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Résumé

Olea europeae appartient a la famille des Oleaceae, connue sous le nom d’olivier. L’olivier est

trés répandu dans le bassin méditerranéen et en Algérie, notamment dans le nord du pays.

Plusieurs parties de 1’olivier sont utilisés dans la médecine traditionnelle, dont les feuille, qui
sont utilisées pour traiter le diabéte sucré et I’hypertension. L’huile d’olive est aussi utilisée

pour traiter les problémes de la gorge comme la toux.

L’objectif de notre étude est d’évaluer la cytotoxicité des extraits bruts des feuilles d’Olea

europaea vis-a-vis des globules rouges, et de rechercher leurs activités antimicrobiennes.

Les extraits sont obtenus par macération pendant 24 heures a température ambiante en utilisant
I’eau/méthanol et I’eau acétone, aux proportions (30/70) (v/v). Le taux de rendement des

extraits est respectivement de 15 % et 18.5 %.

L’¢étude de I’effet hémolytique des extraits de I’olivier in vitro, est réalisée sur une suspension
érythrocytaire a 2% préparée dans le tampon PBS 10 mM a pH 7,4. Les deux extraits sont
incubés avec les érythrocytes pendant 60 minutes a 37°C. Les résultats n’ont montré aucune

toxicité des deux extraits aux concentrations testées.

L’activité antimicrobienne des deux extraits est évaluée par la méthode de diffusion sur gélose
vis-a-vis de quelques souches bactériennes et de levures de référence. Les résultats obtenus

montrent une légere activité vis-a-vis de quelques bactéries et de la levure Candida albicans.

Mots clés: Olea europeae, extrait hydroacétonique, extrait hydrométhanolique, effet

hémolytique, activité antimicrobienne.



Abstract

Olea europeae belongs to the Oleaceae family, known as the olive tree. The olive tree is very

widespread in the Mediterranean basin and in Algeria, especially in the north of the country.

Several parts of the olive tree are used in traditional medicine, including the leaves, which are
used to treat diabetes mellitus and hypertension. Olive oil is also used to treat throat problems

like coughing.

The objective of our study is to assess the cytotoxicity of crude extracts of the olive leaves

towards red blood cells, and to research their antimicrobial activities.

The extracts are obtained by maceration for 24 hours at room temperature using water /
methanol and water / acetone in the proportions of (30/70) (v / v). The extraction yields are

15% and 18.5% respectively.

The in vitro study of the hemolytic effect of olive extracts was carried out on a 2 % erythrocyte
suspension prepared in PBS buffer at pH 7.4. The two extracts are incubated with erythrocytes
for 60 minutes at 37 ° C. The results showed no toxicity of the two extracts at the concentrations

tested.

The antimicrobial activity of the two extracts is carried out by the agar diffusion method against
some reference bacterial and yeast strains. The results obtained show a slight activity against

some bacteria and the yeast Candida albicans.

Key words : Olea europeae, hydroacetonic extract, hydromethanolic extract, hemolytic effect,

antimicrobial activity
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Introduction générale

Introduction générale

Les champignons et les levures causent de graves pathologies atteignant I’homme (Bisignano,
1999) Plusieurs travaux dans le monde et en Algérie ont par ailleurs signalé 1’apparition de
nouvelles souches bactériennes multi résistances aux antibiotiques. La lutte contre les souches
microbiennes est liée a leur pathogénicité et se fait principalement par ['usage d’antibiotiques
(Bentley, 2003). En raison des effets secondaires des produits chimiques antimicrobiens et de
la résistance que les micro-organismes pathogénes établissent contre les antibiotiques,
beaucoup d’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir

beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives (Barla,

2007 ; Ozcan, 2004).

En Afrique, le pouvoir thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres et nos parents de
fagcon empirique (Nacoulma, 1996). Ainsi, on ignorait tout de la composition chimique des

médicaments utilisés tous les jours par de nombreuses populations, pour les soins de santé.

\

Pour parvenir a une amélioration de cette médecine africaine, plusieurs investigations
phytochimiques ont été faites, afin d’apporter une justification scientifique quant a 1’utilisation

traditionnelle des plantes médicinales (N’Guessan et al, 2009).

Parmi ces plantes les plus connus et utilisées dans le bassin méditerranéenne, Olea europaea L.
ou I’olivier. C’est une espéce largement cultivée dans le bassin méditerranéen depuis la plus
haute antiquité. L’utilisation la plus connue de I’olivier est sans nul doute la production de
I’huile d’olive utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les
propriétés médicinales de 1’olivier sont également attribuées a ses feuilles qui font aujourd’hui

I’objet de nombreuses recherches scientifiques (Djenane, 2012).

Les intoxications par les plantes peuvent apparaitre dans diverses circonstances, soit lors de
I’ingestion de végétaux frais considérés comme comestibles, soit lors d’automédication par des

drogues végétales ou par des médicaments en contenant (Isabelle, 2000).
Une plante traditionnelle peut €tre généralisée si elle obéit a plusieurs criteres :
- Peu ou pas de toxicité ;

- Utilisation pour une indication donnée dans plusieurs pays du Sahel, Sénégal et Nord-Nigéria

par exemple, parfois méme utilisation aux Indes.

- Posologie précisée (Jean-L, 1988).
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Plusieurs travaux réalisés précédemment sur Olea europaea, ont présenté son efficacité
thérapeutique et ses activités biologiques : activité antimicrobienne (Pereira, 2006 ; Sudjana,
2009), activité anticancéreuse (Goulas, 2009 ; kang, 2009), activité antihypertensive (Susalit,
20011), activité antidiabétique (Pereira, 2006 ; Eidi, 2009), activité antioxydante (Cumaoglu,
2011 ; Gongalves, 2013 ; Malheiro, 2013), activité gastroprotectrice (Arsié, 2010), et

neuroprotectrices (Diomede, 2013).

D’autres études ont été réalisées sur les propriétés de 1’olivier sauvage au niveau du laboratoire
LAPSAB, révélant des effets inhibiteurs de 1’activité de 1’a-amylase (activité antidiabétique)

(Benmessaoud, 2019).
L’objectif de notre étude est réparti en trois parties :

+ Préparation des extraits bruts hydrométhanolique et hydroacétonique des feuilles de
I’olivier récoltées dans la région de I’Ourit ;

+ Etudier la cytotoxicité in vitro des extraits vis-a-vis des globules rouges ;

+ Rechercher les effets antimicrobiens des extraits vis-a-vis des souches de bactéries et

de levure de référence par la méthode de diffusion sur gélose.
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Chapitre 1 : Olea europaea
1. Introduction :

L’olivier occupe la 24°™ place des 35 espéces les plus cultivées dans le monde. La diversité
phrénologique des cultivars est remarquable et 1’intérét économique de 1’espece est majeur.
(Catherine, 2006) les olives sont une composante traditionnelle du régime méditerranéenne,
les fruits et I’huile d’olive ont été utilisée en nutrition des 6000 J.C. sans effets secondaires
connus, indiquant une longue histoire de consommation stire de polyphénols d’olive chez

I’homme (Soni MG, 2006 ;Galili E, 1997).

Les olives ne sont pas utilisées comme fruit naturel en raison de leur golit extrémement amer,
mais sont plutét consommées sous forme d'huile d'olive ou d'olives de table (Kanakis, 2013).
Le marché de I'huile d'olive est trés important dans l'industrie oléicole, car environ 90% des

olives produites annuellement sont destinées a la transformation de 1'huile (Sibbett, 2005).

Les utilités thérapeutiques d’O. europaea ont ét¢ indiquées en médecine traditionnelle. Il est
connu pour réduire la glycémie, le cholestérol et I'acide urique. Il a également été utilisé pour
traiter le diabéte, I'hypertension, l'inflammation, la diarrhée, les infections des voies
respiratoires et urinaires, les maladies de I'estomac et des intestins, 1'asthme, les hémorroides,
les rhumatismes, les laxatifs, les nettoyants pour la bouche et comme vasodilatateur. De
nombreux composé€s phénoliques, en particulier les sécoiridoides et les iridoides (Bendini,
2007) et leurs activités pharmacologiques ont €té au centre de l'attraction pour les scientifiques

au cours de la derni¢re décennie (Ryan, 1998 ; Ghisalberti, 1998).

2. Classification botanique :

Selon la classification classique (Conquist, 1981), 1’olivier appartient au :
Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta ou plantes vasculaires

Embranchement : Magnoliophyta, Angiospermes, Phanérogames

Classe : Magnoliopsida, dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea
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Espéce : Olea europaea

Tableau 1 : Noms communs d’Olea europaea (Médail, 2001)

N°  Région Noms
1 Monde arabe Zaitoon
France Oulivie, olive
3 Espagne Aceituma, olivera, olivo, oliondo, oaster, oliba
4 Roumanie Culoare masline, maslin, masliniu, oliva
5 Grece Elia
6 Allemagne Olivenbaum, olbaum
7 Afrique du sud Mohlware

3. Description botanique :

Olea europeae L. est un petit arbre appartenant a la famille des Oleaceae (Boskou, 1996).
Généralement, c’est un arbre (Figure 1 (a)) ou un arbuste, dont la taille avoisine 10 m de long.
Il se reconnait facilement a ’aspect tortueux de son tronc. Il posséde un grand diametre

généralement courbé et tordu.

Les feuilles (Figure 1 (b)), sont de forme oblongues a ovales-lancéolées. Les fleurs sont
nombreuses, bisexuées ou fonctionnellement unisexuées, petites, sessiles, de couleur blanc
creme. Elles sont regroupées en petites inflorescences en forme de grappe dressées. Le calice
est tronqué a quatre petites dents et la corolle est courte & quatre lobes et mesure 1 & 2 mm de

long.

L'olive est petit, dont une partie charnue externe ou peau entoure la coquille de noyau durci. Le
fruit (Figure 1 (d)) est ovoide, violet noiratre a maturité, normalement de 1 a 2,5 cm de long. Il
est petit chez les plantes sauvages que dans les vergers (d). L’écorce est de couleur gris pale

(Figure 1 (¢)) (Ali, 1982 ; Shu, 1996 ; Sarwar et Karim, 2013).
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(a)

Figure 1 : Olea europaea : a) arbre ; b) feuilles ; ¢) inflorescence ; d) fruits mirs ; e) écorce de

tige.
4. Composition chimique d’Olea europeae

11 existe des différences de niveau et type de composé phénolique chez Olea europeae L. la
composition chimique feuille, fleur et grain varie selon plusieurs conditions telle que 1’origine,
les conditions de stockage, les conditions climatiques, I’humidité et degré de contamination par

le sol (Boskou, 1996 ; Goldsmith, 2014 ; Talhaoui, 2015).

Cing groupes de composés phénoliques sont principalement retrouvés dans les feuilles d’olivier

(Tableau 1, Figure 2).

Tableau 1 : Principales composés phénoliques des feuilles d’olivier (Pereira, 2006 ; Ferreira,

2007)

Composés phénoliques des feuilles d’Olea europeae
Oleuropéosides (oleuropéine et verbascoside)
Flavones (lutéoline-7-glucoside, apigénine-7-glucoside, dioméstine et lutéoline)
Flavonols (rutine)
Flavon-3-ols (catéchine)

Substitués (tyrosol, hydroxytyrosol, vanilline, acide vanillique et acide caféique)
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Figure 2 : Structures chimiques des principaux composés phénoliques retrouvés dans les

feuilles d’Olea europaea (El et Karakaya, 2009)

Apigenin-7-glucoside

Luteolin-7-glucoside

De plus, I’olivier est riche en divers composés phénoliques : des polyphénols solubles, des
polyphénols attachés aux parois cellulaires, des flavonoides, les tanins (hydrolysables et

condensés) (Zaidi, 2009).
5. Répartition géographique

L’olivier est réparti dans les zones cotieres du bassin méditerranéen oriental, les zones cotieres
contigués du Sud-Est de I’Europe, du Nord de I’Iran a I’extrémité Sud de la mer Caspienne, en

Asie occidentale et en Afrique du Nord (Ryan, 1998).

En Algérie, I’olivier est distribué de manicre irréguliere. Il se retrouve abondamment dans le
Nord du pays, et il est concentré exclusivement au niveau de six principales wilayas. Trois
wilayas du centre du pays, qui représente plus de 50 % de la surface oléicole nationale (Béjaia,
Tizi Ouzou et Bouira) et trois régions de I’Est du pays (Bordj Bou Arreridj, Sétif et Jijel). Quant

au reste du verger oléicole, plutdt consacré a la production d’olives de table, il se retrouve
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essentiellement dans trois autres wilayas (Tlemcen, Mascara et Relizane) (Ministére de

I’agriculture algérienne, 2006).

4%

Il BEJAIA

B TIZI OUZOoU

BOUIRA

B B.BOURRERIDI

= SETIF

JUEL

AUTRES

Figure 3 : Répartition des zones géographiques de I’oléiculture algérienne (Ministére de

I’agriculture algérienne, 2006)

6. Utilisations traditionnelles

O. europaea est largement utilisé¢ en médecine traditionnelle pour un large éventail de maladies

dans divers pays. Le tableau 2 résumé les différentes utilisations traditionnelles de ’olivier.

Tableau 2 : Utilisations traditionnelles et contemporaines d’Olea europaea (Al-Khalil, 1995)

N Piéce/préparation utilisée Maladie/utilisation = Référence
Feuilles et fruits/infusion et Hypoglycémique,
1 % 4 yPosty a Amel B, 2013
macération Hypertensive
Décoction ou infusion des
Antidiabétique Ali-Shtayeh, 2012
2 . )
fruits et feuilles
. o ‘ Pour traiter les
3 Huile olive jus de citron o Sheth, 2005
calculs biliaires
Huile de graine /prise par voie ‘ )
4 Laxatifs Al-Khalil, 1995
oral
Décoction des feuilles séchés .
5 Infection Bellakhdar, 1991

et de fruits/ usage orale

diarrhéique,
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respiratoire et

urinaire
Huile d’olive/appliqué sur le Pour prévenir la .
6 ) Zargari, 1997
cuir chevelu chute de cheveux

Extrait bouilli de feuille fraiche

7 Pour traiter ’asthme  Lawrendiadis, 1961
/prise orale
Extrait bouilli de feuille Pour traiter Ribeiro, 1988,

séché/prise orale hypertension Ribeiro, 1986

7. Activités biologiques
7.1. Activité antidiabétique et antioxydante :

L'utilisation d'O.europaea dans le traitement du diabéte a été validée dans plusieurs études
expérimentales. Selon 1’étude d’Eidi en 2009, I’extrait éthanolique des feuilles testées sur les
rats Wistar males adultes, a montré une bonne activité antidiabétique avec une dose efficace de

0.5g/kg.

Dans une autre étude, des lapins rendus diabétiques par I’alloxane, ont recu 20 mg/kg poids
corporel d’oleuropéine pendant 16 semaines. Le traitement a base d’oleuropéine, composé
phénolique actif de I’olivier, a amélioré le niveau de la glycémie et de la plupart des
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques de ces lapins en comparaison aux lapins

normaux (Al-Azzawie et Alhamdani, 2006).
7.2. Activité anticancéreuse

Les constituants d'O. europaea ont montré de trés bonnes activités anticancéreuses sur
différents types de cancers (Casaburi, 2013). Selon ’é¢tude de Fares et al en 2011, I’extrait
éthanolique a 80 % des feuilles de I’olivier a exhibé un effet anti-prolifératif vis-a-vis une lignée
cellulaire leucémique humaine Jurkat avec une Clso de 4 mg/ml et 3 mg/ml apres une incubation

de 48 et 96 heures, respectivement (Fares et al, 2011).
7.3. Activité antimicrobienne

O. europaea a été utilis¢é comme remede populaire pour la guérison de nombreux troubles
infectieux d'origine bactérienne, fongique et virale. Plusieurs études ont ét¢ menées dans le

passé pour valider le potentiel antimicrobien et antiviral d'O. europaea (Adnan M, 2014).
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Korukluoglu, 2010 a montrer une activité antibactérienne remarquable de I’extrait acétonique
des feuilles par I’utilisation de la méthode de diffusion sur disque. De méme, Kubo et al, 2014,
ont caractérisé une série d’aldéhydes a, B - insaturés a longue chaine de fruits d'O. europaea et
sa saveur d'huile pour leurs activités antimicrobiennes et les a trouvés actifs contre un large

spectre de microbes (Kubo, 1995).
7.4. Activités anti hypertensive et cardioprotectrice

De nombreux produits naturels se sont révélés efficaces contre I’hypertention. L'huile d'olive a
été suggérée comme une source naturelle pour un bon contrdle de I'hypertension (Somova,
2004). Deux essais ont été réalisés par Somova en 2004 et Sasulit, 2011 sur ’extrait des feuilles
de I’olivier, et ont montré une activité cardiotonique et anti-hypertensive. Sarwar en 2013 a
constaté que l'huile d'olive peut réduire considérablement le risque d'accident vasculaire

cérébral AVC, de crises cardiaques, de cancer de I'estomac et d'autres maladies cardiaques.
Chapitre 2 : Hémolyse
1. Introduction

L’hémolyse (hémo : sang ; lyse : perturbation) est un phénomene de toxicité irréversible par
lequel les hématies sont détruites en libérent leur contenu hémoglobinique (Aguilar-Martinez,
2007).

Les anémies hémolytiques immunologiques regroupent trois variétés d’accidents. Les
hémolyses auto-immunes résultent d’un conflit endogene entre les propres hématies du patient
et des autoanticorps actifs tantot a 37 °C (anticorps dits chauds) tantdt a des températures
inférieures a 37 °C (anticorps froids) (Leporrier, 2011).

Deux types d’hémolyse peuvent résulter du conflit entre 1’anticorps, le complément et les
hématies. Dans le premier, la phagocytose des complexes membrane-anticorps par les
macrophages entraine une réduction progressive de la surface membranaire des hématies,
(Leporrier, 2011). et ’apparition de sphéricités a la déformabilité réduite qui sont voués a
I’hémolyse principalement dans la rate (hémolyse dite « tissulaire »). (Produit de digestion de
I’hémoglobine par les macrophages).

Le deuxieme mécanisme résulte d’une activation majeure du systéme complément et
notamment d’un complexe lytique C5-C9 capable de détruire la membrane de I’hématie

directement (Da Costa, 2001).
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Plusieurs substances sont synthétisées par un pouvoir anti hémolytique en réduisant I’hémolyse,
en effet le choix de traitement insiste sur la prescription de fer, acide folique B9 et de vitamine

B12 (Federici et al, 2007 ; Leporrier, 2007).
2. Globules rouges

IIs sont appelés aussi, les hématies ou les érythrocytes. Ils occupent 98 % des éléments figurés.
Ce sont des cellules anucléées ou le noyau a disparu. Ils ont la forme d'un disque biconcave.
Leur demi de vie est de 120 jours et la biosynthese a lieu dans la moelle osseuse et aboutit a la
formation de 100 milliards des érythrocytes par jour. Les érythrocytes sont formés a partir de

cellules souches multipotentes.

Leur réle principal est d’assurer le transport d’oxygene et du gaz carbonique entre les alvéoles
pulmonaires et les tissus et ils sont responsable aussi, de groupes sanguins ABO (Courtois et

al, 2007).
3. Cytotoxicité et plantes médicinales

La phytothérapie peut étre dangereuse selon les plantes et les doses administrées, et 1’on parlera
plutot de « médecine issue de la tradition ». La médecine traditionnelle est définie comme la
somme totale des connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement ou
non, sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour
garder les €étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer et traiter (OMS,

2000).

Cette médecine utilise les plantes médicinales qui sont des mélanges complexes de molécules
diverses. Leur composition, souvent mal définie a un certain degré de concentration, peut
présenter une toxicité et la teneur de ces constituants peut naturellement varier d’une
préparation a une autre, ou peut-étre peuvent contenir des contaminants toxiques (Borkou,

1996).

La toxicité est donc, la capacité intrinséque d’un agent chimique a avoir un effet nocif sur un
organisme. Elle varie selon la dose, la fréquence, la durée d’exposition, et le temps d’apparition

des signes cliniques (Ellen, 2000).
2.1. Toxicité aigué

La DL50 a été déterminée suivant la ligne directive de 1’Organisation de coopération et de

développement économique (OCDE), numéro 423 (Ligne directrice de L’OCDE pour les essais
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de produits chimiques, 17 décembre 2001) pour déterminer 1’effet toxique suite a une exposition

a un agent toxique ne dépassant pas 24 heures (Lipniak-Gawlik, 1998).
2.2. Toxicité subaigué

C’est une toxicité a court terme ou subaigué ou encore sub-chronique, et correspond a
I’administration quotidienne du produit est également une ou deux fois par jour durant environ

3 mois (Montgomery, 1990 ; Laroche, 2001).
2.3. Toxicité chronique

Elle correspond a la caractérisation de 1’effet toxique d’une substance suite a une exposition

répétée et prolongée (18 a 24 mois) (Laroche, 2001).
Chapitre 3 : Activité antimicrobienne

En Algérie comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies infectieuses et
parasitaires constituent un probléme de santé publique a cause de leur fréquence et de leur
gravit¢ (Bendahou, 2007). La situation est plus préoccupante a cause de ’apparition des
souches de micro-organismes résistants aux antibiotiques et I’émergence des infections non
communes (OMS, 2002) qui compromettent les traitements a 1’aide des médicaments existants.
Face a ces nombreux obstacles que présente 'utilisation des antibactériens disponibles, il est
indispensable de rechercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre
d’action. Une des stratégies pour cette recherche consiste a explorer les plantes utilisées en

médecine traditionnelle (Omolo, 2004).

En effet, en 2002, I’OMS estime que, pour se soigner, 80% de la population africaine recourt
toujours a la médecine traditionnelle pour laquelle la majeure partie des thérapies implique

I’exploitation des principes actifs des plantes médicinales.

Les maladies infectieuses constituent un sérieux probléme de santé publique (OMS, 1999), ou
elles sont la principale cause de taux de mortalité élevés. Les agents responsables de ces
infections sont divers et variés comprenant aussi bien les champignons, les bactéries, les
protozoaires que des virus. Pour lutter contre ces agressions microbiennes, le monde
scientifique a découvert de nombreux traitements pour soulager les patients (Traoré et al,

2012).

Les médicaments a base de plantes sont préparés a partir d'un nombre limité de solvants parmi
lesquels, on trouve 1'alcool, le méthanol, plus rarement l'acétone, l'acétate d'éthyle, le n-butanol,

I'hexane et I'heptane. (Jean-Yves Chabrier, 2010).
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Tableau 3 : Quelques plantes a activités antimicrobiennes

Test antimicrobi
Espéces végétales Extrait /partie utilisé estan ’tm.tc’ro ren Références
réalisé
Micromeria Huile essentielle /matériel
cristata subsp. L o, CMI Tabanca, 2001
i végétales séchés
phrygia
Micr.omeria Huile ess’er‘ltielle /partie T.echn'ique de Stojanovic, 2006
cristata aérienne diffusion agar
. . CMI ; CMB ; test
Eucalyptus Extrait méthanolique o et (?s ©
., i de sensibilité Bouharb, 2014
gomphocephala /extrait éthanolique
aromatogramme
Pergulari . . )
ergutaria Extrait phénolique/feuilles CMI Bouhmama, 2013
tomentosa L.
Carvoniviius Extrait Méthode de
ryop y méthanolique/éthanolique : diffusion sur Chandoria, 2011
aromaticus .
fleurs disque
Rauvolfia . .
Feuilles /extrait
tetraphylla curies fextral CMI Patel, 2013

/Jatropha curcas

méthanolique
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Matériel et méthodes

Cette ¢tude expérimentale a été réalisé au niveau du laboratoire : Antibiotiques, antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique, du département de biologie, Faculté¢ des
sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de I’'univers, Université Abou Bekr

Belkaid, Tlemcen.
1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Nous avons choisi Olea europaea, car il est connu pour sa large utilisation dans de nombreux
domaines scientifique, médicale, cosmétique, alimentaire...etc. Ainsi que pour ses

innombrables propriétés thérapeutique et médicinale.

La récolte des feuilles de 1’olivier était faite le 04 Janvier 2020, hors la période de floraison et

de fructification, dans les hautes montagnes d’El-Ourit (figure 4).

Les feuilles de I’olivier sont séparées, puis, mises a I’obscurité, a une température ambiante.
Apres le séchage, les feuilles de I’olivier sont broyées le jour de I’expérimentation, a I’aide d’un
broyeur ¢électrique pour obtenir une poudre fine et qui sera utilisée pour la préparation des

extraits.

Figure 4 : Feuilles d’olivier récoltées dans la région de 1I’Ourit
1.2. Matériel biologique
1.2.1. Prélévements sanguins

Les échantillons de sang sont prélevés chez des humains sains. Les prélévements sont réalisés
dans des tubes héparine, puis, centrifugés a 2500 tours par minute pendant 5 minutes. Le
surnageant est ¢liminé et les érythrocytes sont lavés deux fois avec le tampon PBS a 10 mM et
a pH 7.4 Apres lavage, la suspension est préparée dans le tampon PBS a 2 % pour réaliser le

test de I’effet hémolytique.
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1.2.2. Souches bactériennes et fongiques

Nous avons utilisé¢ 11 souches bactériennes et une souche de levure pour évaluer 1’activité
antibactérienne et antifongique par la méthode de diffusion sur gélose. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC
13311, Micrococcus luteus ATCC 9341, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Citrobacter
freundii ATCC 8090, Proteus mirabilis ATCC 35659, Bacillus cereus ATCC 10876, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Enterococcus feaecalis ATCC 49452, Lysteria monocytogenes ATCC
15313 et la levure Candida albicans ATCC 10231.

Tableau 4 : Souches bactériennes et de levure utilisées au niveau du laboratoire LaPsab

Types Souche Gram Famille Référence
AT

Pseudomonas aeruginosa (jxran'l Pseudomonadaceae cc

négatif 27853
Lo . Gram . ATCC

- Escherichia coli it Enterobacteriaceae 25922
Gram ATCC

- Salmonella typhimurium négatif nterobacteriaceae 13311
Micrococcus luteus GI‘E%II.l Micrococcaceae ATCC

positif 9341
Bactéries Enterobacter cloacae (?rarr} Enterobacteriaceae ATCC
négatif 13047
Gram ATCC

- Citrobacter freundii négatif nterobacteriaceae 2090

AT

Proteus mirabilis G’ran.l Enterobacteriaceae e
négatif 35659
Bacillus cereus Gra!rr.l Bacillaceae IOC
positif 10876
G ATCC

- Bacillus subtilis porsaiglf Bacillaceae 6633
G ATCC

- Enterococcus feaecalis por:;glf Enterococcaceae 49452
Lsteri . Gram Listeri ATCC

steria monocytogenes isteriaceae

Y s positif 15313
ATCC

Candida albicans Saccharomycetaceae 10231

2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits bruts d’Olea europaea

L’extraction est réalisée avec 20 g de la poudre végétale (figure 5 (a)) qui sont mélangés avec

200 ml d’un mélange de solvants : eau/acétone (30/70) (v /v) et eau/méthanol (30/70) (v/v). Les
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deux solutions sont enveloppées avec un papier aluminium et laissées macérer pendant 24

heures a temperature ambainte (figure 5 (b)).

Apres 24 heures, les deux extraits sont filtrés sur papier filtre Wattman, puis, évaporés avec un

rotavapeur pour enlever les solvants organiques (figure 5 (c)).

Les phases aqueuses des deux extraits sont évaporées dans des boites de Pétri dans une étuve a
35 °C et les extraits secs (figure 6 (a, b)) sont récupérés dans des tubes eppendorfs et conservés

a+4°C.

Figure 5 : Feuilles de I’olivier (a), extrait hydroalcoolique (b) et évaporation de 1’extrait par un
rotavapeur (¢)

Figure 6 : Extrait hydrométhanolique (a) et extrait hydroacétonique (b)
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20g de la 200ml
poudre eau/acétone
veégétale

bau/méthanol

Elimination écupération
vapeur du solvant de la phase
60°c organique aquese

7 . Récupérer
f ETAPE E)s(ttr)?)littgsagz Etuve 35°C l'extrait et le
Pétrie pendant 48h conserver a +
4°¢c

Figure 7 : Schéma simplifi¢ des ¢tapes de I’extraction

Le rendement a été obtenu pour chaque extrait et il est exprimé en pourcentage. Il est calculé

selon la formule suivant décrite par Mahmoudi et al. 2013.

Rendement .

MO : La masse de I’extrait apres évaporation du solvant en gramme ;

Ou,

MTf : La masse de la matiére séche en gramme.
2.2. Effet hémolytique des extraits d’Olea europaea

La cytotoxicité des extraits de l’olivier est évaluée in vitro, vis-a-vis de la suspension

érythrocytaire préparée a 2 % dans le tampon phosphate 10 mM a pH 7.4.
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2.2.1. Préparation des extraits

Les extraits sont préparés dans le tampon phosphate 10 mM a pH 7,4. Nous avons testé trois

concentrations pour chaque extrait : 1 mg/ml, 0.5 mg/ml et 0.25 mg/ml (concentrations finales).
2.2.2. Test d’hémolyse

Le test de I’effet hémolytique de la plante étudié est réalisé selon la méthode de (Guo-Xiang et
Z.ai-Qun, 2008).
Un volume de 8910 pl de la suspension érythrocytaire est mélangé avec 90 pl de I’extrait a

différentes concentrations (2mg/ml, Img/ml, 0.5mg/ml). Les tubes sont incubés dans un

incubateur agitateur a 37°C pendant 60 minutes.

Un volume de 500pul est prélevé aux temps 0, 30 et 60 minutes, et mélangé délicatement avec

1,5 ml de PBS. Les tubes sont centrifugés a 2500 tours par minute pendant Sminutes.

Ensuite, le surnageant est récupéré pour mesurer 1’absorbance a 1’aide d’un spectrophotometre

UV- Visible a une longueur d’onde de 548 nm contre un blanc contenant du PBS.

Un témoin négatif est préparé selon la méme procédure du test contenant 90 pl de tampon PBS

et 8910 pl de suspension érythrocytaire.

De plus, et dans les mémes conditions et démarches expérimentales, nous avons préparé un tube
d’hémolyse totale qui contient 2970 pul de la suspension érythrocytaire avec 30 pl de triton X-

100 a 1% et 1.5 ml de PBS.
Ce test a €té répété trois fois pour chaque concentration de chaque extrait.

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

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

DO (extrait 60 minutes)—DO (témoin négatif 60 minutes)

Taux d’hémolyse (%) =

DO (hémlyse totale 60 minutes)—DO (témoin négatif 60 minutes)
2.3. Evaluation de P’activité antimicrobienne

L’évaluation des activités antibactérienne et antifongique est réalis¢ avec la méthode de
diffusion des disques sur gélose selon les recommandations de CLSI, ou, des disques de papier
Wattman de 6 mm de diametre sont imprégnés des différentes extraits d’Olea europaea et sont
déposés dans des boites de Pétri sur la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec
une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la

surface de la gélose laissant des zones d’inhibition autour des disques (Biyiti et al, 2004).
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2.3.1. Préparation des extraits

Les extraits hydrométhanolique et hydroacétoniques sont préparés dans 1’eau physiologique

stérile a une concentration de 50 mg/ml.
2.3.2. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 24 heures sur une gélose nutritive non
sélectif. Dans 5 ml d’eau physiologique 0.9%, 5 colonies sont suspendues, et a 1’aide d’un
spectrophotomeétre cette suspension est ajustée au standard McFarland 0.5 équivalent a une

densité optique entre 0.08 4 0.13 4 une longueur d’onde de 625 nm.

Pour les levures, la préparation de 1’inoculum est réalisée selon la méme procédure que pour
les bactéries. Les seules différences sont le milieu de culture utilisé pour la culture qui est le
bouillon sabouraud et 1’absorbance est de I’ordre de 0.12 a 0.15 a une longueur d’onde de 530

nm.
2.3.3. Test de diffusion sur gélose

C’est le méme principe de I’antibiogramme. Le milieu de culture utilisé pour les bactéries est
la gélose de Mueller Hinton. Le milieu de culture des levures est le Muller Hinton supplémenté
de 2 % de glucose et 0,5 ng/ml de bleu de méthyléne. L’ensemencement des souches est réalisé

par écouvillonnage de I’inoculum sur la gélose coulée dans les boites de Pétri.

Des disques en papier filtre stérile de 6 mm de diametre sont imprégnés par 10ul de chaque
extrait (hydroacétonique et hydrométhanolique) au moment de 1’expérimentation. Ensuite, a
I’aide d’une pince stérile 2 disques représentant les deux extraits sont placés sur les géloses
inoculées. Les boites sont transférées dans 1’étuve pour une incubation de 24 heures a 37°C

pour les bactéries et a 35 °C pour les levures.

Les zones d’inhibition sont mesurées en centimétre par une régle graduée et comparées avec un

antibiotique qu’est la gentamycine (pour les bactéries) et I’amphotéricine B (pour les levures).

Ces tests sont réalisés en triplicate pour chaque extrait et vis-a-vis de chaque souche

microbienne.
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Résultats et interprétation
1. Rendement d’extraction :

D’aprés les calculs et les résultats présentés dans le tableau 5 ci-dessous, le rendement de

I’extrait hydroacétonique est élevé par rapport a celui de I’extrait hydrométhanolique.

Tableau 5 : Rendement d’extraction des feuilles d’Olea europeae

Olea europeae L.
hydroacétonique hydrométhanolique
Rendement (%) 18.5 15

2. Effet hémolytique des extraits de I’olivier

Les résultats d’évaluation de taux d’hémolyse obtenus pour les extraits hydroacétonique et
hydrométhanolique des feuilles de I’olivier sont présentés sous forme d’histogrammes (figures
8 et 9). Les tests sont effectués avec trois concentrations différentes : 2mg/ml ; 1mg/ml et
0.5mg/ml en fonction de temps 0, 30 et 60 minutes. L’hémolyse totale est réalisée en utilisant

le Triton X-100 en contact avec la suspension érythrocytaire.

A travers les résultats obtenus ci-dessous, nous n’avons noté aucune cytotoxicité des extraits

vis-a-vis des globules rouges aux différentes concentrations testées et a différents temps

d’incubation.

En général, les extraits de 1’olivier ne présentent aucun effet hémolytique aux concentrations

choisis dans notre expérimentation.

Taux d'hémolyse %

2mg/ml Img/ml 0,5mg/ml

Concentration (mg/ml)

t0 ®mt30 =t60

Figure 8 : Taux d’hémolyse de I’extrait hydroacétonique des feuilles de 1’olivier a différentes

concentrations en fonction de temps
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2mg/ml Img/ml 0,5mg/ml

Concentration (mg/ml)

t0 ®mt30 =t60

Figure 9 : Taux d’hémolyse de I’extrait hydrométhanolique des feuilles de 1’olivier a

différentes concentrations en fonction de temps
3. Evaluation de ’activité antimicrobienne

La méthode de diffusion sur gélose a été utilisée dans notre expérimentation pour évaluer les
activités antibactérienne et antifongique des extraits hydrométhanolique et hydroacétonique des

feuilles d’Olea europaea.

Cette méthode nous permet la mesure des diamétres des zones d’inhibition pour déterminer

I’extrait ayant une activité antimicrobienne et la souche sensible a son effet.

A travers les résultats mentionnés dans le tableau 6, les deux extraits hydroacétonique et
hydrométhanolique présentent une faible activité antibactérienne pour la plupart des souches

bactériennes testés et une 1égere activité antifongique.

L’activité antibactérienne est observée sur Bcillus cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis
ATCC 49452, Pseudomonas aeruginosa ATTCC 27853, Citrobacter freundii ATTCC 8090,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus
ATCC 9341, Enterobacter cloacae ATCC 13047 avec un diameétre compris entre 7 a 9 mm

pour les deux extraits.

Les deux extraits hydroacétonique et hydrométhanolique ont exhibé un effet antifongique
moyen vis-a-vis de la souche Candida albicans ATCC 10231 avec des diameétres de 11.6 et

12.3, respectivement.
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Tableau 6 : Les valeurs des diamétres des zones d’inhibition (en mm) de deux extraits des

feuilles de I’olivier, de la gentamycine et de I’amphotéricine B

Bcillus cereus ATCC 7£0.5 7 £1 23 /
10876
Enterococcus faecalis 71 7.6 £0.5 28 /
ATCC 49452
Pseudomonas 7+0.5 7 +1 30 /
aeruginosa ATTCC
27853
Citrobacter freundii 8+ 2 7.6+ 1.15 30 /
ATTCC 8090
Listeria monocytogenes 7+1 7.3£1.15 30 /
ATCC 15313
Bacillus subtilis ATCC 7+0.5 8 0.5 23 /
6633
Salnionella 6+0.5 6 +0.5 24 /
typhimurium ATCC
13311
Enterobacter cloacae 83+0.5 9.6£ 0.5 28 /
ATCC 13047
Micrococcus luteus 7+1.7 7.6£2.08 32 /
ATCC 9341
Proteus mirabilis 6+0.5 7+1 26 /
ATCC 35659
Escherichia coli ATCC 6 +0.5 6+ 0.5 26 /
8739
Candida albicans 11.6+3.05 12.3+4.93 26

ATCC 10231
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Discussion

Les feuilles de I’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, dues a

leurs richesses en composés phénoliques (Aouidi, 2012).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a étudier les activités des extraits bruts

des feuilles d’Olea europaea obtenus de la région de 1’Ourit a Tlemcen.

Nous avons préparé des extraits bruts hydrométhanolique et hydroacétonique a partir des
feuilles de I’olivier. Les résultats des rendements obtenus montrent une petite différence (aux

environs de 3%) entre I’extrait hydrométhanolique et I’extrait hydroacétonique.

Selon I’étude de Selaimia en 2019, les rendements obtenus des extraits hydrométhanoliques
des feuilles d’olivier cultivé provenant de la région d’El Attaf, wilaya d’Ain Defla, sont de

I’ordre de 48,91 %, ce qui montre une différence significative par rapport a nos résultats.

Cette différence confirme qu’il y a des facteurs qui influencent sur le taux de rendement

d’extraction, comme le choix de solvant d’extraction et sa polarité et la méthode d’extraction.

Pour rechercher et évaluer les activités de 1’olivier, il faudrait en premier lieu vérifier sa toxicité.
Dans notre travail, la toxicité a été étudiée in vitro, en évaluant 1’effet hémolytique de nos

extraits vis-a-vis des globules rouges.

D’apres les résultats obtenus, les extraits hydrométhanolique et hydroacétonique ne présentent
aucun effet hémolytique vis-a-vis des érythrocytes aux concentrations testées : 0.5, 1 et 2

mg/ml.

Dans une ¢étude réalisée chez I’homme, une administration orale d’une dose de 1000 mg/jour
(500 mg deux fois par jour) d’un extrait éthanolique des feuilles d’olivier contenant 20 %
d’oleuropéine, pendant 8 semaines, n’a induit aucun changement des parametres
hématologiques, des ¢lectrolytes ou des parameétres liés a la fonction rénale et hépatique

(Susalit et al, 2011).

Selon I’¢tude de Omer et al en 2012, I’extrait aqueux macéré administré aux rats males Wistar
a des concentrations croissantes (0.2 a 0.9 % d’extrait) par gavage gastrique, a induit une
diminution du nombre des érythrocytes et des altérations dans le foie et les reins. Ces effets ont
été observés avec I’agmentation de la concentration en extrait et plus spécifiquement a la

concentration de 0.9 %.

Avec ces différents résultats obtenus, il est nécessaire que des travaux toxicologiques

supplémentaires devraient étre réalisés pour déterminer la concentration ou la dose a tester.



Discussion

Les recherches de 1’activité antimicrobienne réalisées in vitro par plusieurs auteurs (Sudjana,
2009) ont démontré que les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des
plantes, ayant des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis de

nombreux microorganismes.

Dans notre étude, nous avons remarqué une légere activité de nos extraits et spécifiquement,
I’extrait hydrométhanolique, vis-a-vis des souches bactériennes et de levure de référence

utilisées dans le test de diffusion sur gélose.

Nos résultats sont en concordance avec ceux de Djenane en 2011, qui a testé 1’activité
antimicrobienne des extraits de feuilles d’olivier vis-a-vis de trois souches pathogénes. Les
résultats obtenus montrent un effet inhibiteur des polyphénols et de I’extrait brut aqueux vis-a-
vis de P. aeruginosa avec des diametres d’inhibition de 15,57 + 2,15 mm et 15,29 £ 1,90 mm,
respectivement. Ces extraits ont présenté une forte activité antibactérienne, et ’auteur a
mentionné que le spectre d'activité antimicrobienne varie selon le type d’extrait et le Gram des
bactéries. Cependant, les bactéries a Gram positif sont généralement les plus sensibles aux

effets de ces extraits poly-phénoliques

Dans une ¢étude récente, Pereira et al en 2007, ont montré que les extraits aqueux de feuilles
d'olivier présentent une large activité antimicrobienne vis-a-vis de B. cereus, C. albicans, E.
coli, S. aureus, C. neoformans, K. pneumoniae, P. aeruginosa et B. subtilis d’une maniere
dépendante de la concentration. Selon ces mémes auteurs, B. cereus (Gram positif) et C.
albicans (champignons) étaient les micro-organismes les plus sensibles a 1’extrait de I’olivier

présentant des valeurs de Clos inférieures a 1 mg / ml.

D’apreés Sudjana et al en 2009, I’extrait des feuilles d’olivier commercialisé en Australie, a
présenté une activité antibactérienne vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes et plus
spécifiquement, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori et Staphylococcus aureus avec des

concentrations minimales inhibitrices CMI entre 0.31 et 0.78 % (v/v).
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Conclusion générale

Notre objectif dans cette étude est d’évaluer la cytotoxicité des extraits hydrométhanolique et
hydroacétonique des feuilles d’Olea europaea vis-a-vis des globules rouges et de rechercher
’effet antimicrobien de ces extraits vis-a-vis de bactéries et de levures causant des pathologies

chez ’homme.

Les résultats de rendements d’extraction montrent que la méthode et le choix de solvant sont

deux facteurs qui influencent sur le rendement.

Les deux extraits des feuilles de I’olivier n’ont montré aucune cytotoxicité vis-a-vis des

érythrocytes aux concentrations testées.

Nous avons testé I’activité antimicrobienne par 1’utilisation de la méthode de diffusion sur
gélose. Les résultats obtenus ont montré que les deux extraits exhibent une 1égére activité
antifongique, ainsi qu’une activité antibactérienne vis-a-vis de quelques souches de bactéries

de référence testées.

Ces résultats montrent que 1’olivier a une activité antimicrobienne. Cette étude devrait étre

complétée par d’autres tests :

v' Réaliser la technique de microdilution en milieu liquide pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides : CMI, CMB et CMF ;

v’ Réaliser une étude phytochimique qualitative et quantitative ;

v' Identification de la toxicité des feuilles de 1’olivier, notamment par la détermination de
la DL50 et la DL100 sur des animaux d’expérimentation ;

v" Identifie I’effet thérapeutique des autres composés phénoliques des feuilles de 1’olivier.
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