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Résumé

Les extraits naturels issus des plantes utilisées en médecine traditionnelle contiennent une
variété des molécules biologiquement actives. Rubus ulmifoius appartient a la famille des
Rosacees ; une plante médicinale utilisée traditionnellement en Algérie pour leur propriétés

thérapeutiques.

Le but de cette étude est d'évaluer I’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique)
des extraits, mucilages et méthanoliques obtenus a partir de la partie aérienne (tiges et
feuilles) de plante médicinale: Rubus ulmifolius. L'activité des mucilages a été testée par la
méthode de diffusion en puits contre des micro-organismes pathogénes tels que
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Salmonella enteritidis et Candida albicans.

L'extrait de mucilage a montré un effet inhibiteur sur Candida albicans, les bactéries a Gram
négatif comme Escherichia coli et Salmonella enteritidis et sur les bactéries a Gram positif
comme Staphylococcus aureus a une concentration de 100 mg / ml avec des zones
d’inhibition de 8 a 11 mm, alors qu'aucun effet de I'extrait contre les souches de Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus et Bacillus subtilis. En conclusion 1’extrait de mucilage de Rubus

ulmifolius a une activité antimicrobienne contre les agents pathogenes humains.

Les mots clé : Rubus ulmifolius, activité antimicrobienne, mucilage



Abstract

Natural extracts from plants used in traditional medicine contain a variety of biologically
active molecules. Rubus ulmifoius belongs to the Rosaceae family; a medicinal plant
traditionally used in Algeria for their therapeutic properties.

The study aims to evaluate the antimicrobial activity (antibacterial and antifungal) of extracts,
mucilages and methanolics obtained from the aerial part (stems and leaves) of medicinal
plant: Rubus ulmifolius. The mucilage activity was tested by the well diffusion method against
pathogenic microorganism such as Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteritidis and Candida albicans.

Mucilage extract showed inhibition effect on Candida albicans, Gram negative bacteria like
Escherichia coli, and Salmonella enteritidis and on Gram positive bacteria like
Staphylococcus aureus at concentration 100 mg/ml with 8 to 11 mm inhibition zones, while
no effect of the extract against the Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, and Bacillus
subtilis strains. In conclusion, mucilage extract of Rubus ulmifolius has antimicrobial activity

against human pathogens.

Keywords: Rubus ulmifolius, antimicrobial activity, mucilage.
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Introduction générale

Les plantes médicinales constituent une source importante de soins de santé dans le
monde et la demande mondiale est de plus en croissance. Dans les pays en développement
cette demande est non seulement la résultante de 1’inaccessibilité des installations modernes
de soins de santé et les colts élevés de la médecine conventionnelle mais aussi de la
médecine traditionnelle qui est trés souvent considérée comme une méthode de traitement

plus appropriée (Ladoh-Yemeda et al., 2016).

Malgré les énormes progres en médecine humaine, les maladies infectieuses causées
par des bactéries, des champignons, des virus et des parasites constituent toujours une menace
majeure pour la santé publique (Zampini et al., 2009). Dailleurs, les résistances de ces
micro-organismes aux antimicrobiens, observées actuellement dans la pratique médicale
moderne, constituent un autre grand probléme lié au traitement de ces maladies. Elles
constituent I’une des menaces de santé les plus séricuses et peuvent frapper n’importe qui
dans le monde. Par conséquent, il est urgent de découvrir de nouveaux agents antimicrobiens

qui pourraient, éventuellement, présenter de nouveaux mécanismes d‘action.

Etant donné que les plantes utilisées en médecines traditionnelles contiennent des
composants antimicrobiens utiles contre les infections et qui peuvent aider dans la lutte contre
les maladies infecticuses liées a 1’antibiorésistance (Ngezahayo, 2016), de nombreux
chercheurs dans le domaine de I'ethnopharmacologie se sont concentrés dans les études de ces

composés au cours des dernieres décennies (Benbelaid et al., 2013).

Le mucilage végétal est un polysaccharide important en pharmaceutique avec une large
gamme d'applications comme des agents épaississants, liants, désintégrants, en suspension,
émulsifiants, stabilisants et gélifiants (Deore et Khadabadi., 2008). Outre son utilisation dans
les médicaments finis, de nouvelles utilisations ont été trouvées dans la préparation de

cosmétiques, de textiles et de papier peint (Shirwaikar et al., 2007).

Rubus ulmifolius Schott est un arbuste vivace appartient de la famille des Rosacées qui
pousse dans un sol sec ou sablonneux. Elle a été largement cultivé en Europe et en Afrique du
Nord (Fazio et al., 2013). Des études récentes ont révélées que les composés purs, isolés de
cette plante tels que l'ursane, les glycosides, les flavonoides, exercent une activite

antimicrobienne sur plusieurs microorganismes (Panizzi et al., 2002).



Introduction générale

L’objectif de la présente étude est I’évaluation de D’activité antimicrobienne de
quelques extraits, mucilages et méthanoliques de la partie aérienne (tiges et feuilles) de Rubus

ulmifolius.

Le travail est structuré en cing chapitres. Les trois premiers sont une synthése
bibliographique comportant une généralité sur les plantes médicinales et les propriétés de la
plante Rubus ulmifolius, aprés un apercgu sur les polysaccharides et les mucilages, ensuite une
étude de I’activité antimicrobienne de Rubus ulmifolius. Les deux autres chapitres comportent
le travail expérimental, les résultats obtenus et la discussion. Enfin, la derniére partie concerne

la conclusion finale et les perspectives de ce travail.

|-
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Chapitre 1 Plantes médicinales, Rubus ulmifolius

1. Les plantes médicinales

1.1. Généralité

Depuis longtemps 1’utilisation des plantes médicinales était connue pour améliorer et
guérir la santé de I’homme, elles sont exploitées a tous les niveaux, notamment au niveau
thérapeutique. Malgré le développement de la chimie de synthése, I’utilisation des plantes
médicinales a conservé une large place du fait de leur efficacité dans diverses procédures

thérapeutiques (Lazli et al., 2018).

Ces plantes ont une importance tant médicinale comme culturel, et aussi au plan
économique pour les pays en développement. Les médicaments & base des plantes sont
considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments pharmaceutiques
(Jdaidi et Hasnaoui, 2016).

1.2.  Phytothérapie

La phytothérapie est une pratique millénaire basée sur un savoir transmis et enrichi au
fil d’innombrables générations. En effet, durant des siecles et méme des millénaires, nos
ancétres ont utilisé les plantes pour soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et de génération
en génération.

On peut distinguer deux types de phytothérapie; d’une part, une pratique traditionnelle
basée sur I’utilisation des plantes selon les vertus découvertes empiriquement ; celle-ci est
encore employée massivement dans certains pays du monde, surtout ceux en voie de
développement ou c’est parfois le seul recours thérapeutique accessible. D’autre part, la
pharmacognosie, une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques recherchant
les extraits actifs des plantes et leurs effets, une fois identifiés sont standardisés (Daoudi et
al., 2016).

2. Mode d’emplois des plantes médicinales
Il existe des techniques tres variées pour préparer des remedes avec des plantes
médicinales (Hans, 2007). Les trois principes élémentaires de préparation des plantes sont:

I’infusion, la décoction, et la macération.
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2.1.  Infusion

C’est la forme la plus simple de préparation des plantes médicinales, on 1’applique
géneralement aux organes délicats de la plante comme les fleurs, feuilles aromatiques,
sommités. ..

L’infusion permet d’assurer une diffusion optimale des substances volatiles (essences,
résines, huiles...). La formule de préparation consiste a verser de 1’eau bouillante sur une

portion d’organes végétaux : fleurs, feuilles, tiges..., a la maniére du thé (Farid, 2011).

2.2.  Macération

La plante est mise & macérer dans de I’cau a température ambiante ou a une
température fixe pendant quelques heures. La macération concerne principalement les plantes
dont les principes actifs sont dégradés par la chaleur (Fleurentin et Hayon, 2016). S’opére a
froid plutét pour des plantes a gommes et mucilages. Laisser tremper les plantes seches ou
fraiches dans ’eau. Le temps de macération peut aller jusqu'a trois semaines. Une filtration
sera nécessaire avant la consommation. Grace a ces techniques, les principes actifs

hydrosolubles sont extraits (Bertrand, 2010).

2.3.  Décoction

La décoction est une méthode d’extraction consiste a placer la matiére végétale ou
plantes médicinales dans de I’eau que I’on fait bouillir pendant un temps donné. Les
décoctions sont généralement réalisées a partir des racines, d’écorce et de baies, aux quelles,

on ajoute parfois des feuilles et des fleurs pour extraire leurs principes actifs (Iserin, 2001).

3. Principes actifs des plantes médicinales
3.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes
les cellules de I'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. lls sont classés en quatre
grandes catégories: les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques
(Diallo, 2005).

3.2. Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires représentent une source importante de molécules
utilisables par ’homme dans les domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire.

|.



Chapitre 1 Plantes médicinales, Rubus ulmifolius

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides,
terpenes, composés phénoliques...), tandis que d’autres ont une répartition plus restreinte
comme les composés soufrés (Macheix et al., 2005; Najjaa et al., 2011).

3.2.1. Composeés phénoliques
a. Acides phénoliques

Ce sont les formes phénoliques les plus simples et ils inclurent deux majeurs sous-
groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques. Les acides
phénoliques sont présents généralement sous forme libre ou liés (Andjelkovic et al., 2006).
Les acides hydroxybenzoiques dérivent par hydroxylation de 1’acide benzoique avec une
structure de base de type C6-C1. Ces hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite étre
méthylés (Skerget et al, 2005). Les dérivés de lacide cinnamique (acides
hydroxycinnamiques) ont une structure de base de type C6-C3. lls appartiennent a la grande
famille des phénylpropanoides. Les acides hydroxycinnamiques sont les plus abondants des
composés phénoliques simples. Ces acides sont rarement trouvés dans la forme libre, sauf
dans les aliments transformés qui ont subi une congélation, stérilisation, ou une fermentation.
Les formes liées sont les dérivés glycosylés ou esters de I'acide quinique, acide shikimique, et
acide tartrique (Mattila and Hellstrém, 2007 ; Chira et al., 2008).

b. Flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune»> en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels, occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, ils sont
responsables de la pigmentation de différentes parties de la plante (Abedini, 2013; Bouakaz,
2006). lls se trouvent en générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes telle que les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits
(Havsteen, 2002).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune celles-ci partagent un
méme squelette de base a quinze atome de carbones « 2-phényl-1-benzopyrane » (NKkhili,
2009). Ils possédent de nombreux vertus médicinales : antioxydant, maintiennent une bonne
circulation, propriétés anti-inflammatoires et antivirale etc (Crozier et al., 2006).

C. Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques trés répondues dans le régne végétal
(Cheynier, 2005). Ce sont des molécules fortement hydroxylées ont la capacité de se
combiner et de précipiter les protéines, ce qui explique leur capacité a tanner la peau
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(Macheix et al., 2005). lls possédent diverses activités biologiques. Ce sont des agents
antimicrobiens, antibactériens, antivirales, anti inflammatoires (Awika et Rooney, 2004;
Chavan et al., 2001). Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure
en deux groupes distincts.
- Les tannins hydrolysables
Ils sont constitués par des esters du D-glucose. Ce sont des tannins galliques, on les
trouve dans les noix et les framboises, ils sont trés répandus dans les plantes (Mueller-
Harvey, 2006).
- les tannins condensés
Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont des antioxydants ayant un fort
pouvoir protecteur capable de prévenir certaines maladies cardiovasculaires (Peronny,
2005). La structure des tanins condensés est voisine de celle des flavonoides est caractérisée

par 1’absence de sucres (Boudjouref, 2011).

3.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique, avec

un degré variable de caractére basique. (Boutaghane, 2013).

Les alcaloides sont utilisés comme anticancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles

nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin et al., 2007).

3.2.3. Terpenes

les terpénes sont des hydrocarbures naturels, ils présentent des structures soit cyclique
soit chaine ouverte, leurs formule brute est (C5HX), dont x : est variable en fonction de degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs entre 1 et 8 sauf dans les poly
terpenes qui peut atteindre plus de 100 ( le caoutchouc), la molécule de base est I’isoprene de
formule C5H8 (Bezzaz, 2014).

Ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Ils sont synthétisés par les

plantes, les organismes marins, les champignons et méme par les animaux (Benaissa, 2011).
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4.  Généralité sur la plante
4.1. La famille des Rosacées

La rosacée est I'une des familles des plantes les plus importantes sur le plan économique
dans les régions tempérées et comprend plus de 100 genres et environ 3000 especes. Les
composés phytochimiques comme les flavonoides, et les composés phénoliques présents dans
les fruits des rosacées sont des sources majeures de nutrition humaine qui pourraient

potentiellement favoriser la santé et avoir des avantages contre les maladies (Akhtar, 2017).
4.2. Legenre Rubus

Le genre Rubus comprend les mdres, les framboises et leurs hybrides et est
communément appelé ronces, il peut se découper en trois sous-genres.
- les framboises avec leurs fruits rouges, recouverts de nombreux poils courts, appelé
« sous-genre Idaeobatus ».
- le deuxiéme, c’est le petit Rubus qui donne des fruits rouges vifs avec peu de
drupéoles (petites boules qui forment le fruit) toutes glabres qui forme a lui seul le
« sous-genre Cylactis ».
- le dernier, sous-genre des ronces qui donnent comme fruit ce que nous appelons les

mdres, c’est le « sous-genre Rubus » (Folta et Gardiner, 2009; Hummer, 2010).

4.3. Rubus ulmifolius Schott

4.3.1. Présentation et origine

Rubus ulmifolius (Rosaceae), connu sous le nom de mdre sauvage ou mdre a feuilles
d'orme, est un arbuste vivace trouvé dans les habitats sauvages et cultivés en Europe, en
Asie, en Afrique du Nord, et en Amérique du Nord et pousse dans de nombreuses régions du
monde, y compris dans des pays d'/Amérique du Sud comme le Brésil (Martins et al., 2014).
Contrairement a la plupart des espéces européennes, elle est sexuée et présente de ce fait une
grande variabilité morphologique (Ferrez, 2019).

Cette espece produit des mares comestibles, qui sont de type d'agrégat, globuleux,
saveur acidulée et avec une coloration noire en fin de maturation (D’Agostino et al., 2015).

La flore européenne de Rubus est principalement constituée de polyploides. Le genre
Rubus comprend plusieurs especes de baies et est le plus grand genre de la famille des
rosacées (Schulz, 2019).

|.
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4.3.2. Description

R. ulmifolius est une espece arbustive sarmenteuse formant des fourrés épineux
impénétrables (fig.1). Le développement des tiges est biannuel. Seules les tiges de la seconde
année donnent au cours de 1’été les inflorescences (fig.2), produisant ensuite le fruit composé
de segments charnus comportant tous une graine (Masson et al., 2014). Plante trés variable

généralement hautement arquee, robuste pouvant structurer des ronciers denses et étendus.

+«» Feuilles (fig. 3) la plupart a 5 folioles (tres rarement a 4 ou 3 folioles) pédalées ou digitées
(Ferrez, 2015).

% Fleurs, roses souvent profond, et des styles, rougeatres au moins a la base, sont également
diagnostiques (Ferrez, 2019). Sépales réfléchis, grise-blanche courtement tomenteux,

sans acicule. Pétales de couleur rose-rouge violacé rarement rose pale ou blanche (Ferrez,
2015).

Figure n°1:Tige et épines de Figure n°2: Inflorescence de Rubus ulmifolius
Rubus ulmifolius (Ferrez, 2015) (Ferrez, 2015)

Figure n° 3 : Feuille de Rubus ulmifolius (Ferrez, 2015)
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4.3.3. Nom vernaculaire

Nom vernaculaire algérien : Alaieg (Ounaissiaet al.,2019)
Nom francais :la ronce (Lazli et al., 2019)

Nom anglais : elm-leaf blackberry

Nom espagnol: zarzamora (Fazio et al., 2013)

4.3.4. Systématique
Tableau n° 1 : Systématique de Rubus ulmifolius (Boukef, 1986).

Regne Plante
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermatophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Genre Rubus
Espéce Rubus ulmifolius

4.3.5. Composition de Rubus ulmifolius

Il a été rapporté que Rubus ulmifolius contient des acides phénoliques et des
flavonoides. Ses principaux composés sont l'acide caféique, I'acide férulique, la quercétine-3-
O-glucuronide, le kaempférol-3-O-B-D-glucuronide, I'acide gallique, et le tiliroside (Panizzi
et al.,, 2002), et I’acide ellagique (Martini et al.,2009). En plus, il contient des acides

organiques, de I'acide ascorbique, des huiles volatiles et des tanins (Wada et Ou, 2002).

Dans les feuilles de R. ulmifolius, le kaempférol 3-O-rutinoside et la naringénine sont
des composés phénoliques dominants (Tabarki et al., 2017).

|.
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4.3.6. Utilisation thérapeutique

Dans les médecines traditionnelles italiennes, Rubus ulmifolius a été utilisé pour le
traitement des ulceres, abcés, furoncles, yeux rouges, troubles vaginaux, inflammations
intestinales, diarrhée et hémorroides. Rubus ulmifolius est utilisé pour leur activité
hypoglycémique et activité antipyrétique (Ali et al., 2017).

Les feuilles de ronce sont tres astringentes et peuvent étre employées pour traiter les
aphtes, fortifier les gencives. En décoction, elles font cesser la diarrhée et calment les
hémorroides. En tisane ou en gargarisme sont utilisées pour la toux, les maux de gorge et les
affections buccales. Egalement en infusion sont préconisées pour leucorrhées, diabete,
hémorragies et lithiase. En application externe pour traiter les aphtes gingivites, pharyngites et
les plaies (Souilah, 2018).
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1. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des macromolécules carbohydrates constituées par
I’enchainement linéaire ou ramifi¢ d’un grand nombre de motifs monosaccharidiques
connectés par des liaisons de nature glycosidique (Ret et al., 2019).

Ce sont des unités complexes de molécules de sucre liées ensemble que I'on trouve
dans toutes les plantes. Du point de vue de la phytothérapie, les polysaccharides les plus
importants sont les mucilages «visqueux » et les gommes, présents dans les racines, les

feuilles et les graines (Iserin, 2001).

2. Les mucilages

Les mucilages sont des polyméres complexes de nature glucidiques, avec une
structure chimique fortement ramifiée (Sepulveda et al., 2007). C’est une matic¢re épaisse et
gommeuse, possédant des propriétés tensio-actives uniques dans l'eau qui lui donne la
capacité de précipiter des particules et des ions a partir de solutions aqueuses (Saenz et al.,
2004).

2.1. Nature et composition

Mucilage est une substance qui se retrouve dans la majorité des plantes. Sa principale
caractéristique est qu’elle forme un gel en présence d’eau. Elle se trouve en surface des
graines qui en contiennent, dans I’apoplasme des cellules épidermiques. Elle comporte
principalement des polysaccharides, avec des chaines neutres et acides. Les chaines acides
comportent des acides uroniques et peuvent s’apparenter a de la pectine. Concernant les

graines oléoprotéagineuses, le lin est I’espece la plus documentée (Fabre, 2019).

Les polymeéres constitutifs des mucilages sont en général des xylanes ou des dérives
pectiques et renferment le plus souvent des oses neutres (xylose, arabinose, galactose,
rhamnose,...) et des acides uroniques (acide galacturonique, acide glucuronique) (Delattre,
2005).

2.2. Les polysaccharides dérivés du mannose : « Mucilages neutres »

En tant que monosaccharide bioactif naturel, le D- mannose est un épimére C-2 du
glucose, et un complément alimentaire nutritionnel bénéfique pour la santé humaine. (Zhang
etal., 2017).
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Les polysaccharides de mannane se trouvent dans les parois cellulaires de la plupart
des plantes et peuvent également servir de polysaccharide de stockage chez certaines especes
(Baath et al., 2018).

2.21. Glucomannanes

Les glucomannanes sont des polysaccharides de la famille des mannanes, trés
abondant dans la nature, en particulier dans les résineux (hémicellulose), les racines, les

tubercules...

Glucomanane est un polysaccharide hydrocolloidal composé de monomeres D-

mannose et D-glucose liés en B (1—4) (Alonso-Sande et al., 2009).

2.2.2. Galactomannanes

Les galactomannanes (GM) sont des polysaccharides hydrosolubles et neutres, isolés
de I'endosperme de graines d'environ 70 espéces de légumineuses. lls sont formés d'une
longue chaine de 1000-1500 unités de mannose, linéaire. lls présentent une structure primaire
similaire consistant en une chaine principale d’unités de B-D- mannopyranose li¢es en (1—4)
avec des ramifications d’unité oa-D-galactopyranose liée en (1—6) a la chaine principale de

mannane.

Parmi les galactomannanes les plus connus et les plus commercialisés, on peut citer la
gomme de caroube (Ceratonia siliqgua L.), la gomme de guar (Cyamopsis tetragonolobus)
(Dakia et al., 2010).

2.2.3. Galactoglucomannanes

Les galactoglucomannanes (GGM) sont des hétéropolysaccharides de la paroi
cellulaire végétale, c'est-a-dire des hémicelluloses, avec une structure glucidique similaire a
celle des hydrocolloides connus: la gomme de guar galactomannan, la gomme de caroube

galactomannan et le konjac glucomannan (Valoppi et al., 2019).

Le GGM est composé de motifs D -mannopyranosyl et D- glucopyranosyl liés en
B- (1 — 4) partiellement acétylés substitués par des résidus D —galactopyranosyl  liés en
a- (1 — 6). En moyenne, une unité acétyle remplace par 3 a 4 unités hexose en position C-2 et
C-3 (Bhattarai et al., 2020).

|=
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3. Utilisation des plantes a mucilage

% Les plantes médicinales a mucilages sont utilisées contre La constipation, mais également
pour apaiser les muqueuses enflammées de la bouche et de la gorge surtout sur les
inflammations d’origine infectieuses pour lutter contre les bactéries et les autres causes de
la maladie (Hensel, 2008).

Elles peuvent étre utilisées pour calmer et protéger les tissus enflammés (par exemple

X/
°e

quand la peau est séche et irritée ou la paroi des intestins est enflammée et douloureuse).

% Certains polysaccharides, comme les glucomannanes et les pectines, sont utilisés en
cosmeétologie (Teuscher et al., 2005).

% Les mucilages sont utilisés souvent dans la fabrication des médicaments, pour diminuer
I’action irritante de ces derniers, pour corriger le golt ou encore pour empécher la
résorption trop rapide (Ignat, 2012 ; Youmbai, 2015).

% Dans I'industrie alimentaire, le mucilage est appliqué dans la préparation des sauces,

gelées, patisseries.... (Jani et al., 2009).

La meilleure facon de préparer les herbes mucilagineuses comme I'orme rouge (Ulmus
rubra) et le lin (Linum usitatissmum) est de les gorger d'eau froide et faire macérer (Iserin et
al., 2007).

4. Activités des polysaccharides de genre Rubus

Les polysaccharides ont attirés beaucoup dattention en raison de leur toxicité
relativement faible et de leur large spectre de propriétés thérapeutiques.

Les chercheurs ont réussi a isoler des polysaccharides de R. fruticosus, R. idaeus et R.
chingii; et ils ont été caractérisés la structure des polysaccharides de R. crataegifolius (Zhang
et al., 2015).

Sahragard et Jahanbin (2017) montrent que les polysaccharides de Rubus anatolicus
contiennent des composés bioactifs qui ont une activité antioxydante, anticancéreuse,
antibactérienne immunologique, anti-tumorale, anti-inflammatoire et hypoglycémique.

Selon Zang et al. (2015), Les résultats ont montré que toutes les bioactivités testées
(antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreux) des polysaccharides de feuille de Rubus

chingii Hu étaient meilleures que celles des polysaccharides de fruit.
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1. Généralité

Rubus ulmifolius, (Rosaceae) est un arbuste sauvage originaire de la Méditerranée, il a
été utilisé en médecine traditionnelle pour ses effets bénéfiques. Les feuilles de mdre ont été
utilisées pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antivirales et antimicrobiennes, ainsi que

leur activité antiproliférative contre les cellules cancéreuses (Martini et al., 2009).

En Italie comme dans le Nord-est de 1’Algérie, la ronce est utilisée pour le traitement
des affections cutanées, précisément les brulures. Les tanins, flavonoides et polyphénols
(acide cafeique) sont peut étre responsables des propriétés cicatrisantes de Rubus ulmifolius
Schott (Manca et al., 2014).

Les extraits de plante constituent des sources importantes des composés biologiquement
actifs qui peuvent présenter des propriétés antimicrobiennes importantes (Martini et al.,
2009).

2. Activité antimicrobienne

2.1. Les infections microbiennes

Certains microorganismes sont capables de moduler le systeme immunitaire de leur
hote, ce qui peut influencer positivement ou négativement le développement et la progression
de maladies inflammatoires d'origines infectieuses et auto-immunes (Hassan, 2019).

Les infections bactériennes sont principalement liées a la capacité des bactéries
d'envahir et de se propager a travers leurs hotes en utilisant différents types de motilité, en
libérant une myriade de facteurs de virulence, en construisant un biofilm structuré qui conduit
a des dommages aux cellules et aux tissus de I'hdte, mais permet également aux bactéries de
se soustraire le systeme immunitaire et les agents antimicrobiens conventionnels (Carette et
al., 2020).

2.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont produits par un large éventail de microorganismes fongiques et
bactériens, et inhibent ou tuent a faibles concentrations spécifiquement d’autres
microorganismes. Un grand nombre d’antibiotiques a €té identifi¢ en milieu naturel, mais

moins de 1% sont médicalement utiles. Beaucoup d’antibiotiques naturels ont été
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structuralement modifiés en laboratoire pour augmenter leur efficacité formant la classe des

antibiotiques semi-synthétiques (Boughachiche, 2012).

2.3. Modes d’action des antibiotiques
< Action sur la paroi bactérienne

La plupart des antibiotiques agissant sur la paroi des bactéries sont en realité des
inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane, ce qui rendre la paroi bactérienne plus fragile.
IIs sont donc des antibiotiques bactéricides (Soualmia et Benchahla, 2018).

R/

X Action sur la synthése des protéines

Le ribosome est I’une des cibles d’action des antibiotiques comme les aminosides, les
macrolides, et les tétracyclines. L’inhibition de 1’action des ribosomes bactériens permet de

perturber la synthese protéique (Bush, 2012; Becker et Cooper, 2013).
X Action sur la membrane cytoplasmique

La Daptomycine dépolarise la membrane dépendante du calcium, ce qui conduit a la
cessation de la synthese macromoléculaire et perturbation de la membrane cellulaire chez les
bactéries, et les polymyxines provoquent la désintégration de la membrane cellulaire
bactérienne en se liant efficacement au fragment lipidique du lipopolysaccharide dans la

cellule bactérienne (Yao, 2019).

0,

X Action sur la biosynthése des acides nucléiques

Les antibiotiques qui agissent au niveau des acides nucléiques sont toxiques pour
toutes les cellules. La molécules de novobiocine (glycoside) inhibe la réplication de I’ ADN et
la rifamycine (ansamycine) bloque la synthése de I’ARNm par inhibition de I’ARN
polymérase bactérienne (Kieser et al., 2000 ; Tortora et al., 2003).

2.4.  Larésistance microbienne aux antibiotiques

L’émergence et la diffusion des résistances aux antibiotiques représentent une réelle

menace pour la sante” publiqgue mondiale (Ouedraogo et al., 2017).
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La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne naturel chez les bactéries face aux
antibiotiques qui se définit comme étant la capacité que posséde une bactérie a continuer sa
croissance ou a survivre en présence de l'antibiotique. Cette résistance provient de 1’absence
de cible de I’antibiotique sur une bactérie, de la sélection ou de I’acquisition de compétences
de resistance portées par des fragments de matériel génétique. (Lévi, 2006; Sabtu et al.,
2015).

2.5.  Lessouches microbiennes utilisées dans la présente étude
2.5.1. Escherichia coli (E. coli)

E. coli est une bactérie en forme de batonnet a Gram négatif, Les souches de
Commensal E. coli sont des membres du microbiote naturel anaérobie facultatif des humains

et des animaux.

Cette bactérie est généralement inoffensive, elle est trés répandue dans la microflore
intestinale d'individus en bonne santé, mais une partie de sa population peut devenir
pathogéne et provoquer une maladie lorsqu'elle est directement inoculé dans des sites extra-
intestinaux (Ji et al., 2020).

2.5.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus appartient a un genre de bactéries Gram positif, formant des
endospores et anaérobies facultatives. La résistance de ses spores a un certain nombre de
conditions défavorables a entrainé une large distribution de Il'organisme. Elle se trouve

généralement dans l'air, le sol et de I'eau, ainsi que des matiéres animales et végétales.

B. Cereus est généralement une espéce mésophile poussant dans la plage de
température 10 a 50 ° C. En plus de causer des maladies gastro-intestinales, B. cereus est un
pathogene oculaire virulent et elle est responsable de la conjonctivite, de la panophtalmite, de
la kératite, de l'iridocyclite et de I'abces orbital. Elle peut provoquer un certain nombre
d'autres infections opportunistes, notamment des infections des voies respiratoires et des
infections des plaies (Griffiths et al., 2017).
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2.5.3. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (B. subtilis) est une bactérie modele a Gram positif dans la
recherche sur les biofilms, elle est capable de former un biofilm de type colonie
morphologiquement complexe et exceptionnellement robuste, Cette bactérie est considérée

comme largement non pathogene, bien qu'elle est été liée a la détérioration des aliments.

B. subtilis réside généralement en association avec les racines des plantes dans le sol
ainsi que dans la cavité buccale humaine et le tractus gastro-intestinal. En outre, elle présente
une capacité a résister & des conditions environnementales sévéres avec sa capacité a
sporuler, en particulier en formant des endospores dormantes qui sont intégrées dans le
biofilm (Gingichashvili et al., 2020).

2.5.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif  aérobie stricte,

ubiquitaire, saprophyte et naturellement résistante aux antibiotiques (Mérens et al., 2013).

C'est un pathogéne humain opportuniste, capable de provoquer un large éventail
d'infections aigués et chroniques qui sont souvent difficiles a traiter, et potentiellement
mortelles, en raison de sa récalcitrance aux antimicrobiens et aux facteurs immunitaires de
I'ndte. Cette tolérance peut étre attribuée a sa capacité a former des communautés protectrices
appelées biofilms (Khosravi et al., 2016; Pestrak et al., 2020).

P. aeruginosa est I'une des causes les plus courantes d'infections nosocomiales qui

affecte principalement les patients hospitalisés immunodéprimés (Khosravi et al., 2016).
2.5.5. Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci a Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, qui tendent a se
grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non sporulée, ou possedant des
capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives. S. aureus représente 1’agent commun
des infections postopératoires des blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire
(Dworkin, 2006).

S. aureus peut exprimer un large éventail de facteurs de virulence, y compris des

protéines de surface qui sont attachées de maniére covalente au peptidoglycane. Ces
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protéines de surface sont cruciales pour le succés de l'organisme en tant que bactérie

commensale et en tant qu'agent pathogene (Foster et al., 2014).
2.5.6. Salmonella enteritidis

Salmonella enteritidis est une des principales causes de salmonellose dans le
monde, et plus de 80% des foyers enquétés en Europe ont été associés a la consommation

d'ceufs mal cuits ou d'aliments contenant des ceufs non cuits (Tang et al., 2019).

Salmonella enteritidis est un bacille a coloration Gram négatif, non sporulant, la
plupart du temps doués d’une mobilité propre grace au flagelle péritriche. La taille des

batonnets varie entre 2 et 5 um de longueur sur 0,7 a 1,5 um de largeur.

S. enteritidis est aéro-anaérobies, réduis le nitrate en nitrite, peut utiliser le citrate

comme seule source de carbone, et fermente le glucose (Korsak et al., 2004).
2.5.7. Candida albicans

Candida albicans est le principal agent pathogéne fongique opportuniste, les plus
courants chez I'nomme. Il se trouve comme commensal dans le tractus gastro-intestinal
humain, et il est responsable d'une grande variété d'infections muqueuses telles que le muguet
buccal et vaginal (Carlisle et al., 2009). Bien que l'infection superficielle de C. albicans ne
soit pas mortelle, les infections systémiques peuvent entrainer une mortalité pouvant atteindre
50%. De plus, la fréquence de résistance aux antifongiques chez C. albicans augmente dans

le monde.

C.albicans est dimorphe et présente une virulence liée a sa capacité de subir une
transition morphologique réversible des cellules de levure simples aux filaments
pseudohyphales et hyphales (cellules allongées attachées bout a bout) (Delavy et al., 2020;
Hogan et al., 2004), qui pousse sous forme de levure a 30 ° C et sous forme filamenteuse ou
hyphale a 37 ° C. Sur la couche cornée de la peau, C. albicans existe sous forme de levures
en herbe. Le C. albicans pathogéne dans le derme et les organes systémiques existe

principalement sous forme de pseudo-hyphes (Gow et al., 2012).
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1. Objectif

Le travail expérimental que nous avons realisé a été effectué au sein du laboratoire de
Biochimie et de Microbiologie de la faculté des Sciences de la nature et de vie de 1’université

de Abou-Bekr Belkaid Tlemcen durant la période de Février et Mars de 1’année 2020.

L’objectif de cette étude est de tester in vitro I’activité antimicrobienne de deux
extraits (méthanolique et mucilage) de la partie aérienne (feuilles et tiges) de Rubus
ulmifolius Shott récolté dans la région de Tlemcen et préparé a différentes concentrations vis-
a-vis de six germes bactériennes pathogénes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis , Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis) et une

levure (Candida albicans)

2. Matériel

2.1.  Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de feuilles et tiges de la plante
Rubus ulmifolius, récoltée durant le mois de Février 2020 dans la région d’Ainfezza de la

willaya de Tlemcen.

Apres la récolte, le matériel végétal est séché a 1’air libre a I’ombre pendant une
semaine. |l est été ensuite réduit en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique. La poudre
obtenue est tamisée et stockée dans des boites étanches pour utilisation en cas de besoin pour

les différents tests chimiques.

Figure n°4 : les parties aériennes de Rubus ulmifoius utilisé, a : tiges ; b : feuilles
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2.2.  Microorganismes

Six souches bactériennes et une souche de levure de références ont éteé utilisées pour
déterminer I’activité antimicrobienne de I’extrait des mucilages et méthanolique. Les souches
proviennent toutes du laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’ Agroalimentaire,. Au
Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE). Les souches sont représentées dans le
tableau 02.

Tableau n°2 : les microorganismes testés

Levures Candida albicans ATCC 10231

Bactéries a Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus cereus ATCC 11778

Bactéries a Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835
Salmonella enteritidis ATCC 2453

Ces especes bactériennes ont été choisi parce qu’elles représentent les especes a Gram
positif et a Gram négatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et

résistantes aux antibiotiques.

La revivification des différentes espéces bactériennes est faite par passage successif

sur bouillon nutritif et sur gélose nutritive.
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3. Méthodes
3.1.  Extraction du mucilage total

Avant I’extraction, le matériel végétal est traité par le chloroforme pour éliminer la

chlorophylle.

L’extraction se fait selon la méthode décrite par Jasiem et al. (2016) avec modification ou il

faut :

» Mélanger 20g du matériel végétal avec 200ml d’eau distillée dans un ballon rodé
surmonté d’un réfrigérant et en présence de 2 a 3 pierres de pence pour réguler la
température intérieure.

Laisser le mélange bouillir pendant 1 heure.

Laisser le mélange se refroidir pendant 2 heures.

Filtrer le mélange sur une mousseline et récupérer le filtrat.

YV V V V

Ajouter 200ml d’éthanol froid a 200ml de filtrat. L’éthanol permet de précipiter les
mucilages. Ce mélange est mis au froid (4°C) pendant 24 heures.

Y

Centrifugé le mélange a 3500 tours/min pendant 5 min afin de récupérer le culot.
Sécher le culot 4 50 °C.

» La poudre obtenue est I’extrait des mucilages totaux.

Y

Apres 24
heures

Figure n°5 : Extraction des mucilages par 1’éthanol
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Matériel vegétal : partie aérienne (tige et feuille) de Rubus
ulmifolius schott

20g + 200 ml eau distillé

Décoction 1h

Refroidissement (2h)

v

Filtration sur une mousseline

Ajout 200 ml de
I’éthanol (24 h a 4 °C)

Centrifugation 5 min a 3500 tr/min

—

Culot Surnageant

|

Lavage par I’éthanol

Centrifugation (5
min a 3500 tr/min)

Séchage

l

Poudre

(Extrait de mucilages total)

Figure n°6 : Schéma récapitulatif des étapes d’extraction des mucilages totaux de  Rubus
ulmifolius
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3.2.

Extrait méthanolique

L’extraction se fait selon la méthode décrite par Hajaji et al. (2017)

>

Ajouter 20 g de partie aérienne (feuilles et tiges) en poudre a été mise a macérer dans
100 ml de méthanol, avec trois lavages de 100 ml

Incuber le mélange a température ambiante (20 a 25 C°) pendant 24 heures

Filtrer le mélange sur un papier Whatman

Evaporer ’extrait a sec sous pression réduite a 50 °C grace a un évaporateur rotatif
pour obtenir un extrait sec.

Sécher I’extrait dans 1’étuve pendant 24 heures a 50 °C et conserver dans des flacons

sombres a + 4 ° C jusqu'a utilisation

[ Figure n°7: Extrait méthanolique }
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Matériel végétal : partie aérienne (tige et feuille) de
Rubus ulmifolius
20 g +100 ml de méthanol

Macération 24h

Filtration

v
Filtrat

Evaporation a sec
a50°C.

Séchage

v

Extrait méthanolique sec

Figure n°8 : les différentes étapes de la préparation de I’extrait méthanolique des feuilles et

tiges de Rubus ulmifolius

3.3. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des différentes concentrations des extraits
de Rubus ulmifolius

L’activité antimicrobienne des extraits des mucilages de Rubus ulmifolius vis-a-vis les

microorganismes (bactéries et levure) est évaluée par :

e Méthode de diffusion sur gélose (méthode des disques)

e Méthode des puits

3.3.1 Stérilisation du matériel

L’eau distillée, embouts de micropipette, le milieu de culture, les tubes a essai utilises
pour la préparation des solutions bactériennes et les disques en papier Whatman (6 mm de
diamétre) enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant

15 minutes.

u
_‘
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3.3.2 Préparation des dilutions des extraits

L’extrait des mucilages a été dissout dans 1’eau distillé pour obtenir une solution

meére de 100 mg/ml. Deux dilutions ont été préparées 1/2 et 1/10.

l*.:
N5

[ Figure n°9 : solution mere ]

3.3.3 Préparation des disques

La préparation des disques se fait a partir du papier Whatman qui est découpé en
disques de 6 mm de diametre. Ces derniers doivent avoir un contour régulier pour donner une
zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques, une fois préparés, sont autoclavés pendant 20
mn & 121°C. Chaque disque est chargé de 10pl de I’extrait & deux concentrations différentes
100 mg/ml et 25 mg/ml.

3.3.4 Repiquage des souches

Les souches (bactéries et levure) a tester ont été repiquées par la méthode des stries
dans des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive et dans des tubes contenant le TSB
pour les bactéries et bouillon Sabouraud (BS) pour la levure Candida puis incubées pendant

24 h a 37°C afin d'obtenir des colonies isolées.
3.3.5 Antibiotiques et antifongique

Les antibiotiques utilisés dans notre étude est la Gentamicine (GN) et Streptomycine
(S) ont une charge de 10ug/disque. Notre choix s’est porté sur GN et S vu qu’ils possedent un

large spectre d’action, a la fois actif sur les Gram positif et sur les Gram négatif, permettant
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ainsi de déterminer la sensibilité de toute la gamme de bactéries étudiées vis-a-vis de ces
antibiotiques (Goetting et al., 2011). Et un antifongique Amphotéricine B a une charge de

20pg/disque.
3.3.6 Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton et de Sabouraud sont préparés a partir des milieux de
cultures deshydratés, on ajoute la quantité nécessaire de milieu (poudre) dans Erlenmeyer
contenant de I’eau distillé, puis agiter et déposer le tout sur plaque chauffant. Aprés ils sont
coulées et répartie dans des boites de Pétri steriles. Ces derniéres sont séchées pendant 30 min

a une température ambiante avant leur emploi.
3.3.7 Préparation de I’inoculum

La standardisation de I’inoculum des microorganismes test est une étape importante
pour la reproductibilité des tests. La suspension microbienne est homogénéisée a I’aide d’un
vortex et sa turbidité est ajustée a 0,5 Mac Farland, soit une densité optique égale a 0,08 a
0,10 (10° UFC/ml) & une longueur d’onde de 580 nm, I’inoculum de la levure avait une

densité optique entre 0,12 et 0,15 a une longueur d’onde de 530 nm.

Ajuster la suspension en ajoutant du milieu si la valeur est supérieure a la limite
minimale ou en ajoutant des colonies si elle est inférieure a la limite maximale (Gachkar et
al., 2007; Houekou et al., 2016).

3.3.8 Application de la méthode des disques

Nous avons utilise milieu Muller- Hinton pour 1’activité antibactérienne et milieu
Sabouraud pour Iactivité antifongique. A partir de I’inoculum préparé, une suspension a été
utilisée pour ensemencer des boites de Pétri par écouvillonnage (afin d’obtenir un tapis), apres
on laisse les boites sécher pendant quelques minutes, un disque de papier Whatman stérile de
6 mm de diametre imbibé avec 10 uL de I’extrait des mucilages est déposé, un disque imbibé
de 10uL d’eau distillé stérile est utilise comme témoin négatif, deux antibiotiques
Streptomycine et Gentamicine (pour les bactéries) et un antifongique Amphotéricine B (pour

les levures) sont utilisés comme témoin positif sur la méme boite.

Les boites sont laissees une heure a temperature ambiante pour permettre la diffusion

de I’extrait, puis elles sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures pour les bacteries et 48 h
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pour les levures. Apres incubation, le diametre d’inhibition est mesuré en millimétres a 1’aide

d’une régle, disque inclus (Chebaibi et al., 2016; Haddouchi et al., 2016).
3.3.9 Application de la méthode des puits

Apres la standardisation de [I’inoculum microbien. L'ensemencement par
écouvillonnage de I'inoculum est réalisé en surface du milieu Mueller Hinton (pour les
bactéries) et du milieu Sabouraud (pour les levures) préalablement coulé dans des boites de
Pétri. Apres 15 mn, des puits ont été perforés a l'aide de pipettes Pasteur (I'extrémité épaisse
de 6 mm).

Ensuite 30ul de I’extrait de mucilage est distribuée dans chaque puits a deux
concentrations différentes de 100mg/ml et de 100pug/ml. Un puit est rempli d’eau distillé
stérile est utilisé comme contrdle négatif, Streptomycine, Gentamicine (pour les bactéries)

Amphotéricine B (pour les levures) sont utilisés comme contréle positif sur la méme boite.

Les boites ont été ensuite laissées a la tempeérature ambiante pendant 1 heure pour la pré-
diffusion puis incubées a 37°C pendant 24 heures (pour les bactéries) et 48 heures (pour les
levures). L’activité antibactérienne a €té estimée par la mesure a la régle graduée, du diamétre

de la zone d’inhibition autour des puits (Houekou et al., 2016).
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1. Rendement des extractions

1.1.  Extrait des mucilages totaux

L’ajout de I’éthanol au décocté aqueux a permis aux mucilages de se précipiter. Apres

centrifugation et sechage, un extrait de mucilage de couleur marron a été obtenus (fig.10).

Le rendement en extrait total est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé par la

formule :

R (%) = (M* / M) x 100

R : Rendement en %,
M* : Poids de I’extrait total des mucilages,

M : Poids de la matiére végétal sec.

Figure n°10 : Extrait de mucilage total

1.2.  Extrait méthanolique

Le rendement de I’extrait méthanolique a été quantifié selon la méme formule
précédente en pourcentage a partir de 20 g du matériel végetal de la partie aérienne de Rubus
ulmifolius.
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[ Figure n° 11 : Extrait méthanolique sec

Les résultats obtenus de rendement et 1’aspect des extraits sont représentées dans les tableaux

suivant :

Tableau n°3: Rendement des extraits bruts des parties aériennes (tiges et feuilles) de Rubus

ulmifolius

Extrait de mucilage Extrait méthanolique
Poids de I’extrait (g) 0,92 3,81
Pourcentage de [Dextrait 4,6 19,05

(%)

Tableau n°4 : L’aspect et la couleur des extraits des parties aériennes (tiges et feuilles) de

Rubus ulmifolius

Extrait de mucilage

Extrait méthanolique

Aspect

Solide (poudre)

Solide

Couleur

Marron clair

Marron foncé

|g
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Figure n° 12 : Rendement moyen des extraits de Rubus ulmifolius exprimés en pourcentage

et en gramme

Ces résultats montrent que 1’extrait méthanolique (par rapport au poids de la poudre) a

donné un meilleur rendement, par rapport a I’extrait de mucilage qui est moins élevé.

Les résultats de (tableau n°5) montrent que les mucilages et 1’extrait méthanolique de
Rubus ulmifolius ont un aspect solide, avec une couleur marron clair et marron foncé

respectivement.
2. Evaluation de P’activité antimicrobienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des mucilages isolés de la plante Rubus
ulmifolius par la méthode de diffusion des disques et la méthode des puits sur un milieu

gélosé.

L’activité antimicrobienne est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disques et autour des puits contenant I’extrait a tester vis-a-vis de sept germes
pathogénes (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis et Candida albicans).

Aprés 24 h d'incubation a une température de 37°C pour les germes bactériens et de
48 h pour les levures. Les résultats qui se présentent ci-aprés montrent que la méthode des
disques n’a donné aucun résultat. Donc on utilisé la méthode des puits pour évaluer I’activité

antimicrobienne.
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L’extrait des mucilages a une activité antimicrobienne de degrés variables contre les
souches des différents micro-organismes testés. Les diameétres des zones d’inhibition
apparaissant autour des puits ont été mesurés, le résultat est positif si le diametre de la zone

d’inhibition est supérieur de 8 mm (puit de 6 mm est inclue) (Tabak, 2007).

Les résultats présentent dans les figures et le tableau suivant :

Figure n°13 : Photo représentative des zones d’inhibition de 1’extrait des mucilages par la
méthode des disques sur : a : Bacillus cereus, b : Escherichia coli, ¢ : Salmonella enteritidis,

d : Pseudomonas aeruginosa, e : Staphylococcus aureus, f : Bacillus subtilis

|g
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Figure n°14: Photo représentative des zones d’inhibition (mm) de I’extrait des mucilages par
la méthode des puits sur: a: Staphylococcus aureus, b: Pseudomonas aeruginosa,
c : Bacillus cereus, d : Salmonella enteritidis, e : Escherichia coli, f :  Bacillus subtilis

|u
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Figure n°15 : Photo représentative des zones d’inhibition de I’extrait des mucilages par la
méthode des puits sur Candida albicans ; a : aprés 24 h d’incubation, b : aprés 48 h

d’incubation

Tableau n°5 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm) obtenus
par différentes concentrations de I’extrait des mucilages par la méthode de diffusion sur

gélose (méthode des puits).

Diamétre des zones Concentration de Concentration de
d’inhibition 100 mg/ml 100 pg/ml

Microorganismes

Staphylococcus aureus ATCC 25923 8,0 0,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835 0,0 0,0
Bacillus cereus ATCC 11778 7,0 0,0
Salmonella enteritidis ATCC 2453 8,0 0,0
Escherichia coli ATCC 25922 9,0 0,0
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,0 0,0
Candida albicans ATCC 10231 11 0,0
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Figure n°16 : Histogramme représente les zones d’inhibition de 1’extrait mucilage vis-a-vis

les souches microbiennes pathogenes

Les résultats des tests antimicrobiens révélent que les trois souches Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, sont résistantes a 1’extrait mucilage de Rubus ulmifolius ces
souches bactériennes sont extrémement sensible a la Gentamicine et Streptomycine avec des

zones d’inhibition remarquable.

Les zones d’inhibition de Staphylococcus aureus et Salmonella enteritidis sont de 8 mm, pour

Escherichia coli on observe une zone d’inhibition de 9 mm.

Normalement, les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux extraits que les bactéries a
Gram négatif car elles contiennent des lipopolysaccharides hydrophobes dans la membrane
externe qui peuvent les proteger contre différents agents, mais dans notre étude, I'extrait testé
était efficace contre les bactéries a Gram négatif comme E. coli et les bactéries a Gram positif

comme Sthaphyloccus aureus

Il a été observé que la levure Candida albicans présente la grande zone d’inhibition de 11 mm

par apport les autres souches bactériennes.
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L’étude de I’activité antimicrobienne de I’extrait des mucilages de la plante Rubus
ulmifolius a été faite par la méthode de diffusion en puits. La méthode de diffusion sur disque
n’a donné aucun résultat comme mentionné auparavant, cela probablement dues a la faible

diffusion de ’extrait ou bien a la faible concentration.

Selon nos recherches bibliographique et nos connaissances, il n’existe pas des travaux
antérieurs sur D’activité antimicrobienne d’extrait des mucilages de la plante  Rubus
ulmifolius. Pour cette raison, nos résultats ont été comparés a ceux obtenus pour d’autres

plantes, et avec I’extrait méthanolique de la méme plante.

D’aprés les résultats, on peut dire que la partie aérienne (tiges et feuilles) de
R. ulmifolius présente un trés bon rendement en extrait méthanolique de 19,05%, et en extrait
des mucilages de 4,6 %. Ce qui est en cohérence avec les études de Yu et al. (2014) qui ont
montré que la framboise (Rubus idaeus L.) présente une excellente source en polysaccharides

par rapport a d'autres nutriments, et le rendement en polysaccharides était de 4,12%.

On peut déduire que le rendement, en extrait naturel d'une méme espéce peut varier, et
ceci en fonction de plusieurs parameétres. D’aprés Koné et al. (2017) on peut citer, la durée de
séchage de la plante, une granulométrie du broyat inférieure a 0,4 mm, la nature et le
pourcentage de solvant, la ratio volume sur masse, la technique et la durée d’extraction

(macération, décoction...) et la vitesse d’agitation.

D’une part, les plantes des especes de Rubus sont connues pour leurs propriétés
antimicrobiennes (Sisti et al., 2008). D’autre part, 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne
de certains composés actifs isolés de R.ulmifoius donne des résultats prometteurs sur

plusieurs microorganismes et notamment sur Staphylococcus aureus (Panizzi et al., 2002).

De méme, les résultats de [I’activité antimicrobienne d’un composé actif
(Rubanthrone A) de la méme plante contre S.aureus étudie par Flamini et al. (2002) sont
assez proche a ceux de notre étude de sorte que la plante présente une activité antimicrobienne

contre cette souche.

La sensibilité de la souche Staphylococcus aureus peut s’expliquer par la probabilité de
la sensibilité des bactéries a Gram positif aux changements environnementaux externes, tels
que la température, le pH, et aux extraits naturels due a leurs absence de la membrane externe
(Balentine et al., 2006).
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En outre, Il apparait que Candida albicans est la levure la plus sensibles au extrait
des mucilages de R. ulmifolius par rapport les autres souches bactériennes, avec un diameétre
de zone d’inhibition de 11 mm et concentration de 100 mg/ml, suivi par Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, et Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition légérement

moins importante.

De plus, cette forte activité a été confirmée par la comparaison avec 1’antifongique
Amphotéricine B (contréle positif) qui présente une zone d’inhibition de 18 mm, sachant que

la souche Candida albicans ATCC 10231 utilisé dans 1’étude est multirésistante.

Concernant la souche Escherichia coli ATCC 25922, nos résultats sont un accord avec
ceux de Jasiem et al. (2016) qui illustrent que I’extrait des mucilages de fruits de Cordia
myxa présente une activité antimicrobienne tres efficace contre les bactérie a Gram négatif
(E. coli) isolée des urines des échantillons, avec des zones d’inhibition de 12, 12, 13, 13, 15

mm a différentes concentrations de 63,5, 125, 250, 500, 1000 (mg/ml) respectivement.

D’aprés Hajaji et al. (2017), le criblage de Il'activité antimicrobienne in vitro de
I'extrait méthanolique de R. ulmifolius a été étudié par I’utilisation de la technique de
diffusion sur gélose. L'extrait testé a montré un bon effet contre tous les agents pathogenes, en
particulier E. coli, et C. albicans avec des diametres de zone d'inhibition de 28 + 2,8, 39 + 1,4

respectivement.

Les souches Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis ne présentent
aucune zone d’inhibition autour des puits. Pour la souche Bacillus cereus ATCC 11778 les
observations faites vont dans le sens inverse de ceux obtenus par Khemakhem et al. (2018)
qui trouvent que le méme extrait des feuilles d'olivier présente un effet inhibiteur avec un
diamétre de 10 mm. Egalement, une autre étude de Begum et Anbazhakan (2013) explique
que I’extrait des mucilages de Dioscorea esculenta a des propriétés antimicrobiennes contre
trois souches bactériennes provoquer des infections humaines comme E. coli, P. aeruginosa et

S. aureus.

Il en ressort de cette analyse que chagque composé agit difféeremment sur les
microorganismes. De ce fait, une étude plus approfondie sera nécessaire sur la purification du
principe actif de cet extrait, afin d’ouvrir la voie au développement de nouveaux médicaments

potentiels pour traiter des infections fongiques opportunistes résistantes.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce présent travail, une étude des propriétés
antimicrobiennes de la plante a été réalisée. C’est une plante utilisé dans la médecine
traditionnelle dans le Nord-est de I’ Algérie, pour le traitement des affections cutanées, et les

brulures

Ce travail a été mené dans le cadre d’évaluer ’activité antimicrobienne de 1’extrait des
mucilages de la partie aérienne (tiges et feuilles) de Rubus ulmifolius vis-a-vis de sept germes
responsable des infections humaines. La méthode de diffusion en puits a été suivie pour

déterminer cette activité.

L’extrait du mucilage présent une bonne activité antifongique contre la souche Candida
albicans, et une activité relativement moyenne vis-a-vis les trois souches bactériennes testées
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Salmonella enteritidis). Tandis que, I’extrait ne
posséde aucun effet antimicrobien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus,

Bacillus subtilis.

En effet, notre travail reste préliminaire et 1’extrait de la plante constitue un réservoir
trés intéressent pour des recherches ultérieures qui vont nous ouvrir des horizons de recherche
ciblés vers cette plante en raison du manque des études concernant cette plante par rapport a
leur richesse par plusieurs composés chimiques important dans le domaine de la médecine
traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs et 1’évaluation

de leurs activités biologiques.

En perspective il serait intéressant d’étendre 1’éventail d’activité antimicrobienne in
vitro et in vivo ainsi que la caractérisation des composés actifs dans cet extrait une vue de

I’identification des différentes activités biologiques du cette plante.
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