H)(Le Minor, 1993).
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7.1.Antigénes O:

La détermination de I'antigéne O est la premiére étape de I'étude antigénique.Mais elle est

compliquée. Chez E.coli le nombre des groupes O dépasse 170.

La détermination avec certitude de la spécificité O ne peut étre faite que par un laboratoire
tres spécialisé, disposant d'une gamme de serums spécifiques.

7.2.Antigenes de surface:

La classification des antigenes de surface a été modifiée, en particulier a la suite des travaux
de Orskov : les dénominations L et A sont abandonnés et B supprimées.

IIs sont actuellement classés en deux catégories.
7.2-1- Antigénes de surface, de nature polysaccharidique:

Dans ce groupe sont classés ceux qui étaient appelés antigenes K du groupe A. lls sont
comparables aux antigénes capsulaires K des Klebsiella.

7.2-2-Antigenes de surface, de nature protéique :

IIs conférent aux bactéries qui les possédent, des propriétés adhésives, souvent responsables
de I'amorce de leur pouvoir pathogéne.

lIs sont fréquemment constitués de fins filaments rectilignes appelés fimbriae ou pili.A ce
groupe appartiennent les pili communs, encore appelés type | ou F1.lls sont codés par des

génes chromosomiques.

D'autres antigenes fibrillaires (d’ou leur désignation F proposée par Orskov), codés par des

plasmides, conférent eux aussi aux bactéries qui les possedent, des propriétés adhésives.

On peut rattacher a ce groupe les "pili sexuels" codés par des plasmides qui sont,
contrairement aux précedents, peut nombreux chez les bactéries qui possedent le plasmide
leur conférant la fertilité, ainsi que les différentes adhésines de type P des E.coli

uropathogéenes codés par des génes chromosomiques.

Enfin, il existe des antigénes de surface, doués de propriété adhésive pour les bactéries qui les
posseédent, mais leur nature et leur structure ne sont pas encore connues, telles les adhésines

AFA (afimbrial adhésines) découvertes chez certains E.coli uropathogenes.
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7.3.Antigene M:

Cet antigéne est présent chez diverses Entérobactéries qui poussent en donnant des colonies
d'aspect particulierement muqueux. Il est constitué d'acide cholanique .Son identification

antigénique ne présente aucun intérét.
7.4.Antigenes H:

56 antigenes H différents sont connus. Les E.coli ne possédent qu'un seul type d'antigéne H
(monophasique) contrairement & la majorité des Salmonella.

7.5. Les substances élaborées :

E.coli peut produire des entérotoxines, des hémolysines, des enzymes capables de
détruire certains antibiotiques et des bactériocines, substances a action antibiotique qui
détruisent spécifiquement d'autres bactéries qui sont aussi dénommeées colicines (Ferron,
1994) .

8.Souches atypiques d’Escherichia .coli:
1-1l existe des variants indole ~.Cette mutation rare ne porte que sur le seul caractére indole.

2- Exceptionnellement, on peut isoler des E.coli uréase © H2S ™ caractéres codés par un
plasmide, qui peut en outre déterminer une résistance a un antibiotique, tel que la

tétracycline.

3- Des variant immobiles et agazogénes (comme le sont les Shigella) avaient été appelés
Alkalescens- Dispar, bien qu'ils aient par ailleurs tous les caractéres des E.coli. Cette
dénomination a été abandonnée. Ces bactéries correspondent en fait a un biogroupe d'E.coli,

dont il partage I'écologie et le pouvoir pathogene éventuel(Le Minor, 1993).
9.Pouvoir pathogéne :
9.1/Infections urinaires

E. coli représente a lui seul I'agent responsable de la trés grande majorité de cas
d'infection urinaire spontanée ou apres instrumentation. L'infection urinaire basse a E.coli
est vulgairement appelée <<colibacillose>>. En fait l'origine de l'infection est intestinale
(infection par voie ascendante), favorisée chez la femme par l'anatomie du bas appareil

urinaire (urétre court), par la présence, que favorisent les rapports sexuels, d'E.coli dans
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I'uretre feminin et le vagin. L’E.coli de l'infection est dominant dans le rectum et la sphere

génito-urinaire(Flandrois, 1997).
9.2/Septicémies et méningites:

Les E.coli sont isolés dans 20 % des septicémies et représentent 45% des septicémies
dues aux bacilles a Gram négatif. Les méningites sont rares, elles surviennent surtout
chez le nourrisson mais sont souvent graves. 80 % des E.coli isolés de méningites
possedent l'antigene K1, polysaccharide acide dont la composition chimique et la
spécificitt immunologique sont identiques a celle de Iantigéne B de Neissseria
meningitidis (Flandrois, 1997).

9.3/Suppuration ou infections diverses :

Les E.coli de la flore fécale peuvent étre en cause dans des péritonites, des
cholécystites, des salpingites et des suppurations postopératoires jouant le rdle de

bactéries pyogenes(Flandrois, 1997).
10.Groupement des facteurs de pathogénicité:

Les entérobactéries sont des taxons isolées dans de nombreux aliments (céréales), et
dans divers produits pathologiques (urine, LCR, selles...... ). E.coli est souvent
responsable de gastroentérites graves pouvant étre mortelles dans certains cas a
I’absence de traitement. Il est classé dans le groupe des entérobactéries pathogenes
spéecifiques avec les Shigelles et les Salmonelles qui sont responsables de dysenteries et

fievres typhoides graves (Collignon, 2002).
Il existe divers d’E.coli a mécanismes d’actions différentes :

e E.coli enterotoxinogéne(ECET) (Enterotoxinogen E.coli = ETEC),responsable de la «
diarrhée des voyageurs» ou «turista » et des syndromes épidémiques dans les pays

du Tiers-monde ;

e E.coli entéro-invasifs(ECEI) (Enteroinvasive E.coli= EIEC ),encore appelé E.coli
Shigella-like, responsable de syndromes dysentériques avec invasion de la muqueuse

intestinale ;

e E.coli entéro-hémorragiques(ECEH) (Enterohaemorragic E.coli=EHEC), responsable de

diarrhées sanglantes liées a la production de toxines ;
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e E.coli entéropathogenes (ECEP) (Enteropathogen E.coli=EPEC), responsable de gastro-
entérites infantiles (Perriére, 1992 ; Collignon, 2002).

11.Autres especes du genre Escherichia :
Il est exceptionnellement retrouvée plusieurs autres espéces du germe Escherichia coli dont :

- Escherichia hermannii soit d'origine humaine (principalement isolé de pus et de selles), soit

d'origine animale.

- Escherichia fergusonii soit d'origine humaine (principalement isolé de selles et d'urines),

et/ou soit d'origine aviaire.

-Escherichia vulneris d'origine humaine (principalement isolé de pus et secondairement

d'urines).

On ignore la pathogénicité de ces especes, qui se comportent souvent comme des

commensaux(Le Minor, 1993).

Le tableau 03 indique les caractéeres différentiels d'E.coli et des 3 especes d’Escherichia,

mentionnés ci- dessus.

Tableau. 03. principaux caracteres différentiels d’Escherichia.coli, E.hermannii, E. vulneris,
E. fergusonii (Le Minor, 1993).

E.coli E.hermannii E.vulneris E.fergusonii
Indole + + - ¥
Pigment jaune non ) .\ ; ]
diffusible

LDC [+] - n n

oDC d + - +

TTR - + - -

Beta xylosidase - d + -
Beta glucuronidase [+] - - -
Sorbitol + - - -
Adonitol - - - ¥
Cellobiose - + + +
Malonate - - + -

+: caractére positif. -: caractéres négatif. d: variation entre souches ou espéces dans la possession de ce caractére.
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12. Diagnostic biologique :

Il repose sur l'isolement de la bactérie au site de Il'infection. Dans les infections urinaires
I'interprétation des résultats doit tenir compte des conditions de préléevement, du nombre de
bactéries par ml (> 10 °en régle) et de la leucocyturie. Dans des sites normalement stériles,
I'interprétation des résultats ne pose généralement pas de probleme. Par contre,l'implication
d'un E.coli dans une infection intestinale est souvent difficile a démontrer en pratique. En
effet E.coli est un hote normal du tube digestif. Seules des souches possédant certains facteurs
de pathogenicité peuvent étre impliquées et mise en évidence de ces facteurs n'est faite que

par des laboratoires spécialisés.

Au niveau de laboratoire de routine, on peut cependant repérer des souches
entérohémorragiques grace a des milieux sélectifs permettant de reconnaitre les souches ne

fermentant pas le sorbitol et des antiserums reconnaissant I'antigene O 157,

Les laboratoires spécialisés peuvent caractériser les facteurs de pathogénicité, soit par des
méthodes phénotypiques (caractérisation des adhésines, des toxines), soit par des méthodes

génotypiques (détection des genes d'intérét par hybridation avec des sondes spécifiques ou par

PCR) (Nauciel et Vildé,2005).

13.Bases de traitement :

Les souches de type " sauvage " sont sensibles a tous les antibiotiques actifs sur les bactéries a
Gram négatif. Malheureusement beaucoup de souches ont acquis des résistances, surtout en
milieu hospitalier. 11 s’agit en particulier de souches productrices de pénicillinase
L'antibiogramme est donc généralement nécessaire au choix du traitement. Toutefois on
admet qu'en pratique de ville, devant un premier épisode de cystite, chez une femme non
gravide, on peut prescrire en premiere intention un traitement court de cotrimoxazole ou de
fluor quinolone. Aprés, le traitement d'une infection urinaire, un examen de contréle est

nécessaire pour Vérifier son efficacité(Nauciel et Vildé, 2005).
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1. Généralité

La Phytothérapie est un mot d’origine grec : « phyto » qui veut dire plante et « therapeuein » qui
veut dire soigner. Autrement dit, au sens étymologique, c’est « la thérapeutique par les plantes » ;
elle utilise les plantes ou les formes immédiatement derivées des plantes, en excluant les principes

actifs purs issus de celles-ci.

Les plantes sont consommeées sous plusieurs formes : en 1’état (infusions) ou aprés transformation
(teintures, extraits, médicaments a base de plantes...) (Hmamouchi, 1999 ; Gazengel et Orecchioni,
2013 ; Boulogne, 2001).

2. Plante médicinale :

Définie par la pharmacopée par une plante dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses. Elle est également appelée « drogue Végetale » (Gazengel et Orecchioni,
2013).

3. Apercu sur la systématique des plantes :

Plusieurs classifications des plantes médicinales ont été identifiées :
1- La classification végétale fondée sur les classes et les familles.
2- La classification organique fondée sur les organes botaniques.

3- La classification chimique repose sur les composes bioactifs.

4- La classification curative ou médicinale est essentiellement basée sur un groupe précis de
plantes destinées a traiter une maladie spécifique parmi les différentes maladies (Rossier,
2002).

4. Approche taxonomique :

Cette approche est basée sur les caracteres phénotypiques visant a I’identification et a la

nomenclature selon les critéres suivants de la plante : (Marouf, 2000, Spichiger et al., 2002).

e Morphologie des organes.
e Spores et graines.

e Organisation de la paroi et tissus.

@
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e Relation a I’oxygene et type nutritionnel.

e Systeme photosynthétique.

e Systeme chimiotrophe.

e Lithotrophie (substrats nutritifs inorganiques).

e Organotrophie (substrats nutritifs organiques).
5. Les caractéristiques des plantes :

Les plantes sont des organismes autotrophes, c'est-a-dire ils produisent leur propre matiére
organique a partir des sels minéraux puisés dans le sol avec le dioxyde de carbone, assimilé par
les feuilles grace a I'énergie solaire : c'est le mécanisme de photosynthese. La couleur verte des
plantes est obtenue par le biais de la chlorophylle contenue dans les chloroplastes.

Les plantes possedent des métabolites dits secondaires ont le réle intervient dans les relations
qu'entretient la plante avec les micro-organismes vivants qui I'entourent tels que: les parasites, les
pathogenes ainsi que les pollinisateurs et les disséminateurs. Ces différentes relations ont donné
lieu a une extréme diversification des composés du métabolisme secondaire (Nabli, 1989).

Le terme « produits naturels » se rapporte aux composés organiques qui se trouvent dans les
corps des animaux, des plantes, des champignons, ou dans les micro-organismes. Certains
produits naturels se trouvent principalement dans les plantes tels que les terpénes ex.: le limonene
(le composé actif trouvé dans 1’orange ou dans le citron), les alcaloides ex.: la caféine, la cocaine,
ou la morphine, etc. Les produits naturels ont des activités biologiques importantes et jouent
diverses fonctions dans la nature. L'étude de ces composes constitue un volet important dans la
chimie organique. L'utilisation de la photochimie dans la médicine populaire a précede en fait la

chimie organique moderne (Nabli, 1989)
6. Intérét de I’étude des Plantes Médicinales :

La plupart des espéces végeétales qui poussent dans le monde possédent des vertus thérapeutiques
; car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur I’organisme .On les utilise
aussi en médecines classique qu’en phytothérapie ; elles présentent en effet des avantages dont les
médicaments sont souvent dépourvus (Iserin Paul, 2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration des
médicaments non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement comme
matieres premieres pour la synthese de médicament ou comme modeles pour les compositions

pharmacologiquement actives (Decaux, 2002).

@
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La tubocuraraine, le relaxant musculaire le plus puissant, est dérivée du curare (chondrodendrom
tomentosum), la morphine, I’analgésique le plus puissant est tirée du pavot a opium (papavie
somniferum).

Les plantes médicinales faire 1’objet d’une popularité croissante au méme titre que les «
alicaments » (nutraceutiques et aliments fonctionnels). Méme les facultés de pharmacie
s’intéressent de plus en plus aux propriétés médicinales des plantes (Fouché et Hambuckers,
2000).

7. Principes actifs des plantes médicinales

Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement présents dans cette

plante, ils lui conferent son activité thérapeutique (Sebai et Boudali, 2012).

Les especes végétales produisent un large éventail de substances chimiques de structures variées,
les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Hopkins, 2003). A I’opposé aux
métabolites primaires qui participent au métabolisme fondamental essentiel & la vie de la plante,
nécessaires a leur croissance et a leur développement (Riedacker et al., 1993 ; Raven et al., 2000),
les métabolites secondaires sont des métabolites dont la production n'est pas liée de maniére
significative a leur croissance (Dupin et al., 1992), ils sont responsables des fonctions
périphériques indirectement essentielles a la vie des plantes (la communication intercellulaire, la
défense, la régulation des cycles catalytiques...) (Benslama, 2016). On distingue classiquement
trois grandes catégories de métabolites secondaires: les alcaloides, les composés phénoliques et les

composés terpéniques (Gravot, 2009).
8. Les plantes dans la thérapeutique :

Les plantes ayant des propriétés médicinales sont étudiées dans le cadre de la pharmacognosie (du

grec pharmakon drogue, venin, poison et gnosis connaissance).

C’est un domaine de science qui traite les matieres et les substances a potentialité
médicamenteuse d’origine biologique (végétaux, animaux, champignons, micro-organismes)
(Gonzalez, 2007 ; Norman et al. ,1986).

Une plante est dite médicinale lorsque 1’utilisation de celle-Ci ou moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses .Elle peut étre retenue par la pharmacopée ; mais celle-ci peut aussi

retenir des plants qui bien que non médicinales sont utiles a la pharmacie. Par ailleurs, une plante

E
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non inscrite a la pharmacopée peut constituer un médicament, méme si elle n’est pas considérée
comme plante médicinale : il suffit qu’elle soit présentée comme possédant des propriétés

curatives ou préventives a I’égard des maladies (Bruneton, 1999; Duraffourd et al. , 1997).

9. Aromathérapie :

Branche de la phytothérapie, elle recourt aux extraits aromatiques des plantes (essences et huiles
essentielles). Elle se différencie de la phytothérapie qui fait appel a I’ensemble des éléments

contenus dans la plante (Hmamouchi, 1999 ; Lorrain, 2013).
10. Les propriétés et les vertus thérapeutiques des Plantes médicinales :

Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont
indispensables a leur existence .Ceux-ci englobent des protéines, des lipides et des hydrates de
carbone qui servent a la subsistance et a la reproduction, non seulement de la plantes elle-méme;

mais encore des animaux qui s’en nourrissent.

De plus, les plantes synthétisent une gamme extraordinaire d’autres composé appelés métabolites

secondaires dont la fonction est loin de faire I’unanimité (Cardon et chatenet, 1990).

Il important ici de se demander jusqu’a quel point les plantes médicinales peuvent étre bénéfiques

et jusqu’a quel point elles peuvent étre néfastes.

Comme nous 1’avons souligné précédemment, les plantes contiennent une grande variété de
composés secondaires .1l est clair que certains de ces composés, au moins a 1’état pur et a certaines
doses, ont des propriétés médicinales ou peuvent étre toxiques .Toutefois, il ne s’ensuit pas
nécessairement que les mémes composés sont aussi toxiques ou bénéfiques lorsqu’ils se trouvent
dans la plante que lorsqu’ils en sont extraits; car il peut y avoir des effets synergiques des

composés chimiques dans la plantes(Cardon et chatenet, 1990).

A T’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveau
médicament. Elles sont considérées comme sources essentielle pour la découverte de nouvelles

molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicament (Maurice, 1997).
11. Approche chimique :

Cette approche est essentiellement basée sur les substances du métabolisme qui se forment

naturellement dans les cellules et tissus des plantes sous le nom des sécrétions elémentaires ou des

@
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produits naturels actifs (Belboukhari et Cheriti, 2008; Belboukhari et Cheriti, 2006; Chariti,
2002).

En effet, les plantes produisent un grand nombre de substances, dont, les chercheurs ne
connaissent pas toujours le réle qu’elles jouent précisément pour la plantes. Ces substances ne sont
pas produites directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques
ultérieures. Celles-ci sont appelées des metabolites secondaires. Des études récentes ont découvert
que la majorité d’entre eux ont un réle de protection des plantes (Bruneton, 1999;Duraffourd et
al., 1997; Chariti, 2002;Chariti et al., 2007).

Il est existé deux types de métabolites secondaires :

e Les composés phénoliques qui participent dans les interactions plante-plante (allélopathie,
inhibition de la germination et de la croissance). On trouve parmi ces composes les

phénylpropanoides, les anthocyanes, les flavonoides et les tanins (Bruneton, 1999).

e Les composés azotés qui comprennent les alcaloides .Ces derniers larguent de 1’acide
cyanhydrique quand les plantes sont abimées .1l sont synthétisés a partir d’acides aminées
Parmi ces substances, on peut citer : la nicotine, I’atropine, la codéine, la lupinine, les
terpénes et les poly-isoprénes .Ces métabolites jouent souvent un réle de defense de la
plante qui les fabrique (Bruneton, 1999).

12. Les principales familles de métabolites secondaires chez les plantes :

12.1. Composés phénoliques :

Il s’agit des composés non azotés qui présentent des cycles aromatiques. Généralement, ces
composés sont solubles dans 1’eau et présents sous forme deglycoconjugués. Cette famille
comporte des petites substances biologiquement actives comme 1’acide salicylique et certaines
isoflavones, des substances présentes dans certaines huiles essentielles (en association avec des
terpénes a faible poids moléculaire), mais également des substances antinutritionnelles comme les
tannins, et la lignine, un polymeére de haut poids moléculaire formé a partir d’unités dérivées de
I’acide cinnamique. D’un point de vue biosynthétique, la famille des phenylpropanoides, dérivant
de la phénylalanine, est la majeure partie de composés aromatiques (Bruneton, 1999,
Duraffourd et al., 1997).
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12.2. Les flavonoides :

Les flavonoides sont des dérivés phénylpropanoides solubles dans 1’eau, souvent incolores ou
jaunes (sauf exceptions dont les anthocyanes). Ces substances sont des dérivées de la naringénine-
chalcone, celle-ci est issue de la condensation de trois résidus malonyl-CoA et une molécule

d’acide cinnamique. Il s’agit donc de dérivés phénylpropanoides.

Les flavonoides constituent en eux méme une famille de composeés tres vaste qui jouent des roles

physiologiques importants.

La variété des composés est principalement liée au degré d’hydroxylation /méthylation
/glycosylation de chacun des trois cycles des molécules de base (Bruneton, 1999; Duraffourd et
al., 1997).

De nombreux flavonoides contenus dans les produits de consommation présentent un intérét d’un
point de vue de la santé humaine. Du fait de leur caractére antioxydant, ces composés font 1’objet

de nombreuses allégations concernant la santé.

Les principales cateégories de flavonoides sont définies par la présence ou 1’absence d’une double
liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C, qui déterminent la planéité de la molécule (Bruneton,
1999; Duraffourd et al., 1997).

Les flavones, flavonols et dérivés présentent une double liaison et sont des molécules planes,
contrairement aux flavanes, flavanones et dérivés la présence de fonction cétones, alcools et

méthoxy.
12.3. Les tanins :

Les tanins sont des composés poly phénoliques présents essentiellement dans les écorces. Ces
composés présentent des propriétés antioxydantes significatives. lls forment, aprés coagulation,

des composés tres stables avec les protéines (Bruneton. 1999, Gonzalez et al. , 2007).

On distingue deux groupes de tannins, chez les végétaux supérieurs, qui sont différents par leurs

structures aussi bien que par leurs origine biogénétique:
12.3.1 .Tanins hydrolysables :

Les Tanins hydrolysables sont des esters d’acide gallique ou d’acide ¢élagique

(dérivé du shikimate) et de glucose.
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Ces composés phénoliques possedent les mémes propriétés que les proanthocyanidines mais ce ne

sont pas des flavonoides.

On retrouve des gallotanins accumulés dans certaines galles de végétaux qui étaient utilisées pour
la fabrication d’encres .les tanins libérés dans le vin par les tonneaux de chénes sont des
ellagitanins, contrairement a ceux apportés par la peau des baies de raisin qui sont des tanins non-
hydrolysables (Bruneton. 1999, Duraffourd et al. , 1997).

12.3.2. Les tanins condensés (proanthocyanidines) :

Les tanins condensés sont des polymeres de 2 a7 résidus flavan -3-ols reliés par des liaisons (C-C)
non- hydrolyables sont des composés phagodéterrants susceptibles de faire précipiter les protéines.
Ce qui provoque une baisse d’appétence chez le bétail et surtout une diminution de la digestibilité
des protéines (probléme des tanins dans le tourteau de colza pour 1’alimentation animale

(Bruneton 1999 ; Duraffourd et al., 1997).

En outre, les tanins possedent la propriété de précipiter les enzymes secrétées par les champignons
phytopathogénes nécrotrophes. Cette propriété peut contribuer a la résistance chez certaines
plantes. Dans certains cas, la synthése des tanins est induite par la perception de stress et médiée

par des mécanismes de signalisation impliquant I’acide jasmonique et /ou 1’éthyléne.
12.4. Les hétérosides :

C’est une famille de composés résultant de la condensation d’un ose avec un composé non —

glucidique appelé la génine ou encore la fabrication aglycone.

L’origine biosynthétique de ces génines est trés hétérogeéne (composé€s phénoliques, certains
monoterpenes ; triterpenes, alcaloides terpéniques, composés soufrés ..... ). La glycosylation
modifie les propriétés de solubilité des molécules (composés phénoliques glycolyses plus

hydrosolubles, saponines amphiphiles) (Bruneton, 1999; Duraffourd et al., 1997).
On distingue 03 groupes importants d’hétérosides :
a/saponosides :

Ces substances, Iégerement caustiques et irritantes, probablement toxique, rendent les plantes qui

en contiennent tout a fait incomestible (Duraffourd, 1997).
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Ces molécules ont la propriété de mousser avec 1’eau.

Plusieurs drogues a saponosides sont utilisées par 1’industrie pharmaceutique pour 1’obtention de

formes galénique, d’autre ont des applications en phytothérapie (Duraffourd, 1997).
b/Cardiotoniques :

Les glycosides cardiotoniques constituent un groupe bien individualisé et d’une grande

homogénéité tant structurale que pharmacologique.

Ces molécules naturelles d’origine végétale demeurent des médicaments intéressant pour le

traitement de 1’insuffisance cardiaque (Duraffourd, 1997; Norman et al. ,1986).
c. Hétérosides anthracénique :

Ces composés sont des puissant laxatifs et purgatifs qui provoquent chez les animaux qui les
consomment des troubles digestifs plus ou moins importants. Les solanacées contiennent des

hétérosides anthraceniques (Duraffourd, 1997; Norman et al. ,1986).
12.5. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances azotées, basiques qui précipitent avec des réactifs idométalique
(réactif de dragendorff) et qui sont biologiquement actives. Leurs actions biologiques les placent
¢galement au cceur de phénomeénes d’interactions de defense face aux Pressions biotiques
(Duraffourd, 1997 ; Norman et al. ,1986).

Les alcaloides sont extraits de plantes qui appartiennent principalement a quatre familles
botanique : Les papavéracées, les papilionacées, les renonculacées et les solanacées (Duraffourd,
1997).

On distingue généralement trois types d’alcaloides:

e Les alcaloides vrais, qui sont d’un point de vue de la biosynthése dérivés d’acides aminés,
et qui présentent au moins un hétérocycle (exemple : la B-schtanthine).

e Les pseudo-alcaloides, qui ne dérivent pas d’acides aminés (exemple : hyoscyanime)

e Les proto-alcaloides, qui dérivent d’acide aminés mais pour lesquels 1’azote est en dehors

des structures (exemple : la sérotonine).
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13. Activité antimicrobienne des plantes aromatiques et médicinales :

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité toute fois, il aurait fallu attendre le début du 20iéme si¢cle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser et de nombreuses études ont prouve les activités antimicrobiennes de

diverses plantes.

Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la fraction d’huile essentielle contenue dans les
plantes en effet un grand nombre de ces plantes possede des propriétés médicinales :
antimicrobiennes ; antifongiques ; anti-inflammatoire, anti-tumorale, anti-drépanocytaires, anti-

analgeésique.
14. Présentation de la Menthe poivrée (Mentha x piperita L.)

Réputées pour leur saveur affirmée, les menthes sont utilisées en cuisine, pour préparer des
infusions ou comme plantes médicinales. Le genre Mentha fédére environ 25 espéces, mais au
moins 2000 variétés, obtenues a la faveur d'hybridations, sont connues (Delachaux et Niestlé,
2013).

Différentes variétés sont mises en culture : menthe Mitcham (forme rubescens de la variété
officinalis), menthe blanche (forme palescens de la méme variété) et, plus rarement, menthe de

Hongrie (forme rubescens de la variété sylvestris).

La multiplication se fait uniquement par voie végétative le développement du plante nécessite un
climat tempéré, un apport en eau et un ensoleillement suffisants. La récolte, mécanisée a lieu au

début de la période de floraison (Bruneton, 2009).

La taxinomie du genre est rendue particulierement difficile par la fréquence des hybrides,
I’existence de polyploides et I’abondance des variations morphologies : il existe de nombreuses
formes montrant entre elles des passages graduels .L’espéce retenue par la pharmacopée

européenne est un hybride de Mentha.aquatica L et de Mentha. Spicata L (Bruneton, 2009).
15. Dénomination vernaculaires :

fr . Menthe anglaise

all : Pfefferminze, englische Minze, Endelminze, Teeminze ;

ang. : Peppermint.
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Tableau .04 Classification de menthe poivrée

Regne Planteae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Mentha Figure .03: Mentha x piperita

16. Origines historiques:

Le nom Mentha évoque une Iégende de la Gréce classique : la nymphe Minthé, fille du Cocyte,
fut changée en menthe par la déesse Perséphone qui en était jalouse. En mémoire de cet épisode
mythologique, les jeunes filles grecques emmélaient des tiges de menthe dans leur couronne
nuptiale. Le nom grec de la plante signifie " dont I'odeur est douce".

Les traités d'herboristerie médiévaux font référence a la menthe, cultivée dans les jardins
monastiques dés le 1X e siécle. Toutefois, avant 1700, ce nom désignait presque uniquement la
menthe verte.

La menthe poivrée n'est pas mentionnée avant 1696, date a laquelle botaniste anglais John Ray la
décrivit : il s'agit en fait d'un hybride apparu dans la seconde moitié du XVII e siécle. Elle devint a
partir de 1720 la menthe de choix en herboristerie, gagnant en popularité en raison de son action
puissante sur les douleurs digestives. Sa culture commerciale débuta vers 1750 a Mitcham, dans le
Surrey (sud de I'Angleterre) (Delachaux et Niestlé, 2013).

17. Description botanique :

Plante vivace par son rhizome vigoureux formant de longs stolons tragants, les uns aériens, les
autres souterrains. Les tiges, pouvant attendre 90cm de hauteur, sont noueuses, quadrangulaires,
souvent Striées de violet foncé, certaines portent a leur partie supérieure des poils dressés en

arriére ; d’autre sont glabres. Des pousses latérales prennent naissance dans 1’axe des feuilles.

Les feuilles sont opposées, écartées presque sur un plan horizontal, toujours pétiolées, leur limbe
est allongé a ovale ou lancéolé, de 3 a 9 cm de long, poilu ou non, au bord denté en scie ou crénele

; elles dégagent par frottement une forte odeur aromatique.
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Les fleurs sont regroupées en épis terminaux, allonges a cylindriques, trés denses, géneralement
interrompus a la base. Elles comportent un calice gamosépale, faiblement velu, terminé par 5 dents
lancéolées et acuminées, non concaves, le tube du calice est parcouru longitudinalement par 5 ou
13 nervures principales, une corolle en forme d’entonnoir presque régulier ; formé de 4 lobes de
couleur rouge pale a rose — violet, 4 étamines saillantes, de taille identique, écartées I’une de

I’autre et dépassant de corolle, un ovaire supere, formé de loges biovulées.

Le fruit est un tétrakéne ovoide et arrondi au sommet, renfermant 4 graines d’environ 2mm de
long et de couleur brun marron .la plupart des graines avortent car les cultivars sont généralement

stériles. La floraison a lieu de juillet a septembre (Weymar, 1961; Hefendehl, 1967).

La menthe poivrée a une teneur en menthol élevée qui lui confere une saveur particuliére. Ses
sommités fleuries lancéolées ne portent que des fleurs stériles. Ses feuilles ovales, presque glabres,

ont une nervation rougeatre.
18. Composition chimique :

18.1. Constituants:

= Huile essentielle : 0,5% a 6,0 %, surtout riche en menthol [(-)-1R, 3R, 4 S)-menthol : 15 a
68%], menthone [(-)-1R,4S)-menthone, 15 a 76%], acétate de menthyle (2 a 5%, voir jusqu'a
23% selon les provenances), 1,8- cinéole( 3 a 8%), menthofurane(0 a 7%), isomenthone(2 a
13%), néomenthol (2,5 a 5%), limonéne(2 a 10%), pulégone(0,5 a 1,5%), béta-
caryophyllene(0,5 a 1,5%) et garmacréne D (1 a 2%). Ces constituants majoritaires sont
accompagnes dhydrate de trans- sabinene, de pipériténone, d'apha- et B- pinénes et de
viridiflorol; dans le distillat, les alcools terpéniques et aliphatiques existent sous forme
d'hétérosides: glucosides de menthol, d'isomenthol, de néomenthol, de linalol, d'oct-1-én-3-ol
et d'octan-3-ol.

= Dérives d'acides hydroxycinnamiques (appelés " tanins " des Lamiacées):3,5 a 6% dont l'acide

rosmarinique (= 3%).

®= Flavonoides : jusqu'a 10% : héterosides d'apigénine, diosmétine, lutéoline, ériodictyol,
notamment 1’ériocitrine (ériodictyol-7- rutinoside) et le lutéoline-7-rutinoside; des flavines
polyméthoxylées comme le xanthomicrol, les gardénines D et B et le 5 - O- déméthyl-

nobilétine.
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= Triterpenes: acide ursolique (0,1%) (Eberhard et al., 2005).

19. Pays d’origine :

I1 s’agit d’un hybride cultivé, provenant probablement d’ Angleterre et des pays méditerranés.
20. Principaux pays producteurs :

Parmi des Principaux pays producteurs de la Menthe poivrée se citeé :

Les Etats Unis, I‘Inde, L’Europe (en France, a Milly et dans le Maine —et —Loire), le canada, le
chili, ’argentine, le Brésil, 1’Australie, le Japon, certains pays d’Afrique (Kenya, Tanzanie et

Maroc) (Eberhard et al., 2005).
21. Culture :

La culture des menthes est facile : elles apprécient une terre relativement riche, les rives et les
zones humides. Au jardin, elles gagnent a étre confinées car leur rhizome tracant ne tarde pas a

envahir le terrain et a supplanter d'autres végétaux.

Culture la menthe poivrée n’est pas trés exigeante pour la qualité du sol. Des plants a forte teneur
en huile essentielle et de bonne qualité aromatique peuvent étre obtenus sur des sols sablonneux,
argileux, pas trop secs mais riches en humus, situés dans des endroits ensoleillés et protégés du

vent.

La plante ne doit pas étre cultivée apres d’autres lamiacées (prévoir une interruption de culture au
bout de 4 a 5 ans). La multiplication se fait uniqguement par voie végétative, par division des
souches ou des drageons ; ces derniers sont récoltés manuellement a I’automne, découpés en
fragment longs de 15 & 30 cm placés dans un sillon profond de 10cm puis recouverts de terre et
humidifiés ; on peut également déterrer les souches a I’automne ou au printemps, les diviser puis
les replanter. Dans le jardin, il faut éviter que les stolons n’envahissent trop le terrain en cultivant
les plants dans des pots sans fond, enfouis en terre au minimum a 30 cm de profondeur .Les
plantes sont genéralement utilisés durant 1 a 3 ans puis ils dégénerent (auto-incompatibilité)
(Eberhard et al., 2005).
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22. Toxicologie :

Aux doses usuelles, la consommation des parties aériennes de menthe poivrée comme condiment
ou en tisane, ne présente a notre connaissance aucun risque de toxicité, ni aigué, ni chronique
(Dinckler et Husain, 1984 ; Erdmann et al. ,1958).

Cependant, de tres fortes doses d’huile essentielle peuvent conduire a des céphalées, des aigreurs

d’estomac, de la bradycardie, des tremblements musculaires et de 1’ataxie.

Le potentiel de sensibilisation de la menthe poivrée est faibles ; mais des réactions allergiques ont
parfois été observées apres absorption huile essentielle ; le menthol étant considéré comme

allergene.

Des réactions croisées avec la térébenthine, le baume de pérou et le thymol sont également
signalées (Hermann et al., 1995).

23. Capacité antioxydante :

La capacité antioxydante de la menthe poivrée a été déterminée en utilisant un certain nombre de
méthodes de dosage différentes. La capacité d'absorbance radicalaire en oxygéne (ORAC) d'une
solution aqueuse de feuilles de Mentha x piperita fraichement congelées était parmi les plus

élevées trouvées dans une analyse des plantes médicinales populaires par (Zheng et Wang, 2001).
24. Activité antiallergique :

Dans les mastocytes péritonéaux de rats, (Inoue et al., 2002) ont observé une activité
antiallergique parmi les glycosides flavonoides dérivés de Mentha x piperita, notamment
I'ériocitrine, la narirutine, I'hespéridine, la lutéoline-7-orutinoside, l'isorhoifoline, la diosmine,
I'acide rosmarinique et le 5, 7-dihydroxycromone-7-O-rutinoside. Parmi les composés testés, seul
le lutéoline-7-O-rutinoside a montré un puissant effet inhibiteur sur la libération d'histamine
induite par une réaction antigene-anticorps. Cependant, au-dela de l'activité flavonoide dans ce
test, en utilisant des monocytes stimulés par des lipopolysaccharides (LPS) provenant de sujets
humains sains, (Juergens et al., 1998) ont trouvé que le menthol (0,1 pg /ml) inhibait
significativement la production des composés médiateurs inflammatoires leucotriene (LT) B4
(64,4%), prostaglandine (PG) E2 (56,6%) et interleukine (IL) -B2 (64,2%).
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25. Activité antivirale et antibactérienne :

Des extraits aqueux de feuilles de menthe poivrée manifestent une activité antivirale contre les
virus grippaux Influenzavirus A, les virus de la maladie de Newcastle, le virus de I'herpés HSV.
De nombreuses études ont évalué l'activité antibactérienne de la menthe poivrée (Piccaglia et al.,
1993; Pattnaik et al., 1996 ; Iscan et al.,2002) et antifongiques (Sarbhoy et al., 1978), par
exemple (Iscan et al.,2002) ont testé I'huile de menthe poivrée et ses composants menthol et
menthone contre 21 pathogenes humains et végétaux et ont trouve une activité inhibitrice moderée
contre les pathogénes humains. (Pattnaik et al., 1996) ont découvert que I'huile de menthe
poivrée était efficace contre 22 souches bactériennes différentes, y compris les cocci Gram positifs
et les batonnets et les batonnets Gram-négatifs. Les effets déclarés de I'huile de menthe poivrée sur
E.coli sont mitiges, ce qui refléte peut-étre une sensibilité différentielle de diverses souches
utilisées et/ou des conditions d'essai (Pattnaik et al., 1995 ; Inoue et al., 2001).

26. Activité antitumorales :

Dans une étude portant sur 120 plantes comestibles, visant a tester leur aptitude a inhiber la
promotion du cancer par l'acide okadaique (AO), la menthe poivrée s'est retrouvée parmi les

8 plantes ayant une forte activité pour s'opposer a I'AO (Ohara et Matsuhisa, 2002).
27. Emplois :

En France, la Note explicative de 1’agence du médicament 1998 admet qu’il est possible de
revendiquer, pour la feuille et la sommité fleurie de menthe poivrée, les indications thérapeutiques
suivantes (voie orale) , traditionnellement utilisé 1° dans le traitement symptomatique de troubles
digestifs tels que ballonnement épigastrique ; lenteur a la digestion, éructation ; flatulence,
2°comme traitement adjuvant de la composante douloureuse des troubles fonctionnels digestifs,

3° pour faciliter les fonctions d’élimination urinaire et digestive, 4°dans le traitement

symptomatique des troubles fonctionnels digestifs attribuée a une origine hépatique.

En usage local, quatre indication sont possibles leur de son usage 1°comme traitement d’appoint
adoucissant et antiprurigineux des affections dermatologique, comme trophique protecteur dans le
traitement des crevasses, écorchures, gercures et contre les piqures d’insectes,2°en cas de nez
bouché, de rhume ; 3° comme antalgique dans les affections de la cavité buccale et ou du pharynx

(collutoire, pastille) ; 4°en bain de bouche pour I’hygiéne buccale.
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Aucune évaluation toxicologique n’est demandée pour la constitution d’un dossier « abrégé »
d’AMM (poudre, feuille pour tisane, extraits aqueux et extrait hydro-alcooliques quel qu’en soit
le titre).

En Allemagne, monographie établie par la commission européene du ministere fédérale allemand
de la santé précise que la feuille de menthe est utilisée dans les états spastiques du tractus gastro-
intestinal, de la vésicule et des voies biliaires. Posologie de 3 a 6 g par jour (feuille). Est présente

un avis médical préalable est nécessaire en cas de lithiase biliaire.

Au niveau européen, la monographie communautaire ¢laborée par ’HMPC indique une posologie
jjournaliére de 4.5 a 9 g de feuilles ou de 6 a 9ml de teinture, répartis en trois prises (adulte)
adolescent de douze a seize ans : de 3a 6 g par jour (feuille) ; enfant de quatre a douze ans : de 3
a 5g par jour (feuilles). L’usage de la menthe poivrée n’est recommandé ni avant I’age de quatre
ans ; ni chez la femme enceint ou qui allaite. 1l est recommandé aux sujets souffrant de reflux

gastro-cesophagien d’éviter d’utiliser cette plante (Bruneton ,2009).
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1-Objectifs :

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits des
plantes ayant des vertus thérapeutiques dans des journaux spécialisés de microbiologie ou
présentées lors de congrés scientifique d'aromathérapie. Ces activités sont liées
essentiellement a la composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés

majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques.
Ces effets antibactériens nous ont conduits a poser les questions suivantes :

-Est ce que l'utilisation des extraits de Mentha x piperita récoltée dans certaines régions du
pays peut avoir un effet antimicrobien a I'égard du germe E. coli connu comme étant le

plus responsable des infections urogénitales chez femmes.

-Ces extraits peuvent- ils- étre préconisés comme moyen thérapeutique en substitution aux
traitements préventifs et curatifs communément utilisés comme les antibiotiques dont I'usage
fréquent semble engendrer une certaine résistance vis- a-vis de ce germe pathogene et

atténuer de leurs efficacités thérapeutique.

Pour cela, nous nous somme proposé d'essayer de connaitre le comportement in vitro de ce
germe( E.coli ) le plus responsable de maladie urogénitales vis- a-vis des inhibiteurs de
croissance tels polyphénols, les flavonoides et bien d'autres composés bioactifs contenues
dans une plante médicinale autochtone poussant a I'état sauvage dans certaines régions du
pays et trés largement utilisée en médecine traditionnelle par la population a savoir la Menthe

poivrée( Mentha x piperita ).

D'une facon générale les objectifs escomptés a travers cette étude expérimentale s‘articulent

autour de 2 points essentiels :

1- Procéder a une extraction par macération des principaux composes bioactifs de la plante

par usage de solvants & polarités croissantes dont: Hexane, Méthanol, Ethanol et Eau.

2- Suivre les effets antibactériens des extraits aux solvants a différentes polarités de la plante
médicinale test ( Mentha x piperita ) sur le germe spécifique de référence ( E.coli
ATCC33862) reconnue comme étant le plus responsable des infections urogénitales chez

femmes.
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2- Région de prélevement et traitements préliminaires du matériel végétal:

Les parties aériennes de la plante médicinale objet de I'é¢tude a savoir la menthe
poivrée(Mentha x piperita) a été prélevée au stade de floraison de deux régions du pays en
I'occurrence Naama et Mostaganem dont les conditions climatiques, édaphiques et
écologiques différentes peuvent sans doute faire varier la composition en principes composés

bioactifs des plantes.

Un échantillon de 2 a 3 kg de matiere végétale pris uniqguement sur la partie aérienne de

I'espéce étudiée a éte récolté d'une maniére aléatoire dans chaque région expérimentale.
La matiére végétale a été ensuite étalée du papier aluminium, puis séchée a I'air ambiant.

Les échantillons séchés sont enfin broyés dans un broyeur a lame de cuisine puis mis dans

bocaux hermétiques et conservés a sec (température ambiante) et a I'abri de I'humidité.

Figure04. Matiere végétale broyée (Mentha x piperita)
3- Extraction des composés bioactifs aux solvants a différentes polarités :

Selon Almas et Al-Bagieh (1999) et Almas(2001), les extraits a I'eau arrivent a agir en
général sur la croissance de certaines bactéries appartenant au genre Streptococcus a des taux
d'extractions de 5 g/100ml de matiére végétale de Kkar (Acacia arabica) provenant du

Pakistan et de I'Arak (Salvadora persica) d'Arabie Saoudite.

Pour I'extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols contenus dans
les plantes testées on a opté pour l'utilisation d’une méthode décrite par (Sultana et al., 2009).
Cette méthode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par

maceération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante
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durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous

vide.

L'extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage de plusieurs solvants a
polarité croissante (Hexane, méthanol, éthanol et eau). Elle a été effectuée séparément pour
chaque solvant d’extraction sur des prises d’échantillons de 10 g en triples répétitions de
matiere végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiere végétale sera mélangé avec
100 ml de solvant aqueux (80/20, solvant / eau, v / v). L’extraction par macération a froid de
chaque mélange a été laissé ensuite se poursuivre pendant 6 heures a température ambiante
sous agitation. La durée de l'extraction favorise ainsi la dépolymérisation des principaux
composés constitutifs de la plante tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et

permet une meilleure solubilisation des principaux composés bioactifs.

Les extraits a I’hexane, a I’eau et hydro alcooliques obtenus ont été filtrées en utilisant un
papier filtre Whatman N°5 ayant une porosité de 0,6um et débarrassés des solvants par

évaporation sous vide a 45 °C.

Les extraits aqueux purs riches en composés bioactifs récupérés constituant les solutions de
travail ont été enfin diluées a I’eau distillée stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et
100% (extrait pur).

Figure05. Etape d’évaporation des solvants sous vide au rotavapore



Partie 2 : Méthodologie expérimentale

Matiere végétale broyée 10g

!

/ Hexane (80 /20, V/V Hexane, Eau) \
Meéthanol (80 /20, V/V Méthanol, Eau)
Ethanol (80 /20, V/V Ethanol, Eau)

Eau (100, V/V Eau, Eau)

Macération pendant 06h sous
->

Agitation a température ambiante

04 extraits

Hexane —Méthanol- Ethanol —Eau

| |

Filtration et évaporation sous vide a 45°C.

!

Extraits purs riches en composés bioactifs

Figure 06. Etapes d’extractions des composés bioactifs de la menthe poivrée

(Mentha x piperita)
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4. Etude des effets antimicrobiens des extraits de menthe poivrée :

4.1 Activation de la souche :

L’¢tude a concerne la souche pure de référence (E.coli ATCC33862) qui a été fourni par
I’institut du pasteur (Algérie) connue comme étant la plus responsable des infections
urogenitales dont a savoir, Escherichia coli .L'espece bactérienne a été tout d’abord activée
avant son utilisation expérimentale. Une colonie de la souche de référence conservée au
froid & 4 °C est au préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C
durant 03 heures. 0,1 ml de cette derniére solution constituant 1’inoculum a été pris pour étre
ensemencée en surface d’une boite de Petri contenant un milieu spécifique gélosé de
croissance pour l'espece microbienne (EMB, ID® 2, bio Mérieux) puis le mélange est incubé
a 37°C pendant 24 heures.

Souche de référence conservée au froid a 4°C (E. coli).

Une colonie a été ensemencée dans 10ml de Bouillon
nutritif.

Incubation a 37°C pendant 03 heures.

0,1 ml d’inocula a été étalé en surface de la boite de
Petri contenant le milieu EMB spécifique pour E .coli

Incubation a 37°C pendant 24 heures.

Figure 07. Activation de la souche bactérienne (E.coli).

4.2 Méthode de contact direct (Bourgeois et Leveau, 1980):

Une colonie issue d’une culture jeune de chaque espéce microbienne activée comme
préalablement sur milieu solide gélosé spécifique a été prélevée a I’aide d’une anse a platine
stérile, chacune sera ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif,

suivi d’une incubation a 37°C durant 03 heures. A partir de la derniere solution qui constitue
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I’inoculum de I’espéce de bactérie donnée, des dilutions décimales isotopiques croissantes

dans I’eau physiologique ont été effectuées ; allant & 10 pour le germe étudié E. coli.

Des prélevements de 01 ml de chaque derniere dilution décimale ont été ensuite
individuellement ajoutés a 09 ml de chaque extrait des plantes testés dilué a 1’eau distillée,
respectivement, a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.

Les mélanges des solutions sont enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Petri) chacune
en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chaque espece
microbienne. La lecture du nombre de colonies développé a été effectuée apres incubation des

milieux ensemencés a 37°C pendant 24 a 72 heures (Bourgeois et Leveau, 1980).

Colonie jeune de souche étudiée activée a 37°C pendant 24h.

Ensemencement dans 9ml de bouillon nutritif.

Incubation a 37°C pendant 3 heures.

Apres mesure de la densité optique de 1’inoculum [0,08- 0,1].

Iml

Dilution décimale de la souche dans 9ml de I'eau physiologie

jusqu'a 10

Des prises de 1ml de la

derniére dilution (10™) sont
10" 10 100 10"

mises respectivement dans

chaque solution expérimentale.

0,1 ml de chaque derniére

solution sont étalées sur 3

0% 20% 40% 60% 80% 100%

boites de Petri renfermant

le milieu spécifique. @@@@ @ @
Incubation des boites a @@@@@@ 03 Répétitions
et | oo

Figure 08. Méthode de contacte directe.
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4.3 Méthode des disques par diffusion :

Les disques ont été confectionnés a partir du papier filtre (Whatman n° 5), a raison de 6mm
de diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de

I’expérimentation les disques ont été stérilisés & 120°C pendant 15 minutes dans un

autoclave.

Figure09. Disque préparés a partir filtre wattman.

Une colonie de chaque espece bactérienne prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation a été ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constitue I’inoculum

microbien.

Des prises de volume de 1ml de cette derniére solution ont été étalées separéement

en surface de plusieurs boites de Petri contenant le milieu MH, ID® 2, bioMérieux.

Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu selon le
solvant utilisé, ainsi que dans une solution contenant un puissant antibiotique dont
la Gentamicine, sont ensuite déposés successivement a la surface de chaque boite
de Petri contenant le milieu gélosé Mueller Hinton ensemencé au germe E.coli
(Prescott et al ., 2003).

La lecture des diamétres d’inhibition a eté effectuée apres incubation des boites de
Petri a 37°C pendant 24 heures a 1’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998).
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Solutions c ¢ ¢ N ¢ Genta
expérimentales 100% 80% 60% 40% 20%
e xata | 1om | emi | em | am | om

pIp 10ml
Quantité d'eau ooml 2ml 4ml 6ml 8ml

distillée stérile

Déposé de 3 disques

01) Colonie jeune de souche
étudiee.

03) Mesure de la densité
optique de I’inoculum [0,08-
0,1]

04) Etalement de 1ml de
I'inoculum  sur surface des
boites Petri contenant le milieu
MH selon les concentrations
(20, 40, 60, 80,100%).

02) Ensemencement dans 10
ml de bouillon nutritif.

Incubation a 37° C pendant
03 heures.

05) imbibé les disques pendant
05 mm et déposé sur la surface
de gélose MH.

Incubation a 37°C pendant 24h

0% 20%

Figure 10. Méthode des disques par diffusion sur gélose MH.
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4.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et /ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme (Denis et al., 2011).

Dans le cas de notre étude, c’est les principes actifs des extraits de la matiére végétale des
plantes obtenus par extraction aux différents solvants qui ont été utilisés pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice de 1’espéce de germe responsable des infections
urogenitales chez femmes et dont E.coli. Ainsi, une colonie jeune d’E coli prélevée a ’aide
d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif a été incubée pendant 03 heures a 37°C
en vue d’obtenir les inocula, des prises de 0,2 ml de chaque inoculum sont ensuite introduites
respectivement dans 2 ml de chaque extrait dilué non pas avec de 1’eau mais avec le bouillon

Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes
concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie ont été ensuite incubés
a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Moroh et al, 2008).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a partir de
la mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI
correspond donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par

conséquent c’est le premier tube ou la valeur di sera égale a df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme a été mesuré au spectrophotometre réglé a 625 nm

comme suit : — —>—

S= dr-d; / D-Di* 100

i,
O ———

-S : Taux de survie du microorganisme en%

 -df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée
avant et apres incubation a 37°C durant 18 heures.

< -Df-Di : différence de densité optique sans extraits de Menthe avant et apres
incubation a 37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihi et al., 2007) .
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4.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d’une espéce de germe étudié représente la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de

I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a 1I’eau physiologique jusqu’a
10™. Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par

strie de 5 cm sur une Geélose Mueller Hinton puis incubée & 37°C pendant 24 heures.

Le nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10 est comparé a
celui de chaque tube expérimental contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme
milieu de culture en strie de 5cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier
tube expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui

de la dilution 10™ correspondra & la CMB.

5-Traitement statistique :

Les résultats paramétriques expérimentaux ont été traités statistiguement par une analyse de

variance bi factorielle en randomisation totale suivie d’une comparaison des moyennes deux a

deux selon le test de NEWMAN et KEULS (stat. Box 6.4) .

@



Partie 2 : Méthodologie expérimentale

Activation de la souche dans 10 ml de
BN. Dilution décimale de la souche dans
9ml de bouillon de MH jusqu'a 10

Tubes contenant les solutions
d’extraction et I’inoculum d’une
espéce étudié ayant servi a la
détermination de la CMI apres 24h

d’incubation

20% 40% 60%

80% 100%

Ensemencement en stries sur gélose de MH

10" e .

00%

b
— 20%

40%

( ’.,

i ANY% I

RN%

> R— —

Lecture aprés incubation des boites Petri 37C° pendant

24heures

100%

Figurell. Méthode de la détermination de la CMB d’espéce étudiée.
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1- Résultats

1.1 Croissance du germe E.coli :

Les effets des extraits au solvant & différents polarités de la menthe poivrée (Mentha x
piperita) prélevée des deux régions de 1’étude (Mostaganem et Naama) sur la croissance

d’E.coli sont illustrés dans les (Figures 12 et 13).

00% 20% 40% 60% 80% 100%

p

Hexane

Méthanol

Ethanol

Eau

Figurel2. Effet des extraits bioactifs de la Menthe poivrée prélevé de la région de Mostaganem

sur la croissance d’E.coli.
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20% 40% 60% 80% 100%

Hexane

Méthanol

Ethanol

Eau

Figurel3. Effet des extraits bioactifs de la Menthe poivrée prélevée de la région de Naama
sur la croissance E.coli.

K



Partie 3 : Résultats et discussion

Les extraits a I’hexane, au méthanol et a I’éthanol de la menthe poivrée prélevée a
Mostaganem ont engendré une faible croissance par rapport a I’extrait aqueux de la plante
(p< 0.01), 85.10* vs 123.10%, vs 111.10* vs 221.10* UFC /ml, respectivement.

En revanche, les extraits au méthanol, éthanol et a I’cau de la menthe poivrée récoltée de la
région de Naama ont présenté les meilleurs résultats de croissance microbien (p< 0.01)
(58.10° vs 21.10°, vs 35.10°UFC / ml) comparativement 4 celui de I’hexane (97.10° UFC/ml).

La faible prolifération microbienne est observée avec I’extrait a I’hexane de Mostaganem et
avec |extrait a 1’éthanol de Naama, 85.10* et 21.10°UFC /ml, respectivement.

Apparemment, 1’élévation de la concentration d’extraits de Mostaganem de (0; a 20 a 40 et
60%) s’est traduit par une nette baisse (p<0.05) de la croissance du germe, de 39.10°; &
265.10* 2 97.10* et 231.10° UFC/mI. Au-dela de 60%, & 80% et 100% d’extrait la croissance
microbienne reste stable (p<0.05) et varie de 183.10* & 33.10° UFC /ml.

Concernant la menthe poivrée de Naama les extraits préparés a 0 et 20% ont présenté une
méme croissance du germe E.coli (p< 0.05); 129.10%s 95.10° UFC/ml. La croissance
commence par la suite & diminuer remarquablement (p<0.05) & 40 et 60 % d’extrait (65.10°
et 198.10° UFC /ml) et devient stable a 80% d’extrait (75.10° UFC /ml) pour diminuer
totalement a 100% d’extrait OUFC/ml (Tableau05).

1-2 Taux de croissance :

Les extraits a I’hexane au méthanol et a I’éthanol de la menthe poivrée prélevée de la région
de Mostaganem ont enregistré un faible taux de croissance par rapport a I’extrait aqueux de
la plante (p< 0.01), 21.428 Vs 31.231, vs 27.993 ; vs 55.883 %, respectivement.

En revanche, les extraits au méthanol, éthanol et a ’eau de la menthe poivrée récoltée a
Naama ont présenté les meilleurs résultats de taux de croissance microbien (44.944% vs
16.709%, vs 27.205%) comparativement a celui de 1’hexane (74.806 %) qui a marqué des
valeurs tres élevées (p< 0.01).

Le faible taux de prolifération microbien est observé avec I’extrait a I’hexane de Mostaganem
est avec I’extrait a I’éthanol de Naama ; 21.428% et 16.709 %, respectivement.

L’élévation de la concentration des extraits de la plante de Mostaganem de (0 ; a 20 et 40%)
s’est traduit par des recrudescences notables (p<0.05) de la croissance du germe, de 100; a
66.777 et a 24.58%. Au-dela de 40%, d’extrait le taux de croissance microbienne reste stable
(p<0.05) et varie de 0.84% a 7.983%.
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TABLEAU 05 :
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TABLEAU 06 :
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Concernant la menthe poivrée de Naama les extraits préparés a 0, 20 et 40% ont diminué
remarquablement (p< 0.01) de 100 a 73.96 et & 50.385%. Les extraits préparés a 60, 80 % ont
présenté un méme taux de croissance du germe E.coli ; 15,294 vs 5,848%, pour diminuer
enfin totalement a 100% d'extrait (Tableau 06).

1-3 Test de diffusion sur disque du germe E.coli :

Les diameétres d’inhibition développés par les différents extraits a base des composés bioactifs
de la Menthe poivrée (Mentha x piperita) prélevée des deux régions Mostaganem et Naama
sur la croissance de germe E.coli sont illustrés dans les (Figures 14 et 15).

Méthanol

Figureld. Diamétres d’inhibition des extraits de la Menthe poivrée prélevée de la région de

Mostaganem chez E. coli.
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Hexane

Méthanol

Ethanol

Eau

Figurel5. Diamétres d’inhibitions des extraits de la Menthe poivrée prélevée dans la région

Naama chez E.coli.
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Les extraits a I’hexane, au methanol et a I’éthanol de la Menthe poivrée prélevée a
Mostaganem ont engendré des diametres d’inhibitions plus élevés par rapport a I’extrait
aqueux de la plante (p< 0.01), 22.944 vs19.333, vs 18.556vs 12.111mm, respectivement.

Les extraits au méthanol et a 1’éthanol de la menthe poivrée de Naama, ont présenté les
meilleurs résultats (p< 0.01), 15.27 vs 20.833mm, comparativement a ceux de I’hexane et a
I’eau (11.667 vs ; 10.889mm).

Les diameétres d’inhibition les plus élevées ont €té observes avec I’extraction a I’hexane de
Mostaganem et ce lui a I’éthanol de Naama ; 22.94 et 20.83mm, respectivement.
L’antibiotique a enregistré le diamétre d’inhibition d’E.coli le plus élevé de 27.67mm
(p<0.01) par rapport aux différents extraits expérimentaux.

En revanche, en fonction de la concentration de I’extrait des deux régions variable de 20 a
100% il est remarqué des augmentations significatives (p<0.01) des diamétres d’inhibition ;
de 14 a 18mm pour les extraits de Mostaganem et de 9.25 a 18mm pour ceux de Naama
(Tableau07).

1-4 Taux d’inhibition :

Les extraits a 1’hexane au méthanol et a 1’éthanol de la Menthe poivrée prélevée a
Mostaganem ont présenté des taux d’inhibitions plus élevés par rapport a I’extrait aqueux
(p<0.01) ; 82.942 vs 69.888, vs 67.081 vs 43.778%, respectivement.

Concernant la menthe de Naama, les extraits au méthanol et a 1’éthanol ont présenté les
meilleurs résultats des taux d’inhibition (p< 0.01) ; 55.269 vs 75.311%, comparativement a
plus élevés ceux I’hexane et a I’eau (42.172% vs ; 39.361%)

L élévation de la concentration aux extraits de la plante de Mostaganem de, 20 a 40 et a 60%
s’est traduit par une nette augmentation (p<0.01) des taux d’inhibitions du germe E.coli
de 50.91 a 51.522 et a 59.044%. Au-dela de 60% d’extrait, les taux d’inhibition reste
pratiquement stable (p<0.01) et varie de et 68.385 a 65.672%.

Pour la menthe poivrée de Naama, en fonction de la concentration des extraits préparés de (20
a 100 %) les taux d’inhibition s’avérerent proportionnels (p <0.01) et variable de 50.91 a
65.67 % pour les extraits de Mostaganem et de 33.43 a 65.07% pour les extraits de Naama.
(Tableau 08).
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TABLEAU 08 :
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2- Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI):

Les différentes valeurs de la DO induites par la croissance d’E. coli dans les différents extraits
de Mentha x piperita collectées des régions de Mostaganem et Naama figurent dans le
(Tableau.09)

e Région de Mostaganem :

Le taux de survie est nul pour I’extrait a I’hexane préparé a 20%. Cette concentration est donc
la CMI du germe E.coli. Concernant 1’extrait au méthanol de la menthe poivrée, la CMI est
obtenu a 40%.

L’extrait a 1’éthanol préparé a 60% a engendré un taux de 0% de survie du germe apres 24h
d’incubation ; cette concentration représenté la CMI chez E.coli. Les extraits a I’eau ont

marqué une CMI a une concentration plus élevé de 100%.

e Région de Naama

Les extraits a ’hexane et a I’eau de la menthe poivrée de Naama ont accusé une CMI du
germe E.coli & une concentration de 80%.

En revanche la CMI du E.coli a été obtenue avec I’extrait au méthanol préparé a 60% et a
seulement 20% de celui de 1’éthanol.

1.1.5 Concentration Minimale Bactéricide (CMB):

La (Figure 16 et 17 ) représente d’une part (a droit ) le nombre de germes développé aprées 24
heures d’incubation a 37C°, des différents dilution décimales de I’inoculum d’E.coli allant de
10'1, 10'2, 102 et 10* et d’autre part (2 gauche) les différents solutions des extraits de
I’hexane ,au méthanol, éthanol et a I’ecau de la menthe poivrée prélevée des régions de
Mostaganem et Naama préparés a 00,20, 40, 60% , 80 et 100% et ensemencés au germe

E.coli et ayant servi & la détermination de la concentration minimale bactéricide.

Les CMB des extraits de menthe poivrée collectée a Mostaganem ont été obtenues chez
E.coli a des extractions ethanolique et aqueux purs de 100% et avec ’extrait a I’hexane de

20% et celui au méthanol concentré a 80%.

Concernant, les extraits de la Menthe poivrée de Naama, la CMB d 'E.coli est réalisée avec les
extraits purs a I’hexane, et a ’eau de 100%, ainsi qu’avec les extraits au méthanol de 60% et

I’éthanol a 20%.
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Tableau 09. Evaluation des Concentration Minimale Inhibitrices des extraits bioactifs de

Menthe poivrée chez E.coli.

Région | Solvants Concentration d’extraits bioactif de Menthe poivrée
Paramétres | Témoin 20% 40% 60% 80% | 100%
) di 0,0439 1,233 | 1,231 | 0,607 | 0,418 | 0,110
G df 0,937 0,166 | 0,269 | 0,041 | 0,038 | 0,007
S df-di 0,893 -1,067 | -0,962 | -0,566 | -0,38 | -0,103
L S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
S di 0,0439 0,863 | 0,302 | 0,230 | 0,110 | 0,010
= df 0,937 1,345 | 0,229 | 0,160 | 0,052 | 0,006
= < df-di 0,893 0,509 | -0,073 | -0,07 | -0,058 | -0,004
- 2 S% 100 56,99 0 0 0 0
S = CMI 40%
% di 0,0439 0,062 | 0,028 | 0,114 | 0,164 | 0,147
> = df 0,937 0,653 | 1,390 | 0,035 | 0,124 | 0,043
E_‘j df-di 0,893 0,591 | 0,362 | -0,079 | -0,04 | -0,104
L S% 100 66,18 | 40,53 0 0 0
CMI 60%
di 0,0439 0,068 0,122 | 0,060 | 0,020 | 0,152
5 df 0,937 0,726 0,632 | 0,252 | 0,117 | 0,152
Lﬁ df-di 0,893 0,658 0,51 0,192 | 0,097 0
S% 100 73,68 57,11 | 21,50 | 10,86 0
CMI 100%
di 0,024 0,019 0,120 | 0,110 | 0,201 0,42
c df 0,156 0,150 0,149 | 0,135 | 0,130 0,1
S df-di 0,132 0,131 0,511 | 0,037 | -0,071 | -0,32
f S% 100 99,24 21,21 | 18,93 0 0
CMI 80%
= di 0,024 0,070 0,09 0,4 0,20 0,36
= df 0,156 0,153 | 0,144 | 0,140 | 0,120 | 0,101
< df-di 0,132 0,083 | 0,054 | -0,26 | -0,088 | -0,259
< 2 S% 100 62,87 | 40,90 0 0 0
£ = CMI 60%0
< _ di 0,024 0,095 | 0,46 | 0,015 | 0,015 | 0,012 |
= = df 0,156 0,090 | 0,144 | 0,012 | 0,012 | 0,011
e df-di 0,132 -0,005 | -0,002 | -0,003 | -0,003 | -0,001
i S% 100 0 0 0 0 0
CMI 20%
di 0,024 0,063 | 0,085 | 0,095 0,30 0,37
- df 0,156 0,145 | 0,240 | 0,135 | 0,130 | 0,129
Lﬁ df-di 0,132 0,499 | 0,414 0,04 -0,17 | -0,241
S% 100 62,12 | 41,67 | 30,30 0 0
CMI 80%
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Extrait de I’hexane (CMB a 20%) :

20% : 04 colonies

10™ : 04 colonies

80% : 49 colonies

10 : 49 colonies

100% :52 colonies

10™ 52 colonies

10 :49 colonies

100% : 32 colonies

Figure 16. Concentration Minimale Bactéricides des extraits de Menthe poivrée prélevée a
Mostaganem chez E. coli
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Extrait a I’ hexane (CMB a 100%) :

10™: 45 colonies

Extrait au méthanol (CMB a 60%) :

100% : 45 colonie

60% 0 colonies

10 0 colonies

20% = 04 colonies

100% : 0 colonie

Figure 17. Concentration Minimale Bactéricides des extraits de Menthe poivrée

prélevée a Naama chez E.coli.
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1.1.6. Type d’inhibition des extraits

D’apres le rapport CMB /CMI, les extraits aux solvants et a I’eau de la plante étudiée exercent

une inhibition de type bactéricide chez E.coli (Tableau.10).

Tableau.10 Action inhibitrice des extraits bioactifs de la Menthe poivrée prélevée des régions

de Mostaganem et de Naama chez E.coli.

Parametre Solvants | CMI | CMB [CMI/CMB | Type d’inhibition
] Hexane 20% 20% 01
Extraits de Mentha ,
de la région Ethanol | 60% | 100% 01.67
I\/IOStaganem Eau 100% 100% 01 Bactéricide
Hexane 80% 100% 01.25
Extraits de Mentha ["Mméthanol | 60% 60% 01
X piperita prelevee gm0 [ 20% 01
de la region Naama
Eau 80% | 100% 01.25

Normes

*D’apres (Olivier, 2007) :
CMB/ CMI < 2(Effet bactéricide)
CMB/ CMI >2(effet bactériostatique)
* D’apres (Marmonier, 1990) :
CMB/ CMI < 4(Effet bactéricide)
CMB/ CMI > 4(effet bactériostatique)
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2- Discussion :
Au cours de cette étude, les extraits ont été préparés par une extraction solide —liquide, en

utilisant trois solvants de polarités différentes (hexane, méthanol, éthanol) et a I'eau distillé
stérile. L'étude vise a suivre les effets des de Mentha x piperita prélevée de deux régions de
I'étude (Mostaganem et Naama) sur la croissance des germes impliqués dans maladies
urogenitales.

Parmi les espéces bactériennes qui cause les infections urogénitales chez particulierement les
femmes, E. coli est considérée comme étant la plus pathogénes du systéme urogénital
(Flandrois, 1997).

L’analyse des données expérimentales montre que, le nombre de germe E.coli a diminué
significativement (p<0.01) sous l'effet des extraits de menthe poivrée aux solvants polaires
(hexane, méthanol et éthanol) par comparaison a l'extrait aqueux de la plante récolté a
Mostaganem.

Ceci semblent contraire les propos de (Koffi et al., 2013 ; Soma ,2002) qui ont démontré que
I'extrait aqueux de Momordica charantia riche en composés phénoliques induit une inhibition
remarquable de la croissance de E. coli.

En revanche, les extraits au méthanol, éthanol et a I’eau de la menthe poivrée de Naama ont
résulté des régressions hautement significatives (p< 0.01) de la croissance du germe
comparativement a celui de 1’hexane.

Des études in - vitro similaires réalisées par (Sosa et al., 2006) ont également noté 1’effet
antimicrobien des extraits aux solvants polaires dont le méthanol effectué sur le Teucrium
polium chez E.coli.

En outre, comparativement au témoin ( eau distillé stérile 0%), le nhombre de germe semble
diminué significativement (p< 0,05) avec l'augmentation de la concentration de 20, 40 et 60%
en extraits a I'nexane, méthanol et a I'éthanol de Mentha x piperita prélevee des deux région
de I'étude.

Ces réponses résultent certainement du fait que les extraits a [’hexane, méthanol et a I'éthanol
renferment de multiples composés bioactifs antimicrobiens recensés par plusieurs auteurs
(Diane et Jeffrey, 2006) en particulier dans la menthe poivrée dont (huiles essentielles,
flavonoides, triterpénes, tanins, menthol....etc.) (Eberhard et al., 2005) et qui semblent
Inhiber & des fortes concentrations notamment & I'Etat pur totalement la croissance de la

bactérie E.coli responsable des infections urogénitales chez les femmes.
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Les travaux scientifiques de (El-Kady et al., 1993 ; Pattnaik et la.,1997) ont montré que les
composés bioactifs contentant dans la menthe poivrée présentent une activité antimicrobienne
certaine contre la majorité des bactéries a gram positifs et & gram négatifs dont E.coli.

Les extraits a I’hexane, méthanol et a 1’éthanol de la menthe poivrée de Mostaganem ont
engendré une inhibition significative (p< 0.01) par rapport a I’extrait aqueux de la plante. Par
contree, les extraits au méthanol, et a I'éthanol de la menthe de Naama ont exercé une forte
inhibition (p<0.01), comparativement a celui de I’hexane et 1’eau (Leelaprakash et al. 2011)
ont montré aussi par la méthode des puits et celle par imprégnation de disques que 1’extrait
méthanolique et I’extrait aqueux a (100 mg/ml) sont tres actifs sur E.coli. Ceci est en accord
avec nos résultats quoique les extraits a que de notre étude semblent exercer une faible action
sur le germe étudié.

Il est a signalé que, les valeurs des diamétres d'inhibitions enregistrés avec les extraits purs a
100% des deux régions sont presque proches a celui de l'antibiotique, utilisé a savoir
Gentamicine considéré comme étant un antibiotique a large spectre (Pino et al., 2004).

Ceci confirme bien que les extraits de la menthe poivrée mentionnés préceédemment
contiennent bien des composés bioactif antimicrobiens qui exercent un effet inhibiteur sur la
croissance d'E.coli (Tsai et al., 2013 ).

Les extraits de menthe poivrée peuvent ainsi étre utilisée et préconisé comme moyen
thérapeutique naturelle & moindre colt contre de nombreuses maladies infectieuses
(inflammation de la bouche, pharynx, diarrhée, vomissements, troubles digestif... etc.) en
substitution aux traitement conventionnels dont le traitement abusif peut développer une
certaine résistance des germes causales et pouvant par voie de conséquence nuire d’une
maniére drastique a la santé des patients(Silvia et al., 2017).

L'analyse de la CMI et la CMB des extraits de menthe poivrée collectée a Mostaganem a
montrer qu’E.coli est sensible a 100% d'extraits a I'éthanol et a l'eau, a 20% d'extrait a
I'nexane et a 80% de celui au méthanol.

Concernant la CMB, les extraits de la Menthe poivrée de Naama ont dévoilé que E.coli est
sensible avec les extraits purs de ’hexane, et a ’eau, a 60% d'extrait méthanolique et & 20%
de celui a I'éthanol.

Selon le rapport CMB/CMI des extraits de menthe variable de, 1 a 1.67 ; 1 dans la plante de
Mostaganem et de 1.25 a 1.25 dans la plante de Naama, respectivement, et d’apres (olivier,
2007) étant donne que ces rapports sont inférieurs ou égale a 2, les extraits Mentha x piperita
collectée en Algérie exercent donc un effet de type bactéricide vis-a-vis du germe étudié.

(Marmonier, 1990); rapporte en d’autre part que lorsque le rapport (CMB/CMI) d’une
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substance antimicrobienne est inférieur ou égale 4 ceci suppose aussi quelle présente un effet
bactéricide ; alors que si le rapport est supérieur a 4 elle présenté plutét un effet
bactériostatique.

Il est bien établi que certains composés bioactifs des plantes dont les polyphénols notamment
les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des microorganismes.
Le mécanisme de toxicité peut étre dii a I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur
adsorption sur les membranes cellulaire, a I’inhibition des enzymes hydrolytique (les protéase
et les carbohydrolases) ou li¢ a d’autres interaction avec les effecteurs ou substrat et ions
métalliques en inactive ont par exemple les adhésines microbienne et les protéines de
transport (cowan, 1999; Dhaouadi et al., 2010 ).

Il apparait donc nécessaire d’orienter d'autres études pour la caractérisation des principaux
composeés bioactifs contenus dans les différents extraits aux solvants a différentes polarités de
la plante récoltée spécialement dans les région de Mostaganem et de Naama et caractériser

ensuite leur mécanismes d’action chez particulierement E.coli
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Tableau05. Effets des extraits de la Menthe poivrée prélevée des régions de Mostaganem et Naama sur la croissance d’E.coli.

Facteurs Int. facteurs (F1xF;) (n=03) solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
Int.
Solvants | oy | Méth. | Eth. | Eau |Hex. | Méth. | Etha. | Eau | 0% | 20% | 40% |60% | 80% [00% | Fi | Fo [FxF)
" 0% 39.10% | 39.10® | 39.10% | 39.10%
[5)
e |° 20% | 113.10* | 33.10% | 266.10° | 35.10% a
L | S ., ﬁ < o © < o :; S o =
g |2 5| 40% 00° [166.10° | 3310 | 3710% | & | © | B | & | w - o |l YL |wv
g |S& b b b b — . i — 8 — N ~— — 8 B b X
% | €| 60% 00 00 00 126.10% | o Q — — : e ~ — o .
S |8 b b b 5b o — — N % © o ™ oo ?YO)
=2 | 80% 00 00 00 73.10 — o\ ~ —
© b b b 5b
100% 00 00 00 133.10
. 0% [129.10% |129.10%" | 129.10%" [129.10%
[5)
° 20% | 213.10° |137.10°" | 33.10® | 33.10% o
|5 o 5 5 e S «s 5 0 o
c |S5| 40% |155.10%° | 83.10°" 00° |233.10° | ‘& | ‘O o | w S | w o | Q| w o
g |85 . . . — — — S — S — ! S o ¥ ¥ x
S |E5| 60% | 5310° 00 00° [256.10° | N | oo — ! o . | X | S
8 sb b b b o Lo N g AN 8 © — ﬁ
S 80% | 30.10 00 00 00 —
© o b b b b
100% 00 00 00 00

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : effet du facteur étudié type de solvant d’extraction, F2 : effet du facteur étudié concentration ;* : Effet

significatif du facteur étudié ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié ;

facteurs étudiés (F,et F,) Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.

NS : effet non significatif du facteur étudiée ;
homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n : nombre de répétitions, Int. ((F,xF,) : Effets de ‘I’interaction des deux

a, b, c

....... etc. groupes
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Tableau06. Effets des extraits de la Menthe poivrée prélevée des régions de Mostaganem et Naama sur le taux de croissance d’E.coli

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
SOMANG | Hex. | Méth. | Eth. | Eau |Hex.|Méth. | Etha | Eau | 0% | 20% | 40% | 60% | 80% |- | T | P2 [P
0% 100° 100° 100° 100°
(72)
c S | 20% | 28567° | 83.187° | 67.117* | 88.237°
wn
[ c ° o o
S |S£| 40% | o 42" 084 | 3237 | @ | H | 4 P 3 . PO R - o |
g (S5 - - - — < | <X Q = ~ A N O T T
- | = H -
g |S gj| 60% 00 00 00 31.933 < - ~ P = S N ~ 3 S
E 8 b b b b o Lo ©
S 80% 00 00 00 18.487
100% | 00" 00® 00® 3.36°
0% | 100°° | 100%° | 100 | 100%°
8 b d d
] 20% |164.52% |105.653%°° | 0.257“ | 25.443
wn
c a © o © o o]
S 12 2| 40% HI9587° 1 g4 ogbe 00 |17.993¢ < i > s o P s S| 3 | o |«
S |SE y y - Q| @ = < = L o N g (8| % | x| ¥
Z |<S 9 .383° 00 . < < ' : = Lo o)
§._.J 60% | 41.383 00 19.793 NI 3 < N = % Q Lo s
S | 80% 23.393¢ 00° 00¢ 00¢
100% 0 00° 00° 00¢

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : effet du facteur étudié type de solvant d’extraction, F2 : effet du facteur étudié concentration ;* : Effet

significatif du facteur étudié ; **: Effet hautement significatif du facteur étudié ;

NS : effet non significatif du facteur étudiée ;

a, b, c

etc. groupes

homogeénes de comparaison des moyennes deux & deux selon le test de Newman et Keuls ; n : nombre de répétitions, Int. ((F,xF,) : Effets de ‘I’interaction des deux
facteurs étudiés (F,et F,) Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.













Tableau07. Effets des extraits de la Menthe poivrée prélevée des régions de Mostaganem et Naama sur les diametres d’inhibition d’E coli.

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
Solvants ) )
Hex. |Méth. | Eth. | Eau | Hex. | Méth. | Etha. | Eau (Genta. | 20% | 40% |60% | 80% [100% | F* | Fz [FoF)
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©
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Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : effet du facteur étudié type de solvant d’extraction, F2 : effet du facteur étudié concentration ;* : Effet
significatif du facteur étudié ; **: Effet hautement significatif du facteur étudié ;
homogeénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n : nombre de répétitions, Int. ((F;xF,) : Effets de ‘I’interaction des deux

facteurs étudiés (F,et F,) Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol.

NS : effet non significatif du facteur étudiée ;

a, b, c

....... etc. groupes




Tableau08. Effets des extraits de la Menthe poivrée prélevée des régions de Mostaganem et Naama sur les taux d’inhibitions d’E coli.

Facteurs Int. des facteurs (F1xF;) (n=03) Effets solvants (n=18) Concentration des extraits (n=12)
Ivan . )
Solvants | o0 | Méth. | Eth. | Eau | Hex. | Méth. | Etha. | Eau |Genta. | 20% | 40% | 60% | 80% [00% | P | Fo [FixF2)
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[«5)
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Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; F1 : effet du facteur étudié type de solvant d’extraction, F2 : effet du facteur étudié concentration ; * : Effet

....... etc. groupes
homogeénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls ; n : nombre de répétitions, Int. ((F;xF,) : Effets de ‘I’interaction des deux

significatif du facteur étudié ; **: Effet hautement significatif du facteur étudié ;

facteurs étudiés (F,et F,) Hex : hexane ; Méth : méthanol ; Eth : éthanol ; Genta. : Gentamicine.

NS : effet non significatif du facteur étudiée ;

a, b, c




Conclusion générale

Conclusion

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que les extraits solution a
I'nexane, au méthanol ; a I'éthanol et a I'eau de lanmenthe poivrée (Mentha x piperita) récoltée
dans les régions de Mostaganem et de Naama exercent des effets antibactériens certains
contre la croissance du principal germe E.coli responsable des infections urogénital chez la

femme.

La méthode de contact direct dévoile que la prolifération du germe sur le milieu spécifique est
inhibée totalement (p< 0.01) avec les extraits purs de la plante prélevée des deux régions

(Mostaganem et Naama).

La méthode des disques montre que le diamétre d’inhibition du germe E.coli est d’autant
plus augmenté que les solutions inhibitrice sont fortement concentrées en extraits. Les extraits

purs, ont par ailleurs montré des zones d'inhibitions proches de la gentamicine.

La concentration minimal bactéricide des extraits de la menthe poivrée collectée a
Mostaganem ont été obtenues chez E.coli a des extractions éthanolique et aqueux purs de
100% et avec I’extrait a I’hexane de 20% et celui au méthanol concentré a 80%.Concernant,
les extraits de Naama, la concentration minimal bactéricide d’E.coli est réalisée avec les
extraits purs a I’hexane, et a ’eau de 100%, ainsi qu’avec les extraits au méthanol de 60% et

I'éthanolique de 20%.

Tous les extraits expérimentaux ont dévoilé un effet de type bactéricide vis-a-vis de l'espéce

microbienne E.coli.

Il est tres intéressant de suivre en perspectives I'action de ces extraits de la plante (Mentha x
piperita), ainsi que d'autres plantes médicinales (Romarin, Thym...etc.) chez non seulement
E.coli : mais chez dautres germes impliqués dans les infections urogénitales (Candida

albicans - Staphylococcus aureus .....etc.).
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Les milieux de culture :

. Gélose nutritif

Pour 1 litre de milieu :

PEPLONE. ... e 5049
EXtrait de VIaNQe .......cccveiieiiiecrce e 3090
EXrait de [OVUFE.......ccveiece e 2,09
ChIorure de SOIUM........c.veviiiiiiie e 5,09
Agar agar bactériologiqUe...........cceeveiiriiiiinieeee e 1509

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

= Bouillon nutritif

Pour 1 litre de milieu :

PEPIONE.....ccee e 509
EXtrait de VIaNQe .........coveiiieiiiicce et 3090
EXrait de IOVUFE.......ocvviiieee e 2,09
ChIorure de SOTIUM.........ueieiiiiiiie e s 5,09

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.

. Muller Hinton agar

Pour 1 litre de milieu :

Hydrolysat de CaSiNe .........ccoeveiiiiiiiiiieee e 1759
Infusion de Viande............cccoevieiiiiiic i 3,09
AN 211 [0 PO 159
Agar agar bactériologique............coveieiineniiirieee 1709

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.

Annexes



Annexes

= Muller Hinton - Bouillon

Pour 1 litre de milieu :

Hydrolysat de CaSine ..........ccocvviriiiiiieiiieceee e, 1759
INfusion de VIANDE..........c.ooiiiiiiiiie s 3090
AMIAON. .. 159

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.

= Gélose EMB (Eosine Bleu de Méthyléne)

Pour 1 litre de milieu :

PEPLONE. ... 10,0

I Tod (017 = T 10,09
Phosphate dipotaSSIQUE. ........ccuerveiveriirieiieieeeee s 2,09
EOSING JAUNAIE..........oeeveeeieeeeeese st 0,4g
Bleu de MELhYIENE............cov e 0,065¢
F N0 L To I TSRS 13,59

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

= Eau physiologique :
Pour 1 litre de milieu :
Chlorure de SOUIUM........ccoiiiiiiiireee e, 9,09

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.



