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Résumé

L’olivier sauvage est une plante médicinale appartenant a la famille des Oléacées. Cette
espéce est connue sous le nom d’"Ezzeboudj”, elle est reconnu par ses propriétés

thérapeutiques, et est largement distribué tout autour du bassin méditerranéen.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressé€s a 1’évaluation de la cytotoxicité vis-a-vis
des ¢érythrocytes et de rechercher le pouvoir antimicrobien des extraits bruts

hydrométhanolique et hydroacétonique des feuilles d’Olea europaea var. sylvestris.

Les extraits bruts ont été préparés par macération en utilisant deux systémes de
solvants : eau/acétone et eau/méthanol aux proportions de (30/70) (v/v). Les rendements

respectifs des deux extraits sont : 23.41 % et 24.01 %.

L’¢tude de la toxicité in vitro vis-a-vis des hématies a montré que nos extraits ne

présentent aucun effet toxique a 2mg/ml, 1mg/ml et 0.5mg/ml.

La méthode de diffusion sur milieu agar a été utilisée pour déterminer l’activité
antimicrobienne. Les résultats montrent que 1’activité de 1’extrait hydro-méthanolique est
légerement meilleure que I’extrait hydroacétonique. Le pouvoir antimicrobien a été remarqué
sur Escherichia coli, Proteus mirabilis, Micrococcus luteus, Enterobacter cloacae,
Salmonella typhimurium et Citrobacter freundii. La meilleure activité a été obtenue avec

Enterobacter cloacae (9.33 mm). Aucune activité n’a été obtenue sur Candida albicans.

Mots clés : Olea europea var sylvetris, effet hémolytique, activité antimicrobienne,

extraits bruts.
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Abstract

The wild olive tree is a medicinal plant belonging to the Oleaceae family. This species
is known as Ezzeboudj, it is recognized for its therapeutic properties, and is widely distributed

around the Mediterranean basin.

In this work, we were interested in evaluating the cytotoxicity towards erythrocytes and
in investigating the antimicrobial power of the crude hydro-methanolic and hydro-acetonic

extracts of the leaves of Olea europaea var. sylvestris.

The crude extracts were prepared by maceration using two solvent systems
water/acetone and water/methanol in proportions of (30/70) (v/v). The respective yields of the

two extracts are : 23.41% and 24.01%.

The study of the in vitro toxicity towards red blood cells showed that our extracts do not

present any toxic effect at 2mg/ml, Img/ml and 0.5mg/ml.

The method of diffusion on agar medium was used to determine the antimicrobial
activity. The results show that the activity of the hydro-methanolic extract is slightly better
than the hydro-acetone extract. Antimicrobial power was observed on Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Micrococcus luteus, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium and
Citrobacter freundii. The best activity was obtained with Enterobacter cloacae (9.33 mm).

No activity was obtained on C. albicans.

Key words : Olea europea var sylvetris, hemolytic effect, antimicrobial activity, crude

extracts.
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Introduction générale

Introduction générale

Dans la nature, il existe de nombreuses ressources aux vertus bénéfiques pour I’homme.
En plus de son alimentation, I’homme y trouve des substances actives qui lui procurent un
bienfait a son organisme (Rebbas et al., 2012). Dans le monde entier, les plantes ont toujours
¢été utilisées traditionnellement comme des remedes vis-a-vis de différentes maladies. Les
médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux
médicaments pharmaceutiques, et leur utilisation peut présenter de nombreux avantages par
rapport aux produits de synthése. C'est ainsi, que leur industrie est de plus en plus développée,
grace aux diverses études ethnobotaniques des plantes et études expérimentales spécialisées

dans la recherche de leurs activités. (Dibong et al., 2011 ; Mouas et al., 2017).

Malgré que les plantes aient une importance dans la médecine traditionnelle, plusieurs
espéces sont a 1’origine d’intoxications, constituant un probléme de santé publique assez
sérieux. (Najem et al, 2018). Pour cela, il est nécessaire de toujours vérifier la toxicité des
plantes employées par des tests avant de rechercher ou d’évaluer leurs activités biologiques

(Arab et al., 2013).

Le test d'hémolyse vis-a-vis des globules rouges est un bon indicateur de cytotoxicité de
toute substance ingérée car leurs membranes sont tres fragiles et leurs propriétés sont bien

étudiées (Fouché et al., 2000).

Les produits naturels parmi lesquels les essences végétales issues de plantes médicinales
sont une source prometteuse et un moyen efficace pour 1’éradication des germes résistants aux
antibiotiques puisqu’elles possédent un réservoir de molécules anti-infectieuses importantes
ayant des propriétés vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a Gram négatif

(Buchbauer,2011).

Dans la culture arabo-musulmane, 1’olivier est un arbre sacré et particulier. Il fait partie

des arbres cités dans le Coran : Sourate El-Noor aya 35. Olea europea ou Olivier est un petit

arbre, appartenant a la famille des Oléacées, et est considéré, comme une source naturelle de
polyphénols. L’olivier sauvage ou oléastre et I’olivier cultivé constituent les deux variétés
botaniques d’Olea europea (Hannachi et al., 2013). L’ Algérie fait partie des principaux pays
méditerranéens dont le climat est plus propice a la culture de ces especes (Himouret Yahia

2018).

15
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L’oléastre est largement utilisé par les populations locales en médecine traditionnelle
dans le traitement de diverses maladies. Les propriétés médicinales de 1’olivier sauvage sont

principalement attribuées aux feuilles utilisées en infusion ou en décoction (Arab et a/.,2013).

L’oléastre a fait I’objet de récentes recherches dans les domaines de la médecine et de
la pharmacologie. Il posséde des propriétés antidiabétiques (Bechiri-Abbes, 2016 ; Tayeb-
Dermel, 2019), ainsi que plusieurs études ont indiqué ses activités antioxydantes
(Bouabdallah ,2014 ; Bouarroud;j et al, 2016 ; Sghir, 2019), et antitumorales (Zeriouh et al,
2017).

Dans notre travail, nous nous intéressons a étudier les effets biologiques des extraits
bruts hydro-acétonique et hydro-méthanolique macérés des feuilles de 1’oléastre récoltés dans

la région de I’Ouerit. Cette étude se divise a :

v Evaluer d’une part, I’effet hémolytique des deux extraits bruts pour rechercher une
éventuelle cytotoxicité vis-a-vis des érythrocytes humains ;

v’ Et, d’autre part, rechercher les activités antibactérienne et antifongique des extraits
bruts vis-a-vis de souches bactériennes et de levures de référence par la technique de

diffusion sur agar.

16
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Chapitre 1 : activité antimicrobienne
1. Antibiotiques

Les bactéries sont des organismes procaryotes, qui ne contiennent pas de noyau. Leur
matériel génétique est localis¢ dans le cytoplasme sous forme d’un chromosome unique
circulaire. Dans le cytoplasme se trouve d’autres éléments, comme les ribosomes qui sont
indispensable a la synthése de protéines et aussi des organites responsables du fonctionnement
métabolique (Bianchi, 2013). Les bactéries ne sont pas toutes néfastes au corps humain, il y a
plusieurs bactéries qui vivent avec nous et qui ont un rdole de protection. C’est le cas des
bactéries du tube digestif, on parle alors de microbiote ou flore intestinale. Ce dernier est trés
utile a la digestion. Aussi, la peau est également recouverte d’un microbiote empéchant les
bactéries pathogenes de venir prendre leur place, et provoque une infection cutanée (Battraud

2017).

Les antibiotiques sont des agents thérapeutiques utilisés dans le traitement des
infections bactériennes. Ils ont révolutionné la médecine dés la découverte de la pénicilline en

1928, (WHO, 2014).

Ces agents sont obtenus a partir de bactéries, ou de champignons, ou par synthése de

n n

novo. Techniquement, le terme " antibiotiques " ne correspond qu'aux antimicrobiens

produits par des bactéries ou des champignons, mais il est utilis¢ comme synonyme de tous

les médicaments antibactériens (Brian, 2018).

D’apres Gaudy en 2005, les antibiotiques bloquent de maniére spécifique, les processus
métaboliques vitaux des bactéries sensibles et arrétent ainsi leur développement : soit

temporairement (effet bactériostatique) ou définitivement (effet bactéricide).

Il y a plusieurs types d’antibiotiques (Tableau 1) susceptibles d’agir sur les bactéries par

différents mécanismes :
- Antibiotiques qui inhibent la synthese de la paroi bactérienne ;
- Antibiotiques qui altérent la perméabilité de la membrane plasmique ;
- Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique ;

-Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs précurseurs.

18
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Figure 1 : Les cibles des antibiotiques (Lewis, 2013)

La résistance aux antibiotiques constitue un probléme majeur pour la santé publique
(Guillard et al., 2019). Les bactéries pathogenes, grace a leur flexibilité et plasticité génétique,
sont capables de mettre en place un programme de résistance spécifique contre un antibiotique
particulier. En effet, certaines souches ont une multirésistance vis-a-vis de plusieurs
antibiotiques a la fois, ce qu’on appelle les bactéries multirésistantes aux antibiotiques. Parmi
les bactéries pathogenes qui sont devenues un vrai probléme pour la santé humaine, on trouve
des especes appartenant aux familles des Entérobactéries, des Pseudomonadacés et des

bactéries de la famille des Acinetobacter qui sont quasiment résistantes a tous les

antibiotiques prescrits en thérapeutique (Chaudhary, 2016).
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Tableau 1 : Classe d’antibiotique et leurs mécanismes d’action

Antibiotiques a activité bactéricide Antibiotiques a activité
bactériostatique
Cible bactérienne Cible
Classe Exemple d’action Classe Exemple bactérien
ne
d’action
Betalactamin | Pénicillines Paroi (peptidoglycane) | Phénicoles Chloramphénico | Ribosome
e Céphalosporin le
es Thiophénicoles
Colimycine Membrane plasmique Tétracyclines Ribosome
Polymixines Cyclines
Streptomycine Erythromycine | Ribosome
Aminosides s Ribosome Macrolides pristinamycine
Gentamycines
Quinolones Ciprofloxacine | ADN gyrase Sulfamides Cotrimoxazole | Synthese
des acides
nucléiques
ARN polymérase Nitroimidazol | Métronodazole | Acides
Rifamycine Rifampicines e nucléiques

Selon Brian en, 2018, la résistance a un antibiotique peut étre inhérente a une espece

bactérienne particuliére ou acquise a la suite de mutations ou de l'acquisition de geénes de

résistance aux antibiotiques obtenus a partir d'autres especes.

Les genes de résistance peuvent étre transmis entre deux cellules bactériennes par les

mécanismes suivants :

e Transformation : absorption d'ADN nu d'un autre microorganisme ;

e Transduction : infection par un bactériophage ;

20
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e Conjugaison : échange de matériel génétique soit sous forme de plasmides, soit sous

forme de transposons.
Les bactéries ont des mécanismes de résistante variés qui leur permet :

=  D’expulser I’antibiotique ATB ou d’empécher son entrée ;

= Dégrader I’ATB ou le modifier afin de le rendre inactif';

= Déloger ou transformer la cible de 1’antibiotique, de sorte que celui-ci ne puisse plus
agir ;

= De redémarrer la synthése protéique: grace au geéne hlfx (est un facteur de
fractionnement des ribosomes induit par choc thermique ).Ce géne est exprimé en
présence d’antibiotique et donne FLX comme une protéine(c’est une GTPase),cette
derni¢re dissocie les ribosomes qui ont ét¢ bloqués par un choc thermique en deux
sous unités libres qui peuvent se réassembler et réamorcer la synthése protéique

(Zhang et al.,2015 ; Coatham et a/.,2016).
2. Antifongiques

Les micromycetes sont des eucaryotes caractérisés par la présence d’une paroi riche en
polysaccarides qui entoure la membrane plasmique. Cette derniére, son principal composant

est I’ergostérol (Garnaud et Cornet, 2020).

Les infections fongiques sont dues a des levures et des champignons filamenteux qui
sont capable de vivre et se développer a la température du corps humain. Une trentaine
d’especes de micromycetes sont fréquemment isolées en pathologie humaine, responsables
d’allergies ou d’infections superficielles bénignes, d’infections séveéres invasives ou
chroniques chez des patients séverement immunodéprimés ou suite a une pathologie
(infection par le VIH, hémopathie) ou un traitement (corticothérapie prolongée, allogrefte).
Le taux de mortalité¢ associée a ces infections est supérieur a 40 %. Parmi les agents

pathogenes, on trouve, Cryptococcus, Aspergillus et Candida (Garnaud et Cornet, 2020).

Pour la prévention et la prise en charge des infections fongiques invasives ou
chroniques, il existe quatre classes d’antifongiques: les échinocandines, les azolés, les
polyenes et les pyrimidines (Maubon et al., 2014). La cible majoritaire des antifongiques est
l'ergostérol présente a la membrane. Les antifongiques agissent soit sur sa biosynthése, soit
sur la synthése du (1,3)-B-D-glucane qui est un composant majeur de la paroi cellulaire

fongique (Robbins et al, 2016).
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Figure 2 : Mécanisme d’action des antifongiques (Garnaud et Cornet, 2020)

Echinocandines

Antifongiques azolés

Pyrimidines

En mycologie médicale et vétérinaire, on distingue deux types de résistance :

» La résistance intrinséque : présente naturellement chez toutes les souches d’une méme
espéce ou d’un méme genre. Elle est due a une absence de concentration de
I’antifongique dans la cellule ou a une faible affinité de I’antifongique pour sa cible.
Ce processus est bien connu pour la levure Candida krusei qui est naturellement
résistante au fluconazole. L’utilisation fréquente de cet antifongique en médecine
humaine, en prophylaxie ou en traitement curatif lors des candidoses a eu pour
conséquence le remplacement progressif de 1’espéce endogeéne sensible, Candida
albicans, par d’autres especes du genre Candida (C. krusei, C. glabrata ou C.
parapsilosis) (Guinea, 2014). Il est mentionné aussi qu’une résistance naturelle de la
moisissure Aspergillus terreus a I’amphothéricine B. Et plus récemment, la moindre
sensibilit¢ du dermatophyte géophile Microsporum gypseum vis-a-vis de la
griséofulvine a été rapportée (Nardoni et al. 2013).

» La résistance acquise : résulte par un processus de sélection génétique sous ’effet de
la répétition de I’administration de 1’antifongique. C’est un processus dynamique qui
peut étre observé chez n’importe quelle espéce fongique. Il se passe par différents
mécanismes : soit par la modification de la cible de I’antifongique, soit par la

surexpression de la cible de I’antifongique ou enfin par la surexpression de pompes
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membranaires d’efflux (qui réduisent rapidement la concentration d’antifongiques

dans la cellule fongique) (Cuenca-Estrella, 2014).

3. Plantes a activités antimicrobiennes

Les échecs du traitement causés par la résistance aux antibiotiques ont obligé la
communauté scientifique a chercher d’autres substances actives douées d’activité
antimicrobienne pour remédier a ce probléme de santé publique (Shin et Lim, 2004). Les
propriétés antimicrobiennes des plantes médicinales sont connues depuis 1’antiquité.
Cependant, les scientifiques commencent a s’y intéresser jusqu’au début de 20 siécle (Yano

et al., 2006).

Les produits naturels issus de plantes médicinales sont considérés comme un moyen
efficace pour 1’¢élimination des microorganismes résistants aux antibiotiques car elles
contiennent un réservoir de molécules anti-infectieuses important (Buchbauer, 2011). En

effet, plusieurs travaux s’intéressent a 1’évaluation de pouvoir antimicrobien des plantes.

Tableau 2 : Exemples des plantes ayant une activité antimicrobienne

CMI
(mg/mL)

o Nature Souches Inhibition
Especes CMB/CMF CMB ou

Parti Méthode d’extraction des  microbiennes en
(Parties de (mg/mL CMF/CMI

FAMILE

lant extraits utilisées mm
plantes) Référence
Acétate d’éthyle/ Extrait Staphylococcus
Acanthacées Acanthus o Y P 16 0,05
pubescens Macération total aureus ND ND Krief, 2003
(Fleurs)
Allium cepa ) Extrait Pseudomonas
Amaryllidacées Compression ) ) Benzeggouta
frais aeruginosa ND ND ND g
2005
Pupalia )
Eau-éthanol 3 Extrait  Salmonella .
Amaranthacées lappacea ' 1007 Hock /
} :7/Macération total typhi | | | oekou etal.,
(Feuilles) 5 .5
2012
Apiacées Cuminum M¢éthanol-eau 7 Extrait Staphylococcus 16.33 ND ND ND Athamena et
Cyminum L :3/Macération total aureus al., 2010
(Graine)
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Petroselinum ) Escherichia
Huile
crispum Hydrodistillation ) coli 25 ND ND ND Ouis, 2015
. essentielle
(Graine) ATCC25922
Xylopia .
A ] );l P Hvdrodistillati Huile  Escherichia Tatsadjicua et
nnonacees aethiopica ydrodistillation . .
essentielle coli al., 2003 ;
(Fruits) 32 ND ND ND }
Fleischer et
al., 2008
Ruta Huile Staphylococcus Daoudi et
Rutacées Soxhlet ) 32.6 ND ND ND
montana essentielle aureus CLIN ’ al. 2016
Gambeya
) afiicana Extraction par Extrait  Salmonella Obame et
Sapotacées 40 50 50 1
épuisement aqueux enterica CLIN Engonga,2009

Chapitre 2 : Plantes médicinales et étude de la cytotoxicité
1. Généralité

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorit¢é des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour assurer leurs soins de santé primaire et leur
subsistance. Ces communautés utilisent la plupart des espéces végétales, tant ligneuses

qu’herbacées, comme médicaments (Bouzid, 2016).

Une plante médicinale est une plante qui posséde dans un ou plusieurs de ses organes

des substances ayant des propriétés médicamenteuses (Sofowora et al., 2013).

Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont
nécessaires a leur survie (protéines, lipides, acides nucléiques et glucides (Small, Catling,
2000). Ces derniers ont un role important dans plusieurs processus physiologiques
(germination des graines, maturation des fruits, croissance cellulaire (Sarni-Manchado et al.,
2006). En plus de métabolites primaires, les plantes possedent d’autres composés qui sont des
dérivés de ces métabolites, appelés métabolites secondaires (Paul, 2015). Ils jouent un rdle
dans la limitation des dommages dus aux radiations ultra-violet, protection contre les
pathogénes, et aussi dans son interaction avec son environnement biologique et physique (EIl

Hadrami et al., 1997). Ces derniers sont produits en trés faible quantité, et présentent une
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grande variété structurale (plus de 200 000 structures définies) (Hartmann, 2007). Parmi les

métabolites secondaires bioactifs présents dans la plante :

e Les composés phénoliques : tanins, quinones, coumarines, flavonoides... ;
e Les composés azotés : alcaloides ;

e Les terpenes.
2. Cytotoxicité des plantes

Depuis les années 80, dans tout le monde, le recours aux plantes médicinales a connu
un regain d’intérét sans précédent. L’organisation mondiale de la sant¢ OMS estime que la
médecine traditionnelle, notamment par les plantes, couvre les besoins en soins de santé de
80% de la population des pays en voie de développement (Bousta et Ennabili, 2011). Mais
I’usage abusif de ces plantes les exposent a divers accidents parce qu’en plus des principes
actifs, les médicaments traditionnels contiennent d’autres molécules dont certaines ont des
effets toxiques (Ambe et al, 2016). Certaines plantes médicinales peuvent, a fortes doses,

présenter une menace pour la santé de I’homme (Haddouchi et al/, 2016).

Les plantes toxiques sont des plantes qui contiennent des composés chimiques
puissants, responsable d’effets indésirables et de toxicité (Khattabi et al., 2010). Ce sont des
especes végétales qui contient dans certaines ou toutes de leurs parties, des substances
toxiques pour l'homme ou les animaux domestiques. Ces substances toxiques sont
généralement des composés organiques, plus rarement minéraux. La toxicité se manifeste le
plus souvent par l'ingestion de certains organes, mais aussi par contact (Georges Becker,

1984).

Les substances toxiques des plantes sont nombreuses et leurs effets sont de nature

diverse. Parmi ces substances on trouve :

e Les hétérosides : Substances naturelles organiques. Cette classe est caractérisée par
l'association d'un sucre et d'une molécule non osidique. Ils possédent des propriétés
pharmacologiques marquées (Dauvin , 2009). On distingue surtouts les
cyanogénétiques et les sulfurés. Ces derniers, sont présents dans plus de 2500 especes
végétales et sont capable de libérer du cyanure d'hydrogeéne; un gaz hautement
toxique ;

e Les alcaloides : C’est des molécules organiques mono ou polycycliques d’origine

naturelle, renfermant du carbone, de I'hydrogene et plus spécifiquement de I'azote. Ils
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sont plus ou moins basique (Bruneton, 2009). Ils sont considérés parmi les toxiques
les plus puissants ;

e Les substances qui sont connu par leur effet hémolytique sont les saponines et les
résines (Bruneton, 2008).

La toxicité d'une plante dépend de plusieurs facteurs : (Becker, 1984)
*La facon dont l'organisme est entré en contact avec cette plante ;

La partie de la plante incriminée : le principe actif d’une plante toxique peut étre dans
toute la plante ou juste dans une ou plusieurs de ses parties : la racine, les baies, ou les

feuilles ;

*La dose administrée a 1’organisme : certaines plantes médicinales peuvent, a fortes

doses, présenter une menace pour la santé de I’homme ;

L 'état général de I’organisme.

Il y a trois types de toxicité en fonction de sa durée : aigué, subaigué et chronique
(Bismuth et al., 1987).

2.1. Toxicité aigue

La toxicité aigiie est les manifestations pathologiques consécutives a une exposition
unique de courte durée (24-48h) a une substance toxique (produits chimiques,
médicaments...) qui se comporte comme un poison dans I’organisme et provoque des troubles

biologiques graves ou mortels (Génestal et Cabot, 2009).
2.2. Toxicité subaigué

Une intoxication subaigué concerne les conséquences nocives dues a la répétition de
doses dans une période inférieure a 1 mois et ne produisent pas d'effets toxiques immédiats.

Le produis est administré quotidiennement (Montgomery, 1990 ; Laroche, 2001).
2.3. Toxicité chronique

Elle résulte de 1’exposition prolongée a de faibles doses d’un toxique entrainant ainsi
des lésions insidieuses apparaissant a long terme, réversibles ou non et qui sont dues a

I’accumulation du toxique ou de son effet (Génestal et Cabot, 2009).
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Tableau 3 : Exemples de quelques plantes médicinales avec un effet toxique (Najem et al., 2018)

Partie bibliographique

. Nom Nom Nom Partie Maladie Duré .
Famille . Co Lo e s Dose | de Posologie
vernauculaire scientifique commun étudié traitée .
traitement
Apiaceae Bachnikha | Ammi visnaga (L.) L'acanthe Fr, Gr Den Pin 1
(umbelliferae) Lam G f/j
Aristolochia
paucinervis .
. . _ oA Mgét, Der,
Aristolochiaceae Berztem Pomel=A.longa L’ Aristoloche Ra Gas, Rhu Poicui G 1
subsp p”
paucinervis J
(Pomel) batt
Apocynaceae Defla Nerium oleander L Le laurier rose F1, Fe Der, Rhu, Poi, Cui G 1
Abcés f/j
Asteraceae = Dad ; addad Atractylis \ PLEn Der, Rhu, . . 1
Compositae gummifera L. Le Chardon a glu Abces Poi, Cuil G f/j
Capparaceae Kebbar ; Taglulut Capparis spinosa L Le Caprier Fr, Gr Ost, Rhu Poi, Cuil 1
R commun G p
Afsas J
Chenopodium Den,
Chénopodiaceae Mkhinza ~henop L’Ambrosine Fe, PLEn Der, . 1
ambrosioides L. Poi G .
Gas, Fvr, f/j
maux de téte
. . ORL,
Kohila Lavandula multifida | La lavande Fe, Pl. En . 2
L multifide Gas, Poi G i
Rhu, Re
Uro,
Lavandula stoechas | La lavande Fe, PL. Der, C o
Halhal L stéchade; En Gas, Res, Poi,Cuil G tl./.
Lavande papillon Rhu J
Lamiaceae La sauge Fe Uro, Mét,
Salmia Salvia officinalis L. | officinale i Gas, Rhu, S. Poi,Cuil 2
. Pl. En G .
(cultivée) Chv, f/j
calmant
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Sekkoum; Tazzit Asp aragus L As.perge Ra, Fe, Gas, Rhu, Poi G ! .
. officinalis L. officinale Bou f/j
Liliaceae Bassila:
) ’ Urginea L’Urginée ORL, Gas Cru, Cui 1
Ansal; ritima (L.) Ra S p”
Bssel eddib maritma (. J
Azzaytoun el L’Oléastre ; Meét, Den, . .
Oleaceae berri: Olea europea subsp L ’Olivier Fe Gas, Rhu Pin G 11/
. oleaster
zebbouj sauvage
. La .
Plumbaginaceae Swake raayan Plumbago europea Dentellai Ra, Fe, PL Ost, Der, Pin G 16
L re- En Rhu
Bed I-ghul; La Ost, .
Solanaceae Taryéla Mandragc?ra Mandragore Ra, Fe Mét Cuil IS 11/
autumnalis Rhu

Fe : Feuille, Fr : Fruit, F1 : Fleur, Ra : Racine, Gr : Graine, Bou : Bourgeon, Pl. En : Plante enti¢re, Cui : Cuit, Der : Dermatologiques, Res :

Respiratoires, Uro : Urogénitales, Gas : Gastriques, Den : Bucco-dentaires, Mét : Métaboliques, Ost : Osteo-articulaire, Rhu : Rhumatologie, S.

Chv : Soin de cheveux, Fvr : Fiévre, Pin : Pincée, Cuil : Cuillerée, Poi : Poignée, J : Jour, S : Semaine, G : Jusqu’a la guérison
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3. Hémolyse

Les érythrocytes sont la principale composante cellulaire du sang. Ils sont le produit
d’un processus de différenciation qui commence dans la moelle osseuse ou les cellules
souches hématopoiétiques se différencient en globules rouges. Ils sont biconcaves de 8 um et

d'une durée de vie de 120 jours (Pasini, 2008).

L'érythrocyte est une cellule non nucléée dont la membrane plasmique est son seul
composant structurel qui explique toutes ses diverses caractéristiques antigéniques, de

transport et mécaniques (Mohandas et Gallagher, 2008).

Les globules rouges assument leur principale fonction qui est de transporter 1’oxygene
des poumons vers les tissus grace a I’hémoglobine. La réaction chimique fixant I’oxygene a

I’atome de fer contenu dans 1’héme est appelée oxydation (Lewis ef al., 2011).

La membrane érythrocytaire est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle
s’insére un nombre important des protéines reliées au cytosquelette sous-membranaire. Le
contenu de la membrane érythrocytaire est similaire a la plupart des membranes animales et
elle est composé de 19.5% d’eau, 39.5% des protéines, 35.1% des lipides et 5.8% des glucides
(Yawata, 2003). Le cytosquelette comprend plusieurs protéines dont la spectrine, I’ankyrine et

I’actine (Manaargadoo-catin et al., 2016).

L'organisation structurelle de la membrane des globules rouges humains lui permet de
subir de grandes déformations réversibles tout en conservant son intégrité structurelle pendant
son séjour de 4 mois dans la circulation. Sa membrane présente un comportement matériel
unique. Il est trés élastique (100 fois plus souple qu'une membrane en latex d'épaisseur
comparable), réagit rapidement aux contraintes de fluide appliquées et est plus résistant que

l'acier en termes de résistance structurelle (Mohandas et Gallagher, 2008).

L'hémolyse est un phénomene physiologique irréversible ou ’hémoglobine est libérée
suite a une perturbation de la membrane cellulaire des érythrocytes aprés une durée de vie de

120 jours qui est un laps de temps normal (Thomas et al., 2013).

La libération de 1’hémoglobine lors cette destruction colore le sérum ou le plasma plus
ou moins fortement selon le degré en rouge orangé (Lippi et a/,2011). On distingue deux

types d’hémolyse : physiologique et pathologique.

3.1. Hémolyse physiologique
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L’hémolyse physiologique est un phénoméne essentiellement intra-tissulaire, mais une
faible partie de l'hémolyse physiologique se déroule dans la circulation sanguine. Les
hématies agées, sont phagocytées par les macrophages du systeme des phagocytes
mononuclés. Chez le sujet normal, la majorité des globules rouges GR sont détruits dans les
macrophages de la moelle osseuse. Le reste de 'hémolyse se répartit dans l'organisme, en
particulier dans la rate et le foie. Cette phagocytose porte sur les GR dont le vieillissement

s'est traduit par :

e Des modifications biochimiques : ralentissement métabolique, perte des lipides
membranaires, phénomenes oxydatifs, diminution du contenu enzymatique ;

e Des modifications morphologiques (tendance a la sphéricité par réduction de la
surface membranaire et/ou hyperhydratation) ;

e Trouble des échanges ioniques : augmentation du flux de Na' dans la cellule et
diminution de la concentration de K* intracellulaire ;

e Des modifications de la plasticité¢ (diminution de la déformabilité des GR entrainant

une stagnation dans les capillaires) (Beaumont et Hergaux, 2005).
3.2. Hémolyse pathologique

C’est la destruction précoce et exagérée des hématies circulantes sous I’effet d’un
processus hémolytique qui peut étre soit intrinseque (hémolyse corpusculaire) ou extrinséque
(hémolyse extra-corpusculaire). L ’hémolyse pathologique peut étre congénitale ou acquise.
Un des constituants vitaux du GR (membrane, enzyme, hémoglobine) sont toujours affectés
par ce processus (Beaumont et Hergaux, 2005). Dans ce phénomeéne, on distingue deux types

d’hémolyse :
3.2.1. Hémolyse intravasculaire

Elle se passe a l'intérieur des vaisseaux et libére de I'hémoglobine directement dans le
plasma. La partie protéique de I'hémoglobine se fixe sur 1'haptoglobine et forme un complexe.
Ce dernier est capté par les cellules du foie ou I’hémoglobine est dégradée. (Bossyt et

Boeynaems, 2001 ; Aguillar-Martinez, 2007).
3.2.2. Hémolyse extravasculaire

C’est un processus prédominant, qui se produit lorsque les globules rouges 1ésés ou

anormaux sont ¢liminés de la circulation par la rate et le foie. L’hémolyse extravasculaire est
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typique de la sphérocytose héréditaire et aussi I’anémie hémolytique auto-immune. (Aguilar-

Martinez, 2007).

Chapitre 3 : Plante étudiée : Olea europea var sylvetris
1. Introduction

L’oléastre est un arbre trés €pineux et rameux, a des feuilles treés petites (Beddiar et al,
2007). 11 est présent sous deux formes non distinguables morphologiquement : soit indigéne,

soit dérivant de descendants ensauvagés d’oliviers ou « féral » (Besnard et Bervill¢, 2000).

Olea europea ou olivier appartient a la famille des oléacées (Hannachi et a/, 2013). Elle
comporte deux formes différentes : la forme sauvage « variété sylvetris » et la forme cultivé «

variété europea sativa » (Chiappetta et Muzzalpo, 2012 ; Kailis, 2017).

L’oléastre se différe de 1’olivier sauvage dans la taille de fruit ou elle est 1.2 a 4 cm
pour la forme cultivé et inférieur a 1.5 cm pour la forme sauvage. En plus, la teneur en huile
n’est pas la méme pour les deux formes et chacune des deux espéces a son écosysteme

(Hannachi et al., 2013).

Les noms scientifiques et vernaculaires de I’espece de 1’olivier sauvage sont mentionnés

dans le tableau 1.

Tableau 4 : Noms scientifique et vernaculaire de I’olivier sauvage

Sous-espéce de

. Nom scientifique Noms vernaculaires
9
Polivier

Francais : Oléastre ;

Arabe : Zebbouje (Jacques-
Meunig, 1982) ;

Olea europaea var

Olivier sauvage sylvestris Kabyle : Tazebboujt (De
Candolle, 1883) ;

Le haut Atlas au Maroc :
Azzemmour,

(Boudribila, 2004).

2. Classification taxonomique
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La taxonomie de I’olivier sauvage est la suivante : (Cronquist, 1981 ; Bardoulat, 2013).
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea
Especes : Olea europaea L.

Sous-especes : Olea europaea L. ssp. Sativa Hoffm. et Link (= O. europaea L. ssp.

Europaea) ;
Olea europaea L. ssp. Oleaster Hoffm.et Link (= O. europaea L. ssp. sylvestris).
3. Description morphologique

Olea europea var sylvetris est la forme sauvage de I’espece (Olea europaea subsp.
europaea var. sativa) (Breton et Berville, 2012) qui croit dans les régions méditerranéennes.
Les feuilles sont simples, et elles ont une forme ovale, persistantes et opposées. La face
inférieure est de couleur blanc argentée et vert grisatre a la face supérieure. Généralement,
elles sont plus petites que celles de 1'olivier cultivé. Les rameux sont épineux et de section
presque carrée (Gherib, 2014). Les fleurs de I’oléastre sont petites et blanches avec quatre
pétales. Elles sont réunies en grappes dressées. Les fruits sont des drupes ovoides, vertes,
puis, ils prennent une couleur noire a maturité, & noyau dur fusiforme (Brunton, 1999 ;
Ghedira, 2008). L’olivier sauvage donne des rendements en huiles beaucoup plus faible par

rapport a I’olive cultivé (Djenane et al., 2018).

Olea europea var sylvetris se reproduit sexuellement, ou le pollen peut étre distribué par

le vent et les oiseaux (Baldoni et al., 2006).
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(©) (D)

Figure 3 : Formes des fruits, feuilles, inflorescence et arbre de 1’oléastre.
(A) : Fruits verts, (B) : Fruits murs, (C) : inflorescence, (D) : Arbre. (Gherib, 2014).
4. Répartition géographique
L’olivier a été domestiqué au début de Néolithique au Proche-Orient, et ils ont identifiés
plus de 1000 cultivars différents. Cependant, 1’oléastre se trouve dans le bassin méditerranéen

occidentale tel que Maroc, Algérie, France, Espagne, Tunisie, et orientale : Chypre, Turquie et

Palestine (Belarbi et al., 2011).

Les populations d'oliviers sauvages sont distribuées dans différents environnements,
avec des altitudes différentes et des sols qui sont considérés comme une source tres
importante de sa résistance aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le vent, la baisse de

température et le sel (Aranda et al., 2011).
5. Composition chimique

5.1. Huile d'oléastre
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5.1.1. Acides gras (Grumezescu, 2017)

v' Acides gras saturés (AGS) : l'huile contient environ 25 % d'acides gras saturés qui
sont : L’acide palmitique (C16 : 0) et I’acide stéarique (C18 : 0) ;

v' Acides gras monoinsaturés (AGMI) : ils représentent 55 a 80 % de la teneur en
lipides de l'huile d'olive. On retrouve : L'acide oléique (C18 : 1) qui est le plus
abondant avec environ 77.4% (Ghazghazi et al, 2015) et I’acide palmitoléique (C16 :
)

v Acides gras polyinsaturés (AGPI) : ils représentent 4 a 22 % de la teneur en lipides
de I'huile d'olive : 1'acide linoléique (C18 : 2) et 'acide a-linoléique (C18 : 3).

La composition des acides gras de I'huile sera différente en fonction du climat, de la latitude

et du degré de maturation des fruits au moment de la récolte (Rayan, 1998).

Pour une meilleure conservation de la qualité du produit, il faut que les huiles d’olive ne
contiennent pas plus de 10 % d’acide linoléique, car c’est le principal responsable du

vieillissement chimique de I’huile.
5.1.2. Triglycérides

Les stérols sont des constituants importants des huiles d'olive car ils sont liés a la qualité
de l'huile. Le B-sitostérol est le principal stérol, suivi par le AS-avenasterol et le campestérol

(Hannachi et al, 2013).

Les olives contiennent des antioxydants en abondance (jusqu'a 16 g/kg), tel que
I’actéoside, I’hydroxytyrosol, le tyrosol et les acides phénylpropioniques, ainsi que d'autres
composés réputés d’étre des agents anticancéreux (par exemple le squaléne et les terpénoides)
(Owen et al., 2004). En plus, il y a les tocophérols (Djenane et al., 2012), les flavonoides et
les composants phénoliques ou les plus abondants sont les secoiridoides comme I'oleuropéine
et le diméthyloleuropéine (Bianco et Uccella, 2000). En plus, I’huile de I’oléastre contient les

chlorophylles et les caroténoides (Dabou et al.,2011 ; Gherib, 2014).
5.2. Feuilles
Les feuilles d’Olea europea var sylvestris contiennent :

e Les cinchonidines, un alcaloidecquinoléinique. Elles contiennent aussi l'oleuropéine
(Ghedira, 2008).

e Les acides gras mono-insaturés tels que l'acide oléique (Huang et al., 2010)
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e L'extrait de feuilles d'oléastre peut inclure des traces d'éléments vitaux comme le
sélénium, le fer, le zinc, la vitamine C, le B-caroténe et une quantité importante
d'acides aminés (Polzonetti ef al., 2004).

De plus, selon les travaux réalisés par Hannachi et ses collaborateurs :

v" Le noyau : contient différents acides gras en proportion différentes, dont, 1’acide
oléique, palmitique et linoléique. Des protéines, comme la globuline qui est en
premier, suivie par 1’albumine et la prolamine.

v La pulpe : contient les acides gras présents dans le noyau, mais en quantité différente.
En plus, elle contient le potassium, le sodium et les composés phénoliques (Hannachi

et al, 2019).
6. Intérét thérapeutique :

L’huile de I’olivier sauvage a plusieurs effets thérapeutiques, d’apres Sidi Mammar

(2012). Les vertus médicinales de ce produit sont :

v" Traitement des maladies cardiovasculaires ;

Son absorption réguliére par voie orale élimine le mauvais cholestérol ;
Un effet positif sur le thume et les affections pulmonaires ;
Amélioration de la vision par 1’ajout d’une goutte d’huile dans I’ceil ;
Réduction des douleurs musculaires ;

Régulation de la tension artérielle ;

N N N R

Utilisation contre les maladies cutanées parasitaires, comme bain de bouche pour les
gencives et aussi pour calmer les douleurs dentaires (Goodyer, 2000).
L’huile de D’olivier sauvage a un forte activité¢ antiradicalaire, antibactérienne, et
antifongique (Ghazghazi et al., 2015 ; Mirad et Badis,2019). Il est utilisé aussi comme un
antidote vis-a-vis de quelques toxines et un bon lubrifiant pour les cheveux (Bammi et

Douira, 2002).

L'hydroxytyrosol retrouvé dans l'huile d'olive, exerce une activité antioxydante, anti-

inflammatoire, anti-plaquettaire et anti-athérogene (Tejada et al., 2017).

I’extrait phénolique de 1’oléastre a concentration de 20 pg / ml réduit le nombre de cellules
canceéreuses du colon d'environ 50% sans affectant la viabilité des cellules normales du c6lon

(Zeriouh et al., 2017).
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Mateériel et methodes

Partie expérimentale

Ce travail est réalis¢ dans le laboratoire de recherche : Antibiotique, antifongique :
physico-chimie, synthése et activité biologique, du département de Biologie, Faculté¢ des
sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de I’univers — Université Abou Bekr

Belkaid, Tlemcen.
1. Préparation des extraits bruts
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de 1I’expérimentation est représenté par des feuilles
de I’olivier sauvage qui sont récoltées durant le mois de Décembre 2019 dans la région 1’Ourit
a Tlemcen. Puis, elles sont séchées a 1’air libre et a 1’abri de la lumiére et de I’humidité. Elles

sont par la suite coupées finement et broyées le jour de I’expérimentation.
1.2. Préparation des extraits bruts

Deux extraits bruts sont préparés par macération de 24 heures avec 200 ml
d’eau/méthanol et 200 ml d’eau acétone. Les proportions utilisées pour les deux systémes de

solvants sont (30/70) (v/v).

Ensuite, les extraits sont filtrés et concentrés par un évaporateur rotatif a 60°C pour
¢liminer la phase organique. La phase aqueuse des deux extraits est évaporée dans une étuve a

35° C. Les résidus obtenus sont conservés au réfrigérateur a + 4°C.

2. Activités biologiques

2.1. Evaluation de I’effet hémolytique

Le test de I’effet hémolytique des extraits bruts d’oléastre a été réalisé in vitro sur une
suspension d’érythrocytes du sang humain dans le PBS (Phosphate Buffered Saline) a pH =

7,4 [chlorure de potassium (2,7 mM), dihydrogénophosphate de potassium (2 mM) ,Chlorure
de sodium (137 mM), hydrogénophosphate de sodium (8§ mM)] (Mohan, 2006).

Un prélévement sanguin a été réalisé a partir d’un sujet sain dans un tube héparine, puis,
centrifugé a 2500 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma) est ¢liminé et le culot
a été lavé deux fois par le tampon PBS. Ensuite, la suspension érythrocytaire est préparée a 2

%.

Les deux extraits a tester sont préparés et solubilisés dans le tampon PBS a des

concentrations allant de 0,5 mg/ml a 2 mg/ml.
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Le test de 1’effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la méthode de Guo-
Xiang et Zai-Qun ,2007 et OMS 2011). Dans des tubes a hémolyse, 90 ul de chaque extrait a
différentes concentrations sont ajoutés a 8910 ul de la suspension érythrocytaire préparée a 2
%. Les tubes sont incubés pendant 60 minutes a 37 °C dans un incubateur agitateur. Les

prélévements sont réalisés aux temps 0, 30 et 60 minutes d’incubation.

Des prélevements de 500 pl sont réalis€s pour chaque tube et sont mélangés
délicatement avec 1.5 ml de tampon PBS. Les tubes sont centrifugés a 2 500 rpm pendant 5

minutes.

La lecture des absorbances des surnageant est effectuée a 548 nm a D’aide d’un

spectrophotomeétre contre un blanc contenant du PBS.

Dans les mémes démarches expérimentales, un tube d’hémolyse totale qui contient
2970 pl de la suspension érythrocytaire et 30 pl de Triton X100 et un tube témoin négatif
composé de 2970ul la de suspension érythrocytaire et 30ul de la solution tampon de PBS sont

préparés et testés.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage par rapport a

I’hémolyse totale, apreés 60 minutes d’incubation, selon la formule suivante :

2.2. Evaluation de P’activité antimicrobienne
2.2.1. Microorganismes

L’activité antimicrobienne est réalisée sur 11 souches bactériennes : Escherichia coli
ATCC 8739, Proteus mirabilis ATCC 35659, Micrococcus luteus ATCC 9341, Enterobacter
cloacae ATCC 35659, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Salmonella typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis ATCC 49452, Citrobacter freundii ATCC 8090
et une levure : Candida albicans ATCC 10231.

2.2.2. Activité antibactérienne

Cette activité a été déterminée par la méthode de diffusion sur milieu solide selon le

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en 2012.
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a. Préparation de I’inoculum

» Préparation de la préculture
Les tests antibactériens sont réalisés a partir de cultures jeunes (18h), en phase de
croissance exponentielle. La revivification des souches est effectuée par ensemencement de
I’espéce bactérienne sur un milieu solide qui est une gélose nutritive stérile GN. Apres une
incubation de 24 heures a 37°C, un deuxi¢me repiquage est réalis¢ dans des boites

de pétri contenant le milieu Mueller Hinton MH, puis, incubées dans une étuve a 37°C.

» Préparation de la suspension bactérienne
A partir de cultures jeunes, nous avons prélevé quelques colonies bien isolées dans 1’eau

physiologique stérile.

Apres homogénéisation du mélange, la suspension est ajustée au standard McFarland
0.5 a I’aide d’un spectrophotomeétre qui correspondant a une absorbance comprise entre 0.08
et 0.13 lue a 625 nm ou I’absorbance finale de colonie obtenue est équivalente a 10* UFC/ml.

L’ensemencement est fait par écouvillonnage sur le milieu de gélose Mueller Hinton.
b. Technique de diffusion sur gélose

Des disques en papier filtre de 6 mm de diametre sont préparés et stérilisés. Ces disques
sont imprégnés par 10 pl des extraits hydrométhanolique et hydroacétonique a tester a une
concentration de 50 mg/ml dans le DMSO. Ensuite, les disques sont transférés dans les boites

inoculées a I’aide d’une pince. Et les boites sont incubées ensuite pendant 24 heures a 37°C.

Par la suite, un antibiogramme est réalisé pour chaque espéce bactérienne testée, il
consiste a déterminer la résistance des souches bactériennes a I’antibiotique gentamycine.
Ainsi, nous avons déposé les disques d’antibiotiques sur la gélose MH préalablement
ensemenceée, puis, incubé les boites a 37 °C pendant 24 heures. Trois répétitions sont réalisées

pour chaque extrait et pour ’antibiotique testé.
c. Lecture

La lecture est réalisée aprés 24 heures d’incubation a 37°C. Elle consiste a mesurer les
zones d’inhibition entourant les disques déposés sur le milieu. Les valeurs sont exprimées en

millimétres.
2.2.3. Activité antifongique

a. Préparation de I’inoculum
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L’inoculum est préparé dans les mémes conditions comme pour les bactéries avec un
équivalent a 0.5 McFarland. Sauf pour I’absorbance qui doit étre comprise entre 0.12 et 0.15
lue a une longueur d’onde de 530 nm ou [’absorbance finale de colonie obtenue est
équivalente a 10° UFC/ml, et le milieu de culture utilisé pour la levure est le sabouraud

liquide.
b. Technique de diffusion sur gélose Mueller Hinton supplémentée.

Cette méthode a pour objectif de tester la sensibilité des levures capables de fermenter

le glucose vis-a-vis des substances antifongiques.

Le milieu Mueller Hinton gélosé est supplémenté de 2% de glucose et 0.5ug/ml de bleu
de méthyléne. Ce colorant permet de produire des zones d’inhibition bien visibles. Par la
suite, la souche est ensemencée sur les boites de pétri contenant le Mueller Hinton
supplémenté. Les disques stériles préparés préalablement et imprégnés par 10 pl/disque de
nos extraits a tester, sont déposés sur la gélose. Ensuite, les boites sont incubées a 35° C

pendant 24 heures (CLSI ,2004).

Nous avons testé I’amphotéricine B, un antifongique de référence, dans les mémes

conditions sur la levure de Candida. Les tests sont réalisés trois fois pour chaque extrait.
c. Lecture

Aprés incubation, la lecture des boites est effectuée et les diamétres de zones

d’inhibition sont mesurés.
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Résultats et interprétation
1. Rendement des extraits bruts préparés

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de 1’extrait et la

masse de la matiere premicre végétale traitée.

Le rendement est calculé par la formule suivante :

@=PEB/PMVX 100

Ou, R (%) : représente le rendement en pourcentage ;

PMYV : poids de matiere végétale (g) ;
PEB : poids de I’extrait brut (g).

Tableau 5 : rendement des extraits bruts de ’olivier

Poids de
Mode de Nature Masse de Rendement
matériel végétal
préparation d’extrait Iextrait (g) %
(®
Eau-
acétone 4.683 23.415
20 Macération
Eau -
4.803 24.015
méthanol
2. Effet hémolytique

Les figures ci-dessous présentent I’évolution des absorbances de 1’effet hémolytique des

extraits en fonction de temps.

Les tests d’hémolyse vis-a-vis des érythrocytes ont été réalisés pendant 60 minutes a
une température de 37°C. Les extraits sont testés a trois concentrations différentes : 2 mg/ml,

1 mg/ml et 0.5 mg/ml.

D’aprés les résultats obtenus, nous n’avons observé aucune hémolyse des globules

rouges en présence des extraits et aux concentrations étudiés.
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Le taux d’hémolyse le plus ¢élevé en présence de I’extrait hydro-acétonique est
¢gale 0.0408 %, et il est égale a0.0168 % pour I’extrait hydrométhanolique a une

concentration de 2 mg/ml (aprés 30min).
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Figure 4 : Evolution des taux d’hémolyse obtenus pour 1’extrait brut eau-acétonique du

feuille d’Olea europea var sylvestris
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Figure 5 : Evolution des taux d’hémolyse obtenus pour 1’extrait brut eau-méthanolique

du feuille d’Olea europea var sylvestris

3. Activité antimicrobienne
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Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien de nos extraits hydro-acétonique et hydro-

méthanolique des feuilles de I’olivier sauvage par la méthode de diffusion sur milieu solide.

L’effet antimicrobien de nos extraits vis-a-vis des souches bactériennes, est estimé par

la mesure des diametres d’inhibition autour des disques qui sont imprégnés avec nos extraits.

Tableau 6 : Activité antibactérienne de

I’extrait hydro-acétonique et

méthanolique des feuilles de I’olivier sauvage et de I’antibiotique de référence gentamicine.

hydro-

Diameétres (mm)

Les souches Nature de Gentamycine
I’extrait
Escherichia coli ATCC 8739 EA 7.3+1.5 23
EM 8,3+2.5
Proteus mirabilis ATCC 35659 EA 7 26
EM 7.3+1.1
Micrococcus luteus ATCC 9341 EA 7.6+1.5 24
EM 8.6+2.3
Enterobacter cloacae ATCC EA 8.3£0.5 24
13047 EM 93+1.1
Listeria monocytogenes ATCC EA 6 24
15313 EM 7+ 0.5
Bacillus subtilis ATCC 6633 EA 6+ 0.5 23
EM 6+0.5
Salmonella typhimurium ATCC EA 8£1.7 24
13311 EM %2
Pseudomonas aeruginosa ATCC EA 6+0.5 20
27853 EM 6+0.5
Bacillus cereus ATCC 10876 EA 6+0.5 23
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EM 740.5
Enterococcus faecalis ATCC EA 7+0.5 23
49452 EM 73405
Citrobacter freundii ATCC 8090 EA 7.6+2 18
EM 7.6+ 2

E A : Extrait hydroacétonique ; E M : Extrait méthanolique

Tableau 7 : Activité antifongique de nos deux extraits et de 1’antifongique de référence

amphotéricine B vis-a-vis de Candida albicans

Diamétres (mm)

Souche Nature d’extrait Amp B
Candida albicans ATCC EA 6 y
10231 EM 6

E A : Extrait hydroacétonique ; E M : Extrait méthanolique

D’aprés les résultats obtenus pour I’activité antibactérienne, nos extraits bruts a la
concentration de 50 mg/ml ont présenté une légére activité vis-a-vis de quelques souches
bactériennes : Enterobacter cloacae ATCC 13047 (9.3£1.1 mm), Micrococcus luteus ATCC
9341 (8.6+ 2.3 mm), Escherichia coli ATCC 8739 (8,3%2.5), Salmonella typhimurium ATCC
13311 (82 mm), Citrobacter freundii ATCC 8090 (7.6£2 mm), Proteus mirabilis ATCC
35659 (7.3= 1.1 mm). Cependant, les extraits n’ont pas présenté une activité vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 10876, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 et Bacillus subtilis ATCC 6633.

Nous avons noté que 1’extrait eau-méthanol a un effet légérement meilleur sur les
souches que le deuxiéme extrait eau —acétone. Cette différence peut étre liée a la différence en

composition chimique des deux extraits.

Selon les résultats de I’activité antifongique mentionnés dans le tableau 7, nous avons
remarqué que nos extraits a la concentration testée n’ont présenté aucun effet sur la souche de

Candida albicans.
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Discussion

Notre travail a pour but d’évaluer I’effet hémolytique et 1’activité antibactérienne des

extraits des feuilles d’Olea europea var. sylvetris.

Afin de mettre en évidence I’effet biologique de 1’oléastre, nous avons réalisé une
macération des feuilles de notre plante pendant 24 heures en utilisant deux systémes de
solvants : eau /méthanol aux proportions (30/70) (v/v) et eau / acétone aux proportions

(30/70) (v/v).

L’extrait hydro-méthanolique a présenté un rendement de 24,01 % qui est élevé par

rapport au rendement de I’extrait eau-acétone qui est de 23.415 %.

En comparant nos rendements obtenus avec d’autre travaux, nous observons que nos
valeurs de rendement sont élevées que celles obtenues par Moussouni et Seghir en 2019, qui
ont trouvé un rendement de 13,77% et de 19,76% pour les extraits eau-méthanol et eau-
acétone macérés, respectivement. Par contre, d’aprés les résultats enregistrés par Teyeb-
Dermel en 2019, a obtenu un rendement plus élevé de 32,705% pour I’extrait
hydrométhanolique préparé par une extraction sous reflux. De méme, Mirad et Badis en 2019,

ont trouvé un rendement de 31,51% pour I’extrait éthanolique préparé par macération.

Le rendement dépend donc de plusieurs parameétres : la période de la récolte, la méthode

d’extraction utilisée, le solvant utilis¢, ainsi que, 1’origine de la plante (Arab et a/, 2014).

Apres avoir préparé nos extraits, nous avons recherché leur cytotoxicité vis-a-vis des
globules rouges. Nos extraits n’ont présenté aucune toxicité aux trois concentrations testées

vis-a-vis des érythrocytes pour toute la période d’incubation (1 heure).

Une ¢étude in vivo, réalisée par Brahimi en 2017 sur 1’évaluation de la toxicité aigiie des
extraits d’Olea europea par gavage orale sur des rats. Cette méthode permet d’évaluer les
effets toxiques qui apparaissent dans un temps court apreés 1’administration d’une substance a
dose unique. Les rats ont recu 3 doses différentes pendant 3 jours (200 mg/ml, 600 mg/ml et
800mg/ml). Elle a noté que I’extrait de la partie aérienne d’Olea europaea n’est pas 1étal et
toxique a ces doses. Elle a ajouté que 1’évaluation de 1’effet de la dose de 800 mg/ml sur les
reins, les foies et les intestins gréles chez les rats Hamsters montre 1’absence d’impact
pathologique ou des altérations morphologiques sur les tissus, établie par le diagnostic
anatomopathologique des coupes histologiques, sauf des congestions vasculaires

remarquables.
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Dans le but d’estimer ’effet antimicrobien des extraits d’oléastre, nous avons réalisé le
test de diffusion sur milieu solide. D’aprés les diamétres d’inhibition mesurés autour des
disques, I’extrait hydrométhanolique donne un pouvoir antibactérien légérement meilleur par
rapport a I’extrait hydro-acétonique. Cette différence est peut-étre liée a la composition

chimique en métabolites secondaires dans les deux extraits.

Concernant ’activité antibactérienne, les extraits des feuilles d’oléastre ont une légere
activité vis-a-vis des souches étudiées. Nos résultats s’accordent avec les résultats de
nombreux auteurs qui ont obtenu une activité vis-a-vis des bactéries a Gram négatif ou a
Gram positif (Djenane et al., 2012 ; Bouharb, 2014 ; Himour et Yahia, 2018 ; Salama et al/.,
2020).

Nos extraits n’avez aucune activité sur Candida albicans. L’analyse de nombreux
travaux, a suggéré que l’activité antimicrobienne des extraits de plantes nécessitait dans la
plupart de cas des fortes concentrations (Bagre et al., 2006 ; Adejare et al. 2013). Ce qui
laisse supposer probablement que la concentration que nous avons utilisé était faibles et

expliqueraient 1’absence d’activité.

Une étude est réalisée par Nahal- Bouderba et a/., 2012 sur I’activité antibactérienne des
feuilles d’olivier sauvage. Les auteurs ont testé le pouvoir antimicrobien de I’extrait aqueux.
Ils ont constaté que ce dernier est réagi positivement sur toutes les souches testées dont les
diametres d’inhibition sont : Klepsiella. pneumoniae (11,7 mm) ; (13,3mm) Pseudomonas
aeruginosa; (9 mm)  Staphylococcus aureus et la meilleur activité est obtenue sue

Escherichia coli (15.3 mm) avec une CMI del150ul/ml.

Mirad et Badis en 2019 ont réalisé une extraction par macération hydroéthanolique des
feuilles en utilisant deux proportions : 50 % et 70 %. Elles ont constaté que les deux extraits
exercent une activité antibactérienne sur la majorité des bactéries testées a une concentration
de 200 mg/ml, et la meilleure activité est obtenue pour 1’extrait éthanolique 70%, dont les
diamétres d’inhibition sont: 17,97 mm contre Bacillus cereus ATCC 14579 ,19,97 mm
contre Staphylococcus aureus MUS0, 14mm contre Escherichia coli ATCC 25922, 12,93
mm contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Mais elles ont remarqué que cette
derniére souche est résistante avec un diametre de 6 mm vis-a-vis de I’extrait éthanolique a
50%. Ces mémes auteurs ont noté que les bactéries a Gram négatif sont moins sensibles que

les bactéries a Gram positif. Cette observation pourrait s’expliquer par la différence
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importante de la couche externe des Gram positif qui influence sur la perméabilité de la paroi
bactérienne et qui est généralement moins efficace chez les Gram négatif. Ceci peut étre di a
la présence d’un taux ¢levé de phospholipides dans la paroi des Gram négatif et de molécules
polysaccharidiques dans la membrane externe, imperméable aux molécules antibiotiques et
composés lipophiles, et aussi un espace périplasmique riche en enzymes qu’on ne retrouve

pas chez les Gram positif selon (Guinoiseau, 2011).

Mirad et Badis, ont réalis¢ la technique de dilution en milieu liquide (méthode
quantitative) qui comporte 1’étape de la détermination des concentrations minimales
inhibitrices CMI, dont une série de dilutions des extraits éthanoliques étudiés a été testée (50,

25, 12.5 et 6.25 mg/ml).

Elles ont noté que les extraits de I’olivier sauvage aux différentes proportions de solvant
d’extraction, montrent des CMI trés importantes de [’ordre de 6,25 a 12 ,5 mg/ml et allant
jusqu’a des CMI inférieures a 6,25 mg /ml pour D’extrait éthanolique a 70% vis-a-vis de
Bacillus cereus ATCC 14579 et Staphylococcus aureus MUS50. Concernant Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, la CMI est 12,5 mg/ml (pour I’extrait 70%). (Mirad et Badis,
2019).

I1 faut rappeler que I’activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont
le mode d’extraction, la concentration en principe actif et aussi I’origine des souches utilisées

(Thangara et al., 2000).

Onzo et al., 2015 indiquent que le diamétre d’inhibition différe d’un extrait a un autre et

d’une bactérie a une autre et du taux de croissance des microorganismes.

Les travaux de Bisignano et al. 1999, montrent que le passage de 1’état brut a 1’état

purifié augmente 1’activité antibactérienne et par conséquent diminue les valeurs des CMI.

Selon Brainte et al., 2000, les polyphénols sont les principaux composants
antimicrobiens des plantes du fait qu’ils possedent des modes d’action divers et des activités

inhibitrices et 1étales vis-a-vis d’un grand nombre de microorganismes.

Medina et al. 2006, indiquent que 1’oleuropéine, I’hydroxytyrosol et le tyrosol sont
parmi les composés majeurs antibactériens que contiennent les polyphénols, ce qui présente

un spectre d’action élargi.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales resteront toujours une source fiable de principes actifs d’intérét

thérapeutique. Face a la phobie des molécules de synthése chimique, leur utilisation est en

progression constante.

Notre étude avait pour objectif 1’évaluation du pouvoir hémolytique des extraits bruts

hydro-acétonique et hydro-méthanolique des feuilles d’Olea europea var. sylvestris, pour

rechercher une éventuelle cytotoxicité vis-a-vis des érythrocytes humains, et aussi, rechercher

les activités antibactérienne et antifongique des extraits bruts vis-a-vis de différents

microorganismes de référence.

A la lumiére des résultats obtenues, nous avons conclu que :

% Les résultats des tests d'hémolyse réalisés ont montré que les deux extraits bruts

>

v

d’Olea europea var. sylvetris ne présentent aucun effet toxique aux concentrations
utilisées : 2 mg/ml, 1 mg/ml et 0.5 mg/ml.

Nos extraits n’ont aucun effet sur Candida albicans ATCC10231, et aussi nous avons
not¢ que la meilleure activité antibactérienne est obtenue par 1’extrait hydro-
méthanolique. Concernant 1’activité antibactérienne, nous avons remarqué que nos
extraits ont une légere activité vis-a-vis de certaines souches, ou, le meilleur effet est

obtenu sur Enterobacter cloacae ATCC 13047 (9.33 mm).

En perspective, il serait fort intéressant de :

Approfondir les études in vitro par des expériences in vivo et de s’en assurer de
I’innocuité totale des extraits testés chez un modéle animal de choix ;

Déterminer les concentrations minimales inhibitrices CMI des extraits vis-a-vis des
microorganismes utilisés dans notre étude pour une meilleure évaluation des activités
antimicrobiennes ;

Rechercher et évaluer d’autres activités biologiques présentes dans les racines ;
Explorer la composition chimique des extraits et de tester I’effet isolé et synergique

des différents constituants des différents extraits de cette espece végétale.
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