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RESUME

La tuberculose reste, a I'heure actuelle, un problée santé publique majeure dans
plusieurs pays du monde entier. L’Organisation Maledde la Santé (OMS) estime que pres

de deux millions de personnes meurent chaque ateéette maladie. De plus, on estime que
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T ol 5 ) il ~hdwd I'émergence de souches résistantesviyeobactéerium tuf
la lutte contre cette maladie de plus en plusdliéfi; d'ou la nécessité de mettre au point de
nouvelles molécules contre les mycobactéries patines

Le présent travail consiste a étudier 'activitdéimgcobactérienne des extraits de quatre
plantes médicinales de la région ouest africairm¢) : Acanthospermum hispidum, Fagara
zanthoxyloides, Nauclea latifoled Cymbopogon winterianus

Les extraits décanthospermum hispiduet Fagara zanthoxyloidesnt été préparés par
différents solvants et se sont révélés capablesither la prolifération des mycobactéries. Les
extraits a l'acétate d’éthyle ont montré I'activit® plus importante. Ces extraits ont été
fractionnés par chromatographie sur couche mireegut a permis l'isolement des fractions
actives.

L’étude phytochimique de I'extrait decanthospermum hispiduarévélé la présence de
flavonoides, de tanins et de polyphénols. En pleisces composés, l'extrait deagara
zanthoxyloidescontient également les alcaloides.

L’extrait de Nauclea latifolig obtenu par sonication, s’est révélé inactif sucroissance
des mycobactéries.

L’huile essentielle d&Cymbopogon winterianua montré une forte activité bactéricide
vis-a-vis des mycobactéries. L'étude de la commmsithimique de cette huile a révélé la
présence des produits majoritaires suivants : ratal (34,77%), géraniol (26,13%) et
citronellol (9,67%).

Mots clés: Tuberculose Mycobactérium tuberculosisAntibiotique, Acanthospermum

hispidum Fagara zanthoxyloide€ymbopogon winterianydlauclea latifolia
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INTRODUCTION

Les mycobactéries appartiennent a l'ordre deginomycétalesou la famille des
Mycobactériaceaene comporte qu’'un seul genre, Ilcobactérium,caractérisé par une
propriété tinctoriale essentielle : ce sont desilRacAcido-Alcoolo Résistants (B.A.A.R.).
Cette propriété est due a la richesse de leur mardipides qui les rend imperméables aux
colorants usuels.

Les mycobactéries peuvent étre classées en troiggs. Les bacilles de la tuberculose
regroupantMycobactérium tuberculosis, Mycobactérium bati$lycobactérium africanum
tous trois rencontrés dans la tuberculose humdabacille de la lepreMycobatérium léprae
ou bacille de Hansen) et les autres mycobactétieakfiges d’atypiques, domflycobactérium
avium, xenopi, kansasi, marinum Ces derniéres sont des microorganismes ubicgstai
répandus dans le sol, dans 'eau, les alimentssdig non pathogénes ou responsables de
maladies opportunistes, en particulier chez lesummdéprimés.

Selon I'OMS, «La tuberculose est l'une des pria@g maladies infectieuses,
responsable de déces, de souffrances et d'appsewnt. L'ampleur de I'épidémie
mondiale de tuberculose exige une action urgenteffetace. Le taux d’incidence de la
tuberculose continue a croitre de 1 % par an aeanivmondial. Malgré les traitements
efficaces et peu colteux dont on dispose actuetieroa continue a dénombrer annuellement
dans le monde 9 millions de nouveaux cas de tulzesewet pres de 2 millions de décés dus a
la maladie, ce qui constitue un fardeau intoléral@esouffrance humaine et un obstacle au
développement socioéconomique.

Elle touche des millions de personnes. Environiers tde la population mondiale est
atteinte de tuberculose, c’est-a- dire souffre d’'infection latente et court donc le risque de
contracter ultérieurement la maladie. Des 1993daddisation mondiale de la Santé a déclaré
la tuberculose une urgence mondiale » (Organisationdiale de la Santé, Plan mondial
Halte a la tuberculose 2006—-2015).

De plus, 'émergence chez ce pathogene de soudsestantes aux antituberculeux
classiques, assombrit sérieusement le pronosticpdéents tuberculeux, et pose un reéel

probleme de santé publique (Wladimir Sougakofal &008).
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recherche visant a caractériser de nouvelles c#tleslécules antituberculeuses.

Les autres mycobactéries appelées mycobactéripggags ou non-tuberculeuses sont
omniprésentes dans l'environnement. Dans certamienstances (immunodépression,
lésions, maladies préexistantes...) certaines pewevenir pathogénes pour 'lhomme, on
parle d’infection opportuniste ou mycobactérionkengson et al., 2007).

Notre travail porte sur lisolement et la caradation de nouvelles molécules, anti-
mycobactériennes a partir de plantes médicinales. éxtraits des plantes, contenant les
molécules recherchées, ont été testédgaobactérium aururet Mycobactérium smegmatis
deux mycobactéries dont la structure est procleelie deMycobactérium tuberculosis

Notre étude a porté sur cinq plantes utilisées tapbarmacopée traditionnelle africaine.
Ces plantes ont été choisies pour leur utilisataéja aveérée contre des affections
microbiennes et dans la prise en charge tradititmade certaines maladies en Afrique sub-
saharienne.

L’intérét pharmacologique de ces plantes tientaiugu’elles n’ont pas été étudiées pour
leur effet contre les mycobactéries et peuvent dgine une source de nouvelles molécules
contre ces bactéries.

Au-dela des recherches effectuées dans le cadre giage, s'intéressant essentiellement
a l'activité antimycobactérienne, ce travail s’'inségalement dans la valorisation de plantes
meédicinales et aromatiques et la confirmation ddfetse antimicrobiens attribués

traditionnellement aux plantes étudiées.
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Les mycobactéries sont des bacilles a Gram pdaitife, caractérisées par leur aptitude a

conserver la coloration malgré I'action combinéd'aeool et des acides dilués; elles sont
appelées bacilles acido-alcoolo résistants (B.AJA.R

Les mycobactéries se distinguent également pamiétabolisme aérobie strict ou micro-
aerophile, et par leur croissance lente ou trég lghjours a 8 semaines).

1- Classification

La classification taxonomique des mycobactériesaestiivante:

- Ordre des Actinomycétales

- Famille desviycobacteriaceae

- GenreMycobacterium

- Espeéces: plusieurs dizaines d'espéces sont mairitelentifiées (54 espéces)

- Mycobacterium tuberculos@u bacille de Koch (BK)

- Mycobacterium africanum

- Mycobacterium bovis

- Mycobacterium leprae

- Mycobacterium lepraemurium

- Mycobacterium microti

- les especes dites Mycobactéries «atypiques» (MRt regroupées selon un certain
nombre de critéres (vitesse de croissance, pradud@ pigment) : c'est la classification de
RUNYON.

Les mycobactéries peuvent étre aussi classées desorriteres cliniques en trois grandes
catégories :

- les mycobactéries responsables de la tubercadesanammiferesM tuberculosis, M
africanum, M bovis, M micrati

- les mycobactéries responsables de la lépre dmfite M leprad et de celle du rat
lepraemurium) qui ne sont pas, ou difficilement cultivablesvitro,

- les mycobactéries atypiques qui sont saprophytes I'environnement ou des
commensales de I'hnomme et des animaux. Certaimesles parasites stricts de 'homrive (
ulcerang alors que d'autres, potentiellement pathogenes [fimmme, sont souvent isolées
dans I'environnement. La majorité de ces espédesoastituée de bactéries habituellement
peu pathogénes pour I'homme, pouvant occasionnatiieentrainer des infections humaines:
les mycobactérioses.
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classées en trois grands groupes:

- Groupe I: faible risque d'infection pour l'indilvi et les populations.

Pathogénes rares, ces especes ne sont jamaisemena responsables de maladies chez
l'adulte normal.

- Groupe II: risque modéré pour l'individu. Les tgasi®s en cause sont a l'origine
d'infections de sévérité moyenne dans la populatidies sont généralement classées parmi
les germes opportunistes.

- Groupe Il : risque élevé pour l'individu mais déoé pour la population. La maladie
faisant suite a l'infection est sévére et parfomstelle. Il s'agit généralement de pathogénes
stricts.

Tableau 1 : Classification des especes de mycobaié en fonction du risque

d'infection chez 'homme

Groupe de risque I Groupe de risque I Groupe de risque ITI
M. .s'n;regma.r:'s M. aurum M. avium M. tuberculosis
M. phlei M. chitae M. intracellulare M. bovis

M. fallax M. duvalii M. chelonae M. africanum
M. thermoresistible M. gadium M. fortuitum M. ulcerans

M. parafortuitum M. gilvum M. kansasii M. microti

M. gastri M. komossense M. malmoense M. leprae

M. triviale M. lepraemurium M. marinum

M. sphaigni M. neoaurum M. paratuberculosis

M. gordonae M. vaccae M. scrofulaceum

M. flavescens M. agri M. szulgai

M. farcinogenes M. aichiense M. xenopi

M. senegalense M. austroafricanum M. asiaticum

M. terrae M. chubuense M. haemaophilum

M. porcinum M. obuense M. shimoidei

M. diernhoferi M. rhodesiae M. simiae

M. pulveris M. moriokaense

M. tokaiense M. poriferae

M. nonchromogenicum

2- Caracteres bactériologiques

2.1- Caractéres communs

2.1.1- Morphologie

Les bactéries du genrelycobacteriumse présentent sous la forme de bacilles fins,
légeérement incurvés de 2 a 5 um de long sur 0,2 @ de large, aux extrémités arrondies.

Ces bacilles sont immobiles, non capsulés et asoru
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mycobactéries sont difficilement colorables pardelorants usuels. Elles sont colorées par la
fuchsine phéniquée a chaud selon la méthode de IZMHHLSEN, elles retiennent le
colorant malgré l'action combinée des acides diéiéte I'alcool (acido-alcoolo-résistance) et
apparaissent alors comme de fins batonnets rouges.

Quand elles sont colorées par I'auramine phénigliss, deviennent fluorescentes sous
l'influence de la lumiére U.V.

- Dans les produits pathologiques, elles appangisselées ou groupées en petit amas,
parfois sous forme d'ébauche de cordes et de &gsad

- En culture, on peut observer des formes coccaideflamenteuses ; dans les cultures
ageées ou dans les produits pathologiques provelegntalades sous traitement antibiotique,
les mycobactéries ont souvent un aspect granuleux.

2.1.2 - Structure

Les mycobactéries renferment en dehors des selgrawix (2,30 a 2,60%) et des
pigments (caroténoides, lutéine, flavines, crypitikge) des protides, des glucides et surtout
des lipides.

De toutes les bactéries, les mycobactéries solescgbnt on peut extraire la plus grande
guantité de lipides : 20 a 45% du poids de la acsdit 60% des constituants de la paroi.

L'étude fine de la structure de la paroi au miappscélectronique permet de distinguer
notamment :

- le peptidoglycane, structure de base de touteehbar

- le mycolate d'arabinogalactane, lipopolysaccleardbnt les sucres (arabinose et
galactose) sont attachés a des lipides spéciaide&mycoliques) seuls constituants acido-
alcoolo-résistants de la bactérie,

- d'autres glycolipides : la cire D, le cord-factiess mycosides,

- des protéines, qui sont le support de l'actiwibéerculinique.

2.1.3 - Résistance aux agents physiques et chimigue

La relative complexité de la structure de la pades mycobactéries expliqgue la
particuliére résistance de ces germes aux agensicoles et chimiques ainsi que l'acido-
alcoolo résistance (Halimatou DIOP et al 1999).

II- LA TUBERCULOSE

1- Transmission de la maladie
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malade, atteint par une tuberculose pulmonaire lease active, émet dans l'air de fines
gouttelettes (1 a bm) chargées de quelques bactéries, notamment lbrsmsse, parle ou
éternue. C’est par I'inhalation de ces gouttelettesuspension dans l'air qu’un individu sain
se contamine.

Dans la majorité des cas, les bacilles tubercusant arrétés au niveau du nez, des
bronches et bronchioles. lls sont alors entrai@@dgomucus vers le pharynx puis déglutis et
détruits par I'acidité de I'estomac.

Dans la minorité des cas, les bacilles atteignestalvéoles pulmonaires. La, ils entrent
en contact avec les macrophages alvéolaires qgéeéral, les phagocytent, les dégradent et
les éliminent. Cependant, si les défenses immuegannées de l'individu sont réduites, si
I'infection est importante (charge bactérienne égwu si la bactérie est fortement virulente,
il arrive que des bacilles survivent dans les naltages et s’y multiplient. Les macrophages
colonisés finissent par éclater et libérer un gnamghbre de bacilles capables d’infecter, a leur
tour, d’autres macrophages. Ainsi, un foyer infacti se développe au niveau du poumon et
provoque la formation d’'une Iésion ou « chancreatulation ». Le corps de la personne
infectée réagit a cette « primo-infection » padéeloppement d’'une réponse immunitaire
cellulaire et la formation d’'un granulome constipréncipalement de macrophages infectés et
de cellules T (Peyroet al, 2008, Kaufmann, 2002).

Dans 90% des cas, la maladie ne se développe @agahulome se calcifie et les bacilles
emprisonnés restent sous contrle a I'état quie¢scenparle d’ « infection tuberculeuse
latente (ITL) » (Smith, 2003). Ces patients ne spag contagieux. Chez la plupart des
individus, la « primo-infection » passe inapercde. peut cependant, parfois, observer de la
fievre, une adénopathie, une perte d’appétit,...piu@o-infection peut étre mise en évidence
chez un patient grace au test d’hypersensibilii#dée (intradermoréaction a la tuberculine)
(Hopewell & Jasmer, 2005).

2- Tuberculose active : pulmonaire et extra-pulmonaire

2.1- Tuberculose pulmonaire

La tuberculose-active ne se développe que chezaen{D% des personnes infectées par
M. tuberculosigKaufmann, 2002). Elle peut se développer soitotiment apres la primo-
infection, soit apres plusieurs années suite a la réactivateoi « infection tuberculeuse

latente ». Dans ce cas, la lésion précédemmentfir nécrose et les bacilles tuberculeux
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s’accompagne de signebniques et/ou radiologiques. Les signes clinigdeda tuberculose
pulmonaire sont untux persistante avec des expectorations parfasnagagnées de sang,
une douleurthoracique et des symptébmes plus généraux commee fisudation nocturne,
fatigue, perted’appétit, et amaigrissement. Un diagnostic pexg ptoposé par radiographie
ou scanner dthorax du patient.

2.2- Tuberculose extra-pulmonaire

La tuberculose pulmonaire (ou phtisie) est la foten@lus commune de la tuberculose
(85% des cas), cependant les bacilles tuberculeuxgnt, plus rarement, étre transportés
dans tout I'organisme, via les systemes lymphatigusanguin, créer de nouveaux foyers
infectieux et provoquer une tuberculose extra-pulan@ (15% des cas) (Hopewell & Jasmer,
2005). Les bacilles peuvent infecter différentsamies du corps tels que les os, les reins, les
ganglions, les méninges, l'intestin, la peau,....sqoie la tuberculose est extra-pulmonaire,
les symptdémes peuvent varier en fonction de laorégorporelle atteinte et la radiographie
pulmonaire, réalisée habituellement suite a laatiéte d’'une IDR positive, n’apporte aucune
information complémentaire dans ce cas (Baydur7L97a forme extra-pulmonaire est plus
fregquemment observée chez les patients séropoghifsl positifs) dont le systeme
immunitaire ne peut contréler l'infection (Golden \&kram, 2005). Chez les enfants, les
tuberculoses miliaires (disséminées) sont plusuigétes que les tuberculoses pulmonaires.

Non traitée, la tuberculose active évolue jusqui@oes du patient. La guérison nécessite
un diagnostic précoce et I'administration d'unteaient adapté, correctement suivi jusqu’a
son terme.

Certaines personnes font partie de ce que l'on li@ppes sujets a risque pour le
développement d’'une tuberculose active (Nava-Aguédeal, 2009) :

Dans les pays industrialisés, les personnes a esqunt:

- Les personnes immunodéprimées (VIH, corticothéraliabéte, cancer,...)

- Les immigrants originaires de pays a forte endénoberculeuse

- Les personnes en situation précaire (sans denficed, malnutrition,...)

- Les personnes ayant eu un contact rapprochéiavieerculeux

- Les personnes agées et les jeunes enfants

- Les toxicomanes

- Les détenus

- Les professionnels de la santé (contact avecnuadades contagieux, manipulation

d’échantillons,...)
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- Les mauvaises conditions socio-économiques
- Le manque d’hygiene

- La co-infection par le VIH

3-Epidémiologie

3.1- La tuberculose dans le monde

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estim&pproximativement un tiers de la
population mondiale (~2 milliards d’individus) estfectée parM. tuberculosis I'agent
étiologique de la tuberculose (Dgeal, 1999). Ces personnes sont porteuses de la mafadie
donc susceptibles de développer une forme activelsculose a un moment de leur vie.

Les organismes de lutte contre la tuberculosesatiti régulierement I'image trés parlante
suivante : « chaque seconde, une nouvelle persestriafectée par le bacille tuberculeux ».
La prévalence de la tuberculose active dans le méridst-a-dire le nombre de malades) est
estimée a 14,4 millions (WHO, 2008b) : elle coneepmincipalement la population active,
c’est-a-dire les individus appartenant a la trant’age 15-49 ans (Dyet al, 1999). Apres le
syndrome d'immunodéficience acquise di au VIH,ubetculose est la seconde cause de
mortalité liée & une maladie infectieuse. De ct falon les estimations, la tuberculose sera
encore reprise parmi les 10 premieres causes delitdoen I'an 2020 (Murray & Salomon,
1998).

En 2006, 1.7 millions de patients sont décédésidertulose et 9.2 millions d’individus
ont contracté la maladie. Parmi ces nouveaux ca8 4orésentaient un examen
microscopique de crachat positif (contagieux) et@&ent séropositifs pour le VIH (WHO,
2008b).

La distribution mondiale de la tuberculose concerfatement les régions
économiquement faibles (pays en voie de développgmies 3 zones géographiques les
plus atteintes sont I’Asie du Sud Est (33% des deap I'Afrique (29%), et le Pacifique
Occidental (22%).

Ensemble, ces 3 régions totalisent 84% des matkadggant de tuberculose. L’Amérique
(Nord et Sud) et I'Europe représentent, respectarem4 et 5% des cas de tuberculose
(WHO, 2008b). Les plus hautes prévalences sontgestrées, dans l'ordre, pour I'Inde, la
Chine, I'Indonésie, I'Afrique du Sud et le Nigéri@.est I'Afrique qui présente l'incidence la
plus élevée avec 363 nouveaux cas pour 100.00@h&ben 2006 (WHO, 2008b).
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complexité augmenter par I'émergence de bacillsistants aux drogues antituberculeuses et
par la synergie de la coinfectidh tuberculosié/IH (Zignol et al, 2006). En effet, en 2006,
le nombre de cas de tuberculose multi-résistagtastante a l'isoniazide et a la rifampicine,
les deux antibiotiques majeurs du traitement) aeétémé a 500.000 (soit environ 5% des
nouveaux cas annuels estimés a 9.2 millions en)20r les 1.7 millions de décés, 200.000
concernaient des patients VIH positifs (Zigredl al, 2006, WHO, 2008b). En 2005, le
nombre de cas de tuberculoses causées par uneesyldR (résistante a l'isoniazide, la
rifampicine, une fluoroquinolone et un antibiotigirgectable) fut estimé a 27.000 (soit
environ 5% des souches classées comme multi-néssja(Goldmaret al, 2007, LoBue,
2009).

3.2- la tuberculose en Afrique

La région Afrique de I'OMS ne représente que 11%lal@opulation mondiale mais
contribue pour 27% au nombre total de cas de tulmse signalés en 2003. Plus de 34 pays
africains ont des taux de notification d’au moi@® 8as pour 100 000 habitants par rapport a
un taux inférieur a 15 pour 100 000 habitants dempays développés.

Il existe des différences sous-régionales danshiage de la tuberculose en Afrique.
L’Afrique australe et de I'Est connait le poids péus élevé par habitant. Sept pays de
I'Afriqgue australe signalent entre 400 et 700 casirpl00 000 habitants. Parmi les pays
d’Afrique centrale, six sur sept ont signalé unxtale 100 a 200 cas pour 100 000 habitants
alors que I'Afriqgue du Nord connait le poids dedrdulose le plus faible avec moins de 65
cas pour 100 000 habitants. La plupart des payatteue de I'Est signalent moins de 200
cas pour 100 000 habitants, a I'exception du Keas de 60% des pays ouest africains
enregistrent moins de 100 cas pour 100 000 habitant

De nombreux facteurs concourent a l'accélération’'@@démie de tuberculose, tels
gu’'une mauvaise infrastructure de santé, une paganisation et gestion, la pauvreté, des
systemes de santé faibles et une gestion médieseedsources humaines. L'épidémie du
VIH/SIDA représente I'un des facteurs a risque péss importants pour I'incidence de la
tuberculose et la mortalité en Afrique. En 2003piévalence de VIH chez les adultes (15 —
49 ans) en Afrigue sub-saharienne était de 9%.

Le VIH a compliqué la prise en charge clinique aduberculose, surchargé les services
de santé publique et a renforcé la stigmatisatioragcompagne cette vieille maladie. De nos
jours, il est plus difficile de diagnostiquer ldbarculose et les patients co-infectés connaissent
une mortalité accrue étant donné gu'’ils souffrénhe maladie beaucoup plus grave que les
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la tuberculose elle-méme peut étre guérie maisdpie de réapparition de la maladie est plus
important que chez les tuberculeux séronégatifs.datients co-infectés par la tuberculose et
le VIH sont également plus susceptibles de malireagtraitement, ce qui augmente leur
chance d’interrompre le traitement et de développermaladie multi résistante.

L’Afrique ne connait pas seulement la pire chargerrbidité due a la tuberculose au
monde mais aussi le taux de mortalité le plus éleaéni les tuberculeux qui s’explique
partiellement par I'impact du VIH. Sur les 41 paysla prévalence d’infection simultanée par
le bacille tuberculeux et le VIH est la plus élevé@ d’entre eux se trouvent en Afrique.
Selon des estimations, presque 250 000 personneemiehaque année de la co-infection
tuberculose/VIH, plus de 80% d’entre elles meusmAfrique (Union Africaine, Point sur la
lutte contre la tuberculose en Afrique, 2006, SPIEXATM/4).

3.3- La tuberculose en Europe

Les pays industrialisés ont enregistré une dimimufirogressive des cas de tuberculose
depuis le début du 2@esiécle suite a 'amélioration des conditions deetié la découverte
d’antibiotiques efficaces. A partir des années 19880, cette régression s’est ralentie,
probablement en relation avec le nombre de caslBé $ais aussi en rapport avec le
relachement de la lutte contre la tuberculose,éeclbppement de souches résistantes aux
antibiotiques et l'importation de cas en provenadeepays a haute prévalence (FARES,
2006a).

En 2006, 423.000 cas ont été rapportés en Eurepguicreprésente environ 7% des cas
de tuberculose dans le monde pour cette annéecdssotifies en Europe se répartissent
comme suit : 73% pour I'Europe de I'Est (Kazakhstdfoldavie, Géorgie, Armeénie,
Bélarusse,....), 21% pour 'Union Européenne et Itper de I'Ouest et 6% pour les pays des

Balkans.

4- Traitement

Le traitement de la tuberculose latente et celuiladéuberculose active doivent étre
envisagés comme deux entités distinctes.

4.1- Traitement de la tuberculose latente

Lorsqu’une tuberculose latente (primo-infection) ragse en évidence chez un patient, un
traitement prophylactigue peut é&tre propose. Ceitetrent n’est pas appliqué
systématiguement en cas de positivation de l'iemadréaction mais sera conseillé chez

toutes personnes a risque de développer la maladidividus récemment contaminés,
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pulmonaires évoquant une tuberculose (ou autrediegfallmonaire) antérieure, ... (FARES,
2006a, Landry & Menzies, 2008). Dans les pays aa #e développement, on ne traite pas
les patients présentant une tuberculose latente.

Dans de rares cas, une chimioprophylaxie antitutbemse peut étre proposée a un patient
dont l'intradermoréaction est négative. Cette déuisest indiquée, notamment, pour les
patients séropositifs ou les enfants ayant eu umtacb avec un tuberculeux contagieux
(Frothinghanet al, 2005).

Le traitement prophylactique consiste, en généeal, la prescription quotidienne
d’isoniazide (Nicotibine®) pendant au moins 6 a 8isn(5 mg/kg/jour). Cette monothérapie
permet de réduire l'incidence de la tuberculosevacvec une efficacité de 65 a 75%. Chez
les sujets porteurs du VIH, le traitement est prgéba 9 ou 12 mois (Cohn, 2003). L'usage
d’'une monothérapie se justifie par le risque limiténduire une résistance étant donné le
faible nombre de bactéries impliquées dans la tuibese latente.

4.2- Traitement de la tuberculose active

Il convient d’isoler (avec ou sans hospitalisatitey patients contagieux pendant les 3
premiéres semaines du traitement afin de limiterrlsques de transmission. La levée de
l'isolement peut se faire apres amélioration deat'@énéral du patient et I'obtention de trois
examens microscopiques des expectorations néftitesetet al, 2003).

Le traitement standard fait appel aux antibiotiquits de « premiére ligne ». Ces
antibiotiques sont : l'isoniazide (Nicotibine®), tdampicine (Rifadine®), la pyrazinamide
(Tebrazid®) et I'éthambutol (Myambutol®). Dans @éns pays, la streptomycine est
egalement utilisée comme antibiotique de premiégeel a la place de I'éthambutol
(Rabarijaona et al., 1999). La durée du traiterstartdard est de 6 mois et comporte 2 phases
successives. La phase initiale dure 2 mois et stsnen I'administration de 4 antibiotiques :
lisoniazide, la rifampicine, la pyrazinamide eéthambutol. La deuxiéme phase, appelée
aussi « phase de continuation », dure 4 mois eistenen une bithérapie a base d’isoniazide

et d’'un second antibiotique, en général la rifanmgd¢Tattevin, 2007).

5- Résistance aux antituberculeux

5.1- Généralités sur la résistance aux antibiotiquse

5.1.1- Définition de la résistance bactérienne a wmtibiotique

La « résistance a un antibiotique » est un camagtRénotypique caractérisant la capacité
d'une bactérie a survivre (et a se multiplier), présence de cet antibiotigue, a une
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(Zhang et al, 2005). La résistance d'une bactérie a un antduet entraine la perte
d'efficacité de ce médicament lors du traitemenind’ infection causée par cette bactérie.
Cette situation nécessite I'adaptation du traitemen

5.1.2- Détermination de la sensibilité ou de la réstance d'une bactérie a un
antibiotique

L’importance de la résistance d’'une souche bacteeié un antibiotique est évaluée par
détermination de la CMI (Concentration Minimaleilitrice) et par comparaison de celle-ci
avec celle d'une souche dite « sensible ». La CBtl d&finie comme la concentration
minimale d’'un antibiotique qui inhibe la croissance vitro de 99% de la population
bactérienne testée (Inderlieds & Nash, 2005). €d&prime en général arg/ml et peut étre
réalisée par différentes méthodes et sur diffénariisux de croissance.

Il faut noter que la CMI ne prédit pas toujourdfbe observén vivo. De méme, la CMI
déterminée peut varier en fonction du milieu uilmur la réalisation du test (Kim, 2005).

5.2- Résistance d#/l. tuberculosisaux antibiotiques antituberculeux

5.2.1- Résistance naturelle et résistance acquise

Les membres du complexaberculosissont naturellement résistants a la plupart des
antibiotiques usuels. En effet, ils ne sont seasilglu’a un petit nombre d’antibiotiques dits «
antibiotiques antituberculeux ». De plus, pour aesbiotiquesM. tuberculosisgpeut parfois
présenter des résistances acquises (Cambauz2G83).

Résistance naturelle

Chez les mycobactéries, le phénotype « sensiblewrésistant » a un antibiotique donné
est spécifique d’espéce. Les mycobactéries du @maplberculosissont naturellement
résistantes aux principales familles d’antibiotis@®mme leg-lactamines, les macrolides,
les cyclines, les sulfamides et les glycopeptidezifis et al, 2005). Les mycobactéries non-
tuberculeuses présentent également une résistatomelie a ces antibiotiques usuels. De
plus, elles sont naturellement résistantes a Ipgptudes antibiotiques efficaces SMr.
tuberculosistels que lisoniazide, la pyrazinamide, I'ethambut@cide p-aminosalicylique
...(Veziriset al, 2005).

La faible perméabilité de la paroi mycobactérieese en général, mise en cause pour
expliquer le haut niveau de résistance naturekenagcobactéries (Jarlier & Nikaido, 1994).

La paroi mycobactérienne présente une architeataractéristique et particulierement
complexe. Son squelette est composé de trois étémmajeurs associés de maniére
covalente: le peptidoglycane, l'arabinogalactanelest acides mycoliques. Les acides



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
A P Faculté des Sciences et Techniques

4 hall 540 <l s saal mycoliques sont de longues chaines d’acides gea$Qd
carbone) insérées parallelement les unes par rfappgrautres et formant un arrangement
compact perpendiculaire au plan de la membranenpjase (Nikaido et al., 1993). Ainsi, les
acides mycoligues constituent une enveloppe lipgliGrés peu perméable aux composés
hydrophiles et en particulier a bon nombre d’aotiues. Il a été estimé que la paroi des
mycobactéries est, par exemple, 100 a 1000 foisignperméable afp-lactamines que la
paroi d’E. coli (Jarlier et al., 1991).

La structure de la paroi n'est pas la seule regimasde la haute résistance naturelle de
M. tuberculosisLa production d’enzymes modifiant les antibioggua également été décrite
chez M. tuberculosiscomme, par exemple, If-lactamase responsable de la résistance
naturelle auxB-lactamines (Voladret al, 1998) ou I'aminoglycoside 2'-N-acetyltransferase

impliquée dans la résistance aux aminoglycosidesséet al, 1997).

Résistance acquise
Contrairement aux autres bactéries pathogenescquieaent en général leur résistance
aux antibiotiques par transfert horizontal de pla&® ou transposons portant des génes de
résistance, l'acquisition de résistance chéz tuberculosisprovient, presque toujours,
d’altérations spontanées de génes chromosomiqusfigpes sous la forme de mutations
ponctuelles non-synonymes, de délétions ou insexrti®avies, 1998). En effet, jusqu'a
présent, aucun plasmide ou transposon de résistdacété décrit chez les mycobactéries
(Veziris et al, 2005). Par conséquent, la résistance n'est passférable entre les
mycobactéries présentes chez un méme patient,ei@ise transmet a toute la descendance
de la bactérie mutée.
Jusqu’a présent, les mutations impliqguées dansdsstance deM. tuberculosisaux
antibiotiques ont été mises en évidence :
dans les genes codant les protéines ciblesadghbiotique, diminuant l'affinité de la
cible pour cet antibiotique
dans un gene codant une enzyme impliquée dacsvdéiion de ['antibiotique,
empéchant son passage de la forme pro-drogue érrze factive (Veziriset al, 2005,
Somoskoviet al, 2001)
- dans une région génomique régulatrice provoqlargurexpression de la cible de
I'antibiotique

dans une région génomique provoquant la sugegfum de pompes a efflux.
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smegmatisn’a pas encore été confirmée cidztuberculosigTakiff et al, 1996, Colangeli
et al, 2005).

Les altérations génétigues responsables des différéypes de résistances aux
antibiotiques ched. tuberculosisont été en partie définies pour plusieurs antiqiass, de
premiere et seconde ligne, utilisés communémentiéda 1998, Ramaswamy & Musser,
1998). En effet, ces derniéres années, des prdgrgsertants ont été realisés dans la
compréhension des mécanismes d’action des agetitmymobactériens, ainsi que dans
I'étude des mécanismes de résistance aux antibagtigRamaswamy & Musser, 1998). Ces
progrés ont pu étre réalisés en grande partie agyemd’outils de biologie moléculaire
modernes qui ont permis d’accéder aux bases géeétiqpliquées dans ces mécanismes de
résistance (Zhanet al, 2005).

Malgré ces avancées majeures, un certain nombrgudstions restent encore sans
réponse : certaines souches résistantes ne pnésgrate de mutation dans le(s) gene(s)
identifié(s) comme impliqué(s) dans la résistanoe antibiotiques concernés. En effet, il est
rare d’'observer 100 % de souches présentant unendegions de résistance connue. Ce
constat suggeére I'implication d’autres mécanisnegdgdistance encore inconnus.

5.2.2- Résistances primaire et secondaire

Une bactérie tuberculeuse résistante isolée d’tiemgagui n'a jamais éteé traité pour une
tuberculose auparavant, est considérée comme wuohesale « résistance primaire ». Par
contre, une bactérie tuberculeuse résistante pao¥efiun patient traité précédemment pour
une tuberculose (pendant au moins un mois), edtabiement une mycobactérie mutante
résistante apparue chez ce patient et est alosd&rée comme une souche de « résistance
secondaire ou acquise » (WHO, 1997).

L’OMS propose de ne plus utiliser le terme de dstéace acquise » car cette catégorie
englobe a la fois les patients qui ont en effeetliypé une tuberculose avec émergence d’une
souche résistante mais aussi ceux qui, apresneite ont été réinfectés par une souche
tuberculeuse résistante. Pour lever cette ambigi@®S recommande les terminologies «
résistance parmi les nouveaux cas » a la placerégistance primaire » et « résistance parmi
des cas précédemment traités » a la place destams® acquise » (WHO, 2008a).

Sélection des mutants résistants

Des que le premier agent antituberculeux fut iniroddans le traitement de la
tuberculose, I'émergence d'isolats résistants Mietuberculosisfut observée. Le méme

scénario s’est répété par la suite pour chaquiesatidn d’antibiotiques antituberculeux en
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lorsque les bactéries sont exposées a un antib@tilpa pression de sélection favorise le
développement de mutants résistants (David, 197/9.observations menerent les chercheurs
a suggérer que la thérapie combinée, utilisant plusm antibiotique, pourrait réduire
I'’émergence de bactéries résistantes durant leemnant (Canetti & Grosset, 1961, Council,
1972). Malgré la mise en place et I'efficacité ett€ mesure, on remarque aujourd’hui encore
'émergence de souches @& tuberculosisrésistantes aux antibiotiques, représentant un
probleme croissant pour le contréle mondial delteetculose (Espinal et al., 2001).

L’apparition des bactéries résistantes aux antdpes suit la théorie de Darwin sur
I'évolution. En effet, la bactérie ayant acquis i@amément une mutation lui conférant une
résistance a un antibiotique, présente un avartgetif par rapport aux autres bacteéries.

Elle peut, dés lors, survivre et se diviser chepat#ient traité avec l'antibiotique en
guestion (Zhangt al, 2005). La thérapie combinée devrait éviter cagele sélection mais
encore faut-il que le traitement soit suivi coresaent. En effet, la sélection de mutants
résistants survient chez le patient lorsque les@ainations d’antibiotiques dans le site infecté
sont sub-thérapeutiques (ou intermittentes), ogqgloe I'antibiothérapie est inappropriée
(Mahmoudi & Iseman, 1993, Bradfoed al, 1996). Un des facteurs contribuant réside dans la
durée du traitement de la tuberculose (KaufmanflR0O a nécessité de maintenir des taux
sériques élevés d’antibiotiques pendant au moim®i8, combinée a la toxicité inhérente des
antibiotiques, résultent souvent en une mauvaiserghnce du traitement par le patient et,
par conséquent, une plus grande probabilité d'éemes de bactéries résistantes (Davies,
1998). C’est pourquoi, en plus de la nécessitéedtifier de nouveaux médicaments
antituberculeux efficaces, la réduction de la dulééraitement n’est pas moins importante.

5.2.3- Résistance multiple

Une tendance alarmante et une source croissamiquétude pour la santé publique
résident dans I'émergence de souches résistamkssiaurs antibiotiques (Chan & Iseman,
2008).

Les souches multi-résistantes ou MDR pour « muatightug-resistant » se définissent
comme des bacilles tuberculeux résistants au n#ifisoniazide et la rifampicine, les deux
agents antituberculeux les plus puissants (Isemidfadsen, 1989, Vareldzis et al., 1994). De
telles souches ont été décrites dans le monder.ehie nombre de cas de MDR-TB
(tuberculose multi-résistante) a été estimé a envid00.000 en 2004 et 2006 (Zignol et al.,
2006, WHO, 2008b).
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résistance n'a été décrite. Les souches respossaeleMDR-TB sont le résultat d’'une
accumulation séquentielle de mutations indépendantmférant chacune une résistance a un
antibiotique différent (Ramaswamy & Musser, 199®&)e tuberculose multi-résistante n’offre
gue peu doptions thérapeutiques au médecin : &tetment nécessite ['utilisation
d’antibiotiques de seconde ligne qui sont plus g€hglus toxiques et moins efficaces que ceux
utilisés pour le traitement habituel de la tubessal (Rajbhandary et al., 2004, Nathanson et
al., 2004). On observe également un pronostic miawnsrable pour le patient (réussite du
traitement chez seulement 60 a 75% des maladesit@g@ret al., 1997, Chan et al., 2004) lié
a de hauts taux de morbidité et de mortalité, aitetment prolongé (parfois plus de 2 ans)
ainsi qu’'un risque accru de propagation de l'infectavec des isolats résistants dans la
communauté (Bifani et al., 1996, Iseman & Mads&89). L’augmentation de la fréquence
des souches multi-résistantes est redoutée ; capgncertaines études montrent que les
souches résistantes s’adaptent moins bien a lewiroanement (diminution de la
transmission,...) ce qui réduirait le risque de dange (Burgos et al., 2003).

Depuis quelques années, l'apparition dans le moedier de souches XDR («
extensively drug-resistant ») est devenue préoctag&hah et al., 2007, Jain & Dixit, 2008).
Apres plusieurs essais de définition assez confesdle adoptée est la suivante : il s’agit de
bacilles tuberculeux résistants a au moins l'isodi, la rifampicine, une fluoroquinolone et
un antibiotique injectable (amikacine, kanamycinecapréomycine) (Jassal & Bishai, 2009,
CDC, 2006). Il va de soi que de telles souchesi@tgat fortement quant au succes des
programmes de contrbles de la tuberculose cardecpotage de réussite du traitement chute
a seulement 30 a 50 % (LoBue, 2009).

5.3- Différence entre résistance, tolérance et pestance

Chez certains patients tuberculeux traités, lesliBacde Koch (BK) sont rapidement
éliminés des expectorations. Chez d’autres lesllésicpersistent plus longtemps. La «
tolérance aux antibiotiques » semble étre en pasiponsable de cette « persistance » (Wallis
et al., 1999).

La « tolérance aux antibiotiques » est la capanpit posséde un organisme a échapper a
l'activité bactéricide d’'un antibiotique pour ledues tests in vitro I'ont pourtant démontré
sensible. Les mécanismes de tolérance ne sonhpaseedien compris (Ojha et al., 2008).

L’état physiologique de la bactérie semble jouerdle (Mitchison & Selkon, 1956). En

effet, on remarque, par exemple, qu'une culturéldéuberculosisen phase stationnaire est
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cette méme culture est en croissance active (Hezbat., 1996).

llI- DEPISTAGE ET DIAGNOSTIC DE LA TUBERCULOSE

1- Dépistage de la tuberculose latente (primo-infectig

Comme la primo-infection est souvent asymptomatiuepeu évocatrice), un examen
cliniue du patient ne suffit pas. Le diagnostiaréé infection tuberculeuse latente nécessite
la réalisation d’une intradermoréaction (IDR) tuhginique (ou test de Mantoux).

Il s'agit d'un test d’hypersensibilité retardée. t€eépreuve consiste en [linjection
intradermique (face antérieure de l'avant-bras)ndiélange de protéines tuberculeuses
purifiées appelé PPD (Purified Protein Derivatiga)tuberculine. Une réaction positive a ce
test se traduit, 48 a 72 heures aprés l'injecian,une rougeur et une induration de la peau (>
10 mm de diamétre) au niveau du site d'injectiagpnce d’'une immunité cellulaire contre
M. tuberculosik

Une réponse positive a ce test ne signifie pasleyematient présente une tuberculose
active mais bien que son organisme a connu, a umemibdonné€, un contact avec le bacille
tuberculeux (primo-infection). Ce test est égalemaitisé pour réaliser une surveillance des
professionnels de la santé exposés a la tubercilesdésions pulmonaires dues a une primo-
infection ne sont, en général, pas détectableBgxamen radiographique du thorax.

Des tests immunologiques (QuantiFERON-TB-Golet TSPOT-TB), utilisant les
lymphocytes T du patient pour mesurer la produatianterféron-y , ont eté développés, plus
récemment, pour le diagnostic de l'infection tuldgase latente (Hadjt al, 2006, Lalvani,
2007). Ces tests reposent sur le principe suiveouidl des lymphocytes T préalablement
sensibilisés par des antigénes tuberculeoxvivo) produisent des concentrations élevées
d’interféron-y lorsqu’ils sont réexposés aux mémes antigénes nagtétensi( vitro). Ces
tests présentent comme avantage de ne pas étuwebgsrpar une vaccination antérieure au
BCG ou par une infection causée par une autre nagtébe (Al-Orainey, 2009, Bocchired
al., 2009, Richeldi, 2006).

2- Diagnostic de la tuberculose active

La suspicion d’'une tuberculose-maladie chez urepttiécessite la réalisation d’examens
meédicaux plus approfondis :

» Examen radiologique : permet de mettre en éviddeseformes pulmonaires de la

maladie.
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concerne des échantillons du tractus respirato@is gelle-ci peut également étre réalisée sur
des spécimens de nature trés variable (urines dtin,maspiration gastrique, etc...).
L’identification du bacille de Koch peut étre réaie par :

» L’examen microscopique qui permet la mise en éwdeate bacilles tuberculeux aprés
coloration de Ziehl-Neelsen ou par l'utilisation euramine en microscopie a fluorescence
(Saltini, 2006)

* La culture aérobie sur milieu spécifique de Léweimstlensen ou de Coletsos (milieux
solides). Etant donné la croissance lentéidéuberculosis5 a 7 semaines sont nécessaires
pour I'obtention d’'un résultat définitif. De nouled techniques, en milieu liquide, ont été
développées afin de réduire ce temps d’attentefgtdes. Desmond, 2005) :

- la méthode radiométrique « BACTEC 460 TB » quagiste en la mise en culture de
I’échantillon provenant du patient dans un flacomtenant de l'acide palmitigue marqué au
Carbone 1414C). La croissance mycobactérienne est détectéenpaure de la quantité de
dioxyde de carbona4COr) produite dans le flacon, suite a l'utilisation decide palmitique
marqué par les bactéries en croissance (Kirieaia., 1985). En général, un résultat positif
est obtenu en 7 a 10 jours. D'autres systemesextd#t automatisée mais non radioactifs
sont maintenant également disponibles.

- « BacT/ALERT 3D » : qui détecte la croissance aiactéerienne grace a une pastille
située a la base du flacon de culture. Celle-citaute modification colorimétrique lors de
I'acidification du milieu résultant de la produdiiale dioxyde de carbone (CO2) par les
bactéries en croissance (Werngren et al., 2006).

- « BACTEC MGIT 960 » : qui utilise des flacons dalture contenant un sel de
ruthénium dont la fluorescence est d’autant plysartante que la pression en dioxygene (02)
est faible. Toute croissance sera donc détectéaymgmentation de la fluorescence (Pheiffer
et al., 2008).

Aujourd’hui, de nombreuses techniques moléculaaeaptées au diagnostic de la
tuberculose sont utilisées, dont notamment l'angalifion génique (PCR) permettant la
détection de séquences nucléiques spécifiguesgdeencage, qui permet l'analyse de
fragments polymorphiques spécifiques d’espécedihgbridation d’ADN tuberculeux sur
sondes spécifiques. Cependant, ces techniquesnf@@teactuellement, une sensibilité

insuffisante lorsqu’elles sont appliquées directeim&ur des échantillons respiratoires ou
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spécificité excellentes lors de leur utilisatiopatir d’une culture.
Actuellement, 'examen direct reste la méthode épistage la plus largement utilisée.
Elle présente I'avantage de pouvoir étre réaliss&naent et ne nécessite que peu de matériel.
Cependant, sa sensibilité n’atteint que 50 a 8Qarér d’expectoration (Palominet al,
2007) Par ailleurs, le diagnostic d’espece estefmident impossible par microscopie. La
nécessité de la mise au point d’'une nouvelle métleddiagnostic est donc primordiale, mais
doit aussi répondre a des critéres d'utilisati@gaiet économique afin de la rendre applicable

notamment dans les pays en voie de développement.

IV- LES PLANTES MEDICINALES ET AROMATIQUES

1- Situation dans le monde

Aujourd’hui, les traitements a bade plantes reviennent au premier plan, car I'effiéa
des médicaments tels que les antibiotiques (comsdégomme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit. Les bactéries stVieus se sont peu a peu adaptés aux
médicaments et leur résistent de plus en plust @&sgquoi on utilise a nouveau l'absinthe
chinoise(Artemisia annugaet surtout son principe actif pour soigner la anal lorsque les
protozoaires responsables de la maladie résistignnhadicaments.

La phytothérapie, qui propose des remeédes natatddien acceptés par I'organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elimait de nos jours un renouveau
exceptionnel en Occident, spécialement dans leetn@int des maladies chroniques, comme
I'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secordanduits par les médicaments inquiéetent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins magnessifs pour l'organisme. On estime que 10
a 20% des hospitalisations sont dues aux effetesndafres des médicaments chimiques
(Iserin, 2001).

Les plantes contiennent des centaines, voire déienside substances chimiques actives.
Souvent, déterminer en détail I'action d'une plasteres difficile, sinon impossible, méme si
son effet médical est, en revanche, bien conntudéépharmacologique des plantes entiéres
indique gu'elles fonctionnent comme un puzzle ingiem

La recherche des principes actifs extraits destgga@st d'une importance capitale car elle

peut permettre la mise au point de nouveaux médaingn
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2.1- Les phénols

Il existe une trés grande variété de phénols, desposés simples comme l'acide
salicyligue molécule donnant par synthése l'aspjrindes substances plus complexes comme
les composés phénoliques auxquels sont rattackéglleosides. Les phénols sont anti-
inflammatoires et antiseptiques. On suppose qupléages, en les produisant, cherchent a se
protéger contre les infections et les insectes quhdges Les acides phénoliques, comme
l'acide rosmarinique, sont fortement antioxydamtargi-inflammatoires et peuvent avoir des
propriétés antivirales. La gaulthéf@aulthenapincumbeng et le saule blan¢Salix albg
contiennent des acides glucosides phénoliques aumeht, par distillation, des dérivés de
salicylique et salicylate de méthyle.

2.2- Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart desgdasbnt des pigments polyphénoliques
qui contribuent, entre autres, a colorer les flairkes fruits en jaune ou en blanc. Ils ont un
important champ d'action et possédent de nombretestiss medicinales. Antioxydants, ils
sont particulierement actifs dans le maintien dbboene circulation. Certains flavonoides ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et arties, et des effets protecteurs sur le foie. Des
flavonoides comme I'hespéridine et la rutine, priesedans plusieurs plantes, dont le sarrasin
(Fagopyrumesculentumet le citronniel(Citrus limor), renforcent les parois des capillaires et
préviennent l'infiltration dans les tissus voislres isoflavones, que I'on trouve par exemple
dans le trefle rougérrifolium pratensg le citron(Citrus limon)a effets ostrogéniques, sont
efficaces dans le traitement des troubles liésnddaopause.

2.3- Les tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a urégégs ou moins élevé Ceux-ci donnent
un godt amer a I'écorce ou aux feuilles et lesaphimpropres a la consommation pour les
insectes ou bétetes tanins sontles composants polyphénoliques qui contracterntidsss
en liant les protéines et en les précipitant, dé&aur emploi pour « tanner » les peaux. lls
permettent de stopper les hémorragies et de letetre les infections. Les plantes riches en
tanins sont utilisées pour retendre les tissus lesyomme dans le cas des veines
variqueuses, pour drainer les sécrétions excessivesme dans la diarrhée, et pour réparer
les tissus endommagés par un eczémaine brllure Les écorces de chéne et d'acacta son
riches en tanins.

2.4- Les huiles essentielles
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parmi les plus importants principes actifs des telarElles sont largement employées en
parfumerie, en industrie pharmaceutiques et enadigrentaires. La composition chimique
des huiles essentielles est caractérisée par $&mpré des mono- et sesquiterpénes. Dans ces
deux familles, on peut rencontrer des sous famdlesavoir les mono-terpenes, les mono-
terpénols, les aldéhydes terpéniques, les phémeds,esters, les sesquiterpénes, et les
sesquiterpénols.

Les huiles essentielles contenues telles quelles des plantes sont des composés
oxygénés, parfois d'origine terpénoide et possédentnoyau aromatique Les huiles
essentielles ont de multiples propriétés. L'artiteé@dMelaleuca altemifolia)par exemple, est
fortement antiseptique. Les huiles essentielles &alifférencier des huiles fixes ou des huiles
obtenues par I'hnydrolyse des glucosjdemnme la chamazuléne de la camomille allemande
(Chamomilla recutitaformée lors de la distillation mais absente deldmte a I'origine. Les
résines, substances huileuses collantes qui stidésnplantes, notamment de I'écorce de pin
sylvestre (Pinus sylvestris sont souvent liees aux huiles essentielles (é&does) et aux
gommegVvoir Polysaccharides).

2.5- Les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I'hydrolyse des eyghalines (flavonoides proches des
flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruitsré¢eteintes bleue, rouge ou pourpre. Ces
puissants antioxydants nettoient lI'organisme dégaeax libres. Ills maintiennent une bonne
circulation, notamment dans les régions du ccewr nukns, des pieds et des yeux. La mdre
sauvage (Rubus fruticosug, la vigne rouge (Vitis vinifergd et l'aubépine(Crataegus
oxyacanth@en contiennent toutes des quantités appréciables

2.6- Les anthraquinones

Ce sont les principaux constituants de plantes cenemséné(Cassia sennaet la
rhubarbe de ChinfRheum palmatujnqui, toutes deux, agissent sur la constipatdies ont
un effet irritant et laxatif sur le gros intestiprovoquent des contractions des parois
intestinales et stimulent les évacuations environheéures apres la prise Elles rendent les
selles plus liquides, facilitant ainsi le transitastinal

2.7- Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvems de nombreuses espéces végétales et
possedent des propriétés tres diverses. Les cauesatu mélilo{Melilotus officinali§ et du
marronnier d'IndgAesculushippocastanum contribuent a fluidifier le sang alors que les
furanocoumarines comme le bergapténe, contenuldareen(Apium graveolens soignent
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un puissant vasodilatateur coronarien.

2.8- Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes iéths, les saponines doivent leur
nom au fait que, comme le savon, elles produisentadnousse quand on les plonge dans
'eau. Les saponines existent sous deux formestéesides et les terpenoides. La structure
chimique des stéroides est similaire a celle debmenses hormones humaines (cestrogene,
cortisone), et de nombreuses plantes qui en cawrgront un effet sur I'activité hormonale.
L'igname sauvagéDioscorea villosa contient des saponines stéroides a partir desaurel
synthétisa la pilule contraceptive. Les saponirepenoides, contenues dans la réglisse
(Glycyrrhiza glabra et la primevergPrimula verig, ont une activité hormonale moindre.
Elles sont souvent expectorantes et facilitensbgttion des aliments.

2.9- Les polysaccharides

Ce sont des unités complexes de molécules de Béeseensemble que I'on trouve dans
toutes les plantes. Du point de vue de la phytattiér les polysaccharides les plus importants
sont les mucilages « visqueux » et les gommesgeptesians les racines, les feuilles et les
graines. Le mucilage et la gomme absorbent de geagdantités d'eau, produisant une masse
gélatineuse qui peut étre utilisée pour calmerretéger les tissus enflammés, par exemple
guand la peau est seche et irritée ou la paroiirtestins enflammeée et douloureuse. La
meilleure fagcon de préparer les herbes mucilaggseuemme 'orme rougé&Imus rubrg et
le lin (Linum usitatissimuinest de les gorger d'eau froide (de les faire neagéCertains
polysaccharides, comme les glucomannanes et lésg®csont utilisés en cosmétologie.

2.10- Les alcaloides

Formant un groupe tres large, les alcaloides pessguiesque tous une molécule d'azote
(-N) qui les rend pharmaceutiquement trés actifstains sont des médicaments connus qui
ont des vertus thérapeutiques avérées.

C'est le cas d'un dérivé de la pervenche de Madag@é&nca roseasyn. Catharanthus
roseu$ employé pour traiter certains types de canceauties alcaloides, comme l'atropine,
présente dans la bellado(&ropa belladonng ont une action directe sur le corps : activité
sédative, effets sur les troubles nerveux (malddiBarkinson).

Comme nous l'avons vu plus haut, une plante n&stupe « recette magique » dotée
d'une action unique, mais un ensemble complexevpode principes actifs qui ont une

influence sur les différents systémes de régulatancorps. En associant la recherche
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connaissance traditionnelle des plantes, il estiplesde dresser un inventaire de leurs usages

thérapeutiques.

3- Utilisations des plantes médicinales

3.1- Utilisation pour leurs propriétés odorantes

Les huiles essentielles sont employées dans lewsed¢ la cosmétique, notamment pour
la fabrication des parfums ; dans les compositmarfumantes des détergents et des produits
de parfumerie fonctionnelle ; mais aussi dans laalne alimentaire. L'utilisation des huiles
essentielles pour I'élaboration des parfums esflehte. Dans le secteur de la parfumerie
fonctionnelle, les huiles essentielles sont sé&eckes pour renforcer l'impression de
propreté ; de méme, dans le domaine alimentaisehudes essentielles ont pour objectif de
développer les arbmes, le plus souvent dans desitEparés.

3.2- Utilisation pour leurs propriétés médicinales

L’utilisation historique des plantes en raison el@r$ propriétés thérapeutiques, a avec les
avancees techniques et scientifiques, mené adisaht de principes actifs. Il faut alors
distinguer phytothérapie et aromathérapie : la gthyrapie est la médecine par les plantes,
utilisés en partie ou en totalité, sous différerfasnes (teintures meres, extraits fluides ou
secs, poudres, infusions, décoctions, ...) ; lartw@pie n’utilise que les principes actifs

d’'une partie de la plante, ou ils sont extrémengententres.

4- Quelques plantes a activité antimycobactérienne
Tableau 2 : Quelques especes de plantes reportéesme ayant des activités

antimycobactériennes (Bull. soc., 2007)

Famille, Ordre| Genre et espece

Cupressaceae Chamaecyparis nootkatensis

Juniperus communis

Asparagales Allium cepa
Aloe chinensis
Chlorophytum inornatum

Pancratium maritimum

anacardiaceae Pistacia lentiscus

Mangifera indica
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Cistaceae Cistus albidus

Cistus salvifolus

Lamiaceae Thymus pallidus
Vitex agnus-castus

Hyssopus officinalis

Rutaceae Ruta montana
Aegle marmelos

V- LES DIFFERENTES TECHNIQUES D’EXTRACTION

Parmi de nombreuses techniques d’extraction ddeshessentielles, la distillation est la
meéthode la plus ancienne et, également, la pllisadi

D’autres techniques plus récentes restent d’'un @ntpds limité. Nous présenterons
successivement la distillation et ses diversesuéiamis, I'enfleurage, I'extraction par solvant,
les ultrasons, les fluides subcritiques ou supgaes, les micro-ondes, les fluides sous

pression et enfin le flash détente.

1- La distillation

Dans un premier temps, I'extraction des huiles r@gsdées s’est faite en plongeant la
matiere premiére dans I'eau qu’on porte ensuitbuliBon, c’est I'nhydrodistillation Par la
suite, la matiere premiere et I'eau ont été ségaré&eit I'eau est placée au fond de la cuve
avant d'étre portée a ébullition pour gu'un couraet vapeur d’'eau traverse la matiére
premiére, c'est la « vapo-hydrodistillation » ;tsk@ vapeur d'eau est générée dans une
chaudiere a I'extérieur de I'alambic, techniquee ditvapodistillation ». Dans ces divers cas,
la vapeur d’eau chargée d’huile essentielle egjélrvers un condenseur formé généralement
d'un serpentin, a tubes paralléles, dans lequellgrde I'eau fraiche. Une fois condensées,
eau et huile essentielle sont acheminées versagm@sr ou vase florentin. Dans ce dernier,
nous obtenons deux liquides, plus ou moins nonibiesc: I'eau et I'huile essentielle. Dans la
plupart des cas, ces deux liquides se séparemtgeantation. Le produit est parfois retiré de
'essencier au fur et a mesure de la distillatiordennant dans I'ordre une « téte », un « cceur
» et une « queue ».

De nos jours, les alambics sont construits en aomtydable. Autrefois ces alambics

étaient fabriqués en cuivre, mais cette matiereqayoait souvent une coloration de I'huile
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réactions d’isomeérisation, de saponification, oupdéymérisation. Aprés élimination de la
phase aqueuse, les huiles essentielles brutesriesusr divers traitements :

La rectification est une distillation sous videndéhant les traces d'eau, les matieres
solubles ou résineuses et les colorants. La détatip@é s’effectue par distillation fractionnée,
par extraction sélective, par une combinaison dedeeix techniques ou par chromatographie.
Cette opération augmente la solubilité en miliewearx. Elle concentre I'ardme, dans la
mesure ou nous considérons que les hydrocarbupEntgues ne jouent qu’un réle mineur
dans I'ardme. Enfin, elle augmente la stabilité de#es en évitant I'apparition des notes de
rance ou la formation de résines.

La sesquidéterpénation est réalisée par extrasgétgctive ou par chromatographie. La
concentration consiste a déterpéner partiellementhuiles essentielles par distillation (J.
Crouzet, 2004).

1.1- L’hydrodistillation

La matiére premiere est en contact direct avew|'&le peut flotter a la surface ou étre
immergée, en fonction de sa densité et de la geamdiitée. Le chauffage de I'ensemble est
effectué a la base de I'alambic, a I'aide de conibles divers comme le bois, (alambic a feu
nu) ; ou par de la vapeur surchauffée injectée darsdouble enveloppe entourant I'alambic.
La présence de I'eau engendre notamment des phéesnadéhydrolyse. lls seront d’autant
plus importants que la durée d’hydrodistillatiorraséongue. Par ailleurs, dans le cas de
alambic a feu nu, la matiére premiére située auerficie peut connaitre une certaine
surchauffe, ce qui est négatif pour I'huile essdigtiainsi obtenue. Etant gorgée d’eau, le
produit solide résiduel n’est pas utilisable conwambustible.

1.2- La vapo-hydrodistillation

La matiere premiére n’est plus en contact avewlieglle en est séparée grace a une tole
perforée. Cette séparation permet I'emploi ultérieu produit solide résiduel comme
combustible. La matiere premiere se situe donc apartie supérieure de I'alambic. Dans la
partie inférieure, une certaine quantité d’eau rjatteint pas la matiere premiere, assure la
formation de vapeur saturée avec une faible prespixr chauffage direct a l'aide de
différents combustibles (alambic a feu nu) ou pgedtion de vapeur surchauffée dans la
double enveloppe limitée a la partie inférieurd’aambic.

Les phénomenes d’hydrolyse sont limités du fait’alesence d’'un contact direct avec
'eau. Par contre, dans le cas d'un alambic a feules risques de surchauffer la matiere

premiéere existent toujours. Enfin, I'eau n’étanipprésente pour assurer ’'homogénéité et la
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'alambic, seul un brassage devra permettre d’elateréation de chemins préférentiels de la
vapeur d’eau, lors de son passage au sein de iarenptemiere. Un mouillage excessif de la
matiére premiére tend a provoquer le compactageceatée derniere, ralentissant le
cheminement de la vapeur d’eau au sein de la regir@miére.

1.3- La vapo-distillation

La vapo-distillation a les mémes avantages que ajpohydrodistillation, mais s’en
distingue par le fait que la génération de la vap&ifectue dans un générateur de vapeur a
I'extérieur de I'alambic de distillation. La vapepeut ainsi étre saturée ou surchauffée ; a
pression légérement supérieure a la pression atréogpe, cette vapeur est introduite dans la

partie basse de I'alambic et traverse donc la éhdegmatiere premiere.

2- La technique de I'enfleurage

B. M. Lawrence donne des indications précises stiie dechnique (B.M. Lawrence,
1980). Cette technique est employee en parfumEiie.est fondée sur l'affinité qui peut
exister entre les corps gras et les huiles esdlestieen effet les huiles essentielles sont
absorbées par les corps gras, souvent a froide(eafje a froid) ou a I'état liquide par
chauffage (enfleurage a chaud).

2.1- L’enfleurage a froid ou extraction dans la gaisse froide

Cette technique est particulierement adaptée auxslfragiles (jasmin, tubéreuse, ...).
Ces derniéres conservent leur odeur aprés la etiejlmais elles la perdent sous I'action de la
chaleur. Des surfaces planes en verre, supporégamprhassis en bois, sont recouvertes, sur
leurs deux faces, d'une couche de graisse inodagyent de la graisse animale raffinée.
Apres cette opération, les fleurs sont répartiesceu lit » de graisse. Grace a son pouvoir
d’absorption, la graisse capture les constituantpatfum exhalés par la matiére premiére.
Les chéssis sont retournés régulierement afinrdigér les fleurs « vidées » de leur parfum.
Au terme de cette étape, la graisse est recuailli@ide d’'une spatule en bois par raclage, le
produit obtenu est appelé « pommade florale »pqut subir, par la suite, une extraction par
I'alcool afin d’avoir une «absolue ».

2.2- L'enfleurage a chaud ou extraction dans la giase chaude

Il s’agit d’'une variante de la technique précédenéservée aux fleurs un peu moins
fragiles, comme la roseentifolia la violette, la fleur d’'oranger et la cassie. nfleurage a
chaud est aussi appelé digestion ou macératiote @athnique consiste a faire fondre de la
graisse dans de grandes marmites, chauffées aumaaie, dans lesquelles est plongée la
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heures, puis a nouveau chauffé afin d'étre filte# pn tamis métallique pour séparer la
graisse parfumée de la matiere premiére épuiséendrae charge de graisse est employée
jusqu’a sa saturation en molécules odorantes. aguitrfinal est, comme précédemment, une
«pommade florale ». Il est également possible @bt 'absolue » par extraction éthylique.

3- L’extraction par solvant organique

Cette dénomination est employée dés lors que V@sbh’est pas de 'eau. Il est possible
d’utiliser des solvants de natures différentes. Mai solvant choisi doit répondre a de tres
nombreuses exigences : étre non miscible dans, l&eair une température d’ébullition basse
afin d’étre facilement et rapidement éliminé aplfépération d’extraction, par évaporation
sans I'application d’une température élevée quraualtérer la qualité du produit final; étre
non réactif avec les composants du produit firgdte peu cher.

L’inconvénient de cette technique réside dans tareanéme de ce procédé. Les solvants

employés sont en effet dangereux pour 'hnomme gifaur I'environnement.

4- L’extraction par ultrasons ou sonication

Cette technique est apparue en 1950, avec desedagmps de taille laboratoire (M.
Vinatoru, 2001). Elle représente une adaptatiofhdelrodistillation ou de I'extraction par
solvant organique. En effet, la matieére premietenasiergée dans I'eau ou dans le solvant, et
dans le méme temps elle est soumise a 'actioniti@sons. Cette technique peut étre utilisée
pour I'extraction des huiles essentielles, mais allsurtout été développée pour I'extraction
de certaines molécules ayant un intérét thérapeatigM. Vinatoru, 2001 et Z.
Hchoromadokova et al., 1999). Les ondes sonoréiséeats ont une fréquence de 20kHz a
1MH induisant des vibrations mécaniques dans lelesole liquide ou le gaz, a travers une
succession de phases d’expansion et de compressiome au cours d’'un phénoméne de
cavitation. Les bulles, formées par I'expansionntvee développer puis dégonfler. Si ces
bulles se situent pres d’'une surface solide, dlwrdégonflement sera asymétrique, ce qui
produira des jets de liquide ultra-rapides. Les ané&mes d’extraction impliquent deux
phénomenes physiques : les molécules peuvent parésierser la paroi cellulaire par simple
diffusion; apres destruction des parois cellulaidlescontenu de ces cellules peut étre «
lessivé» afin de récupérer 'ensemble des moléartgwisonnées jusqu’alors.

Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux @mé&mes. lIs pourraient augmenter le

rendement, diminuer la quantité de solvant nécessélou le temps de traitement.
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5.1-L’extraction par eau subcritique (Subcritical Water Extraction SWE)

Les points critiques de I'eau sont 1 MPa et 374P@ur étre conditionnée comme liquide
subcritique, I'eau est maintenue entre 100 et &74t°a une pression assez haute afin qu’elle
reste a I'état liquide malgré son niveau de temtpéza

Y. Yang et al. ont étudié I'extraction par I'eaubsttique. lls ont observé I'élution de
différents solutés organiques fixés sur des matriigerses par I'eau subcritique. lls ont
montré que I'évolution de la constante diélectriged’eau avec I'élévation de la température
de cette derniere est comparable a celle d’'un mélanéthanol/eau ou acétonitrile/eau
(mélanges utilisés couramment en HPLC) pour ledgigbourcentage en méthanol ou en
acétonitrile augmente pour atteindre 100%.

5.2- L’extraction par CO2 subcritique

Afin que le CO2 se trouve a I'état subcritiquetdmpérature doit étre comprise entre 31
°C et 55 °C et la pression entre 0, 5 et 7, 4 MRaCO2 subcritique se comporte alors
comme un solvant apolaire (D.A. Moyler, 1993). Eattéthode permet de supprimer les
dégradations observées lors de I'hydrodistillabonde I'entrainement a la vapeur, dues aux
températures élevées et a la présence de I'eaprd&®'a€hen et al., les extraits obtenus par
cette technique présentent des arébmes trés proehesux des matiéres premiéeres végétales
fraiches. Venskutonis a effectué une étude de tetienique sur 46 matieres premieres

différentes.

6- L'extraction par fluide supercritique (supercritical fluid Extraction SFE)

Les fluides supercritiques sont obtenus a une joresst une température supérieures
respectivement a la pression et la températurieuwes.

Le solvant le plus couramment utilisé pour cetighiégue est le CO2, en raison des
faibles valeurs de pression et de température segypour obtenir I'état supercritique. Par
ailleurs le CO2 a d’autres particularités intéragss : il est chimiquement inerte, naturel et

non toxique.

7- L’extraction assistée par micro-ondes

Cette technique a notamment été explicitée parddnet al. Les microondes sont des
ondes électromagnétiques, dont la fréquence egpriserentre 300 MHz et 30 GHz, soit une
longueur d’'onde entre 1 m et 1 cm. La fréquenceégdament employée est de 2450 MHz,
soit une longueur d’onde de 12, 2 cm. Les matérapables de s’échauffer sous I'action des
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dipbles électriques (des matériaux électriquemesitras, mais ayant une répartition
dissymétriqgue de leurs charges ioniques partiell@sy dipdles de répartition généralement
aléatoire, s’orientent dans le sens du champ @&eetrextérieur imposé. Dans le cas d'un
champ électrique alternatif, les dipdles changeapidement » de sens et la haute fréquence
génere un mouvement aléatoire traduisant ainshante température du systeme.

Dans le cas des produits naturels, c’est la teeewau qui déterminera la capacité de ces
produits a étre chauffé par micro-ondes : si l&teren eau est supérieure a 20% en masse, le
produit s’échauffera facilement ; et si la tenestrieférieure, le chauffage par les micro-ondes
nécessitera une mise en ceuvre particuliere.

7.1- Extraction par micro-ondes sans solvant (Solm¢ Free Microwave Extraction,
SFME)

Deux cas sont a considérer : les plantes a huilenéiglle superficielle et celles a huile
essentielle non superficielle. Dans le premier Essmicro-ondes sont en mesure de chauffer
la matiere premiere et d’extraire I'huile essefgieteulement a I'aide de I'eau de constitution
du végétal. Dans la deuxiéme situation, les micrdes sont capables de générer un gradient
thermique inversé par rapport a celui obtenu Iotmel extraction par la vapeur. Cette
inversion a pour conséquence de faciliter la diffuasies molécules constitutives de I'huile
essentielle. Dans tous les cas, la matiere prendeie présenter une teneur en eau
suffisamment élevée.

7.2-Hydrodistillation par micro-ondes sous vide pude (vacuum Microwave
hydrodistillation)

Ce procedeé a été breveté et développé par la éokiéhimex (Mengal et al., 1994). I
repose sur I'application simultanée des micro-oneled’'un vide pulsé. La puissance des
microondes (fixée au début du traitement, génémamerantre 0, 2 et 1 kW/kg de matiere
premiéere) est maintenue constante tout au longaiternent.

Ces micro-ondes ont pour effet d'accélérer le texhsles molécules vers le milieu
extérieur. Le vide pulsé, quant a lui, permet ddisér I'entrainement azéotropique de I'huile
essentielle a une température inférieure a 100°C.

7.3- Extraction par solvant assistée par micro-onde ESAM

Cette technique differe de la précédente par lagmee d’'un solvant ; deux cas distincts
se présentent : le solvant est absorbant ou treergpaux microondes. Dans le cas d'un
solvant absorbant la totalité de I'’énergie micral@s) la chaleur est transférée par convection

avec le solvant puis conduction au sein de la mapeéemiére. Le mécanisme d’extraction est
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distinguent cependant par une bonne inertie therenigeilleure que celle de la conduction et
la convection, et par un chauffage diffus et nomté a une seule surface ; la température de
consigne peut étre plus forte sans avoir de risqaagegradation thermique. L'opération n’est

donc que Iégérement accélérée.

8- L'extraction par fluide sous pression (ASE)

Dans l'opération d’extraction par fluide sous pressla matiere premiére est mise en
contact avec un solvant d’extraction, préalablencentitionné avec une certaine température
et une certaine pression. En 1997, Popp et alutdise la technique ASE pour I'extraction de
contaminants présents dans des huiles. Par cormparavec les méthodes d’extraction
traditionnelle par solvants, ’ASE nécessite unpserde traitement plus court et une quantité
de solvant plus faible. De méme, Pallaroni et vasisHont employé cette technique afin
d’éliminer des toxines présentes dans des céréBlars ce cas, les résultats ont été
comparables a ceux obtenus par les méthodes calassifi’avantage de la méthode ASE
résidait dans sa capacité a étre automatiséentlsi@nontré que cette technique avait une
efficacité comparable a celle des méthodes classigMais elle nécessite moitié moins de
solvant, moins de temps, préserve les moléculesmtisensibles et est en mesure d’extraire
des composés polaires comme non polaires. La m&tW®@E a aussi été testée pour
I'extraction des composés des huiles essentielfesta de plantes aromatiques (Wolff et al.,
2007).

9- Le flash détente

Ce procédé a été congu par la société réunionnaisere Développement. Description
du procédé : lere étape : Etuvage du matériel akEge85-90°C, assurée par l'utilisation
d’'une vis a injection de vapeur. Cette étape dedbliament, nécessaire a la mise en ceuvre du
procédé, permet d’'inhiber 'activité enzymatiquelegene et de détruire la flore bactérienne.
2eme étape : La détente avec l'introduction brusales vide (environ 30 mBar) du matériel
veégetal. La température d’ébullition de I'eau daas conditions de vide se situe entre 27 et
30°C. Cette mise sous vide provoque donc I'évapmrdbrutale d’'une partie de I'eau de
constitution du matériel végétal étuve (environ 1@8da masse humide initiale) et une chute

brutale de la température du milieu. Cette peraua’engendre un broyage fin dd a la création
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cellulaire conferent aux produits des qualités ployshimiques, rhéologiques et
organoleptiques bien particuliéres. Les eaux d’éxatpn sont récupérées par condensation :
ces eaux, particulierement riches en composés ilgolatomatiques, sont appelées eaux
aromatiques et pourront étre réintroduites danpreguits apres Flash-Détente.

Nous avons tenté au cours de ce chapitre de negttéyvidence les points forts et points
faibles des méthodes traditionnelles et des pracdugs récents d’obtention des huiles

essentielles et de différents extraits de plantes.



PARTIE

UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
Faculté des Sciences et Techniques

- MATERIEL ET METHODES



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
A P Faculté des Sciences et Techniques

gl 5 Lyl kil b 3l I- SOUCHES MYCOBACTERIENNES UTIL

Les souches bactériennes utilisées dans ce tsordit

Mycobactérium smegmatisacille de 3 a 5 um de long, du phylum desinobacteria
Cette espece partage plusieurs homologies Bvdaberculosis Cette mycobactérie est non
pathogene et possede un temps de génération aiardtr. De ce faitM. smegmatiest tres
utilisé pour étudier les mycobactéries.

Mycobatérium aurum Mycobacterium aurunest également une espéce non pathogene a

croissance rapide, avec un temps de génératiorhde 6

[I- CULTURE DES SOUCHES BACTERIENNES
Le milieu de culture utilisé pour les souches baemdes est le milieu Luria-Bertoni
(LB), dont la composition est donnée ci-dessous.
LB liquide (1 L) :
- Peptone 10 g/L

- Chlorure de Sodium (NaCl) 10 g/L
- Extrait de levure 5 g/L

LB solide (1 L) :
- Peptone 10 g/L

- Chlorure de Sodium (NaCl) 10 g/L
- Extrait de levure 5 g/L
- Agar 15 g/L

Les milieux de culture sont ensuite stérilisésquaoclavage a 120°C pendant 30 min.
Les boites de culture des mycobactéries sont imsuldé37°C. Aprés croissance les

cultures sont conservées a 4°C.

llI- TEST MICROBIOLOGIQUE

La méthode des disques
Les extraits des plantes ont été testés sur leshesumycobactériennes par la méthode
des disques. C’est la méthode de diffusion sursgdi® plus utilisée par les laboratoires.

Principe général
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solide par inondation, les souches bactériennes tester. Aprés dépoét d’un disque
en papier buvard, on ajoute I'antibiotique et osda diffuser. L'antibiotique diffuse a partir
du disque en créant un gradient de concentratianddtermination du diamétre de la zone
d’'inhibition permet une estimation de la concemratminimale inhibitrice (CMI). Les
caracteres de sensibilité ou de résistance daitzhedbactérienne en seront deduits.

A la limite des zones dinhibition, il existe dara gélose des concentrations
d'antibiotiques égales aux CMI. Les méthodes diugidn ne permettent pas de chiffrer
directement ces valeurs. Toutefois, il existe wlation simple entre les diamétres des zones
d'inhibition et les log des CMI mesurées par les techniques de diluties f2lations,
appelées droites de concordance ou droites desgégne ont été établies par des laboratoires
spécialisés travaillant dans des conditions stalisies (Euzéby J.P., 2006). A condition de

respecter un protocole identique, ces courbesusibiseibles par tout laboratoire.

Technique

On étale 100 pl d’'une culture 8 smegmati®u M. aurum(titre : environ 18 UFC/mI)
sur le milieu LB-agar. On applique des disquesa&é® d’'une pince stérile, en les posant a
environ 2 cm de la périphérie de la boite, toutappuyant légérement afin d’assurer le
contact avec le milieu de culture. A I'aide d’'unerapipette, un volume de 20 pl de I'extrait

est déposeé sur le disque et on laisse la boiteidtes sur la paillasse.

La boite ainsi préparée est incubée pendant umtean87°C. Apres incubation, les

disques s'entourent de zones d'inhibition circetagorrespondant a une absence de culture.

Pour chaque extrait, un minimum de trois répétiiamt été effectuées pour tester

I'activité antymycobactérienne par la méthode dsqueks.

IV- MATERIEL VEGETAL

Apres une étude bibliographique, quatre plantesétnichoisies, en se basant sur le fait
gue leur extrait n'a jamais été testé sur les mgctisies, bien que certains de ces extraits
sont connus pour leurs activités sur d’autres bast@utres que les mycobactéries.

Ces plantes ont été récoltées en Aodt 2010, dassulstrégion du sud du Togo (Afrique
de I'Ouest). Elles ont été séchées a 'ombre, ada@ite empaquetées. Les plantes utilisées
dans cette étude sont :

1- Acanthospermum hispidum.
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Figure 1 : Photo dAcanthospermum hispidum

1.1- Systématique

- Regne: végétal

- Sous-réegne: Eucaryote

- Embranchement: Spermaphyte

- Sous-embranchement: Angiosperme

- Classe: Dicotylédone

- Sous-classe: Gamopétales

- Série Epigynes

Ordre: Astérales

Famille: Asteraceae

Genre:Acanthospermum

Especehispidum

1.2- Description botanique

Acanthospermum hispiduest une herbe suffrutescente annuelle a tige poiadois
vivace, formant des petits buissons de 50 cm dé dwaplus, trés ramifié a cime en boule
étalée. Les feuilles de 4,5 cm sur 2 cm, sont lesssovales, obtuses ou courtement et
largement acuminées au sommet. Les inflorescenddairas, solitaires et sessiles, sont
formées de plusieurs fleurs jaune-pales. Son fsit composé de cing akéenes rayonnant
terminés par un crochet épineux (Kerharo et Add@%4; Burkill, 1985 et Dokosi, 1998).

1.3- Choix deAcanthospermum hispidum

Cette plante a été sélectionnée car elle estadikesn médecine traditionnelle. En effet, on
I'utilise traditionnellement dans le traitement des maux &e tévére, la dysenterie, la

filariose, les angines, I'épilepsie, la jaunissemalaria,... (Adjahonou et al. 1986).

2- Cymbopogon winterianus
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Figure 2 : Photo deCymbopogon winterianus
2.1- Systématique
- ReégnePlantae

- Sous-regneYiridaeplantae

- Embranchemenitracheophyta
- Sous-embranchemerguphyllophytina

- Classeliliopsida
- Sous-classe€Commelinidae

- Super-ordre Poanae

Ordre:Poales

Famille:Poaceae

Genre:Cymbopogon
Espécewinterianus

2.2- Description

Comme tous les cymbopogons, la citronnelle de datane herbe originaire d’'Indonésie
qui présente de longues feuilles étroites, des tadedes inflorescences également linéaires.
Les citronnelles sont des grandes herbes vivaaasages ou cultivées des régions tropicales
: Java, Sri Lanka... Son odeur fraiche, verte, citéense rapproche de celle de la mélisse a
laguelle elle est parfois substituée.

2.3- Choix de la plante

Elle est utilisée dans le traitement des arthries, rhumatismes, la transpiration

excessive, contre les piqlres de moustique etg@msser ces derniers.

3- Fagara xanthoxyloides
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Figure 3 : Photo deFagara zanthoxyloides
Fagara zanthoxyloidegonnu sous le nom vernaculaire de Heti au Togoardippt a la
famille desRutacées
Les Rutacées sont des plantes souvent ligneuseédaog des poches sécrétrices. Cette
famille compte plus de 700 especes en grande parberescentes et appartenant aux pays
tropicaux.
Suivant les variations de 'ovaire et du fruit, Rstacées se divisent en 3 sous-familles :
- Les Rutoidées
- Les Toddalioidées
- Les Aurantinoidées
Le genreZanthoxyloideappartient & la sous famille des Rutoidées.
3.1- Systématique
- Reégne : Veégetal
- Embranchement : Spermatophytes
- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones
- Sous-classe : Dialypétales
- Ordre : Rutalées
- Famille :Rutacées
- Genre :Fagaraou Xanthozylum
- Espece zanthoxyloides
SYNONYMES.
- Zanthoxylum polyganum
- Zanthoxylum zanthoxyloides

3.2- Description botanique
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Les rameaux sont tres armés avec des aiguilloagemurbés et aigus, en forme de griffes,
petits ou atteignant jusqu’a 1 metre de longuewr.rachis et parfois la nervure médiane
portent de grosses épines recourbeées.

Les feuilles sont alternes, composées et impargemvec un pétiole de 2 a 5 cm de
rachis plus ou moins cylindriques ou aplatis, gamfiaiguillons. Elles comprennent 5 a 9
paires de folioles glabres opposées, sub-oppos@dternes atteignant 6 cm ; un limbe aigué
a la base, de consistance coriace avec marge gebarddessus; nervure médiane déprimée
au dessus, fortement saillante au dessous, gagsisduvent d’aiguillons sur les 2 faces.

Le bois est jaune clair (d'ou le nom danthoxylum et trés dur. L'écorce, relativement
mince de 2 a 3 mm, d’'un brun légerement violacé,assez lisse et de saveur amere ; sa
mastication entraine un picotement de la langum eiccroissement de la salivation.

Les racines mesurent 2 a 4 cm de diamétre ; le jaaise, a une texture compacte et
I'écorce peu épaisse (1 a 2 mm) se détache faailemla surface externe, brun clair, striée
longitudinalement, sillonnée transversalement, grtessdes taches de couleur "jaune vif". La
saveur, plus intense que celle de la tige, estatique, ameére et poivrée.

3.3- Choix de la plante

Cette plante est utilisée traditionnellement pouaitér I'angine pharyngite, les
hémorroides, la diarrhée, les douleurs abdominblsgastroentérites, l'ictére, la leucorrhée,
'aménorrhée, l'urétrite, les courbatures, la eatentaire, la gingivite, les plaies chroniques

et la drépanocytose.

4- Nauclea latifoliaSm.

Figure 4 : Photo deNauclea latifolia
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Regne : Végétal

Sous régne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Série : Epigynes

Sous série : Isostémones

Ordre : Rubiales

Famille : Rubiaceae

Genre :Nauclea

Espece latifolia

4.2- Description botanique

C’est un arbuste sarmenteux pouvant atteindre angetr de 9 cm et un diameétre de
tronc de 30 cm. L'écorce est crevassee, fibreuseariche rougeatre. Les feuilles sont
elliptiques ou sub-orbiculaires.

Les petites fleurs blanches parfumées constitesnglomérules terminaux de 3 & 4 cm de
diameétre. Les fruits sont composés, sphériqueshabarouges a maturité, a chair rosée a
l'intérieur (Kerharo et Adam, 1974).

4.3- Choix de la plante

Elle entre dans la catégorie des grands médicamaéitains (Kerharo et Adam, 1974).

Le décocté des feuilles et des racines utilisé cerantientéralgique (colique), vermifuge,
diurétique, feuilles et racines pour les aménoshda stérilité, en cataplasme pour les
enflures (Kerharo et Adam, 1974).

Seve des tiges feuillées Iégérement chauffée pootiyites, plaie du globe oculaire, taie
de I'ceil (Malgras, 1992).

Fruits : réduits en poudre sont efficaces contrepddudisme, la constipation, les
insuffisances rénales et la blennorragie (Malg892), utilisés dans le traitement des
troubles gynécologiques (Burkill, 1997).

Le décocté d’écorce de tronc est employé fréquemmians le paludisme et les états
fébriles, seul, ou en association synergique aveatrés végétauxKhaya senegalengis
(Kerharo et Adam, 1974).
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V- EXTRACTIONS PAR SOLVANT UTILISES
1- Méthodologie
Extraction avec des solvants a polarité croissanfgar soxhlet:
Un extracteur de Soxhlet (Figure 5) (ou appareilSdxhlet) est une piece en verre tres
utilisée comme technique conventionnelle d’extractill est spécialement congu par Franz
von Soxhlet, pour I'extraction continue solide ldpi Il a été souvent considéré comme une
meéthode de référence. Quand le ballon est chdafféjapeurs du solvant passent par le tube
adducteur, se condensent dans le réfrigérant@nhbeint dans le corps de I'extracteur, faisant
ainsi macérer le solide (matiére végétale) darsmleant (chauffé par les vapeurs se trouvant
en dessous). Le solvant condensé s'accumule @atradteur jusqu'a atteindre le sommet du
tube-siphon, ce qui provoque alors le retour dwidig dans le ballon, accompagné des
substances extraites, et le solvant contenu daballien, s'enrichit donc progressivement en
composés solubles. Le contact entre le solvanteeprbduit a extraire dure pendant
'accumulation de solvant dans le réservoir ouite da cartouche, puis quand le solvant
atteint un certain niveau, il amorce le siphon etburne dans le ballon en entrainant les
substances dissoutes. Ce cycle peut étre répé&i@ynisi fois, selon la facilité avec laquelle le
produit diffuse dans le solvant.
Les extractions ont été réalisées avec un systengeatre solvants a polarité croissante :
- Hexane permettant d’extraire en général les liptssplantes
- acetate d'éthyle permet d’extraire certains flaides et les composeés les
moins polaires
- dichlorométhane pour I'extraction des composés phlaires

- et enfin le méthanol pour toutes les autres moéscul

11 ]=' . s 4.
1. Agitateur magnétique
=
s = 2. Ballon a col rodé
12 3. Retour de distillation
I“' (tube d'adduction)
it
7 el 4. Corps en verre
T 7 ;

'll—.‘
___.._,__-“5 LA 5. une cartouche en
4
. _ [u papier-filtre épais

‘1 ) 6. Haut du tube siphon
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8. Adaptateur d'expansion
9. Condensateur
10. Entrée de I'eau de refroidissement
11. Sortie de I'eau de refroidissement.

Figure 5 : Photo de I'appareil d’extraction par solvant de type Soxhlet
Le passage au rotavapor permet d’éliminer les stdvet d’avoir des extraits bruts.

2- Calcul des rendements

La formule suivante nous a permis de calculeréesiements des extractions.
Rdt= (EB/MS) x 100

Avec : Rdt= Rendement ; EB= Extrait brut obtenueaplkextraction ; MS = Masse de

matiere séche a partir de laquelle I'extractionéaréalisée.

VI- FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS PAR
CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM) ET
IDENTIFICATION DES FRACTIONS ACTIVES

Cette méthode permet d’isoler et de caractéfesaru les molécules responsables de
l'activité des différents extraits.

1- Principe de la chromatographie sur couche mince

La CCM est une méthode a la fois physico-chimiquanalytique qui permet de séparer
les différents constituants d’un extrait.

Dans la CCM, l'adsorbant est constitué d’une coutligce et uniforme, environ 0,25
mm d’épaisseur, appliquée sur un support approgiame une plaque de verre ou une
feuille d’aluminium ou de plastique. Dans notre,camis avons utilisé la feuille d’aluminium.

On laisse la phase mobile se propager a la sudada plaque par capillarité. Au cours
du processus chromatographique, la plaque estepld@gs une cuve a chromatographie en
verre dans laquelle I'atmosphere est habituellersaturée de vapeur de solvants.

Comme support solide on utilise souvent un gelildeesde I'alumine ou de la cellulose.
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extractions avec plusieurs solvants, mais auspodegoir identifier les différentes fractions et
constituants obtenus au cours des séparations.

2- Technique

a) Solution a analyser

Nous avons dissout 20 mg de chaque extrait dapd 8@cétate d’éthyle.

b) Dépot

Les dépots ont été faits avec une micropipettaisarplaque de CCM en aluminium. 10
ul de chaque extrait ont été déposé sur la plaque.

c) Migration

La migration se fait dans un systeme de solvaniso@pié pour chaque extrait.

Nous avons ensuite calculé pour chaque tache Ificieet de migration ou rapport
frontal (Rf):

Rf = Distance parcourue par la substancé Distance parcourue par le solvant

3- Identification des bandes actives

Apres fractionnement des extraits par CCM, uneucellideM. smegmatisest ensuite
coulée sur la plague de chromatographie puis ireub&7°C pendant 24 h. Les zones
d’inhibition obtenues sont ensuite grattées, éluEes le solvant d’extraction correspondant
et centrifugées. Le surnageant est ensuite récupémcentré par évaporation, puis le
concentré est testé par méthode de disque pourroenfia présence effective des molécules

inhibitrices.

VII- TESTS PHYTOCHIMIQUES

Les tests phytochimiques ont porté sur la révélagiole dosage de quelques composants
majeurs des extraits végétaux, pouvant étre regptasdes activités, tels que les tanins, les
flavonoides, les alcaloides et les polyphénolsitota

1- Tanins

Nous avons introduit dans un tube 5 ml d’extrdii@ia 5% dans le solvant d’extraction
et 1ml de solution aqueuse de FeClI3 a 1%.
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la présence de tanins.

2- Les flavonoides libres

Nous avons introduit dans un tube & essai 5 mltdigxa 5%, 5 ml d'alcool
chlorhydrique, quelques copeaux de zinc et 1 nmitd@ isoamylique : c’est la réaction de la
Cyanidine.

L’apparition d’'une coloration :

- rose orangée indique la présence de flavones

- rose violacée caractérise les flavanones

- rouge indique la présence de flavonols et deafianols.

3- Les alcaloides
Pour mettre en évidence la présence d’alcaloidedctif de Dragendorff est pulvérisé
directement sur la plague CCM. La présence d’aldakest révélée par I'apparition d’'une

coloration orangée vive.

4- Les polyphénols totaux

On réalise une gamme étalon en milieu aqueux awgmlyphénol témoin, en général de
I'acide gallique. Pour réaliser le dosage, 1QGe réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma, dilué 10
fois dans de 'eau ultra pure) sont ajoutés al2@’extrait dilué a 1 mg/ml. On ajoute ensuite

300 uL de Na2C03 (75 g.L'Y). Le mélange est agité, puis incubé 5 min & 4@tda densité

optique est mesurée a 735nm.

VIIl- EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

On a utilisé l'appareil de type Clevenger pour tihydistillation des feuilles de
Cymbopogon winterianusPour cette technique classique d’hydrodistillation introduit les
feuilles de la plante dans un ballon de 1 L, peisdemble est porté a ébullition pendant 2 a 3
heures. Les vapeurs chargées d’huiles traverséfrigérant et Les produits condensés sont
récupérés dans une ampoule a décanter. L'eauudiel’se séparent par différence de densité
(Figure 6).
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Figure 6 : Systéme de distillation en laboratoire
Le rendement en huile essentielle est calculé dasant sur la relation suivante :

Rdt(%) :{

T

\
ms

Avec :

Rdt(%) : rendement en huiles essentielles (ml/900 g
V : volume d’huiles essentielles recueilli,
ms : masse séche

La masse séche est déterminée grace a 'estima¢idithumidité aprés séchage des
échantillons (Température de séchage 104°C, peritidnt Le taux de I'humidité est
calculé en se basant sur la relation suivante :

H(%):{mf “MS x00
mf

mf et ms sont respectivement les masses des feeilleles rameaux a I'état frais et a
I'état anhydre.

IX- ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

1- Analyse des huiles essentielles par Chromatograie en Phase Gazeuse

Les analyses chromatographiques ont été effectsiesin chromatographe en phase
gazeuse a regulation électronique de pression pke IHewlett Packard (série HP 6890),
équipé d’'une colonne capillaire HP-5 a 5% phénythylésiloxane (30 m x 0,25 mm). La

détection est assurée par un détecteur a ionisdéidlamme (FID) alimenté par un mélange
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ml/min. I'appareil est équipé d’'un injecteur PVTeffpérature de Vaporisation Programmeée)
de type split — splitless. Le mode d’injection eptit (fuite : 1/50, débit: 66 ml/min). Au
début de l'injection, la température est a 50°Cfuide est fermée. La température reste
constante jusqu’a I'élimination du solvant qui aogagne I'échantillon injecté. L'injecteur
est porté en quelques minutes a 275°C a raisori@endh avec un plateau de 5 min pour la
température initiale et de 10 min pour la tempéeafinale. L'appareil est piloté par un
systeme informatique de typé&lP ChemStatioh gérant le fonctionnement de I'appareil et

permettant de suivre I'évolution des analyses clatographiques.

2- ldentification des constituants des huiles esstglles
2.1 Indices Kovats

Ce systeme d’indice est basé sur une notion dati@terelative. Il compare la rétention
d'un produit quelconque a celle d'un alcane lingaiCe systéeme est applicable en
chromatographie en phase gazeuse a tout composgugeicolonne. Par définition, il attribue
un indice de 800 a l'alcane linéaire eg (@-octane), 1000 a l'alcane linéaire em -
décane), et ce, quelles que soient la phase statren la longueur de la colonne, la

température ou le débit.

Les indices de Kovats (IK) sont déterminés en bajeicun mélange d’alcanes de &G4
dans les mémes conditions opératoires que celehudiges essentielles. lls sont calculés a

partir de la relation suivante :

[ TR-TR
K= TRe—TR T [400

Avec n nombre d’atomes de carbone de I'alcane guijgste avant le composé A, (n+1)
nombre d’atomes de carbone de l'alcane qui soté japres le composé A, TRtemps de
rétention réduit du composé A, TRtemps de rétention réduit de I'alcane a n atodwes
carbone qui sort juste avant le composé A et.TRmps de rétention réduit de I'alcane a
(n+1) atomes de carbone qui sort juste aprés IgposénA.

La technique des indices de Kovéts (IK) est larggmamployée pour identifier les

composés habituels des huiles essentielles.
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échantillons.

2.2. Chromatographie en Phase Gazeuse couplée &laectrométrie de Masse
En plus des indices de Kovats, l'identification desstituants a été réalisée en se basant

sur la chromatographie en phase gazeuse coupdégpadtrométrie de masse (GC-MS). Cette
derniére est réalisée sur un chromatographe ere gzaeuse de type Hewlett-Packard (série

HP 6890) couplé avec un spectrometre de massee (B 5973). La fragmentation est

effectuée par impact électronique sous un cham@OeV. La colonne utilisée est une
colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0,25 mm), I'épaigr du film est de 0,2fm. La
température de la colonne est programmée de 50°& Zbraison de*/min. Le gaz vecteur

est I'hélium dont le débit est fixé a 1,5 ml/mire mode d’injection est split (rapport de fuite :
1/70, débit 112 ml/min). L'appareil est relié a wysteme informatique gérant une

bibliothéque de spectres de masse NIST 98.

Figure 7 : Photo des appareils chromatographiquestilisés au cours de cette étude
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gl 5 Lyl kil b 3l |- PREPARATION DES EXTRAITS

1- Préparation de I'huile essentielle d€ymbopogon winterianus

L’hydrodistillation de 150 g des feuilles de laroitnelle Cymbopogon winterianjisa
permis d'obtenir 2,7 ml d’huile essentielle, soit vtendement moyen de 1,8%. L’huile
essentielle obtenue présente les propriétés orginpies suivantes :

v' Aspect : liquide mobile
v' Couleur : transparente a jaune pale
v" Odeur : citronnée et caractéristique de la citrbane

1.1- Composition chimique de I'huile essentielle deymbopogon winterianus
Les résultats de [l'analyse chimique des huiles ntisdles, obtenues par
Chromatographie en phase gazeuse (CPG) et paragmugle chromatographie a phase
gazeuse et de spectrométrie de masse (GC-MS)regmésentés dans le tableau 2 et la figure
8. Les constituants de l'huile essentielle analysém®t : les monoterpénes, les phénols, les
sesquiterpénols, les monoterpénols, les esteraldébydes terpéniques et les sesquiterpenes.

O Monoterpénes @ Monoterpénols O Aldéhydes terpéniques
O Phénols B Esters O Sesquiterpénes
B Sesquiterpénols

%

40-
301
20
10

1
Familles des constituants

Figure 8 : Familles chimiques de I'huile essentiedldeCymbopogon winterianus

Les résultats de la composition chimique ont morgeée I'huile essentielle de
Cymbopogon winterianuest majoritairement constituée de citronellol 794, de géraniol
(26,13%) et de citronellal (34,77%). Ces constitsazonstituent 70,57% de la totalité de
notre produit. D’autres constituants ont été déwatvec des taux relativement importants tels

que le limonéne (3,21%), I'acétate de citronelB/D8%) et I'acétate de géranyl (2,87%).
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‘ Cymbopogon winterianus
Indices de Kovats Constituants Pourcentages
Monoterpénes 3,97
930 Tricycléene 0,04
936 o-thujéne 0,09
940 o-pinene 0,22
975 B-pinéne 0,09
991 B-myrcene 0,32
1023 limonene 3,21
Monoterpénols 38,62
1098 Linalol 0,92
1146 Isopulégol 0,81
1165 Bornéol 0,12
1171 Terpinen-4-ol 0,43
1192 a-terpinéol 0,54
1228 Citronellol 9,67
1255 Géraniol 26,13
Aldéhydes terpéniques 35,59
1153 Citronellal 34.77
1240 Néral 0,44
1270 Géranial 0,38
Phénols 1,72
1298 Carvacrol 0,13
1356 Eugénol 1,59
Esters 5,95
1354 acétate de citronellyl 3,08
1383 acétate de géranyl 2,87
Sesquiterpenes 7,31
1391 B-élémeéne 2,30
1480 Germacréne D 1,86
1513 y-cadinéne 0,32
1524 o-cadinene 2,83
Sesquiterpénols 4,34
1549 Elémol 2,92
1649 -eudesmol 0,34
1653 a-cadinol 1,08
Total 95,78

La composition chimique de notre échantillon ess ttomplexe (figure 8). Les familles
chimiques les plus abondantes sont les monoterp@tdes aldéhydes terpéniques avec des
pourcentages respectifs de 38,62% et 35,998%. autres familles sont moins représentées
(Figure 8, tableau 2).

Les résultats de la composition chimique de notriéehessentielle sont en accord avec
ceux de la bibliographie ; cependant on note déteperariations quantitatives (Marco et al.

2007, Rocha et al. 2000, Quintans-Junior et al8p00es variations peuvent étre liées aux
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conditions de culture et la période de récolte.
2- Préparation des extraits deAcanthospermum hispidum
109 g de feuilles dé&canthospermum hispiduont été traitées avec différents solvants
par soxhlet. Les résultats sont présentés daablesiu suivant :

Tableau 4 : Rendements des extractions par différes solvants

Rendement en extraits

Hexane Acétate d’éthyle dichlorométhane méthanol

2,87% 6,42% 0,14% 2,6%

On peut noter que le meilleur rendement est obtarac I'acétate d’éthyle, avec un
pourcentage de 6,42%. Ceci peut étre attribuéiagda la grande majorité des composés de
cette plante sont solubles dans l'acétate d’éthyle.

3- Préparation des extraits dd~agara zanthoxyloides

100 g de poudres des écorces de racine§adara zanthoxyloideont été traités par
différents solvants. Les rendements obtenus sgnbueés dans le tableau 4 suivant :

Tableau 5 : Rendements des extractions par différés solvants

Rendements
Hexane Acétate dichlorométhane méthanol
d’éthyle
2,45% 2,39% 0,74% 2,5%

Pour cette plante, tous les solvants ont donnéendement presque similaire, sauf le
dichlorométhane qui a donné un faible rendemerti §iggere que les molécules extractibles
sont tres peu solubles dans le dichlorométhanepamtivement aux autres solvants utilisés.

4- Préparation de I'extrait de Nauclea latifolia
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en utilisant le méthanol comme solvant, a donnéxirait solide, d’aspect jaunatre, avec un

rendement de 3,96%.

II- ETUDE DU POUVOIR ANTIMYCOBACTERIEN DES EXTRAITS
DES PLANTES

Les différents extraits (hexane, acétate d’éthgliehlorométhane et méthanol) ont été
testés sur les deux souches de mycobactériessanrdiun dépoét d’une préparation de 20 pl
par disque.

Un test témoin, constitué par le dépdét de 20 psaluant, permet de comparer l'effet de
chaque extrait sur les mycobactéries.

1- Acanthospermum hispidum
Les résultats de l'activité des extraits Aeanthospermum hispidusur les souches

bactériennes sont montrés dans le tableau 5 suivant

Tableau 6 : Effet des extraits déAcanthospermum hispidunsur les souches

mycobactériennes

Diametre Extraits
d’inhibition (cm) Hexane Acétate d'éthyle Dichlorométhang Méthanol
M. smegmatis 0,1 2,5 0,5 0,4
Témoin 0,2 0,1 0,4 0,5
M. aurum 0 2,7 2,4 0,4
Témoin 0 0,7 0,1 0,5

L’extrait a l'acétate d’éthyle a donné le meilletdsultat avec une zone d’inhibition
moyenne de 2,5 cm poM. smegmatiet de 2,7 cm pouk. aurum Ceci montre que les
molécules responsables de l'activité sont plusaetitiles par I'acétate d'éthyle que par les
autres solvants. L’extrait a I'acétate de cett@f@la donc été retenu pour la suite des tests.

2- Fagara zanthozyloides

Les extraits deFagara zanthoxyloidesont été testés comme précédemment Mur
smegmati®t M. aurum Les résultats de ces tests sont montrés daabléat 6 :

Tableau 7 : Effet des extraits dd-agara zanthoxyloidesur les souches

mycobactériennes
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Diamétre Extraits
d’inhibition (cm) Hexane Acétate d'éthyle Dichlorométhang Méthanol
M. smegmatis 1,3 3,0 2,6 2,0
Témoin 0,6 0,6 0,5 0,5
M. aurum 15 3,5 3,8 2,7
Témoin 0,1 0,5 0,5 0,5

Tous les extraits de cette plante se sont révéléfs sur les mycobactéries. Néanmoins,
comme précédemment, I'extrait a I'acétate d’éthiytecelui qui a donné la plus grande zone
d’inhibition allant d’'un diamétre de 3 cm poMr. smegmatigusqu’a 3,8 cm pouk. aurum

Ainsi, pour la suite de nos tests, nous avonssatilextrait a 'acétate pour le fractionnement

par CCM et I'étude phytochimique.

3- Cymbopogon winterianus

L’huile essentielle de cette plante, obtenue pairdistillation de la matiére seche, a été
testée comme précédemmentBusmegmatietM. aurum A une concentration de 20 pl par
disque et par boite de culture, cette huile s’és€lée capable d’inhiber totalement la
croissance des mycobactéries.

Nous avons ensuite déterminé l'effet de la vamatae la quantité de cette huile

essentielle sur la croissance des mycobactérissdseltats sont montrés dans la figure 9 :

Diamétre
d’inhibition (cm)
6
5
a
3
2
o I . . . =
S AR “ N ~? 0y
'0(\
&
&
S

Figure 9 : Effet de la variation de la quantité d’fuile essentielle d&€ymbopogon
winterianussur la croissance déVl. smegmatis
A un volume déposé de 2,5ul, I'huile essentielle cé¢te plante a donné un effet

inhibiteur avec un diametre d’'inhibition de 1,1 damdis que les volumes de 5 pl et 10 ul ont
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20 pl inhibent totalement la croissance des mydeébias. Cette activité peut étre liee a la
composition chimique de l'huile essentielle richreghénols et monoterpénols, connus pour

leurs activités antimicrobiennes.

4- Nauclea latifolia

L’extrait deNauclea latifoliaa été obtenu par sonication, en utilisant le nm&thaomme
solvant d’extraction. L’extrait solide obtenu n’a aucun effet sur les mycobactéries. Ceci
suggere que la sonication ne serait pas idéale @xtuaire les molécules actives de cette
plante ou que I'extrait de cette plante n’est pal saur les mycobactéries.

[ll- FRACTIONNEMENT DES EXTRAITS

En se basant sur les résultats des expériencegdprées, les extraits a I'acétate de
Acanthospermum hyspiduet deFagara zanthozyloidesnt été retenus sur la base de leur
effet plus important dans l'inhibition de la crasse des mycobactéries. Ces extraits ont été
fractionnés par chromatographie afin d’isoler lesiposés actifs.

1- Acanthospermum hispidum

Plusieurs systémes de solvants de séparation @mestts pour le fractionnement de
I'extrait de Acanthospermum hispidunhes résultats de ces tests sont décrits dans le
tableau 7 qui suit :

Tableau 8 : Résultats des différents systemes deftionnement

Systéme de Hexane- | Hexane- | Hexane- | Butanol- Hexane-
fractionnement Acétate Acétate Acétate Acétate- Acétate
d’éthyle d’éthyle d’éthyle Eau (60- d’éthyle
(3:7) (4 :6) (5:5) 15-25) (7 :3)
Résultat _ _ _ _ +

+ : Fractionnement-;: Absence de fractionnement
Le systeme de solvant Hexane-Acétate (7: 3) fuuicqui a donné le meilleur
fractionnement. Les résultats, obtenus apres aaifté le milieu de culture sur la plaque,
montrent qu’effectivement il y'a possibilité de ségr les constituants de la plante en
plusieurs fractions actives.
Ces difféerentes fractions ont été grattées, congesmtcomme décrit préecédemment et

déposées sur disque. Les résultats obtenus somésldians le tableau 8 suivant :
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Tableau 9 : Evaluation de I'effet aprés fractionfme

Acanthospermum hispidunsur M. smegmatis

Fractions Rf Diamétre d’inhibition
(cm) apres purification
AH1 0,19 1,5
AH5 0,57 2,5
AH 7 0,80 0

Le systeme de séparation Hexane-Acétate (7 :3yraipe’obtenir deux fractions actives
AH1 et AH5, de Rf respectifs 0,19 et 0,57. La baAths est celle qui a donné le meilleur
résultat avec un diametre d’inhibition de 2,5 cm U smegmatisLa fraction AH7, prise

comme témoin, est inactive sur les mycobactéries.

2- Fagara zanthozyloides
L’extrait a l'acétate d'éthyle dd-agara zanthoxyloides été également séparé par
chromatographie sur couche mince. Les résultatsreprésentés dans le tableau 9 suivant :

Tableau 10 : Résultats des différents systemes dadtionnement

Systéme de Hexane- Hexane- Hexane- Chloroforme- Hexane-
fractionnement Acétate Acétate Acétate Méthanol (5 :1) Acétate
d’éthyle d’éthyle d’éthyle d'éthyle
(3:7) (4 :6) (5:5) (7 :3)
Résultat _ + _

+ : Fractionnement-;: Absence de fractionnement
Le systeme Chloroforme : méthanol (5:1), a perdigbtenir plusieurs bandes bien

séparees. Ces fractions ont été isolées, purifiéssdéposées sur disque pour tester leur effet

antimycobactérien. Les résultats obtenus sont dodass le tableau 10 suivant :

Tableau 11 : Effet des fractions purifiées déagara zanthoxyloidesur M. smegmatis

Fractions Rf Diamétre d’inhibition (cm)
FX2 0,52 2,5
FX3 0,65 2,3
FX5 0,34 0
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Les autres fractions purifiées et déposées suudiatpnt eu aucun effet sur la croissance de
ces bactéries. Ces résultats suggerent que lescutesébioactives de cette plante sont
concentrées au niveau des deux bandes FX2 et FX& despectifs 0,52 et 0,65. La bande

FX5, utilisée comme témoin, est non active.

IV- RESULTATS DES TESTS PHYTOCHIMIQUES
Apres le fractionnement des extraits et l'isolemel®s bandes actives, des tests
phytochimiques ont été réalisés.
1- Acanthospermum hispidum
Le tableau 11 suivant montre les résultats degreifits tests phytochimiques.
Tableau 12 : Tests de révélation phytochimique rémés sur I'extrait de

Acanthospermum hispidum

Extrait |Flavonoides | Tanins | Alacaloides | Polyphénol®taux

Brut + + _ +
AH1 + NR NR NR
AHS5 NR NR NR

NR : Non Réalisé ; + : Présence du produit ; - séxire du produit
Au niveau de I'extrait brut d&canthospermum hispidymous avons révélé la présence de
flavonoides (les flavonones), de tanins et de gappls. Par contre, cet extrait ne contient
pas d’alcaloides
La fraction AH1l est constituée de flavonoides, cai @guggere que leffet
antimycobactérien de cette fraction est di awoftavdes.
La fraction AH5 est dépourvue de flavonoides, cengontre que cette fraction agit sur

les mycobactéries par d’autres types de molécules.

2- Fagara zanthozyloides
Le tableau 12 suivant montre les résultats des pgsttochimiques effectués sur I'extrait
a l'acétate d'éthyle deagara zanthoxyloides
Tableau 13 : Tests phytochimiques effectués sur Kerait de Fagara zanthoxyloides

Extrait | Flavonoides| Tanins | Alacaloides| Polyphénols totaux
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Brut + + + +
FX2 _ _ + +
FX3 _ _ _ +

NR : Non Réalisé ; + : Présence du produit ; - sékire du produit
Au niveau de l'extrait brut déagara zanthoxyloidedes tests se sont révélés positifs
pour 'ensemble des composés testés (flavonoidesst alcaloides et polyphénols).
L’extrait purifié FX2 deFagara zanthoxyloidesontient les alcaloides et les polyphénols
totaux, ce qui suggere que l'activité antimycobeaenne de cette fraction est due a I'un ou a
'ensemble de ces deux produits.

Pour la fraction FX3, I'effet antimycobactérien ebg serait di aux polyphénols totaux.
CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Malgré les avancées dans la détection et la prmseharge de la tuberculose, cette
maladie reste a I'heure actuelle un probleme d#ésaajeur dans de nombreux pays.
L’avénement du Syndrome de I'lmmunodéficience AsqufSIDA) a rendu la lutte contre
cette maladie encore plus difficile. De plus, leve&léppement de la résistance des souches
bactériennes vis-a-vis des différentes thérapied ta tdche vraiment difficile dans la lutte
contre la tuberculose.

La recherche de nouvelles molécules actives céedreouches del. tuberculosisest un
impératif de santé publique, que I'Organisation diale de la Santé prbne au travers de
plusieurs de ses actions.

Ce travail a pour perspective d’isoler et de ca&msetr de nouvelles cibles thérapeutiques
contre les mycobactéries pathogenes. Les planpeésentent un matériel de choix dans la
découverte de nouveaux médicaments contre les ragt@ies car elles sont généralement un
réservoir naturel de molécules pouvant avoir detsethérapeutiques tres intéressants. Notre
étude a porté sur quatre plantes provenant deus-rg&gion sub-saharienne, dont certaines
sont déja connues pour leur activité sur diversasténies pathogenes, autres que les
mycobactéries. Les plantes étudiées sonfAcanthospermum hispidym Fagara
zanthoxyloidesCymbopogon winterianust Naucléa latifolia

Les extraits de ces plantes ont été testés paétlaotie de disque si. smegmatis et M.
aurum, deux souches de mycobactéries partageant beauctwgmalogie avec M.
tuberculosis et les autres mycobactéries pathogenes. Par ailleles extraits de

Acanthospermum hispiduet deFagara zanthozyloidesbtenus par extraction par solvant au
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mycobactéries. L’extrait ddauclea latifolig obtenu par sonication, n’a eu aucun effet sur les
mycobactéries testées, montrant que cette plarttedggmurvue d’activité ou que cette
méthode ne permet pas l'extraction des molécatgives. Enfin I'huile essentielle de
Cymbopogon winterianusbtenue par distillation des feuilles de cette f@ag’est également
révélée tres efficace contre les mycobactéries.

Les extraits a l'acétate decanthospermum hispiduet deFagara zanthoxyloidesnt
ensuite subi un fractionnement par chromatograptiecouche mince (CCM), ce qui nous a
permis d'isoler, pour chacun des deux extraits, xddtactions actives. Des tests
phytochimiques ultérieures ont permis de mettreéé@dence au niveau de ces fractions les
composeés suivants : des flavonoides, des alcal@iddsutres composés de la famille des
polyphénols totaux.

En perspective, nous espérons :

- Etudier la toxicité des fractions purifiées

- Caractériser les molécules actives responsables Hactivité

antimycobactérienne observée (RMN...)

- Etudier I'effet des extraits actifs de ces plardas des macrophages infectés

par les mycobactéries
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