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Abstract

The aim of this study is to evaluate the antibacterial activity of Ballota hirsuta (Lamiaceae)
extracts, a plant used in traditional medicine and locally known as “ Meroukt” , against
multidrug-resistant strains isolated from the University Hospital Center (CHU) of Tlemcen, as
well as reference strains.

Extracts were prepared from the leaves, before and after delipidation, using both polar and non-
polar solvents. The tests were performed on seven reference bacterial strains and six clinically
isolated multidrug-resistant pathogens, using agar diffusion and minimum inhibitory
concentration (MIC) determination methods. The results revealed no significant antibacterial
activity for all tested extracts (inhibition zones = 0 mm; MIC > 100 mg/mL), even at
intermediate concentrations (10, 20, 50 mg/mL). Some limitations were encountered with the
post-delipidation lipid extracts, which were not tested due to their oily aspect.

These results indicate a lack of antimicrobial effect under the applied experimental conditions.
Further investigations, including bio-guided fractionation and analysis of active metabolites,
are needed to better assess the therapeutic potential of this species.

Keywords: Ballota hirsuta; antibacterial activity; multidrug-resistant bacteria; aqueous

extracts; organic extracts; Nedroma , Tlemcen.



Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne des extraits de Ballota hirsuta
(Lamiaceae), plante utilisée en médecine traditionnelle et connue locallement sous le nom
vernaculaire de "Meroukt", contre des souches multirésistantes isolées du CHU de Tlemcen
ainsi que des souches de référence. Des extraits ont été préparés a partir des feuilles, avant et
apres délipidation, a I’aide de solvants polaires et apolaires. Les tests ont été menés sur sept
souches bactériennes de référence et six souches pathogénes cliniques multirésistantes, en
utilisant les méthodes de diffusion sur gélose et de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI).

Les résultats ont révélé une absence d’activité antibactérienne significative pour tous les extraits
testés (zones d’inhibition = 0 mm ; CMI > 100 mg/mL), méme & des concentrations
intermédiaires (10, 20, 50 mg/mL).

Certaines limitations ont été rencontrées avec les extraits lipidiques post-délipidation, non testés
en raison de leur aspect huileux.

Ces résultats indiquent une absence d’effet antimicrobien dans les conditions expérimentales
appliquées. Des investigations complémentaires, incluant le fractionnement bio-guidé et
I’analyse des métabolites actifs, sont nécessaires pour mieux €valuer le potentiel thérapeutique
de cette espece.

Mots-clés : Ballota hirsuta ; activité antibactérienne ; bactéries multirésistantes ; extraits

aqueux ; extraits organiques ; Nedroma,Tlemcen
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L’humanité fait aujourd’hui face a un probléme de santé publique majeur : la résistance
croissante des micro-organismes aux agents antimicrobiens. Depuis I’introduction des
antibiotiques au XXe siecle, ces molécules ont révolutionné la médecine moderne, sauvant des
millions de vies. Toutefois, 1’'usage abusif, parfois inapproprié, tant dans le domaine médical
qu’agroalimentaire, a favoris¢é 1’émergence de souches bactériennes multi résistantes
(Laxminarayan et al., 2013). Ce phénomene limite considérablement les options thérapeutiques
disponibles, notamment face a certaines infections nosocomiales. De plus, plusieurs traitements
topiques, comme les crémes ou pommades antimicrobiennes, deviennent inefficaces face a des
souches cutanées résistantes. La découverte de nouvelles molécules bioactives,
particulierement issues de sources naturelles, devient alors une urgence scientifique mondiale
(WHO, 2020).

Dans cette optique, les plantes médicinales représentent une alternative prometteuse, car elles
ont évolué pour produire une grande diversit¢ de métabolites secondaires — tels que les
alcaloides, les flavonoides, les diterpenes et les huiles essentielles — qui jouent un réle de
défense contre les pathogénes (Cowan, 1999). Ces substances, souvent bioactives, peuvent
constituer des pistes sérieuses pour le développement de nouveaux traitements antimicrobiens.
C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, centré sur Ballota hirsuta Benth., une
plante appartenant a la famille des Lamiacées, endémique des régions méditerranéennes. Cette
espece est particulierement répandue dans les zones rocheuses et montagneuses du nord-ouest
de I’Algérie. Traditionnellement, Ballota hirsuta est utilisée dans la pharmacopée populaire
locale pour soigner diverses affections respiratoires, les troubles digestifs, les plaies cutanées et
les inflammations (Benhouhou, 2005 ; Bahramikia et al., 2012). Le genre Ballota en général
est reconnu pour sa richesse en composés phénoliques, en diterpénes labdaniques et en huiles
essentielles a potentiel thérapeutique (Piozzi et al., 2005 ; Kabouche et al., 2007). Malgré cela,
B. hirsuta demeure encore peu étudiée d’un point de vue pharmacologique, en particulier en ce
qui concerne son activité antimicrobienne.

Le choix de cette plante repose donc sur une double motivation : d'une part, la valorisation du
patrimoine phytothérapeutique local, et d'autre part, la nécessité de rechercher de nouvelles
alternatives naturelles face aux résistances bactériennes, notamment contre les bactéries
impliquées dans les infections liées aux soins, ou les traitements conventionnels deviennent
inefficaces. L’hypothése centrale de ce travail est que Ballota hirsuta pourrait contenir des
composés ayant une activité antimicrobienne mesurable contre des souches pathogenes

humaines, y compris celles résistantes aux antibiotiques classiques. L’objectif principal de ce
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travail est donc de déterminer si les extraits bruts de Ballota hirsuta possédent une activité

antibactérienne mesurable face a des bactéries pathogenes d’intérét clinique.

Le présent mémoire est structuré en trois grandes parties. La premiere partie est une synthese
bibliographique, qui retrace les données actuelles sur les résistances bactériennes, 1’ intérét des
plantes médicinales dans ce contexte, et les connaissances botaniques et chimiques relatives
au genre Ballota. La deuxiéme partie est consacrée aux matériels et méthodes, décrivant les
protocoles d’extraction, les solvants utilisés, les techniques microbiologiques, et les souches
bactériennes sélectionnées. Enfin, la troisiéme partie présente les résultats expérimentaux, leur
interprétation et leur discussion critique, en soulignant les limites de I’étude et en ouvrant des

pistes de recherche futures.
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1.1. Caractéristiques du genre Ballota

Le genre Ballota, de la famille des Lamiacées, comprend des espéces vivaces a port
herbacé ou légerement ligneux, caractérisées par des tiges quadrangulaires recouvertes de poils
rigides (Quézel et al.,1963). En francais, cette plante est connue sous les noms de
« ballote poilue » ou « faux marrube », tandis que dans la tradition populaire algérienne, elle est
appelée « Merrou » ou « Merrou-el-Hrami » (Tutin et al., 1972).

Les feuilles sont opposées, ovales avec une base en cceur. Les fleurs sont regroupées en
¢épis de verticilles feuillés, souvent interrompus. Le calice, constitué d’un seul segment, est
tubulaire, strié de dix lignes, et se termine par cinq dents pointues largement espacées (Quézel
et al,1963). La corolle, de forme labi¢e, possede une levre supérieure droite, légerement
concave, et une levre inférieure a trois lobes, dont le central est le plus large et peut étre échancré
(Tutin et al., 1972).

La plante présente quatre étamines réparties en deux paires inégales. Le gynécée est formé
de quatre carpelles, d'ou émerge un style mince terminé par un stigmate bifide. Le fruit contient
quatre akénes nus, de forme ovale, insérés a la base du calice (Quézel et al., 1963 ; Tutin et al.,

1972).
1.2. Répartition géographique du genre Ballota

1.2.1. A Péchelle mondiale
Le genre Ballota regroupe environ 33 espeéces que 1I’on retrouve principalement dans les
zones tempérées d’Europe, d’Afrique du Nord ainsi qu’en Asie occidentale. Cette diversité
s’exprime plus fortement dans la région méditerranéenne, qui constitue un véritable centre de

richesse spécifique pour ce genre (Citoglu et al., 1998 ; Seidel et al., 1999).

1.2.2. En Algérie
D’aprés les travaux de Quézel et Santa (1963), seules deux espéces vivaces du genre
Ballota sont répertori€es sur le territoire algérien (Ballota nigra L et Ballota hirsuta Benth)..

Ces especes, localisées dans plusieurs régions biogéographiques, sont résumées dans le tableau
1.
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Tableau 1:Répartition et traits morphologiques des espéces de Ballota en Algérie

(Adapté de Quézel et al.,1963)

Espéce

Zones de présence

Caractéristiques

Ballota nigra L.

Treés répandue dans
I’ensemble des régions
d’Algérie

Plante herbacée avec des tiges non
ligneuses ; calice en forme
d’entonnoir doté de cinq petites dents
légeérement tournées vers I’extérieur ;
feuilles toutes pétiolées et dentées.

Ballota hirsuta

Benth

Commune dans I’ouest
algérien (Oranie), I’ Atlas
Saharien et le Sahara
septentrional

Calice a forme élargie, de texture
molle et a réseau veiné, avec cinq
dents bien marquées ; feuilles
supérieures sessiles aux bords peu
marqués ; fleurs a corolle rosée, a
levre supérieure divisée

1.3 Ballota hirsuta

1.3.1 Caractéres botaniques de Ballota hirsuta

Ballota hirsuta est une plante vivace, possédant des tiges ligneuses et couvertes de poils,

mesurant entre 24 et 60 cm de hauteur. Les feuilles supérieures sont sessiles et présentent des

dents treés obtuses. Les feuilles caulinaires inférieures et moyennes mesurent entre 3 et 6 cm de

long et de 3 a 5 cm de large ; elles sont cordées ou tronquées a la base, ovales ou sous-ovales,

et présentent des bords crénelés. Le pétiole des feuilles inférieures varie entre 5 et 40 mm de

longueur. Le calice est caractérisé par un plissement longitudinal, avec dix nervures principales

et cinq dents. Les bractées sont fines, linéaires et membraneuses. Les fleurs sont disposées en

verticilles et la corolle est de couleur rosée, avec une levre supérieure bifide (Quézel et

al, 1963).

Les habitats de Ballota hirsuta se rencontrent dans les foréts claires, les rochers, les

broussailles, ainsi que dans les zones de plaine et de montagnes basses & moyennes (Bammi ef

al.,2004).
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1.3.2 Conditions écologiques

Ballota hirsuta Benth. se développe principalement dans des environnements caractérisés par
un sol calcaire basique (pH > 7,5) et une exposition ensoleillée. Cette plante persistante atteint
environ 60 cm de hauteur et de largeur, avec une densité optimale de deux plants par metre
carré. Sa floraison, qui se produit entre juin et juillet, se manifeste par des fleurs de teinte rose

pourpre (Kechar, 2016) .

1.3.3 La classification de Ballota hirsuta Benth

La classification de Ballota hirsuta Benth.repose sur le systetme phylogénétique de
I’Angiosperm Phylogeny Group II (APG II, 2003), basé¢ sur des analyses moléculaires de
I’ADN. Ce systéme hiérarchise les plantes a fleurs en grands clades, remplacant

progressivement les systémes traditionnels fondés sur la morphologie.

e Régne : Plantae

e Embranchement : Tracheophyta (Plantes vasculaires)
e Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

e Clade 1 : Angiospermes

e Clade 2 : Eudicotylédones (Dicotylédones vraies)

e Clade 3 : Astéridées

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae (ou Labiatae)

e Genre : Ballota

e Espéce : Ballota hirsuta Benth.

1.3.4 Composition chimique de Ballota hirsuta

Ballota hirsuta, appartenant a la famille des Lamiacées, est une plante médicinale réputée
pour sa richesse en métabolites secondaires bioactifs. Les analyses phytochimiques ont permis
d'identifier plusieurs classes de composés, notamment des flavonoides, des acides phénoliques,

des diterpenes labdaniques, des composés volatils et des huiles essentielles.

1.3.4.1 Flavonoides
A partir des parties aériennes de Ballota hirsuta Benth. (Lamiacées), quatorze flavonoides

ont été isolés et identifiés, incluant six glycosides et huit aglycones
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Les aglycones identifiés comprennent :
« Salvigénine (5-hydroxy-6,7,4’-triméthoxyflavone)
«  Kumatakénine (5,4’-dihydroxy-3,7-diméthoxyflavone)
« Genkwanine (5,4’-dihydroxy-7-méthoxyflavone)
« Ladanéine (5,6-dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone)
«  Nuchensine (5,6,3’-trihydroxy-7,4’-diméthoxyflavone)
+ Isokaempferide (5,7,4’-trihydroxy-3-méthoxyflavone)
« Apigénine et lutéoline (Figure 1)
Les flavonoides glycosylés identifiés sont :
«  Apigénine-7-(p-coumaroyl)-glucoside
« Apigénine-7-glucoside
« Lutéoline-7-glucoside
+  Quercétine-3-glucoside
« Lutéoline-7-rutinoside

«  Vicénine-2 (apigénine-6,8-di-C-glucoside) (Ferreres et al., 1986)

R3
!, N R4
m\/j\ro‘\| o
R27R
OH O

Figure 1 : Les structures de quelques aglycons flavonoides du Ballota hirsuta Benth
(Kechar, 2016).

« Apigenin: R1 =R4=0H; R2=R3=H

+ Genkwanin : R1 =0OCH3; R2=R3=H;R4=H

« 7-4’- dimethylapigenin : R1 = R4 = OCH3; R2=R3 =H

+ Ladanein : R1=R4=0CH3; R2=0H;R3=H

« Salvigenin : R1 =R2=R4 =0CH3; R3=H

+ Luteolin: R1=R3=R4=0H;R2=H

« Nuchensin : R1 = R4 = OCH3; R2 = R3 = OH (Kechar, 2016).
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1.3.4.2 . Acides phénoliques
Les analyses phytochimiques de Ballota hirsuta, notamment celles menées sur les extraits
de feuilles, ont révélé la présence de plusieurs acides phénoliques, reconnus pour leurs
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Parmi les principaux acides identifiés :
« Acide gallique : un acide trihydroxybenzoique, largement étudi¢ pour ses puissantes
propriétés antioxydantes (Shahidi et al., 2015).
« Acide caféique : un acide hydroxycinnamique, connu pour ses effets antioxydants et
anti-inflammatoires (Nabavi et al., 2015).
« Acide férulique : réputé pour ses activités antioxydantes et son role protecteur contre
les dommages oxydatifs cellulaires (Ou et al., 2004).
« Acide rosmarinique : un ester de I’acide caféique, courant dans la famille des

Lamiacées, qui posseéde des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes notables

(Petersen et al., 2003)(figure 2).

Acide caféique

OH
/@/_\V‘k

cide rosmarinique

O ? OH
OH

Acide gallique

Figure 2 : Structures chimiques de quelques acides phénoliques (Wikimedia

Commons,n.d.)

1.3.4.3. Les diterpenes
Les diterpenes représentent les constituants les plus étudiés de Ballota hirsuta, en

particulier ceux de la famille des labdanes, qui sont des composés a 20 atomes de carbone. Ces



Synthese Bibliographique Chapitre 1 : Ballota hirsuta

molécules sont dotées d’une diversité structurale leur conférant des propriétés biologiques
variées. Le principal composé identifi¢ est 1’hispanolone (figure 3 ), un labdane furano-
diterpénique possédant une activité anti-appétente démontrée contre la chenille Spodoptera
littoralis, un ravageur agricole affectant le coton et le tabac (Ballesta ef al., 2007). Ce composé
agit en perturbant le comportement alimentaire des larves, ce qui peut contribuer a la protection
des cultures. D’autres études ont mis en évidence les effets antifongiques de 1’hispanolone
contre Magnaporthe grisea, un champignon phytopathogéne provoquant la pyriculariose du riz
(Albert, 2005). Outre I’hispanolone, on retrouve ¢également des dérivés tels que la
déshydrohispanolone et la ballonigrine, qui présentent des activités antimicrobiennes notables.
Ces composés inhibent la croissance de bactéries Gram-positives comme Staphylococcus
aureus, ainsi que de bactéries Gram-négatives et de levures telles que Candida albicans

(Citoglu et al., 1998).

Figure 3 : Hispanolone (Kechar, 2016).

1.3.4.4 Composés volatils de Ballota hirsuta
L’huile essentielle de Ballota hirsuta est riche en composés volatils appartenant
principalement aux familles des monoterpenes et des sesquiterpénes, qui conférent a la plante
ses activités biologiques remarquables. Ces molécules, généralement lipophiles et a faible poids
moléculaire, agissent principalement sur les membranes cellulaires des micro-organismes, ce

qui leur donne une action antimicrobienne rapide et efficace.

« Spathulénol : C’est un sesquiterpéne oxygéné fréquemment identifi¢ dans les plantes
aromatiques. Dans B. hirsuta, il participe a I’effet antifongique global de I’huile
essentielle. Il agit en perturbant la perméabilit¢ membranaire des champignons,

réduisant ainsi leur croissance (Lahbabi et al ., 2024).

10
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« Germacréne D : Ce composé est un sesquiterpene hydrocarburé connu pour ses
propriétés antibactériennes. Il agit en altérant les membranes bactériennes, causant la
désintégration cellulaire. Il peut également avoir un effet répulsif sur certains insectes,
ce qui le rend intéressant en lutte biologique (Adams, 2007).

- Carvacrol : Monoterpene phénolique trés étudié, le carvacrol est reconnu pour son fort
pouvoir antibactérien. Il provoque une désorganisation de la bicouche lipidique des
membranes des bactéries, en particulier chez les souches Gram-positives et Gram-
négatives résistantes (Ultee et al., 2002).

« Thymol : De structure proche du carvacrol, il posséde également des -effets
antifongiques notables. Il est capable de déstabiliser la membrane plasmique des levures
et d’inhiber leur croissance, notamment chez Candida albicans (Marchese et al ., 2016).

« p-Caryophylléne : Ce sesquiterpéne bicyclique est connu pour ses effets anti-
inflammatoires et antibactériens. Il agit en activant sélectivement le récepteur CB2,
réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires et renfor¢ant ainsi la réponse
immunitaire naturelle (Gertsch et a/ ., 2008).

« oa-Humuléne : C’est un autre sesquiterpéne a activité anti-inflammatoire. Il module la
production de médiateurs pro-inflammatoires tels que la prostaglandine E2, tout en
participant a I’effet antimicrobien synergique des huiles essentielles (Miguel, 2010).

+ 1,8-Cinéole (Eucalyptol) : Ce monoterpene oxygéné, bien connu dans les plantes
médicinales comme 1’eucalyptus, posséde des effets mucolytiques, antiseptiques et
antiinflammatoires. Son mécanisme d’action repose sur 1’inhibition de la synthése des
prostaglandines et la réduction de I’agrégation leucocytaire, ce qui en fait un composé
utile dans les affections respiratoires et infectieuses (Juergens, 2014).

La composition chimique de cette huile essentielle peut varier selon plusieurs facteurs tels
que l’origine géographique, la période de récolte, les conditions climatiques ou la méthode
d’extraction. Toutefois, la synergie entre ces composés assure une large gamme d’activités
biologiques, notamment antibactériennes, antifongiques, insecticides et anti-inflammatoires,
qui justifient I’intérét croissant porté a Ballota hirsuta dans les applications pharmaceutiques et

agrochimiques (Lahbabi ef al. 2024).

11
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1.3.5 Utilisation traditionnelle de Ballota hirsuta en Algérie

Ballota hirsuta est largement employée dans les pratiques médicinales traditionnelles en
Algérie, notamment pour traiter les contusions, les douleurs rhumatismales et les troubles
nerveux tels que 1’anxiété. Ses feuilles sont souvent utilisées en application locale pour soulager

les blessures et inflammations (Bussmann et al. 2021).

1.3.6 Activités biologiques de Ballota hirsuta

1.3.6.1 . Activité antimicrobienne

Bien que les données disponibles sur Ballota hirsuta soient encore peu nombreuses,
certaines ¢tudes ont mis en évidence son potentiel antimicrobien. Des extraits de cette plante
ont montré une activité modérée contre plusieurs souches bactériennes, attribuée a la présence
de composés bioactifs tels que les flavonoides, les diterpenes et les phénols (Benhouhou et al.,
2019 ; Kechar et al, 2021). Ces composés sont connus pour leur capacité a perturber la
membrane cellulaire des micro-organismes ou a inhiber des enzymes vitales.

En ce qui concerne I’activité antifongique, les études spécifiques sur Ballota hirsuta
restent treés limitées. Toutefois, quelques travaux préliminaires suggerent une faible inhibition
de certaines souches de Candida albicans, bien que les résultats ne soient pas concluants ou
largement documentés (Kechar et al., 2021).

A I’heure actuelle, aucune étude fiable n’a rapporté d’activité antivirale ou antiparasitaire
pour Ballota hirsuta. Aucune donnée expérimentale n’a été publiée sur ’effet de cette espece
vis-a-vis de virus humains ou animaux, ni contre des parasites protozoaires ou helminthes. Par
conséquent, d’autres investigations sont nécessaires pour €valuer son potentiel dans ces

domaines.

1.3.6.2 Activité antioxydante
Grace a une concentration ¢élevée en polyphénols et flavonoides, Ballota hirsuta possede
une activité antioxydante significative. Elle est capable de piéger les radicaux libres (test DPPH)
et de réduire les métaux (test FRAP), contribuant ainsi a la protection des cellules contre le
stress oxydatif. Ces propriétés antioxydantes renforcent également les effets antimicrobiens et

anti-inflammatoires (Dorman et a/ ., 2003 ; Zengin et al., 2013).

12
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1.3.6.3 Activité anti-inflammatoire
Certaines études suggerent une activité anti-inflammatoire modérée des extraits de
Ballota hirsuta, probablement liée a l'inhibition d'enzymes telles que la cyclooxygénase et la
lipoxygénase , ce qui réduit la biosynthese des médiateurs de 1’inflammation. Ces effets sont

principalement liés a la présence de flavonoides et d’acides phénoliques (Yildirim et a/., 2001).

1.3.6.4 Activité insecticide et répulsive
Les extraits et huiles essentielles de Ballota hirsuta ont montré une activité insecticide
contre certains ravageurs. Les composés terpéniques, notamment les diterpénes, pourraient agir
sur le systéme nerveux des insectes ou altérer leur comportement alimentaire, ce qui suggere un

intérét pour la protection phytosanitaire (Isman, 2000).

1.3.6.5 Activité cytotoxique (anticancéreuse potentielle)
Des études in vitro ont révélé une certaine cytotoxicité de Ballota hirsuta sur des lignées
cellulaires cancéreuses. Ces effets sont probablement dus a la présence de glycosides
phénylethanoides, de flavonoides et de diterpénes. Toutefois, les données restent limitées et

nécessitent des investigations complémentaires (Karioti ef a/ ., 2007).

1.3.6.6 Activité neuroprotectrice (potentielle)
Bien que peu étudiée spécifiquement pour Ballota hirsuta, certaines espeéces du genre
Ballota, comme Ballota nigra, ont montré des effets neuroprotecteurs liés a leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires. Il est donc plausible que B. hirsuta posseéde des effets

similaires, en raison de profils phytochimiques proches (Barros ef a/ ., 2011).

1.3.7 Risques, précautions d’usage et toxicité de Ballota hirsuta

Bien que traditionnellement utilisée, la consommation de Ballota hirsuta doit faire I’objet
de prudence, notamment chez les femmes enceintes, car la plante peut provoquer des effets
stimulants sur le systéme reproducteur. Son usage doit €tre limité et surveillé afin d’éviter
d’éventuels effets secondaires (Bussmann et a/ ., 2021).

Les données disponibles sur la toxicité de Ballota hirsuta restent limitées. Cependant,
cette plante est généralement considérée comme stre lorsqu’elle est utilisée dans un cadre
traditionnel et a des doses modérées. Des études ethnobotaniques réalisées en Algérie,

notamment dans la région de Sidi Bel Abbes, indiquent qu’elle est couramment employée sans
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effets secondaires rapportés, suggérant une faible toxicité dans le contexte d’usages populaires

(Kechar et al . 2016).

Toutefois, Ballota hirsuta contient des composés bioactifs tels que les diterpenes
labdaniques, dont certaines formes peuvent présenter une toxicité potentielle a forte dose. Par
conséquent, certaines sources recommandent la prudence, notamment chez les femmes
enceintes, en raison d’éventuels effets emménagogues (Bussmann et al., 2021). A ce jour,
aucune ¢étude toxicologique approfondie (in vivo ou in vitro) n’a été publiée, ce qui limite une

¢valuation précise de son profil de sécurité.
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Synthése Bibliographique Chapitre 2 : Bactéries pathogénes et résistance aux antibiotiques

2.1 Les bactéries pathogénes

2.1.1 Définition des bactéries pathogénes

Les bactéries pathogeénes sont des micro-organismes unicellulaires capables de provoquer
des maladies infectieuses chez I’étre humain, les animaux ou les plantes. Elles appartiennent a
différentes especes, gram-positives ou gram-négatives, et possedent des mécanismes
spécifiques leur permettant d’envahir 1’hote, de se multiplier et d’échapper aux défenses
immunitaires. Ces mécanismes incluent notamment la production de toxines, la formation de
biofilms, la résistance aux antibiotiques, ou encore 1’adhésion aux cellules de 1’hote (Madigan

etal., 2018).

Certaines bactéries sont strictement pathogenes, ¢’est-a-dire qu’elles provoquent toujours
une maladie lorsqu’elles infectent un hote sensible, comme Mycobacterium tuberculosis ou
Salmonella enterica. D’autres, dites opportunistes, deviennent pathogenes seulement dans des
conditions particuliéres, comme une immunodépression ou une rupture de la barriére cutanée
(Pseudomonas aeruginosa, par exemple) (Tortora et a/ ., 2020).

La pathogénicité bactérienne dépend aussi du contexte environnemental, du microbiote

naturel de I’hote, et des facteurs de virulence exprimés par la bactérie au moment de I’infection.
2.1.2. Classification des bactéries pathogénes d’intérét médical

La classification des bactéries pathogenes d’intérét médical différe fondamentalement de
la classification phylogénétique utilisée en biologie systématique. Alors que la classification
classique repose sur des critéres génétiques et évolutifs (tels que les séquences d’ADN ou
d’ARN 165), la classification médicale est principalement fonctionnelle et clinique. Elle vise a
orienter le diagnostic microbiologique, le traitement antimicrobien et la surveillance des
infections, en tenant compte des caractéristiques morphologiques, biochimiques et
pathogéniques des bactéries (Tortora, Funke, et al ., 2020).

Plusieurs critéres interdépendants sont utilisés pour classer les bactéries d’intérét médical,
coloration de Gram, forme cellulaire, métabolisme de 1’oxygeéne Tropisme tissulaire et
pathogénicité ou Certaines bactéries montrent une affinité particuliere pour des tissus ou des
organes spécifiques comme Neisseria meningitidis qui affecte le systéme nerveux central,

Helicobacter pylori qui colonise la muqueuse gastrique et E. coli uropathogeéne gui provoque
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des infections urinaires (Tortora et al ., 2020). Enfin, la résistance aux antibiotiques comme
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), Entérobactéries productrices de [-
lactamases a spectre étendu (ESBL) et Entérobactéries résistantes aux carbapénémes (CDC,
2019 ; WHO, 2017)

Contrairement a la classification phylogénétique qui vise a établir les relations évolutives
entre les organismes, la classification médicale est orientée vers 1'utilité clinique. Elle s’adapte
aux évolutions en matiére de résistance, d’épidémiologie ou de nouvelles pathologies. Par
exemple, deux bactéries proches génétiquement peuvent étre classées différemment sur le plan
médical si I’une est multi résistante ou si elle cause une maladie sévére, tandis que 1’autre est
bénigne ou opportuniste (Madigan et a/ ., 2018).

Ainsi, la classification des bactéries pathogeénes en médecine est dynamique, évolutive et
essentielle pour la santé publique. Elle permet une meilleure prise en charge thérapeutique, un
controle plus efficace des infections nosocomiales, et une réponse adaptée aux émergences

bactériennes dans un contexte de crise antimicrobienne mondiale (CDC, 2019 ; WHO, 2017).

2.1.3. Mécanismes d’infection et pouvoir pathogene

Le processus infectieux commence lorsque le micro-organisme franchit les barriéres de
protection de I’hdte (peau, muqueuses) pour atteindre des tissus internes. Une fois établi, il peut
produire des enzymes, des toxines ou utiliser des systémes d’échappement immunitaire pour se
multiplier et se propager. Le pouvoir pathogéne (ou virulence) désigne I’intensité avec laquelle
un agent infectieux provoque une maladie, influencée par des facteurs tels que I’inoculum, la

résistance de I’hote et les propriétés génétiques du micro-organisme (Tortora et al., 2020).

2.2 Résistance bactérienne aux antibiotiques
2.2.1 Définition et historique de la résistance

La résistance bactérienne aux antibiotiques se définit comme la capacité d’une bactérie a
survivre et a se multiplier malgré la présence d’un ou plusieurs antibiotiques censés 1’¢liminer
ou inhiber sa croissance. Ce phénomene a été observeé peu apres I’introduction de la
pénicilline dans les années 1940, avec 1’apparition rapide de souches de Staphylococcus
aureus résistantes (Davies et al ., 2010). Depuis, l'utilisation excessive et inappropriée des

antibiotiques a considérablement accéléré I’émergence de résistances.
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2.2.2 Mécanismes de résistance

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par divers mécanismes :
Inactivation enzymatique : production d’enzymes qui détruisent ou modifient
I’antibiotique (ex. : B-lactamases).
Systémes d’efflux : expulsion active de I’antibiotique hors de la cellule.
Modification de la cible : mutations des protéines ciblées réduisant 1’affinité de
I’antibiotique.
Imperméabilité : altération de la perméabilité de la membrane pour empécher

I’entrée de 1’antibiotique (Munita et al ., 2016).

2.2.3 Résistance naturelle et résistance acquise

La résistance naturelle est inhérente a certaines especes bactériennes. Par exemple,
Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistante a plusieurs classes d’antibiotiques. A
I’inverse, la résistance acquise se développe par mutation ou par transfert horizontal de geénes

de résistance via des plasmides, transposons ou phages (Blair et al., 2015).

2.2.4 Résistances croisées et multi-résistance

On parle de résistance croisée lorsqu’une bactérie résiste a plusieurs antibiotiques de la
méme famille. La multi-résistance désigne une résistance a au moins une molécule dans trois
classes différentes d’antibiotiques. XDR (résistance étendue aux antibiotiques) concerne des
bactéries résistantes a presque toutes les options thérapeutiques disponibles, ce qui complique

fortement leur prise en charge (Magiorakos et al., 2012).

2.2.5 Bactéries pathogénes résistantes en milieu hospitalier

En milieu hospitalier, les infections causées par des bactéries multi résistantes
représentent un défi clinique majeur. Ces agents pathogeénes ont acquis des mécanismes leur
permettant de résister a plusieurs classes d’antibiotiques, ce qui complique considérablement la
prise en charge thérapeutique, allonge la durée d’hospitalisation et augmente le risque de
complications graves, voire de décés. Ces bactéries exploitent des stratégies telles que la

production d’enzymes dégradant les antibiotiques (B-lactamases, carbapénémases), des
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mutations altérant les cibles moléculaires des médicaments ou encore des systémes d’efflux

expulsant les substances actives hors de la cellule (Tortora et al,, 2020).

Parmi les especes les plus fréquemment impliquées dans les infections nosocomiales

résistantes, plusieurs se distinguent par leur prévalence et leur gravité.

2.2.5.1. Entérobactéries multirésistantes

Les entérobactéries comme Escherichia coli, Enterobacter spp. et Klebsiella pneumoniae
sont des agents fréquents d’infections urinaires, respiratoires ou systémiques. La production de
B-lactamases a spectre étendu (ESBL) leur confére une résistance aux céphalosporines de
troisitme génération, et ces souches sont souvent co-résistantes a d’autres familles
d’antibiotiques (CDC, 2019).

E. coli, habituellement commensale, peut devenir pathogéne, notamment en cas de
translocation intestinale ou chez les patients immunodéprimés. Certaines souches combinent la
production d’ESBL avec une résistance aux quinolones, compliquant les traitements (Madigan,
Bender, Buckley, Sattley, et al., 2018).

Klebsiella pneumoniae, quant a elle, peut produire des carbapénémases telles que KPC

ou NDM, enzymes capables d’hydrolyser les carbapénemes, antibiotiques souvent utilisés en

dernier recours (CDC, 2019).

2. 2.5.2. Acinetobacter baumannii multirésistant
Acinetobacter baumannii est une bactérie Gram négatif opportuniste souvent rencontrée
dans les services de soins intensifs. Sa capacité a survivre longtemps sur les surfaces
hospitaliéres facilite sa transmission. Elle présente une résistance étendue, en particulier aux
carbapénémes, grace a la production de B-lactamases de type OXA, a I’activation de pompes

d’efflux et a des modifications des porines membranaires (WHO, 2017).

2.2.5.3. Pseudomonas aeruginosa résistante aux carbapéneémes
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram négatif non fermentaire, naturellement
résistante a de nombreux antibiotiques grace a sa faible perméabilité membranaire et a ses
pompes d’efflux. Elle peut également acquérir une résistance aux carbapénemes, notamment
par la production de métallo-pB-lactamases ou la perte de porines. Elle est responsable
d’infections graves, en particulier pulmonaires, urinaires et cutanées, notamment chez les

patients sous ventilation mécanique ou immunodéprimés (WHO, 2017).
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2.2.5.4. Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

Staphylococcus aureus est un cocci Gram positif fréquemment impliqué dans les
infections nosocomiales, notamment cutanées, ostéo-articulaires, pulmonaires et sanguines. Les
souches résistantes a la méthicilline (SARM) posseédent le géne mecA, qui code pour une
protéine de liaison aux pénicillines altérée (PBP2a), rendant inefficaces les antibiotiques [-

lactamines (Tortora et al. 2020).

2.2.5.5. Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis est une bactérie a Gram positif naturellement présente dans la flore
intestinale humaine, mais qui peut devenir pathogéne en milieu hospitalier, provoquant des
infections urinaires, endocardites ou infections de plaies. Certaines souches ont développé une
résistance ¢€levée a la vancomycine, un antibiotique de dernier recours, via I’acquisition des
genes vanA ou vanB (O’Driscoll ef al., 2015). Cette résistance rend le traitement des infections
entérococciques particulierement difficile, notamment chez les patients immunodéprimés ou

porteurs de dispositifs médicaux.

2.3 Impact de la résistance bactérienne
2.3.1 Enjeux de santé publique

La résistance aux antibiotiques représente une menace croissante pour la santé publique
mondiale. Elle est responsable d'une augmentation des déces liés aux infections bactériennes et
alourdit les dépenses de santé a travers le monde, en raison des traitements prolongés, des

médicaments plus colteux, et de I’inefficacité des thérapies standards (WHO, 2014).

2.3.2 Difficultés thérapeutiques

La montée des bactéries multi résistantes complique considérablement la prise en charge
clinique. Les traitements usuels ne suffisent plus, obligeant a recourir a des antibiotiques de
dernier recours ou a des associations médicamenteuses complexes, ce qui allonge la durée de

guérison et expose a davantage d’effets secondaires (Ventola, 2015).

2.3.3 Résistance dans les infections nosocomiales

Les milieux hospitaliers, notamment les services de soins intensifs, sont particulierement
touchés par la propagation de bactéries multi résistantes. Des agents pathogenes tels que

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, et Pseudomonas aeruginosa sont
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fréquemment impliqués dans les infections nosocomiales, et leur résistance élevée limite

drastiquement les options thérapeutiques (Prestinaci et al., 2015 ; Cassini et al.,2019).

2.4 Besoin de nouvelles alternatives thérapeutiques
2.4.1 Limites des antibiotiques conventionnels

Les antibiotiques classiques, bien qu’efficaces depuis des décennies, présentent
aujourd’hui des limites importantes face a la montée de la résistance bactérienne. Leur usage
intensif, parfois inappropri¢, a favorisé 1’émergence de souches multirésistantes contre
lesquelles les traitements actuels deviennent inefficaces. De plus, le développement de
nouveaux antibiotiques est lent, colteux, et souvent peu rentable, ce qui réduit
considérablement les options disponibles en thérapeutique moderne (Fair et al., 2014 ; Ventola,

2015).

2.4.2 Radle potentiel des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’ Antiquité pour traiter diverses affections,
et suscitent aujourd’hui un regain d’intérét en tant qu’alternatives naturelles. Elles contiennent
une variété de composés bioactifs tels que les flavonoides, les alcaloides ou les terpenes,
reconnus pour leurs propriétés antimicrobiennes. Leur complexité chimique rend plus difficile
I’apparition de résistances bactériennes comparée aux antibiotiques de syntheése (Cowan, 1999

; Nostro et al., 2012).

e Les extraits végétaux comme solution prometteuse
Les extraits issus de plantes médicinales présentent un fort potentiel en tant qu’agents
antimicrobiens naturels. Des recherches ont démontré que certains extraits peuvent inhiber la
croissance de bactéries pathogenes, y compris celles résistantes aux antibiotiques
conventionnels. Leur action peut étre directe, en détruisant la membrane bactérienne, ou
indirecte, en inhibant des enzymes ou en modulant les mécanismes de résistance (Abreu et al.,
2012 ; Rios et al ., 2005). Ces extraits pourraient constituer une source précieuse pour le

développement de nouvelles thérapeutiques.
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1. Lieu d’étude

Ce travail a été réalis€ au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a

I'Agroalimentaire, au Biomédical et a I'Environnement (LAMAABE) de 1’Université Abou

Bekr Belkaid de Tlemcen

2. Matériel

2.1. Matériel de laboratoire

[1 Matériel pour la préparation des extraits végétaux :

Mortier et pilon (pour le broyage des feuilles séchées)
Fioles jaugées, béchers, erlenmeyers

Filtres a papier Whatman n°® 589 s

Pipettes manuelles et automatiques

Agitateur magnétique avec plaque chauffante (Figure 4 )

Figure 4 : plaque chauffante

[ Matériel pour les tests microbiologiques

Boites de Pétri stériles

Balance (figure 5)

Tubes a essai stériles

Pipettes automatiques (100 pL, 1 ml, 5 ml)
Etuve a 37 °C (incubation)

Autoclave (stérilisation)

Echelle de Macfarlane (standardisation des suspensions bactériennes)

K=
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Figure 5 : une balance

2.2. Matériel biologique

2.2.1. Souches microbiennes testées
Dans cette étude, les extraits de Ballota hirsuta ont été évalués sur des souches de
référence (ATCC) ainsi que sur des souches pathogenes cliniques.
[0 Souches de référence : Il s'agit de souches standardisées issues de la collection
américaine ATCC (American Type Culture Collection), couramment utilisées comme
témoins positifs pour les tests de sensibilité aux agents antimicrobiens. Les souches

utilisées sont listées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Souches bactériennes de référence utilisées dans cette étude

Espece Reference Type de Gram
Escherichia coli TEM ATCC 35218 Gram négatif
Escherichia coli ATCC 25922 Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram neégatif
Klebsiella pneumoniae BLSE ATCC 700603 Gram négatif
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Gram positif
Staphylococcus aureus résistant (SARM) ATCC 12493 Gram positif
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram positif

O Souches pathogénes cliniques

Les souches bactériennes pathogenes utilisées dans cette étude (tableau 3) ont été isolées
a partir d’échantillons cliniques collectés par Mme Ayad Amel au niveau des services de

réanimation et des urgences mdicales et chirurgicales (UMC) au CHU de Tlemcen.
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Tableau 3 : Souches bactériennes pathogénes utilisées dans 1’étude avec leur origine

Espece Code | Type de Gram | Service Origine
Escherichia coli ECI0 | Gram négatif | Réanimation | Aspiration tracial
Klebsiella pneumoniae KPI Gram négatif | Réanimation | Sonde vésical
Enterobacter cloacae ES8 Gram négatif | Réanimation | Prélévement réctal
Providencia stuartii PSTU2 | Gram négatif | UMC Aspiration tracial
Acinetobacter baumannii | A8 Gram négatif | Réanimation | Aspiration tracial
Staphylococcus aureus 7R Gram positif | Réanimation | Sondes urinaires

2.2.2. Matériel végétal

La plante Ballota hirsuta Benth.a été récoltée en janvier 2025 dans la région de Tlemcen

(Algérie), plus précisément a Zaouia El Yagoubi, située dans la commune de Nedroma. Seules

les feuilles, représentant la partie aérienne de la plante, ont été collectées pour I’étude.

L’identification botanique de ’espéce a été réalisée par le Dr Baba Ali Ibrahim, enseignant-

chercheur botaniste au département d’Ecologie de la facult¢é SNV/STU de 1’Université de

Tlemcen. En se basant sur les caractéristiques morphologiques conformes a la description

taxonomique de 1’espece.

2.3. Milieux de culture utilisés

« Gélose nutritive (GN) : utilisée pour la culture générale des bactéries non exigeantes

(Cappuccino et al., 2017).

«  Gélose Chapman : milieu sélectif contenant du mannitol et du chlorure de sodium,

destiné a I’isolement des staphylocoques, en particulier Staphylococcus aureus (Forbes,

et al., 2007).

«  Gélose Mueller-Hinton (MH) : milieu de référence pour les tests de sensibilité aux

antibiotiques par diffusion selon les recommandations du CLSI ( CLSI, 2020).

+  Bouillon Mueller-Hinton (MH Broth) : utilisé dans les méthodes de dilution en milieu

liquide pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) (CLSI,

2020).

« Milieu MacConkey : milieu sélectif et différentiel pour les bactéries Gram négatives,

basé sur leur capacité a fermenter le lactose (Atlas, 2010).
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«  Milieu BEA (Bile Esculin Agar) : destiné a I’identification des entérocoques par
hydrolyse de I’esculine en présence de bile (Cappuccino et al ., 2017).

« Bouillon BHI (Brain Heart Infusion) : milieu nutritif enrichi, adapté a la culture de

bactéries exigeantes et a la préparation des inocula (Atlas, 2010).

2.4. Solvants utilisés

« Solvants polaires : eau distill¢, méthanol (70 %), et éthanol (70 %).
« Solvants moyennement polaires : chloroforme, dichlorométhane, acétate d’éthyle.

« Solvants apolaires : hexane.

3. Méthodes

3.1. Préparation des extraits végétaux de Ballota hirsuta

3.1.1. Séchage et broyage de la matiére végétale
La partie aérienne de Ballota hirsuta a été récoltée, puis soigneusement séchée a l'air libre,
a l'abri de la lumiére directe et de I'humidité, pendant une période de 21 jours. Une fois
complétement desséchée, la matiere végétale a été broyée finement a ’aide d’un broyeur
¢lectrique. La poudre obtenue a ensuite été conservée dans des flacons en verre hermétiquement
fermés, stockés au réfrigérateur jusqu’au moment de I’extraction, afin de préserver ses

constituants bioactifs (Harborne, 1998).

3.1.2. Délipidation des extraits de Ballota hirsuta

Dans le but d’éliminer les composés lipophiles susceptibles d’interférer avec 1’évaluation
de D’activité antimicrobienne, une étape de délipidation a été effectuée avant 1’extraction
principale. Cette opération a été réalisée au laboratoire de la Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie (SNV), Université de Tlemcen, a 1’aide d’un appareil Soxhlet.

Une quantité de 20 grammes de poudre de feuilles séchées de Ballota hirsuta a été introduite
dans la cartouche de I’extracteur, puis soumise a une extraction continue avec 250 mL d’hexane
pendant une durée de 6 heures (figure 6). Ce procédé permet de dissoudre efficacement les
lipides et autres composés non polaires, laissant une matrice végétale plus apte a libérer ses
constituants polaires lors de I’extraction ultérieure (Harborne, 1998 ; Sofowora, 1993). Aprés

I’extraction, le résidu végétal a été séché a température ambiante a I’abri de la lumicre avant
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d’étre utilisé pour I’extraction des composés bioactifs. Cette étape améliore la qualité et la

spécificité des extraits obtenus pour les essais biologiques (Eloff, 1998).

v =Y
7y,

Figure 6 : délipidation par ’utilisation du Soxhle)
3.1.3. Macération
Les mélanges poudre/solvant (10g /100 ml (Bouterfas et al., 2016) ou 20 g/ 200 ml (Righi
et al, 2013).) ont été soumis a une macération a froid ( figure 7 ), sous agitation continue,
pendant une durée de 48 a 72 heures a 18C°.
Cette technique a pour but d’extraire les composés bioactifs tout en préservant ceux sensibles a

la chaleur (Azwanida, 2015).

Figure 7 : macération a froid

3.1.4. Filtration
Apres la macération, chaque mélange a d’abord été grossicrement filtré¢ a 1’aide d’une
passoire métallique stérile afin d’éliminer les débris végétaux les plus volumineux. Le liquide

obtenu a ensuite été soumis a une filtration plus fine a I’aide de papier filtre Whatman n° 589 s

e}
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( figure 8), ce qui a permis de séparer les particules végétales résiduelles du filtrat contenant les

composés bioactifs solubles (Harborne, 1998).
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Figure 8 : filtration

3.1.5. Evaporation

Apres filtration, les extraits liquides ont été concentrés afin d’éliminer les solvants et de
récupérer les composés actifs. Cette opération a été réalisée dans le laboratoire pédagogique de
biochimie de la facult¢ SNV/STU a I’aide d’un évaporateur rotatif (rotavap) fonctionnant sous
pression réduite, permettant une évaporation douce a basse température, favorable a la
préservation des constituants thermosensibles.

Pour I‘ensemble des extraits organiques I’évaporation a été réalisée par rotavap (figure 9
) al‘exception de I’extrait aqueux, incompatible avec cette technique, qui a été directement
soumis a un séchage dans 1’étuve a 45 °C dans des boites de Pétri en verre( figure 10), jusqu’a
évaporation complete de I’eau. Cette méthode d’évaporation est couramment utilisée dans les
protocoles de phytothérapie pour garantir D'intégrité des métabolites bioactifs extraits

(Azwanida, 2015).
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Figure 10 : évaporateur rotatif
3.1.6. Récupération des extraits secs
Une fois secs, les extraits ont été soigneusement récupérés par grattage a I’aide de spatules
stériles, puis transférés dans des tubes Eppendorf préalablement étiquetés. Afin de garantir leur
stabilité, les échantillons ont été enveloppés dans du papier aluminium, puis stockés au

réfrigérateur, a I’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur.

3.2. Rendements d'extraction

Le rendement d’extraction pour chaque solvant a été calculé en comparant la masse de
extrait sec obtenu aprés évaporation a la masse de plante séche utilisée, selon la formule

suivante :

M.t

Léch

x 100

« R:lerendement d’extraction en pourcentage,

)]
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«  Mext : la masse de I’extrait sec (en grammes), obtenue apres évaporation complete du
solvant,

« Meéch : 1a masse initiale de maticre végétale séche (en grammes).

3.3. Préparation des souches microbiennes.

3.3.1. Révification des souches en milieu liquide
A partir d’une gélose profonde ou des cryotubes une petite quantité de chaque souche a
¢été prélevée a 1’aide d’une anse stérile dans des conditions aseptiques, puis ensemencée dans
des tubes contenant 5 & 10 ml de bouillon nutritif stérile. Ces tubes ont été incubés a 37 °C
pendant 18 a 24 heures dans une étuve, afin de permettre une réactivation et une multiplication

suffisante des bactéries.

3.3.2. Isolement sur milieux sélectifs et différentiels
Aprés incubation en milieu liquide, un repiquage a été effectué sur des milieux solides
spécifiques selon le type de bactérie. Le repiquage a été réalisé par épuisement a I’aide d’une
anse stérile sur la surface de boites de Pétri contenant le milieu Chapman (mannitol salt agar)
milieu sélectif pour les staphylocoques, le milieu MacConkey, milieu sélectif pour les bactéries
a Gram négatif et le milieu BEA (Bile Esculine Azide Agar), milieu sélectif pour les

entérocoques. Les boites ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures.

3.3.3. Vérification de la pureté des cultures
Aprés incubation, les boites ont été examinées visuellement pour évaluer la morphologie
des colonies : forme, couleur, taille, relief et aspect de surface. Une seule colonie caractéristique
a été prélevée a I’aide d’une anse stérile et repiquée sur le méme milieu sélectif pour assurer la
pureté de la souche. Cette étape a été répétée si nécessaire jusqu’a 1’obtention d’une culture
pure. Les cultures pures ainsi obtenues ont ét¢ utilisées pour les tests d’évaluation de I’activité

antimicrobienne de Ballota hirsuta.

3.4. Etude de P’activité antibactérienne

3.4.1. La méthode de diffusion sur disque
3.4.1.1. Principe de la méthode
L’activité antimicrobienne des extraits végétaux de Ballota hirsuta a été évaluée selon
les recommandations du Comité Européen de 1’ Antibiogramme (EUCAST) en utilisant la

méthode de diffusion sur disque. Cette technique consiste a déposer des disques de papier
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stériles, imprégnés de I’extrait a tester, sur la surface d’un milieu gélosé préalablement
ensemence avec la souche bactérienne ciblée. Apres incubation a 37 °C pendant 18 a 24
heures, I’efficacité de 1’extrait est déterminée par la mesure du diametre de la zone
d’inhibition autour de chaque disque. Cette méthode normalisée permet une estimation
comparative de I’activité antimicrobienne selon les criteres fixés par TEUCAST (EUCAST,

2023).

3.4.1.2. Préparation des solutions d'extrait
Les extraits secs obtenus aprés évaporation ont été utilisés pour préparer différentes
concentrations. Chaque extrait a d’abord ¢t¢ dissous dans de I’eau distillée stérile afin d’obtenir
une solution concentrée a 50 mg/ml. Des dilutions successives ont ensuite été réalisées pour
obtenir deux autres concentrations de travail, a savoir 20 mg/ml et 10 mg/ml.(Annexe) Ainsi,
trois concentrations finales (10, 20 et 50 mg/ml) ont été utilisées lors des tests afin d’évaluer

I’effet dose-dépendant de I’activité antimicrobienne des extraits de Ballota hirsuta.

3.4.1.3. Préparation de I’inoculum bactérien
Pour chaque souche bactérienne testée, un inoculum a été préparé a partir de colonies
jeunes agées de 18 a 24 heures, cultivées sur milieu solide. Une suspension a été réalisée dans
une solution physiologique stérile (NaCl 0,9 %). La turbidité de cette suspension a ensuite été
ajustée a 1’aide de I’échelle de densité optique de 0,5 McFarlane ( figure 11), ce qui correspond

approximativement a une concentration de 10® UFC/ml.

Figure 11: McFarland

Les milieux de culture, a base de gélose Mueller-Hinton, ont été ensemencés par
¢talement stérile a I’aide d’un écouvillon imbibé de la suspension bactérienne standardisée, de

manicre a obtenir un tapis bactérien uniforme.
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3.4.1.4. Préparation des disques d’essai
Les disques utilisés pour le test de diffusion ont été préparés manuellement a partir de
papier filtre de type Whatman. A 1’aide d’un emporte-piéce métallique, des disques d’environ
6 mm de diametre ont été découpés avec précision. Afin de garantir leur stérilité, les disques
ont ensuite ¢été placés dans des boites de Pétri fermées, puis stérilisés a 1’autoclave a 121 °C
pendant 15 minutes. Apres refroidissement, les disques stériles ont été conservés dans des

conditions aseptiques jusqu’a leur utilisation.

3.4.1.5. Dépot des disques
Des disques stériles de 6 mm de diamétre ont ét¢ déposés a la surface des boites
préalablement ensemencés “par la souche bactérienne a tester. Ces disques sont ensuite
imprégnés de
5 uL d’extrait végétal a trois concentrations (10, 20 et 50 mg/ml).
En parallele, des disques d’antibiotiques de référence ont été utilisés. La pénicilline G (10
Ul) a été appliquée pour les souches a Gram positif, tandis que Iampicilline (10 pg) a été
utilisée pour les souches de référence a Gram négatif. Pour les souches pathogénes multi
résistantes a Gram négatif, le méropénéme (10 pg) a été sélectionné en raison de son large

spectre et de son efficacité reconnue contre les bactéries hospitalieres résistantes.

3.4.1.6. Incubation et lecture
Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation, les
diamétres des zones d’inhibition ont ét¢ mesurés en millimetres a I’aide d’une regle graduée,
permettant d’évaluer 1’effet antibactérien de chaque extrait selon la concentration et le type de

solvant utilisé.

3.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

3.5.1. Principe de la méthode
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible
concentration d’un agent antimicrobien empéchant toute croissance visible d’un
microorganisme apres une incubation standardisée. Cette méthode repose sur des dilutions en
milieu liquide, généralement réalisées dans des plaques a 96 puits, en respectant des conditions
précises : inoculum standardisé, milieu de culture approprié, température de 35 + 1 °C et durée
d’incubation de 18 a 24 heures. La CMI permet ainsi d’évaluer avec précision 1’efficacité

antimicrobienne d’un compos¢ dans des conditions contrélées (EUCAST, 2023).
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3.5.2. Protocole expérimental

Une solution mere de I’extrait a été préparée a une concentration de 400 mg/mL, en la
dissolvant dans de I’eau distillée stérile.

Trois types de témoins ont ét¢ inclus dans 1’essai :

Le puits n°1 a été utilisé comme témoin négatif, contenant uniquement 100 pL de bouillon
Mueller-Hinton, sans ajout d’extrait ni d’inoculum bactérien. Ce puits sert a vérifier I’absence
de contamination du milieu de culture.

Le puits n°2 a servi de deuxieme témoin négatif, contenant 50 uL de bouillon Mueller-
Hinton et 50 pL de la solution d’extrait (sans bactérie), afin de s'assurer que 1’extrait n’est ni
contaming, ni susceptible d’interférer avec la lecture (précipitation, turbidité, etc.).

Le puits n°12 a été utilis¢é comme témoin de croissance, contenant 50 uLL de bouillon
Mueller-Hinton et 50 pL d’inoculum bactérien, sans ajout d’extrait. Il permet de vérifier la
capacité de croissance normale de la souche bactérienne en I’absence de traitement.

Les puits n°3 a n°11 ont re¢u chacun 50 pL de bouillon Mueller-Hinton, auxquels ont été
ajoutés 50 uL de I’extrait selon un protocole de dilution en série. Une dilution binaire (1/2) a
¢été réalisée en transférant 50 pL de chaque puits vers le suivant, jusqu’au puits n°11, le surplus
de 50 pL étant éliminé apres le dernier transfert.

Un inoculum bactérien, ajusté a 0,5 McFarland, a été préparé a partir de cultures fraiches.
Un volume de 50 pl de cet inoculum a été ajouté dans tous les puits, sauf dans les puits témoins
n°l (stérilit¢) et n°2 (extrait seul). Cette méthode permet d’obtenir une gamme de
concentrations décroissantes, allant de 100 mg/mL jusqu’a 0,4 mg/mL, avec un facteur de
dilution de 1/2 a chaque étape.

Cette méthode de microdilution en milieu liquide, largement utilisée pour évaluer la
concentration minimale inhibitrice (CMI), est conforme aux recommandations du Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021).

3.5.3. Incubation et lecture des résultats
Les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation,
I’observation visuelle de la turbidité a permis d’identifier la concentration minimale pour

laquelle aucune croissance bactérienne n’est détectée. Cette concentration correspond a la CML.

33



Résultats et discussion



Résultats et discussion

1. Résultats
1.1. Bactéries étudiées
U Souches pathogénes

Figure 12 montre les cultures pures obtenues aprés la réactivation des souches
bactériennes pathogeénes. Les colonies bien isolées et homogenes confirment la viabilité et la

pureté des souches, conditions indispensables pour les tests microbiologiques ultérieurs.

Enterobacter cloacae ES Klebsiella pneumoniae KP1

Escherichia coli EC10 Staphylococcus 7R

Figure 12 : Cultures pures de souches bactériennes hospitaliéres apres réactivation
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> Souche de référence

Figure 13 montre les cultures pures obtenues aprés la réactivation des souches
bactériennes dréférence. Les colonies bien isolées et homogenes confirment la viabilité et la

pureté des souches, conditions indispensables pour les tests microbiologiques ultérieurs.

J

Escherichia coli TEM Enterococcus faecalis
ATCC 35218 25922 ATCC 29212

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae Pseudomonas
résistant (SARM) ATCC BLSE ATCC 700603 aeruginosa ATCC 27853
12493

Staphylococcus aureus
ATCC 29213

Figure 13 : Cultures pures de souches bactériennes de référence
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1.2. Couleur et aspect des extraits

Les extraits de Ballota hirsuta présentent des couleurs et des aspects variés en fonction
de la nature du solvant utilisé (tableau 4). Les solvants polaires comme 1’eau, I’éthanol et le
méthanol ont donné des extraits pateux de couleur marron ou verte, témoignant d’une richesse
en composés hydrophiles (polyphénols, flavonoides, tanins). En revanche, les solvants moins
polaires ou apolaires tels que I’hexane, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le chloroforme
ont permis 1’obtention d’extraits huileux, avec des teintes allant du jaune au vert, indiquant une
extraction majoritaire de composés lipophiles comme les terpenes, les huiles essentielles et

certains pigments.

Tableau 4 : Couleur et aspect des extraits selon le solvant d'extraction utilisé

Extrait Couleur Aspect
Aqueux Marron Pateux
Ethanolique Vert Pateux
Méthanolique Marron Pateux
Hexane Jaune Huileux
Dichlorométhane Jaune Huileux
Acétate d’éthyle Vert Huileux
Chloroforme Vert Huileux

1.3. Rendement

Les rendements d’extraction ont été déterminés pour différents solvants, avant et apres le
processus de délipidation, afin d’évaluer I’effet de ce traitement sur I’efficacité de I’extraction.
Les résultats obtenus permettent de comparer la quantité d’extrait sec récupérée selon le type
de solvant utilisé et 1’état de la matiere végétale (brute ou délipidée). Les valeurs exprimées en

pourcentage sont présentées dans les tableaux 5 et 6.
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Tableau 5 :

délipidation de la plante.

Rendements d’extraction (%) obtenus avec différents solvants avant

Solvant Méch (g) Mext (g) R(%)
Hexane 20 0,98 4.9
Chloroforme 20 0,253 1,265
Dichlorométhane 20 0,53 2,65
Acétate d’éthyle 20 0,247 1,235
Méthanol 20 0.5 2.5
Ethanol 20 0,865 4,325
Aqueux 20 1,163 5,815

Ce tableau montre les rendements obtenus a partir de 20 g de matiére végétale, les

rendement d’extraction varie de 1,235 % a 5,815 %. L’extrait aqueux présente le rendement le

plus ¢levé, suivi de I’hexane et de I’éthanol. Les plus faibles rendements sont observés avec le

chloroforme et I’acétate d’éthyle.

Tableau 6 : Rendements d’extraction (%) obtenus avec différents solvants apres
délipidation de la plante

Solvant Meéch (g) Mext (g) R(%)
Aqueux 10 0,729 7,29
M¢éthanol 10 1,08 10,8
Ethanol 10 0,88 8,8
Chloroforme 10 0,02 0,2

Ce tableau montre les rendements obtenus a partir de 10 g de matic¢re végétale délipidée.

Le méthanol reste le solvant le plus efficace avec un rendement de 10,8 %, suivi par 1’éthanol

(8,8 %) et I’eau distilée (7,29 %). Cependant, le chloroforme présente un rendement tres faible

de 0,2 %, suggérant qu’aprés délipidation, trés peu de composés solubles dans ce solvant

subsistent.
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1.4. Etude de ’activité antibactérienne

1.4.1. Méthode de diffusion sur disque
Les résultats présentés dans les tableaux (7, 8, 9 et 10 )et les figures (14,15,16 et 17)
indiquent que l'ensemble des extraits obtenus aux différentes concentrations appliquées (10, 20
et 50 mg/mL), que ce soit avant ou apres délipidation, n'ont montré aucune activité

antibactérienne vis-a-vis des souches cliniques et des souches de références testées.
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Tableau 7 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits aqueux,
éthanoliques et méthanoliques avant délipidation vis-a-vis des souches

cliniques.

Bactéries Les dilutions| Diamétres des zones | Témoin (mm)

(mg/ml) d’inhibition (mm) Pénicilline G

Aqueux | Ethanol | Méthanol | Méropénéme *

Staphylococcus 7R 10 6 6 6 8

20 6 6 6 8

50 6 6 6 8
Acinetobacter 10 6 6 6 7
baumannii A8 20 6 6 6 7

50 6 6 6 7
Enterobacter cloacae 10 6 6 6 18*
ES 20 6 6 6 18*

50 6 6 6 18*
Escherichia coli 10 6 6 6 13*
ECI0 20 6 6 6 13*

50 6 6 6 13*
Providencia stuartii | 10 6 6 6 25%
PSTU2 20 6 6 6 25%

50 6 6 6 25%
Klebsiella 10 6 7 6 17*
pneumoniae KP1 20 6 6 6 17%

50 6 6 6 17*
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Tableau 8 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des extraits aqueux,
éthanoliques et méthanoliques avant délipidation, vis-a-vis des souches de

référence
Bactéries Les dilutionsDiamétres des zones | Témoin (mm)
(mg/ml) d’inhibition (mm) Pénicilline G
Aqueux | Ethanol | Méthanol | Méropénémé *
[Escherichia coli 10 6 6 6 6*
TEM ATCC 35218 |20 6 6 6 6*
50 6 6 6 6*
[Escherichia coli 10 6 6 6 6*
ATCC 25922 20 6 6 6 6*
50 6 6 6 6*
Pseudomonas 10 6 6 6 6*
aeruginosa ATC( 20 6 6 6 6*
27833 50 6 6 6 6*
Klebsiella 10 6 6 6 6*
pneumoniae BLSE 20 6 6 6 6%
ATCC 700603 50 6 6 6 6
Staphylococcus 10 6 6 6 23
aureus ATCC 29213 | 20 6 6 6 23
50 6 6 6 23
Staphylococcus 10 6 7 6 6
aureus résistant 20 6 6 6 6
(SARM) ATCC 50 6 6 6 6
12493
Enterococcus faecalis| 10 6 6 6 25
ATCC 29212 20 6 6 6 25
50 6 6 6 25
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Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits aqueux,
éthanoliques et méthanoliques aprés délipidation vis-a-vis des souches cliniques.

Bactéries Les dilutionsDiamétres des zones | Temoin(mm)
(mg/ml) d’inhibition (mm) Pénicilline G
Aqueux | Ethanol | Méthanol | Méropénéme *
Staphylococcus 7R 10 6 6 6 8
20 6 6 6 8
50 6 6 6 8
Acinetobacter 10 6 6 6 7
baumannii A8 20 6 6 6 7
50 6 6 6 7
Enterobacter cloacae| 10 6 6 6 18*
ES8 20 6 6 6 18*
50 6 6 6 18*
[Escherichia coli 10 6 6 6 13*
ECI0 20 6 6 6 13*
50 6 6 6 13*
Providencia stuartii | 10 6 6 6 25%
PSTU2 20 6 6 6 25%
50 6 6 6 25%
Klebsiella 10 6 7 6 17%*
pneumoniae KP1 20 6 6 6 173
50 6 6 6 17*
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Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des extraits aqueux,
éthanoliques et méthanoliques aprés délipidation, vis-a-vis des souches de
référence.

Bactéries Les dilutions|Diamétres des zones | Témoin (mm)
(mg/ml) d’inhibition (mm) Pénicilline G
Aqueux | Ethanol | Méthanol | Méropénémé *
[Escherichia coli 10 6 6 6 6*
TEM ATCC 35218 20 6 6 6 6*
50 6 6 6 6*
[Escherichia coli 10 6 6 6 6*
ATCC 25922 20 6 6 6 6*
50 6 6 6 6*
Pseudomonas 10 6 6 6 6*
aeruginosa ATCC 20 6 6 6 6*
27853 50 6 6 6 6
Klebsiella 10 6 6 6 6*
pneumoniae BLSE 20 6 6 6 6%
ATCC 700603 50 6 6 6 6
Staphylococcus 10 6 6 6 23
aureus ATCC 29213 | 20 6 6 6 23
50 6 6 6 23
Staphylococcus 10 6 7 6 6
aureus résistant| 20 6 6 6 6
(SARM) ATCQ 50 6 6 6 6
12493
Enterococcus faecalis| 10 6 6 6 25
ATCC 29212 20 6 6 6 25
50 6 6 6 25
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Klebsiella pneumoniae KP1 Escherichia coli ECI0 Acinetobacter baumannii A8

Pseudomonas PSTUZ Enterobacter cloacae ES

Figure 14 : Résultats des tests antibactériens des souches clinique avec I'extrait

éthanolique et I’antibiotique
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Klebsieila prnewnoniae XP1 | | Pseudowmonas PSTU2 I Staphyviococcus 7R

Escherichia coli ECI0 Enterobacter cloacas ES

Acinetobacter baumannii A8 ,

Figure 15 : Résultats des tests antibactériens des souches cliniques avec I'extrait
aqueux et I’antibiotique

Klebsiella pncumoniae XPJ

Acinetobactsr baumannii A8 l | Escherichia coli ECI0

Figure 16 : Résultats des tests antibactériens des souches cliniques avec I'extrait

méthanolique et ’antibiotique
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Kiebsiella pneumoniae BLSE
313218 ATCC 700603

Siaphylococcus aureus résistant Staphylococcus aureus ATCC 29213
(SARMH ATCC 12493

Figure 17 : Résultats des tests antibactériens des souches de référence avec I'extrait

aqueux et I’antibiotique

1.4.2. La concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les résultats présentés dans le tableau 11 et 12 et les figure 18 et 19 indiquent que
I’ensemble des extraits obtenus, qu’ils soient bruts ou délipidés, présentent une
concentration minimale inhibitrice (CMI) supérieure a 100 mg/mL vis-a-vis des souches

de référence et des souches hospitalicres testées.
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Tableau 11 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de Ballota
hirsuta vis-a-vis des souches de référence, avant et aprés délipidation

Souches

CMI Avant délipidation

CMI Apres délipidation

Aqueux

Ethanol

Méthanol

Aqueux

Ethanol

Méthanol

Escherichia coli

ATCC 25922

>100

>100

>100

>100

>100

>100

Escherichia coli

TEM ATCC
35218

>100

>100

>200

>100

>100

>100

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

>100

>100

>100

>100

>100

>100

Klebsiella
pneumoniae

BLSE ATCC
700603

>100

>100

>100

>100

>100

>100

Staphylococcus
ATCC

aureus

29213

>100

>100

>100

>100

>100

>100

Staphylococcus
aureus résistant
(SARM) ATCC
12493

>100

>100

>100

>100

>100

>100

Enterococcus
faecalis

ATCC
29212

>100

>100

>100

>100

>100

>100
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Tableau 12 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de Ballota hirsuta
vis-a-vis des souches pathogénes cliniques, avant et aprés délipidation

Souches CMI Avant délipidation CMI Apres délipidation

Aqueux Ethanol Meéthanol | Aqueux Ethanol Méthanol

Staphylococcus | >100 >100 >100 >100 >100 >100
7R
Acinetobacter >100 >100 >200 >100 >100 >100

baumannii A8

Enterobacter >100 >100 >100 >100 >100 >100
cloacae ES

Escherichia coli | >100 >100 >100 >100 >100 >100
ECI0

Providencia >100 >100 >100 >100 >100 >100
stuartii PSTU2

Klebsiella >100 >100 >100 >100 >100 >100

pneumoniae KP1

N
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Figure 18 : Résultats des CMI des extraits de Ballota hirsuta avant délipidation
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Figure 19 : Résultats des CMI des extraits de Ballota hirsuta apreés délipidation

2. Discussion

L’¢étude présente, portant sur 1’activité antibactérienne de Ballota hirsuta, s’inscrit
dans une dynamique de valorisation des plantes médicinales en tant qu’alternative
potentielle a I’antibiorésistance croissante. Le travail a porté sur des extraits issus des
feuilles de Ballota hirsuta, collectées dans la région de Nedroma (Tlemcen), avec des
extractions réalisées avant et apres délipidation. L’analyse des rendements d’extraction
montre que, globalement, les solvants polaires ont permis de meilleurs rendements.
Avant délipidation, I’extrait aqueux affichait le rendement le plus ¢€levé (5,815 %), suivi
de I’extrait éthanolique (4,325 %) et de I’extrait méthanolique (2,5 %), tandis que les
extraits a base de dichlorométhane (2,65 %), acétate d’éthyle (1,235 %), et
particuliérement le chloroforme (1,265 %) donnaient des rendements faibles. Apres
delipidation, les rendements ont nettement augmenté, atteignant 10,8 % pour le
méthanol, 8,8 % pour I’éthanol et 7,29 % pour 1’eau, en raison de 1’élimination préalable
des composés lipophiles qui a pu faciliter I’extraction des métabolites hydrosolubles.
Toutefois, I’extraction a 1’acétate d’éthyle, au dichlorométhane et au chloroforme avant
délipidation n’a pas été suivie de tests microbiologiques, en raison du faible rendement
et de I'aspect huileux et collant des extraits obtenus, qui les rendaient difficiles a

manipuler et non compatibles avec une évaluation standardisée.
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Concernant 1’activité antibactérienne, les tests ont été réalisés a la fois sur des
souches de référence (Escherichia coli TEM ATCC 35218,Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,Klebsiella pneumoniae BLSE ATCC
700603 ,Staphylococcus aureus ATCC 29213,Staphylococcus aureus résistant (SARM)
ATCC 12493 et Enterococcus faecalis ATCC 29212) et des souches cliniques
multirésistantes isolées de milieu hospitalier, telle que Staphylococcus 7R, Acinetobacter
baumannii A8, Enterobacter cloacae ES8, Escherichia coli ECI10, Providencia stuartii
PSTU? et Klebsiella pneumoniae KPI. Aucun des extraits testés n’a montré d’activité
inhibitrice notable, que ce soit sur gélose (zones d’inhibition constantes a 6 mm,
équivalentes au diameétre du disque) ou en milieu liquide (CMI > 100 mg/mL). Méme a
des concentrations intermédiaires (10, 20 et 50 mg/mL), aucun effet antibactérien n’a été
détecté, ce qui suggere que seule une concentration plus élevée pourrait éventuellement
révéler une faible activité résiduelle, hypothése qui nécessiterait des investigations
supplémentaires.

Ces résultats contrastent fortement avec ceux rapportés par Kechar, dont la theése
doctorale menée a Constantine a mis en évidence une activité antimicrobienne modérée
des extraits éthanolique et méthanolique de B. hirsuta contre des souches de référence
comme S. aureus

ATCC 25923 et E. coli ATCC 25922, avec des zones d’inhibition allant jusqu’a 13 mm et des

CMI comprises entre 12,5 et 50 mg/mL (Kechar, 2016). Cette divergence pourrait
s’expliquer par plusieurs facteurs. Premi¢rement, les souches utilisées par Kechar étaient
exclusivement des souches de référence, tandis que notre étude a inclus un large spectre
de souches cliniques multirésistantes, qui posseédent des mécanismes de défense
puissants. Deuxieémement, la méthode d’extraction différe : notre étude s’est basée sur
une macération simple sans fractionnement, alors que Kechar a utilisé des techniques de
fractionnement par chromatographie, qui permettent d’isoler et de concentrer les
composés bioactifs. Troisiemement, la concentration utilisée dans notre étude (10, 20,
50 mg/mL) était inférieure aux seuils d'activité rapportés par Kechar, ce qui pourrait
expliquer l'absence d'effet.

En outre, les différences pédoclimatiques et phénologiques entre les zones de
récolte peuvent influencer la composition en métabolites secondaires : Kechar a collecté
la plante au printemps dans une zone steppique du nord-est algérien, alors que notre
¢chantillonnage a eu lieu dans une région plus humide de 1’ouest algérien (Nedroma), ce

qui peut affecter la biosynthése des flavonoides, acides phénoliques, et labdanes
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diterpéniques impliqués dans ’activité biologique (Reichling et al., 2009 ; El Gendy et
al., 2015).

Des recherches antérieures sur d'autres especes du genre Ballota comme B. nigra ou B.
undulata ont montré une efficacité antibactérienne plus marquée, notamment lorsqu’elles sont
testées sous forme d’huiles essentielles ou de fractions purifiées, en particulier contre les
bactéries Gram-positives (Bahramikia et al, 2012 ; Gendy et al. 2015). Ceci suggere que la
complexité chimique des extraits bruts peut masquer ’activité des composés actifs, nécessitant
des méthodes de séparation plus ciblées. D'autres études (Alipour et al., 2017) sur Ballota
undulata ont montré que seules certaines fractions (notamment lipophiles) présentaient une
activité, ce qui met en évidence l'importance du fractionnement et de la purification.

Par ailleurs, bien que les tests sur gélose et en milieu liquide puissent parfois
montrer des divergences dues a la diffusion variable des composés dans 1’agar, les deux
méthodes ont ici donné des résultats concordants, renforcant la fiabilité des données
obtenues. Il est aussi utile de mentionner que les rendements d'extraction élevés,
notamment aprés délipidation, n’ont pas systématiquement été associés a une activité
biologique, soulignant la nécessité de cibler les composés actifs par des méthodes
chromatographiques ou de bio-guidage. Enfin, la structure des parois bactériennes, en
particulier chez les Gram-négatives multirésistantes, constitue une barriére
supplémentaire a I’efficacité des composés naturels (Nikaido, 2003). I serait pertinent a
I’avenir d’intégrer une étape de fractionnement bio-guidé pour maximiser les chances
d’identifier des composés actifs.

De plus, plusieurs auteurs ont souligné que certains composés bioactifs de B.
hirsuta, comme les labdanes diterpéniques et les flavonoides, peuvent étre présents en
faible concentration dans les extraits bruts, nécessitant une concentration ou purification
préalable (Benbott e al., 2012). Par conséquent, il serait intéressant de poursuivre ces
investigations par des analyses chromatographiques (HPLC, GC-MS) et des tests bio-
guidés afin d’isoler les fractions actives responsables d’effets antimicrobiens. Enfin,
I’association de ces extraits avec des antibiotiques pourrait révéler un effet synergique,
comme rapporté pour d’autres plantes médicinales (Hemaiswarya et al. 2008), ouvrant
ainsi des perspectives prometteuses dans le traitement des infections a germes multi

résistants.
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Face a I’émergence croissante des infections causées par des bactéries multi résistantes,
la recherche de nouvelles sources d’agents antimicrobiens est devenue une priorité¢ de santé
publique. Les plantes médicinales, riches en métabolites secondaires bioactifs, représentent une
alternative prometteuse. Dans ce cadre, la présente étude s’est intéressée a 1’évaluation de
I’activité antimicrobienne de Ballota hirsuta, une espece appartenant a la famille des Lamiacées
et traditionnellement utilisée pour ses vertus thérapeutiques.

L’analyse des extraits issus des feuilles de Ballota hirsuta, obtenus par macération avant
et aprés délipidation avec divers solvants, a permis d’observer des rendements variables en
fonction de la polarité des solvants. Les meilleurs rendements apres délipidation ont été obtenus
avec le méthanol (10,8 %), suivi de I’éthanol (8,8 %) et de I’eau (7,29 %). En revanche, les
extraits au chloroforme ont montré un rendement trés faible (0,2 %), ce qui justifie leur
exclusion des tests antimicrobiens post-délipidation. De méme, les extraits d’acétate d’éthyle,
de dichlorométhane et de chloroforme n’ont pas été testés avant délipidation en raison de leur

faible rendement et de leur aspect huileux peu propice aux tests biologiques.

Malgré cette diversité d’extraits, aucune activité antimicrobienne significative n’a été
détectée ni par la méthode de diffusion sur gélose (zones d’inhibition de 6 mm, correspondant
au diametre des disques) ni par la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI
> 100 mg/ml). Aucune inhibition de la croissance n’a été observée non plus a des concentrations
de 10, 20 et 50 mg/ml. Ces tests ont été menés a la fois sur des souches de référence (Escherichia
coli TEM ATCC 35218,Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853,Klebsiella  pneumoniae BLSE ATCC 700603 ,Staphylococcus aureus ATCC
29213,Staphylococcus aureus résistant (SARM) ATCC 12493 et Enterococcus faecalis ATCC
29212) et sur des souches cliniques multi résistantes isolées de milieux hospitaliers, notamment
Staphylococcus 7R, Acinetobacter baumannii A8, Enterobacter cloacae ES, Escherichia coli
ECI10, Providencia stuartii PSTU?2 et Klebsiella pneumoniae KP1. 1’ absence d’effet inhibiteur,
confirmée par les deux méthodes utilisées, suggere soit une concentration insuffisante des

principes actifs, soit une faible affinité de ces composés vis-a-vis des cibles bactériennes testées.

Plusieurs obstacles méthodologiques ont également limité 1’exploration plus approfondie
de cette activité. En particulier, le manque de ressources a empéché 1’utilisation de certains
solvants organiques (acétate d’éthyle, dichlorométhane, chloroforme) pour les extractions
postdélipidation, ainsi que 1’adoption de techniques avancées de fractionnement et d’isolement
des composés bioactifs. Par ailleurs, les extraits testés sont restés sous forme brute, sans

enrichissement ni purification, ce qui peut masquer 1’effet potentiel de molécules actives en
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faible concentration. Malgré les résultats négatifs observés, cette étude offre des perspectives
intéressantes. Il serait pertinent, dans le futur, d’avoir recours a des techniques de séparation
chromatographique (comme la chromatographie sur colonne ou HPLC) afin d’isoler et
concentrer les principes actifs. L’utilisation d’extraits enrichis ou de fractions purifiées pourrait
permettre de mieux explorer le potentiel antimicrobien de cette espéce. De méme, tester
I’activité des huiles essentielles de Ballota hirsuta, comme cela a été fait avec d’autres especes
du genre (Ballota nigra, Ballota undulata) ayant montré une activité significative contre des
bactéries Gram-positives (Bahramikia ef al., 2012 ; Gendy ef al., 2015), constituerait une piste
intéressante. Il serait également judicieux de cibler d’autres types de micro-organismes,
notamment des champignons pathogénes, généralement plus sensibles aux extraits végétaux,

tout en augmentant les concentrations testées pour dépasser les seuils d’activité potentielle.

Enfin, cette étude met en lumiére la rareté des travaux scientifiques spécifiques sur
I’activité antimicrobienne de Ballota hirsuta, contrairement a d’autres espéces du méme genre.
Cela souligne la nécessité de développer davantage de recherches standardisées sur cette plante

afin d’en valoriser les propriétés pharmacologiques.
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Annexe

Annexe : Préparation des dilutions des extraits de plante pour la méthode de diffusion sur disque
1. Préparation de la solution mére (50 mg/mL)

La solution mere a été obtenue en dissolvant 200 mg d’extrait sec dans 4 mL d’eau distillée
stérile. La concentration est calculée comme suit : Concentration =200 mg / 4 mL = 50 mg/mL

2. Préparation de la solution a 20 mg/mL

A partir de la solution mére, 2 mL ont été prélevés, ce qui correspond a : 2 mL x 50 mg/mL =
100 mg.
Cette quantité a ét¢ diluée dans 3 mL d’eau distillée stérile, donnant un volume final de 5 mL.

La concentration finale est donc : Concentration = 100 mg / 5 mL =20 mg/mL
3. Préparation de la solution a 10 mg/mL

Pour obtenir cette dilution, 2 mL de la solution a 20 mg/mL ont été prélevés, apportant : 2 mL
x 20 mg/mL = 40 mg
Apres ajout de 2 mL d’eau distillée stérile, le volume total est de 4 mL. La concentration finale

obtenue est donc : Concentration =40 mg /4 mL = 10 mg/mL
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Abstract

The aim of this study is to evaluate the antibacterial activity of Ballota hirsuta (Lamiaceae) extracts, a plant used
in traditional medicine, against multidrug-resistant strains isolated from the University Hospital Center (CHU) of
Tlemcen, as well as reference strains.

Extracts were prepared from the leaves, before and after delipidation, using both polar and non-polar solvents.
The tests were performed on seven reference bacterial strains and six clinically isolated multidrug-resistant
pathogens, using agar diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) determination methods. The results
revealed no significant antibacterial activity for all tested extracts (inhibition zones = 6 mm; MIC > 100 mg/mL),
even at intermediate concentrations (10, 20, 50 mg/mL). Some limitations were encountered with the post-
delipidation lipid extracts, which were not tested due to their oily aspect.

These results indicate a lack of antimicrobial effect under the applied experimental conditions. Further
investigations, including bio-guided fractionation and analysis of active metabolites, are needed to better assess
the therapeutic potential of this species.

Keywords: Ballota hirsuta; antibacterial activity; multidrug-resistant bacteria; aqueous extracts; organic extracts;
Nedroma.

Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne des extraits de Ballota hirsuta (Lamiaceae), plante
utilisée en médecine traditionnelle, contre des souches multirésistantes isolées du CHU de Tlemcen ainsi que des
souches de référence.

Des extraits ont été préparés a partir des feuilles, avant et aprés délipidation, a I’aide de solvants polaires et
apolaires. Les tests ont été menés sur sept souches bactériennes de référence et six souches pathogenes cliniques
multirésistantes, en utilisant les méthodes de diffusion sur gélose et de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI).

Les résultats ont révélé une absence d’activité antibactérienne significative pour tous les extraits testés (zones
d’inhibition = 6 mm ; CMI > 100 mg/mL), méme a des concentrations intermédiaires (10, 20, 50 mg/mL).
Certaines limitations ont été rencontrées avec les extraits lipidiques post-délipidation, non testés en raison de leur
aspect huileux.

Ces résultats indiquent une absence d’effet antimicrobien dans les conditions expérimentales appliquées. Des
investigations complémentaires, incluant le fractionnement bio-guidé et I’analyse des métabolites actifs, sont
nécessaires pour mieux évaluer le potentiel thérapeutique de cette espece.

Mots-clés : Ballota hirsuta ; activité antibactérienne ; bactéries multirésistantes ; extraits aqueux ; extraits
organiques ; Nedroma.
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