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Evaluation de I’effet antimycobactérien des extraits de plantes d’origine

Marocaine

La tuberculose est un probléme majeur de santé publique dans le monde. C’est la
principale cause de mortalité par maladie infectieuse. Avec un tiers de la population mondiale
infecté, une personne meurt toutes les 15 secondes. La recrudescence de ce fléau est due
principalement a ’apparition du SIDA et a I’émergence des souches multirésistantes et
ultrarésistantes de Mycobacterium tuberculosis, d’ou la nécessité de d’accentuer les efforts

pour la recherche de nouvelles substances a effet antimycobactérien.

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est une pratique courante depuis des
millénaires. Ce phénoméne a eu un regain d'intérét avec les premieres recherches sur leurs
propriétés antibactériennes. Notre travail consiste a mettre en évidence Iactivité
antimycobactérienne des plantes suivantes :

» Populus alba,
» Cistus salvifolius
» Cistus albidus.

Nous avons montré que les extraits aqueux et éthanolique des plantes étudiées possedent
une activité antimycobactérienne. Les résultats, obtenus par la méthode de disque, ont montré
que cette activité est proportionnelle a la concentration des principes actifs.

La chromatographie sur couche mince a permis le fractionnement des extraits et
I’identification des fractions actives.

L’étude phytochimique a montré que I’extrait de Populus alba contient les flavonoides

mais non les tanins ; alors que les extraits des cistes contiennent ces deux produits.

Mots clés: M. tuberculosis, Cistus salvifolius, Cistus albidus, Populus alba, effet

antimycobactérien, Antibiotique.
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La tuberculose constitue encore un probléme grave et méme de gravité croissante dans
beaucoup de pays économiquement faible ; elle affecte la santé et le bien-étre social de

millions de personnes.

Avec la mise en place de moyens préventifs comme le vaccin BCG (1921), et la découverte
de nombreux antibiotiques efficaces (1944-1965), 1’éradication de la tuberculose était
envisageable pour la fin du 20éme siécle. Malheureusement, force est de constater que cette
maladie demeure toujours d’actualité, avec prés de 9,2 millions de personnes touchées a

travers le monde en 2006 selon 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS).

L’OMS considére la tuberculose comme une priorité de santé publique a I’échelle mondiale.
Les statistiques et les estimations sont alarmantes. C’est la premicre cause de mortalité par
maladie infectieuse. Dans le tiers de la population mondiale infecté, une personne meurt
toutes les 15 secondes. En faisant une projection sur une décennie, 30 millions de personnes

risquent d’en mourir.

L’aggravation de cette situation est étroitement liée a I’émergence de souches multirésistantes
(MDR-TB) et ultrarésistantes (XDR-TB) aux antibiotiques. En outre, la recrudescence de
cette maladie ces dernieres années, pourrait s’expliquer par le mouvement des populations,
leur appauvrissement, par la propagation du VIH et par un traitement non accessible a la
majorité (OMS, 2008).

Par conséquent, face a ce probléme international de santé publique, il est indispensable de
s’orienter vers de nouveaux moyens préventifs et thérapeutiques afin de lutter contre cette
maladie. C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail qui vise a mettre en évidence de

nouvelles substances d’origine végétale actives contre les mycobacteéries.
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I. Le genre Mycobacterium

1. Caractéristiques bactéeriologiques

Les mycobactéries appartiennent au genre Mycobacterium, de la famille des
Mycobacteriaceae, de 1’ordre des Actinomycétales et de la classe des Actinobactéries
(Shinnick et al.,1994). Morphologiquement les mycobactéries sont des bacilles qui mesurent
de 2 a 5uM de longueur et de 0.2 a 0.5uM de largeur. Ces bacilles sont immobiles, non
sporulés, ni capsulés, parfois ramifiés. Suivant I’espéce mycobactérienne, les colonies, isolées
sur un milieu de culture donne, sont dysgoniques (petite taille) ou eugoniques (grande taille),
lisse ou rigoureuses, pigmentées ou pas. Elles survivent en milieu aérobie ou micro-aérobie
(mais pas anaérobie). Les mycobactéries sont des bacilles dits acido-alcoolo-résistants
(BAAR) car ils sont mis en évidence par la coloration a la fuschine de Ziehl-Neelsen, ou ils
apparaissent rouges sur fond bleu (Figure 1). Elles sont mal colorées par la coloration de
Gram mais elles ont été classées parmi les bactéries Gram-positives (Coetzer J.AW. et
al.,2004).

Figure 1 : Mycobacterium tuberculosis colorées a la fuschine de Ziehl-Neelsen (1000x)*
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2. Classification
Actuellement le genre Mycobacterium comporte 148 espéces. Selon leur importance clinique
elles sont réparties en trois groupes:
= Les mycobactéries pathogenes strictes (M.tuberculosis, M.Leprae, M.ulcerans ou
M.marinum...).
= Les mycobacteries opportunistes (M.avium, M.marinum, M.Kansasii, ...)
= Les mycobactéries saprophytes ou commensales (M.smegmatis, M.phlei, M.gastri,
M.gordonae,...).
Les deux dernieres categories sont qualifiées de mycobactéries atypiques (Coetzer J.AW. et
al., 2004) ; (Bénet J.J, 2008). Un classement peut aussi étre réalisé en fonction de leur vitesse
de croissance. Ainsi, on distingue :
= Les mycobactéries a croissance rapide comme M.smegmatis (2 a 3 heures de temps de
génération) ;
= Les mycobactéries a croissance lente comme M.tuberculosis ou M.bovis (de 24h a 2
semaines de temps de genération).
L’énorme intérét suscité par le bacille de koch a favorisé une subdivision taxonomique des
mycobactéries basée uniquement sur le rapport de ces bactéries avec M. tuberculosis. De ce
fait on distingue : M. tuberculosis et M. atypiques.
3. Mycobacterium tuberculosis
a. Réservoir
M. tuberculosis, ’agent étiologique de la tuberculose humaine a été découvert en 1882 par
Robert Koch d’ou son nom "bacille de koch" ou (BK). C’est une bactérie stricte de I’homme,
mais il est capable d’infecter certaines espéces animales proches de ’homme (chien et plus
rarement chat). Généralement on ne le trouve pas dans la nature en dehors des produits

contaminés par I’homme infecté. (Grosset et al., 1989).
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b. Caractéristiques morphologiques

M. tuberculosis est un bacille fin, légérement incurvé, de 2 a Sum de longueur sur 0,2 a 0,4pm
de largeur. Ses extrémités sont arrondies (Figure 2). Il est immobile, non capsulé, asporulé et
se présente en petits amas ou sous forme isolée.

Les bacilles tuberculeux sont treés sensibles a certains agents physiques : chaleur, lumiére
solaire, rayons X ou UV, reésistent bien au froid et a la dessiccation et peuvent demeurer
vivants plusieurs jours dans des produits contaminés tels que des produits d’expectoration.
Ils sont peu sensibles a des nombreux agents tels que les acides et bases dilués, en revanche,

peuvent étre tués rapidement par 1’alcool dilué. (Pichard. D. et al 2002) ; (Flandrois. JP, 1997)

Figure 2 : Image M. tuberculosis par microscopie électronique & balayage (21228x)?

c. Caracteristiques culturaux
M. tuberculosis se caractérisent par son exigence de culture et leur lenteur de croissance
(temps de division, 20 heures en moyenne). La température optimale de croissance est de 35 a
37°C. Le pH optimum est de 6,8 a 7. L’aspect des colonies est rugueux.
M. tuberculosis est une bactérie aérobie stricte ; de ce fait elle se multiplie mieux dans les
tissus pulmonaires (en particulier au niveau de I’apex ou les concentrations en oxygene sont

élevées) que dans les organes plus profonds. (Harshey et al., 1977).
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d. Autres mycobactéries tuberculeux

Dans certains cas, la tuberculose humaine peut étre causée par d’autres mycobactéries :

9

[1Mycobacterium africanum : agent responsable, le plus souvent, de la tuberculose en
Afrique de I’ouest (Bonard et al., 2000).

= Mycobacterium bovis : agent responsable de la tuberculose chez les bovins et parfois
chez ’homme (O'Reilly et Daborn, 1995).

f‘q}(

Mycobacterium microti, caprae et pinnipedii : agents responsables de la tuberculose
chez les rongeurs, les chévres et les mammiféres marins (Prodinger et al., 2002).
= Mycobacterium canetti : agent responsable de tuberculose humaine (en particulier a
Djibouti) (V. Soolingen et al., 1997, Koeck et al., 2005).
Toutes ces mycobactéries, capables de causer la tuberculose, sont regroupées sous la
dénomination « mycobactéries du complexe M. tuberculosis » (Figure 3). L’homologie entre
leurs ADN est trés élevée (>99,9%) (Garnier et al., 2003) ; (Smith et al., 2009).

4. Mycobactéries atypiques
Les mycobactéries non tuberculeuses sont appelées mycobactéries atypiques.
Ces mycobactéries sont omniprésentes dans 1’environnement. Dans des circonstances
particuliéres (immunodépression, lésion, maladie préexistante...), certaines d’entre elles
peuvent devenir pathogénes pour ’homme. On parle dans ce cas d’infection opportuniste
appelée aussi mycobactériose. Notons par exemple :

= Mycobacterium avium-intracellulare : agent responsable de maladies respiratoires

= Mycobacterium ulcerans : agent responsable de 1’ulcére de Buruli (nécroses

chroniques de la peau)

@)

Mycobacterium marinum : agent responsable d’infections cutanées torpides (maladie
des aquariums)
= Mycobacterium abscessus : agent responsable d’infections cutanées et pulmonaires

(notamment chez les patients mucoviscidosiques) (Jonsson et al., 2007)

En géneéral, on classe dans une troisieme catégorie, M. leprae et M. lepraemurium, les agents
de la lépre chez I’homme et le rat, caractérisés par leur incapacité a étre cultivés in vitro

(Figure 3).
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Figure 3 : Taxonomie des mycobactéries (Shinnick et Good, 1994)

Dans le présent travail, les études se sont menées sur deux mycobactéries atypiques :

Mycobacterium smegmatis et Mycobacterium aurum.

a. Mycobacterium aurum

M. aurum est une mycobactérie a croissance rapide, de réservoir telluriqgue. Forme des

colonies scotochromogeénes (pigmentées), de couleur orange remarquable. M. aurum pousse a

37°C mais pas a la 45 °C. (Tsukamura.M.,1966)

M. aurum présente la méme sensibilité aux antibiotiques que M. tuberculosis ; c’est pour cette

raison qu’il est préférable de [I’utiliser pour le criblage de nouvelles molécules

antituberculeuses. (Grosset J et al., 1989)
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b. Mycobacterium smegmatis

M. smegmatis a été la seconde mycobactérie identifié¢ aprés M. tuberculosis. C’est un bacille a
croissance rapide, de réservoir essentiellement hydro-tellurique, ou il survit dans des
conditions de privation nutritive et de température extrémes.

M. smegmatis est une bactérie de I’environnement ; non pathogéne pour I’homme. C’est ce
qui ameéne les microbiologistes spécialisés dans 1’étude des mycobactéries a 1’utiliser lors de
travaux expérimentaux, afin de diminuer le risque de transmission au personnel des
laboratoires et de surmonter la contrainte du temps qui s’oppose au cours de 1’étude des
mycobactéries a croissance lente. Ce microorganisme a été largement utilisé comme modeéle
pour étudier la biologie des autres mycobactéries pathogenes comme M. tuberculosis
Généralement, les antituberculeux de premiere ligne (isoniazide, rifampicine, pyrazinamide)
sont inactifs sur les mycobactéries a croissance rapide. Néanmoins M. smegmatis est sensible
a I’éthambutol (Wallace RJ et al.,1991). Donc de point de vue sensibilité/résistance M.
smegmatis peut étre considéré comme un modéle représentatif pour 1’évaluation de 1’effet

antituberculeux de certaines molécules d’origine naturel ou chimique.
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I1.La tuberculose

1. Données épidémiologiques

La tuberculose (TB) est une maladie trés ancienne dont les premieres traces furent mises en
évidence sur des momies égyptiennes. Le déclin progressif de la tuberculose dans les pays
industrialisés ne survient qu’a la moiti¢ du XXéme sic¢cle grace a I’lamélioration de 1’hygiéne
de vie associée a la vaccination par le BCG (vaccin mis au point par Calmette et Guérin en
1921) ainsi qu’a I’utilisation des antibiotiques (streptomycine en 1944, isoniazide en 1952,
pyrazinamide en 1954, et enfin |’éthambutol et la rifampicine en 1962 et 1963,
respectivement).

Actuellement, la tuberculose reste la premiere cause de mortalité due a un agent infectieux
unique Mycobacterium tuberculosis. Avec encore en 2007, plus de 9 millions de nouveaux
cas et prés de 2 millions de déces, soit un déces toutes les 15 secondes en moyenne (OMS,
rapport 2009).

a. Incidence mondiale
L’OMS estime que nombre de cas tuberculeux le plus important s’enregistre dans la région de

I’ Asie-Est (2008), avec 35% de I’incidence mondiale.

En Afrique, le taux estimatif d’incidence par habitant est presque deux fois plus élevé qu’en
Asie du Sud-est avec prées de 340 cas pour 100 000 habitants. Cette région compte le nombre

le plus important de décés (1,7 million en 2009). (Tableau 1)

Tableau 1 : Estimation de la mortalité, la prévalence et I’incidence de la tuberculose (2009)

Incidence! Prévalence Mortalité (hors VIH)

Région de Mombre | % du total Four Mombre Pour MNomlbre Pour
I'"OMS en milliers mandial 100 000 | en milliers 100 000 | en milliers 100 000

hahitants hahitants hahitants
Afrique 2300 30% 340 3900 450 430 50
Ameériques 270 2.9% 29 350 37 20 2.1
Mediterranée E1] 7.1% 110 1000 180 99 18
origntale
Europe 420 4.5% AT 560 63 62 7
Asie du Sud- 3300 35% 180 4900 280 430 27
Est
Pacifique 1900 21% 110 2900 160 240 13
occidental
Ensemble du 9 400 100% 140 14 000 164 1300 19
monde

lncidence: nouveaux cas survenant pendant une période déterminge
2Prevalence: nombre de cas existant dans la population & un moment déterming
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En 2008, I’incidence estimative de la tuberculose par habitant était stable ou en régression
dans les six Régions de I’OMS. Cependant, la diminution du nombre de cas eSt compensée
par la croissance demographique. Par conséquent le nombre de nouveaux cas survenant
chaque année continue d'augmenter au niveau mondial et en particulier dans les régions OMS
de I'Afrique, de la Méditerranée orientale et de 1’ Asie du Sud-est.

Au cours de la derniére décennie, le nombre de tuberculeux dans le monde a augmenté de
20%. L’OMS estime que le nombre de décés causes par la tuberculose va croitre pour
atteindre les 5 millions en 2050. (3)

b. Incidence nationale

La tuberculose constitue un probléme majeur de santé publique au Maroc. En 2007, 25 562
nouveaux cas ont été dépistés, soit une incidence de 1’ordre de 82 nouveaux cas pour 100.000
habitants. 12.739 sont des cas de tuberculose pulmonaire a microscopie positive, soit une
incidence annuelle de 38 nouveaux cas pour 100 000 habitants.
= 70% des cas sont identifiés dans ces zones les plus urbanisées et les Plus peuplées.
Les données de la surveillance montrent que 70% des cas de tuberculose ont un age
compris entre 15 et 45 ans,
80% ont un age inférieur a 45. L'age moyen des cas notifiés est de I'ordre de 34 ans.
59 % des cas enregistrés sont du genre masculin et 41% du genre féminin.
= Le taux de létalité chez les malades tuberculeux en cours du traitement est

actuellement de 2%, avec des variations de 1 a 4% selon les régions. (4)

2. Causes de la recrudescence de la tuberculose dans le monde
Cette recrudescence de la tuberculose que ’OMS observe depuis les années 1990 est le
résultat d’un nombre important d’effets combinés (Koumba, 2010):

= Les changements démographiques : Les régions du globe les plus touchées sont
également celles ou la croissance démographique est la plus élevée. Dans ces populations on
estime a 75% I’augmentation du nombre de cas dans la décennie a venir.

@ L’expansion de I’épidémie du SIDA : Le VIH ; porte ouverte a la tuberculose,

accélére sa progression et sa propagation, et tous deux forment une association meurtriere.
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= L’appauvrissement de certaines populations : La plus grande majorité des personnes
souffrant de tuberculose ne dispose pas d’infrastructures sanitaires accessibles a tous. Il en
résulte un mauvais suivi du traitement d’ou 1’apparition de 1’émergence de bacilles résistants
cause de certains échecs thérapeutiques.

= Les mouvements de population Dans les pays développés ou I’incidence de la
tuberculose est faible ; le risque de I’augmentation du nombre de cas de tuberculose est 1ié
entre autres a I’immigration.

“ La résistance multi-drogues L’une des causes majeures de cette nouvelle avancée de
I’épidémie de tuberculose est 1’émergence de souches multirésistantes de M. tuberculosis
(MDR-TB).

L’incidence d’une souche résistante peut s’effectuer de deux maniéres :

v' Multirésistante primaire : a la suite d’une infection par un bacille de Koch

multirésistant chez un patient n’ayant jamais regu d'antibiotique auparavant.

v" Multirésistance acquise ou secondaire : lorsqu’un traitement inadéquat ou mal suivi
entraine chez un patient initialement infecté par une souche sensible, une sélection de
mutants résistants.

= L’inefficacité croissante du vaccin BCG
Le BCG est un vaccin paradoxal dans la mesure ou il se trouve étre a la fois le plus répandu
au niveau mondial et celui dont I’efficacité est la plus controversée. Il reste I’un des plus mal
connus, quant a son mode d’action dans la prévention des infections a mycobactéries,

essentiellement tuberculeuse.

3. Infection par M. tuberculosis

a- Tuberculose pulmonaire
La tuberculose est principalement une infection pulmonaire qui débute généralement par
I’inhalation d’aérosols contenant des bacilles tuberculeux.
L’agent infectieux M. tuberculosis parvient jusqu’aux alvéoles pulmonaires ou les cellules
immunitaires de I’individu infecté, notamment les macrophages, vont le phagocyter.
Néanmoins, M. tuberculosis, posséde de nombreux dispositifs pour échapper aux agressions
du macrophage et survivre au sein méme des cellules immunitaires. Ainsi, un individu réagira
de trois maniéres différentes face a une infection de germes tuberculeux, en fonction de son

age et de I’état de son systeme immunitaire (Figure 4) (Kaufmann et McMichael, 2005) :
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= Premier cas : le systtme immunitaire attaque I’infection et le bacille tuberculeux est
éradiqué, il s’agit d’un cas rare, voire inexistant.

= Deuxieme cas: le systtme immunitaire est débordé par I’infection, la tuberculose se
déclare chez I’individu infecté. Il s’agit du cas typique pour les sujets immunodéficients,
séropositifs ou soumis a certains traitements médicaux.

= Troisieme cas: I’infection est ici comprise par le systéme immunitaire dans des
structures complexes multicellulaires « les granulomes ». L’individu ne développe pas la
maladie immédiatement, on parle ici de « primo-infection » et de « bacilles dormants ».
Il s’agit du cas le plus fréquent, il survient pour environ 90% des personnes contaminées.
Mais certains facteurs, comme par exemple une réinfection ou une immunodépression
passagere, peuvent déstabiliser 1’équilibre entre la charge bactérienne et le systeme
immunitaire. Dans ce cas les structures de confinement mis en place par le systeme
immunitaire ne sont plus en mesure de circonscrire 1’infection, la tuberculose se déclare, c’est
la phase de réactivation. Cette particularité de M. tuberculosis de pouvoir entrer dans une

phase dite de « dormance » participe a sa large dissémination dans le monde.

M. tuberculosis

-

-t

o'\ T~

Granulome

J

Tuberculose aigué| 7\
e |

Reinfection

Dissemination
Transmission

Figure 4 : Physiopathologie de I’infection par M. tuberculosis.
(D’aprés Kaufmann et Mc Michael 2005)
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La tuberculose pulmonaire active s’accompagne de signes cliniques et/ou radiologiques.
Les signes cliniques de la tuberculose pulmonaire sont une toux persistante avec des
expectorations parfois accompagnées de sang, une douleur thoracique et des symptomes plus

énéraux comme fiévre, sudation nocturne, fatigue, perte d’appétit, et amaigrissement.
9 b 9 9

b- Tuberculose extrapulmonaire
Dans moins de 10% des cas de tuberculose, on peut observer des formes extra-pulmonaires
provoquées par une dissémination hématogéne des bacilles. Ces formes de tuberculose
entrainent généralement des Iésions fermées et peu riches en bacilles. Quand la tuberculose
pulmonaire est accompagnée d’une atteinte hématogeéne et hépatique, on parle de tuberculose
miliaire. La forme de tuberculose la plus dangereuse est méningée. Elle est due a la présence

de M. tuberculosis dans le liquide céphalo-rachidien.

Les associations du VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine) avec M. tuberculosis,
M.avium, ou certaines mycobactéries opportunistes a croissance rapide forment des
combinaisons extrémement mortelles (Corti et al., 2009). En affaiblissant les défenses
immunitaires, le VIH multiplie par 30 le risque de développer la tuberculose (Goletti et al.,
1996).

4. Diagnostic de la tuberculose pulmonaire active

Le diagnostic de tuberculose repose sur des critéres bactériologiques (cas confirmés) ou sur
des critéres cliniques et radiologiques (cas suspects ou non confirmés). Les symptémes et les
signes de la tuberculose dépendent de la localisation et de I’extension de la maladie et
différent en fonction du stade évolutif.

La preuve de la maladie tuberculeuse est apportée par la mise en évidence des mycobactéries.
La mise en évidence peut étre directe, par examen microscopique de matériel coloré
(expectorations, matériel de ponction), et culture (méthodes traditionnelles ou rapides), ou
indirecte, par la détection de la présence d’ADN ou d’ARN mycobactérien (techniques
d’amplification). (Zellweger JP.,2007)
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a. Bacteériologie

a-1. L’examen microscopique
L’examen microscopique peut étre effectué soit directement sur le produit pathologique soit
apres fluidification et décontamination. Il consiste a regarder au microscope un échantillon de
crachats étalé sur une lame de verre (frottis) et coloré par la méthode de Ziehl-Neelsen. Si par
cette méthode 1’on détecte des bacilles (BAAR), on dit que le patient souffre d’une
tuberculose a frottis positifs. L’examen microscopique des crachats est le seul moyen de
confirmer le diagnostic de tuberculose dans la plupart des pays économiquement faibles.

a-2. Culture
Quel que soit le résultat de I’examen microscopique, les échantillons seront ensuite mis en
culture, soit sur un milieu traditionnel a base d’ceuf, (par exemple le milieu de Lowenstein ou
d’Ogawa) ou a base d’agar, soit en milieu liquide, soit encore dans un milieu spécifique
permettant le dépistage de la croissance bactérienne par la libération d’un marqueur radioactif

ou coloré (technigue Bactec et dérivés).

Selon la technique de culture employée, la preuve de la présence de mycobacteries viables
sera apportée en deux a huit semaines. Si la culture est positive, on pourra alors procéder a la
détermination du type de la mycobactérie (tuberculeuse ou non tuberculeuse). L’identification
et la culture des mycobactéries doivent étre obligatoirement suivies d’un test de sensibilité

aux antituberculeux majeurs.

b. Ildentification directe par méthode moléculaire
Actuellement de nombreuses techniques moléculaires adaptées au diagnostic de la tuberculose
sont utilisées, dont notamment I’amplification génique (PCR) permettant la détection de
séquences nucléiques spécifiques; le séquencgage, qui permet I’analyse de fragments
polymorphiques spécifiques d’espéces; et 1’hybridation d’ADN tuberculeux sur sondes
spécifiques. Cependant, ces techniques présentent, actuellement, une sensibilité insuffisante
lorsqu’elles sont appliquées directement sur des échantillons respiratoires ou autres (Kim et
al., 2009). Par contre elles ont une sensibilité et une spécificité excellentes lors de leur

utilisation a partir d’une culture.
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c. Examen radiologique
Permet de mettre en évidence les formes pulmonaires de la maladie. Les anomalies
radiologiques peuvent étre trés variables. On observe en général la présence d’infiltrats (zones
blanches sur la radiographie) (Figure 5).
Le diagnostic radiologique de la tuberculose n’est pas fiable, car 1’aspect des images

radiographiques n’est pas specifique de la tuberculose.

Figure 5: radiographie d’un tuberculeux pulmonaire®

5. La prévention vaccinale de la tuberculose
a- Vaccination par le BCG
Le vaccin BCG (Bacille bilié de Calmette et Guérin) est encore a ce jour le seul moyen de
prévention par vaccination disponible contre la tuberculose. Il s’agit d’un vaccin bactérien
vivant qui dérive d’une souche atténuée de M. bovis isolée par le microbiologiste frangais
Edmond Nocard, puis cultivée a partir de 1908 par les bactériologistes francais Albert
Calmette et Camille Guérin.
De facon surprenante, le degré de protection varie selon les souches, les populations et le
mode d’administration de 0 a 80% (Brewer, 2000). Cependant, la protection est plus
importante en ce qui concerne les formes méningées de la tuberculose chez les jeunes enfants
(70 a 80%) (Trunz et al., 2006) et (Walker et al., 2006). Plusieurs raisons peuvent expliquer
I’efficacité variable de la vaccination BCG :
=>» La souche vaccinale d’origine aurait muté et ce de facon différente selon les
différents pays producteurs du vaccin,
= M. tuberculosis et M. bovis ne disposent pas strictement du méme répertoire
antigenique. Par exemple, le pyrazinamide, antibiotique actif sur M. tuberculosis est inactif

sur M. bovis qui présente une résistance naturelle a cet antibiotique.

Biotechnologie Microbienne

28



Dans certaines régions tropicales, les populations sont exposees a des mycobactéries
environnementales non pathogenes présentant des motifs antigéniques communs avec la

souche vaccinale. (Oettinger, T. et al ; 1999)

b- Nouvelles stratégies vaccinales
La nécessité de développer de nouveaux vaccins pour poursuivre et renforcer la prévention
contre la tuberculose est primordiale. Deux principaux axes de recherche sont suivis :
a- La premiére stratégie serait le remplacement de la souche vaccinale BCG par des souches
plus efficaces comme par exemple des souches recombinantes de M. bovis ou d’autres
souches mycobactérienne atténuées;
b- La seconde voie serait d’améliorer la protection immunitaire du BCG conférée a 1’enfant
pour qu’elle persiste a 1’dge adulte ; notamment par 1’utilisation de sous-unités vaccinales
fortement immunogenes. (Pym et al., 2003)

6. Traitement de la tuberculose
Le traitement de la tuberculose latente (bacilles intracellulaires) et celui de la tuberculose
active (bacilles extracellulaires) doivent étre envisagés comme deux thérapeutiques distinctes.
Actuellement le protocole comporte toujours une association de plusieurs antibiotiques afin de
prévenir la sélection de souches résistantes. Le traitement actuel de la tuberculose active
pulmonaire ou extra-pulmonaire suit un schéma thérapeutique de 6 mois. Il comprend deux
phases successives :
- Une phase initiale intensive de 2 mois avec une antibiothérapie associant isoniazide,
rifampicine, éthambutol et pyrazinamide (Figure 6).
- La phase secondaire, dite de consolidation associe I’isoniazide et la rifampicine pour une
durée complémentaire de 4 mois. Ces antituberculeux sont des antibiotiques dits de premiére
ligne.
A ces antibiotiques de premicre ligne, sont associés d’autres antibiotiques dits de deuxiéme
ligne parmi lesquels: I’amikacine, la capréomycine, la kanamycine, la dicyclosérine,

I’éthionamide (ETH), I’acide p-aminosalicylique (PAS) et la Iévofloxacine. (Leger M, 2010)

Ces antituberculeux de deuxiéme ligne sont utilisés pour traiter des infections causées par des
souches résistantes aux antibiotiques de premiere ligne. Cependant ils présentent des effets

secondaires assez fréquents, ce qui rend le traitement tres difficile. (Koumba. G. Y, 2010)
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Isoniazide | |
45 mg/ Kg/Jour

Rifampicine | |
10g/ mg/Kg/Jour

Pyrazinamide | |

20-30 mg/Kg/Jour

Ethambutol |_|

151-20 mg/Kg/Jour

Figure 6: Traitement de la tuberculose de l'adulte®

7. Résistance de M. tuberculosis aux antibiotiques
La « résistance a un antibiotique » est un caractére phenotypique caractérisant la capacité
d’une bactérie a survivre (et a se multiplier), en présence de cet antibiotique, a une
concentration qui est habituellement bactéricide ou bactériostatique (Zhang et al., 2005).
La résistance d’une bactérie a un antibiotique entraine la perte d'efficacité de ce médicament
lors du traitement d’une infection causée par cette bactérie.
Les membres du complexe tuberculosis sont naturellement résistants a la plupart des
antibiotiques usuels. En effet, ils ne sont sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques dits
«antituberculeux ». De plus, pour ces antibiotiques, M. tuberculosis peut parfois présenter des
résistances acquises (Cambau et al., 2003).
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a. Résistance naturelle

Chez les mycobactéries, le phénotype « sensible » ou « résistant » a un antibiotique donne est
spécifique d’espéce. Les mycobactéries du complexe tuberculosis sont naturellement
résistantes aux principales familles d’antibiotiques comme les B-lactamines, les macrolides,
les cyclines, les sulfamides et les glycopeptides. Les mycobactéries non-tuberculeuses
présentent également une résistance naturelle a ces antibiotiques usuels. De plus, elles sont
naturellement résistantes a la plupart des antibiotiques efficaces sur M. tuberculosis tels que

I’isoniazide, la pyrazinamide, 1’ethambutol, I’acide p-aminosalicylique...(Veziris et al., 2005).

Le haut niveau de résistance naturelle des mycobactéries peut étre expliqué par la faible
perméabilité de la paroi mycobactérienne (Jarlier et Nikaido, 1994), constituée par trois
éléments majeurs associés de maniere covalente : le peptidoglycane, I’arabinogalactane et les
acides mycoliques (Figure7) Les acides mycoliques sont de longues chaines d’acides gras,
(de 60 a 90 atomes de carbone) insérées parallelement les unes par rapport aux autres et

formant un arrangement compact perpendiculaire au plan de la membrane plasmique.
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Figure 7 : structure de la paroi des mycobactéries ’
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La structure de la paroi n’est pas la seule responsable de la haute résistance naturelle de
M. tuberculosis. La production d’enzymes modifiant les antibiotiques a également été décrite
chez M. tuberculosis comme, par exemple, la B-lactamase responsable de la résistance
naturelle aux B-lactamines (Voladri et al., 1998) ou I’aminoglycoside 2'-N-acetyltransferase

impliguée dans la résistance aux aminoglycosides (Ainsa et al., 1997).

b. Reésistance acquise

Contrairement aux autres bactéries pathogénes qui acquierent en général leur résistance aux
antibiotiques par transfert horizontal de plasmides ou transposons portant des génes de
résistance, 1’acquisition de résistance chez M. tuberculosis provient, presque toujours,
d’altérations spontanées de geénes chromosomiques spécifiques sous la forme de mutations
ponctuelles (SNP), de delétions ou insertions (Davies., 1998). En effet, jusqu’a présent, aucun
plasmide ou transposon de résistance n’a été décrit chez les mycobactéries (Veziris et al.,
2005). Par conséquent, la résistance n’est pas transférable entre les mycobactéries présentes
chez un méme patient, mais elle se transmet a toute la descendance de la bactérie mutée.
Parmi les principales mutations impliquées dans la résistance de M. tuberculosis aux
antibiotiques (Tableau 2) on cite:

=>» Mutations dans les genes codant pour les protéines cibles de I’antibiotique, diminuant
I’affinité de la cible pour cet antibiotique (RIF, EMB, FQ,...)

=>» Mutations dans les génes codant pour une enzyme impliquée dans 1’activation de
I’antibiotique, empéchant son passage de la forme pro-drogue a la forme active (INH,
PZA,...) (Veziris et al., 2005, Somoskovi et al., 2001)

=>» Mutations dans les genes codant pour une région génomique régulatrice provoquant la

surexpression de la cible de I’antibiotique.
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Tableau 2 : Mécanismes de résistance aux antituberculeux de premiére ligne (Sacchettini et

al., 2008)
. - S : . : Mutations associées &
Antibiotique Structure chimique Mécanisme d’action et cible
Ia résistance
o. H Inhibe La synthése des acides
2, mycoliques : Cible prunaire katG (catalase-
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o |
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c. Multirésistante et ultrarésistante

Une tendance alarmante et une source croissante d’inquiétude pour la santé publique résident

dans 1’émergence de souches résistantes a plusieurs antibiotiques (Chan et Iseman, 2008).

Une tuberculose multirésistante (MDR-TB) se définit par une résistance a au moins deux

antituberculeux majeurs que sont 1’isoniazide (INH) et la rifampicine (RIF). Une tuberculose

multi-résistante n’offre que peu d’options thérapeutiques au médecin : le traitement nécessite

I’utilisation d’antibiotiques de seconde ligne qui sont plus chers, plus toxiques et moins

efficaces que ceux utilisés pour le traitement habituel de la tuberculose (Rajbhandary et al.,
2004, Nathanson et al., 2004).
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Depuis quelques années, I’apparition dans le monde entier de souches XDR (« extensively
drug-resistant ») est devenue préoccupante (Shah et al., 2007) ; (Jain et Dixit, 2008). Aprés
plusieurs essais de deéfinitions assez confuses, celle adoptée est la suivante : il s’agit de
bacilles tuberculeux résistants a au moins 1’isoniazide, la rifampicine, une fluoroquinolone et

un antibiotique injectable (amikacine, kanamycine ou capréomycine) (Jassal et Bishai, 2009).
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I11- Plantes médicinales étudiées pour leur effet antimycobactérien

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est une pratique courante depuis des
millénaires. Ce phénomene a eu un regain d'intérét avec les premiéres recherches sur les
propriétés antibactériennes des plantes pour tenter d’apporter une justification scientifique a
ces pratiques empiriques.

Ces dernieres années, plusieurs molécules isolées des plantes sont devenues des médicaments
efficaces: citons par exemple le taxol issu de Taxus baccata L. (Taxaceae) pour ses propriétés
anticancéreuses remarquables (cancer de I’ovaire et cancer du sein) et de 1’artémisinine isolée

de Artemisia annua L. (Asteraceae) pour ses propriétés antipaludiques (Hostettmann, 2001).

1- Le genre Cistus
Les Cistacées sont des plantes herbacées ou ligneuses comprenant prés de cent especes
réparties sur le pourtour du bassin méditerranéen. (Roustand T, 1984).
Les especes du genre Cistus sont présentes surtout dans les terrains chauds, ensoleillés,
protégés des intempéries (Berthier. A, 1976). Elles possédent des feuilles opposées, sans
stipule, ovales, allongées et généralement recouvertes de poils étoilés qui créent des espaces
isolants empéchant la transpiration et permettant une adaptation a une relative sécheresse.
(Paolini.J, 2005)
Les Cistes sont des espéces pionnieres des environnements dégradés en raison de
perturbations humaines. Ainsi ils s’installent souvent aprés les incendies et constituent les
premiers arbustes a émerger apres le feu, permettant la germination des autres plantes.
(Blanquet.B.J et Bolos O, 1950)

Il existe une corrélation étroite entre les espéeces de cistes et la nature du sol. Ainsi, Cistus
albidus est réputé calcicole (poussent facilement sur un terrain calcaire), alors que Cistus

salvifolius sont plut6t calcifuges. (Coulouma A, 1994)

a- Activité antimicrobienne de certaines espéces du genre Cistus
Les espéces du genre Cistus ont souvent était utilisées comme plantes médicinales pour leur
propriétés antimicrobiennes (Chinou et al., 1994; Demetzos et al., 1999), antifongique
(Bouamama et al., 2005), antivirales, anti tumorales (Dimas et al.,, 2000)et anti-
inflammatoires (Yesilada et al., 1997; Singh et al., 1998; Demetzos et al., 2001).

Biotechnologie Microbienne
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Ces résultats obtenus ont encouragé les chercheurs a mener des études sur les activités

biologiques des espéces de ce genre.

Une activité antibactérienne significative a était observé pour I’extrait éthanolique des feuilles

de Cistus salvifolius vis-a-vis Listeria monocythogéne et d’autres microorganismes

pathogénes (Bayoud et al., 2009).

Des études menées sur 1’extrait des feuilles des espéces C. villosus et C.monspeliensis ont

montré une activité inhibitrice de ces plantes contre des microorganismes pathogeénes

impliqués dans beaucoup d'infections et de dermatoses (Bouamama et al., 2005).

La mise en évidence de I’effet inhibiteur de Cistus contre ces microorganismes (tableau 3),

fournit une base scientifique a 1’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle.

Tableaux 3 : Espéces du genre Cistus ayant une activité antimicrobienne

Plante

Partie utilisée

Effet inhibiteur contre

Références

C. salvifolius

Feuilles

Listeria monocythogene
Staphylococcus. aureus
ATCC 25923
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii

Bayoub et al., 2010

C. villosus

C. monspeliensis

Feuilles

Aspergillus fumigatus
Escherichia coli,
Enterococcus hirea
Staphylococcus aureus
Candida albicans
Candida krusei
Candida glabrata

Bouamama et al.,2005

En plus de leurs propriétés medicinales et therapeutiques le genre Cistus constitue une source
potentielle de produits a forte valeur ajoutée. Il s’agit des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation des parties aérienne de la plante. L’étude de la composition chimiques des
huiles essentielles des cistes est effectuées dans le cadre de plusieurs recherche scientifiques,

et économiques en vue de son valorisation par utilisation dans divers secteurs (cosmétique,

aroma-thérapeutiques, parfumerie...). (Paolini.J, 2005)
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b- Cistus salvifolius

Est une plante présente dans toute la région méditerranéenne. C’est un sous-arbrisseau
mesurant de 30 a 80 cm avec des rameaux verts, diffus et couverts de poils. Les feuilles
opposees, ovales, velues sont courtement pétiolées, et les fleurs qui apparaissent en mai et juin
sont formées de pétales blancs et mesure entre 4 et 5 cm. Le fruit est une capsule anguleuse a
5 loges (Figure 8). (Paolini.J, 2005 et Gamisans J et al., 1993)

En médecine traditionnelle Cistus salvifolius est utilisé pour le traitement de la fiévre, la
diarrhée, le rhumatisme, les dermatoses, et d’autres maladies inflammatoires. Dans certains
pays méditerranéens les infusions des feuilles de Cistus salvifolius sont utilisées pour le

traitement du cancer. (Guvenc, A. et al., 2005)

Figure 8: Cistus salvifolius °

c- Cistus albidus

Couramment appelé Ciste blanc ou Ciste cotonneux. C’est un arbrisseau de 40 cm a 1 m
d’hauteur. Les feuilles d’un beau gris sont sessiles (sans pédoncules), de forme allongée-
ovales, opposées et tres velues sur les 2 faces. Les fleurs de 4 a 6 cm de long, d’un rose
lumineux. Les sépales, au nombre de 5, sont largement ovales, et velus. Les fleurs sont
formées de 5 pétales a aspect chiffonné, de couleur rose et peu odorante. Le fruit quant a lui,
se présente sous forme de capsule ovoide a 5 loges (Figure 9). (Paolini.J, 2005)

En medicine traditionnelle le décocté des feuilles de Cistus albidus est utilisé pour apaiser les
douleurs gastriques et comme hypoglycémiant. En cataplasme, on les emploie contre les
abces. Les feuilles sont également utilisées, en infusion dans du thé, comme digestif
(Lahsissene .H. et al., 2009).
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Figure 9: Cistus albidus °

2- Le genre Populus

a. Caracteristiques générale du genre Populus

Le peuplier appartient a la famille des salicacées qui est constituée de trois cents especes
ligneuses pionniéres, se caractérise par une importante variabilité morphologique, capable de
s’installer sur des milieux trés perturbés. Cette capacité est assurée par une importante
production de graines (Durand.T, 2009). Les peupliers sont des arbres a feuilles généralement
caduques, alternes, simples et & longs pétioles. L’ aire naturelle de répartition des especes du
genre Populus est trés vaste. Dans 1’hémisphére nord, elle s’étend du cercle équatorial
jusqu’aux limites nordiques de croissance des arbres. Dans I’hémisphére sud, leur distribution
est éparpillé principalement dans les zones de plantations d’Amérique du sud, d’Afrique du

sud et de Nouvelle-Zélande. (Paul Roiron, 2004)

Au Maroc, le peuplier est représenté a I'état spontané par trois especes :
= Le peuplier blanc (Populus alba)
= Le peuplier noir (Populus nigra)

= Le peuplier de I'Euphrate (Populus euphratica)
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b. Utilisation industrielle de Populus
La vitesse de croissance particuliérement élevée de Populus, assure une production annuelle
de prés de 1,5 millions de m® de bois d'ceuvre ; faisant de lui la deuxiéme essence feuillue en
terme de volume de bois récolté apres le chéne. Prés de 80 % de cette production est destinée
au déroulage et au sciage pour la confection d’emballages dits légers (contreplaqués,
panneaux de particules, allumettes) ou lourds (palettes, caisses, menuiserie) (Bonhomme.L,
2009).

c. Populus alba
Le peuplier blanc (Populus alba) est une espéce eurasiatique qui abonde dans les zones
humides d’Europe centrale et méridionale, ainsi qu’en Afrique du Nord. Il croit également en
Asie occidentale et centrale, dans ’Himalaya et dans I’ouest de la Chine. (Paul Roiron, 2004)
Populus alba supporte les hautes températures et un certain niveau d'alcalinité du sol ou de
I'eau. C'est ainsi qu'il se trouve presque dans tout le Maroc dans les vallées a sol frais et a
fertilité moyenne; il existe méme au Sahara et ne dépasse guere l'altitude de 2000 metres.
(Sbay.H. et al., 2003).

d. Caractéristiques botaniques de populus alba
Les feuilles sont Caduques, cotonneux au revers (ce qui donne un aspect blanc a I'arbre), vert
fonceé sur la face supérieure. La formes des feuilles différent en fonction leur age ; elles sont
plus ou moins dentelées et sinueuses et plus elles sont jeunes, plus les bords sont ronds. Elles

posseédent 3 a 5 lobes et mesurent de 6 & 12 cm de long.

Figure 10 : Populus alba™
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Les rameaux de Populus alba sont recouverts d'un duvet blanc et cotonneux. En vieillissant,
ils deviennent gris et noueux. Les fruits sont matures au mois de juin, entourés d'un duvet
blanc que le vent emporte facilement. L’écorce est dabord lisse et gris blanchéatre, puis

fissurée et plus foncée en vieillissant. (Durand.T, 2009)

e. Propriétés thérapeutiques de Populus alba

Les principes actifs du genre Populus sont connus anciennement en médecine traditionnelle
pour avoir différentes activités biologiques telles que des propriétés fongicides, anti
oxydantes, anti-tumorales, antiseptiques et antivirales. (Greenaway et al., 1991)

Populus alba est utilisé traditionnellement pour ses propriétés dépuratives pour désinfecter les
Iésions de la peau (Adam et al., 2009), traiter I’herpes et la décadence des dents (Wamidh H.
et al.,, 2010). Des activités antibactériennes et antifongiques des extraits éthanoliques des
feuilles de Populus alba, vis-a-vis un grand nombre de germes ont été clairement mise en
évidence (Al-Hussaini .R.et al., 2011).

L’extrait dérivé de la fraction chloroforme des fleurs de Populus alba a montré une activité

antiprolifératives contre des lignées de cellules cancéreuses (Wamidh .H. et al.,2010).
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I. Mycobactéries testées

- Mycobacterium smegmatis MC? 155, mycobactérie atypique non pathogéne et a temps de
génération d’environ 3 h.
- Mycobacterium aurum A+, mycobactérie non pathogéne a temps de génération d’environ
6h. (Grosset et al., 1989)

I1. Culture des souches mycobactériennes

Le milieu LB (Pour Lysogeny broth ou Milieu Luria-Bertani) est le milieu de culture utilisé
pour la croissance des souches mycobactériennes.
La composition du milieu de culture LB liquide est la suivante :

e 10 g de peptone

e 5 gdextrait de levures

e 10 gde NaCl

e 1000 ml d’eau distillée
Pour préparer le milieu LB solide on ajoute 15 g d’agar par litre. Les milieux sont autoclavés
a 120°C pendant 20min.

Materiel végétal

Notre étude expérimentale s’est effectuée sur des extraits de Populus alba, Cistus salvifolius
et Cistus albidus. Le matériel végétal est constitué uniquement de la partie aérienne de la
plante (Figure 11). La récolte des plantes est faite dans la région "d’ourdzarh”, prés de

Tawnat. Aprés séchage, les feuilles ont été broyées pour obtenir une poudre fine, préte pour la

préparation des extraits.

Cistus salvifolius Cistus albidus

Figure 11 : Partie aérienne des plantes étudiees
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I1l.  Screening de ’activité antimycobactérienne des extraits

de plantes

La mise en évidence du pouvoir antimycobactérien des extraits aqueux et éthanoliques des
plantes a éte effectuée par deux méthodes :

@ Culture des mycobacteries sur le milieu LB agar, préparé avec les extraits de chacune

des plantes.

= Evaluation de I’effet antimycobactérien en fonction de la concentration de I’extrait par

méthode de diffusion sur gélose ou méthode de disque. (SQALLI .H.H et al., 2007)

1. Préparation des extraits aqueux et éthanoliques
Différents types d’extraits ont été préparés a partir de la poudre des feuilles des
plantes (Figure 2): Populus alba, Cistus salvifolius et Cistus albidus.

» L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des arémes d'un
veégétal par dissolution dans I’eau initialement bouillant que I'on laisse refroidir. Le terme
désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes, le thé par exemple.
Les infusées des trois plantes étudiées ont été réalisés par macération aqueuse de 8 g de
poudre des feuilles des plantes dans 50 ml d’eau pendant une heure. Puis cette solution a été
filtrée.

» La décoction consiste a réaliser I’extraction a température d’ébullition du solvant.
Cette opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant d’extraction est froid.

Les décoctés des trois plantes ont été préparés par ébullition de 8 g de poudre des feuilles dans
50 ml d’cau distillé pendant 15 min, ensuite des décoctes refroidis ont eté filtrés.

» La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui
se fait a température ambiante.

Une macération a I’éthanol a été effectuée en utilisant 8 g de poudre des feuilles des plantes
étudiées. L’extrait a été incubé pendant 24 h a 'ombre. Aprés filtration, le solvant a été
évaporé sous vide au Rotavapor a 38°C. L’extrait a été ensuite récupéré dans 5 ml d’eau
distillée stérile pour les extraits de Cistus salvifolius et Cistus albidus. Pour Populus alba
I’extrait a été récupéré dans Sml d’éthanol.

Ces extraits ont été ensuite centrifugés (10 min a 3000 rpm) puis les surnageants ont éte
récupéres.

Remarque : Le pH de tous les extraits a été neutralisé avant 1’évaporation.
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Figure 12 : Préparation des extraits aqueux et éthanoliques

2. Mise en évidence de ’activité antimycobactérienne
Les mélanges extraits de plantes- LB agar ont été préparés comme suit :

e Préparation de 50 ml d’un milieu de culture LB-agar ;

e Incorporation de I’extrait aqueux ou éthanolique dans le milieu LB de fagon & obtenir
une concentration finale de 160 mg/ml ;

e Ecoulement du mélange extrait-LB agar dans les boites de pétri stériles (quatre
répétitions) ;

e Préparation d’un témoin (LB dépourvu d’extrait) ;

e Préincubation des boites a 37 °C, pendant une nuit ;

e FEtalement de 100 ul d’une culture de M. smegmatis ou de M. aurum (environ 10°
UFC/ml) sur des boites contenant le milieu LB-agar ;

e Incubationa 37°C;

e Lecture des résultats de fagon journaliére, pendant 6 jours.
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3. Etude du pouvoir antimycobactérien des extraits par la méthode de
disque

La méthode de disque ou méthode de diffusion sur gélose, est une méthode qualitative qui
permet d’identifier I’existence ou non d’une éventuelle propriété antibiotique. Elle consiste a
déposer sur des disques de papier Wathman des volumes bien déterminés des substances a
tester. L’effet antimycobactérien se traduit par la présence d’une zone ou auréole d’inhibition
autour de la zone de dépot.
Au cours de cette étude, cette méthode a été utilisée pour :

= Evaluer I’effet antimycobactérien des plantes en fonction du volume d’extrait déposé ;

@ Sélectionner I’extrait qui possede la meilleure activite.

Les étapes de la méthode de disque sont :
e Préparation des disques : des disques de 6mm de diametre préparés a partir du papier
wathman, ont eté autoclavés pendant 30 min a 120°C ;
e Dépots des disques : quatre disques stériles, ont été deposes par boite de Pétri.
Les boites utilisées contiennent le milieu LB-agar, préalablement inoculées avec les
mycobactéries testées ;
e Dépbts de I’extrait : les extraits éthanolique de différents volumes (5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, et 40 ul) ont été déposés indépendamment sur les disques ;
e Incubation des boites préparées a 37°C ;
e Lecture des résultats apres 24h et 48h.
Les témoins utilisés correspondent & deux disques : un imbibé avec 40 pl d’cau distillé stérile,

(pour les Cistes) et un autre imbibé avec 40 pul d’éthanol (pour Populus alba).
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IV. Méthode bioautographique

La méthode bioaugraphique est une méthode d’analyse qualitative (Valgas et al., 2007).
Elle consiste a localiser la fraction active de 1’extrait de plante séparé par CCM. Cette
méthode se divise en quatre étapes principales :

= Préparation des extraits des plantes ;

= Sélection de I’extrait qui possede la meilleure activité ;

= Réalisation d’'une CCM pour la séparation des extraits ;

= Application de la suspension de M. smegmatis sur la plaque CCM, pour localiser la

fraction active.

1- Préparation des extraits avec différents solvants organiques
a. Extractions de Populus alba par des solvants a polarité croissante
Nous avons utilise cette méthode pour réaliser différents extraits de populus alba. Le corps de
I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végétal. Cette cartouche
est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmonté d’un réfrigérant (Figure 13). Le
solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La
solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle
d'extraction et le matériel végetal est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé.
L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient clair (Houghton et al., 1998).
Pour cette méthode les conditions opératoires utilisées sont :
e Quantité de mateériel végétal : 60 g de poudre de plante
e Volume de solvant : 650 ml
e Température: 38 °C
e Solvants utilisés :
v Premier solvant : I’hexane (délipidation)
v Deuxieme solvant : le dichlorométhane (extraction des composeés les
moins polaires)
v Troisieme solvant : ’acétate d’éthyle (extraction des composés
moyennement polaires)

v Quatriéme solvant : méthanol (extraction des composés tres polaires)
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Figure 13 : Systéme d’extraction au Soxhlet

b. Extraction de Cistus salvifolius et Cistus albidus par macération
L’extraction des Cistes par macération s’effectue selon les étapes suivantes :
e 89 de poudre plante est maceré dans 100 ml d’hexane (macération une nuit) ;
e Filtration sous vide avec une pompe a eau en utilisant un filtre de papier wattman ;
e Récupération du résidu dans 50 ml du solvant d’extraction (macération une nuit) ;
e Filtration sous vide ;
e Récupération du filtrat ;
e Evaporation du solvant aux rotavapor ;
e Récupération du résidu dans le minimum du solvant d’extraction.
Les solvants d’extraction utilisés sont :
v’ L’éthanol
v" Le méthanol

v’ L’acétate d’éthyle
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2- Sélection des extraits qui possédent la meilleure activité

Les extraits précédemment préparés ont eté testés pour leur activité antimycobactérienne.
Un volume de 10 pl de chaque extrait a été déposé sur disque. Le test a été effectué sur
M. smegmatis. Le témoin correspond a un disque imbibé de 10 pul du solvant d’extraction.

3- Fractionnement des extraits par chromatographie sur couche mince
La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu colteuse, utilisée pour la séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose
principalement sur le phénoméne d’adsorption et s’applique aux molécules pures, aux extraits
(mélange complexes de métabolites) et aux échantillons biologiques (Figure 14).
La mise en ceuvre d’une CCM nécessite la préparation du matériel suivant :

v' Cuve chromatographique : c’est un récipient en verre fermé par un couvercle
maintenu étanche.

v’ Phase stationnaire : c¢’est une couche d’absorbant étalé uniformément sur un support
en aluminium ou en plastique. L’adsorbant que nous avons utilisé est le gel de silice. Les
plaques utilisées, ont des dimensions de 12 cm sur 6 cm.

v Phase mabile : constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela, différents
systemes de solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures séparations.

v Echantillons a analyser : Les échantillons a analyser ont été appliqués en petits spots
sous forme de points sur 1’absorbant. Pour chaque spot un volume de 14 ul d’extrait a été
déposé.

La plaque a été déposée verticalement dans la phase mobile. Une fois le développement du
chromatogramme effectué, les plaques ont été séchées prés de la flamme pour éliminer toute

trace de solvant.
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Figure 14 : Fractionnement de I’extrait de Cistus salvifolius par CCM

4- Localisation des fractions actives responsables de I’effet antimycobactérien
La méthode utilisée est la suivante :
e On transfere aseptiquement la plaqgue CCM précédemment préparée dans une boite
stérile.
e On ajoute I’inoculum de M. smegmatis a 50 ml de milieu LB solide (température
d’environ 45°C), et on mélange doucement.
e On verse aseptiquement la suspension préparée de fagcon a couvrir le chromatogramme
d’une fine couche de gélose.
e Onincube les boites a 37°C pendant 24 h.
La lecture des résultats consiste en la détection des zones d'inhibition de M. smegmatis. Pour

chaque zone, on détermine le coefficient de migration (Rf) de la bande correspondante.

V. Purification des fractions actives

Cette étape consiste a vérifier et déterminer exactement la bande du chromatogramme

responsable de I’inhibition (Figure 15). La purification est réalisée de la fagcon suivante :

e La silice se trouvant dans la zone d’inhibition est grattée, mise dans un tube
eppendorf, puis éluée dans un I ml du solvant d’extraction initial ;

e Le mélange précédent est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min ;

e Le surnageant récupéré et concentré par évaporation du solvant ;

e [’extrait obtenu, ayant un volume d’environ 20 pl, a été testé pour sa capacité a

inhiber M.smegmatis.
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Le témoin correspondant a été réalisé de la méme facon a partir d’'une bande inactive.

Lextrait récupéré de la
fraction active est testé
sur disque

Purification de I"extrait
actif a partir de la silice
de Ia plaque CCM

Figure 15 : Purification de la fraction active de I’extrait de populus alba

VI. Tests phytochimiques

Les reactions de mise en évidence des flavonoides et des tanins ont été effectuées pour les
extraits bruts des plantes étudiées ainsi que pour les bandes actives purifiées. Ces derniéres

ont été purifiées de la méme facon que précédemment.

1. Mise en évidence des flavonoides
La méthode utilisée est la suivante :
- Introduire dans un tube a essai 1 ml de I’extrait de plante ;
- Ajouter 1 ml d’alcool chlorhydrique (I’éthanol, 1’acide chlorhydrique et I’ecau a
volume égal), puis quelques copeaux de zinc.
- Ajouter 1 ml d’alcool isoamylique.
L’apparition d’une coloration jaune-orangée (flavones) ou rose violacée (flavonones) ou

rouge (flavonols, flavanonols), indique la présence des flavonoides.
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2. Mise en évidence des tanins
Les tanins peuvent étre détectés a I’aide de la réaction suivante :
A 5ml d’extrait (dilué), on ajoute 1ml de solution FeCls 1%. La présence des tanins donne
une coloration foncée caractéristique : bleu-noir en cas de tanins galliques, vert-noir si I’on a

des tanins catétiques et noiratre si 1’on est en présence de mélange.
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|- Screening de activité antimycobactérienne des extraits de plantes

Biotechnologie Microbienne

3. Mise en évidence de I’activité antimycobactérienne

Les extraits des plantes, préparés comme il est décrit précédemment, ont été testés pour leur

aptitude a inhiber la prolifération mycobactérienne.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4 :

Tableau4 : Etude de I’effet des différents extraits sur la croissance des mycobactéries

Infusé

Décocté Extrait éthanolique Témoin
M.smegmatis | M.aurum | M.smegmatis | M.aurum | M.smegmatis | M.aurum | M.smegmatis | M.aurum
Populus - - - - - - + +
alba
Cistus - - - - - - ¥ T
salvifolius
Cistus - - - - - - ¥ ¥
albidus

- - absence de croissance ; + : croissance des mycobactéries

L’absence de croissance des mycobactéries sur les milieux préparés avec les extraits des

plantes (décocté, infusé et extrait éthanolique), par opposition aux boites témoins (Figurel6) ;

permet de conclure que les trois plantes sont dotées d’un effet antimycobactérien.

Boite témoin
dépourvue d’extrait
de Cistus salvifolius

et ensemencée par

M.smegmatis

Boite contenant LB-
agar préparé avec
I’extrait de Cistus
salvifolius et
ensemencée par
M.smegmatis

Figurel6 : Mise en évidence de I’activité antimycobactérienne de I’ extrait

de Cistus salvifolius préparé avec LB-agar et ensemencé par M.smegmatis
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4. Etude du pouvoir antimycobactérien des extraits par la méthode de
disque

Les résultats obtenus par la méthode de disque sont représentés sur les figures suivantes :

=
.
L

[y
b

=
(=1

=]

==5ur M. smegmatis
——5ur M. aurum

Diamétre de la zone de dépots (mm)

0 - T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Volume déposé (ul)

Figure 17 : Evolution des diamétres d’inhibition en fonction du volume déposé de I’extrait
éthanolique de Populus alba.
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Figure 18 : Evolution des diamétres d’inhibition en fonction du volume déposé de I’ extrait
éthanolique de Cistus salvifolius.

@



16 4

-
s

-
ra

-
o

=—=—5ur M. smegmatis

——5ur M. aurum

Thameétre dela zone de dépdts (mm)
=1}

5 10 15 20 25 30 35 40
Volume déposé (u])

Figure 19 : Evolution des diamétres d’inhibition en fonction du volume déposé de I’ extrait

éthanolique de Cistus albidus.

Les résultats obtenus par la méthode du disque (Figures 17, 18 et 19) permettent de tirer les

conclusions suivantes :

» Pour les trois plantes, le diameétre des zones d’inhibition augmente en fonction du
volume déposé, ce qui montre que I’activité antimycobactérienne est proportionnelle a
la quantité d’extrait utilisée (figure 20).

> Cistus salvifolius montre une activité inhibitrice nettement supérieure a Cistus albidus.

> Les extraits éthanolique de Cistus albidus et Populus alba semblent avoir un effet
inhibiteur d’efficacité similaire.

» M. aurum est plus sensible aux différents extraits que M. smegmatis.

La différence des diametres des zones d’inhibition peut €tre due a plusieurs facteurs, en
particulier a la nature des principes actifs (solubilité ou insolubilit¢ dans 1’eau et

1’éthanol), a leur concentration, et leur pouvoir de diffusion dans la gélose.

Biotechnologie Microbienne
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Figure 20 : Effet de la variation du volume d’extrait éthanolique de Cistus salvifolius sur la
croissance de M. aurum

I1- Méthode bioautographique

5- Sélection des extraits qui possedent la meilleure activité

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Evaluation de I’effet antimycobactérien des plantes étudiées en fonction du

solvant d’extraction utilisé

La plante L’extrait Diamétre de la zone
(fractions/ solvants) d’inhibition (mm)
Sur M. smegmatis
Populus alba hexane 8
dichlorométhane 21
Acétate d’éthyle 32
Meéthanol 23
Cistus salvifolius | Acétate d’éthyle Pas d’inhibition
Ethanol 14
Meéthanol 28
Cistus albidus | Acétate d’éthyle Pas d’inhibition
Ethanol 14
Meéthanol 18

Les résultats correspondent & la moyenne de deux répétitions
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Le but de cette expérience, est la sélection de 1’extrait qui posséde la meilleure activité.
Selon les resultats obtenus (tableau 5), on peut conclure que :
» Pour Populus alba la meilleure activité est obtenue pour 1’extrait a I’acétate d’éthyle.
De ce fait, cet extrait a été retenu pour la séparation par CCM.
> Les extraits méthanoliques de Cistus albidus et Cistus salvifolius (figure 21) ont
montré une meilleure activité. Par conséquent, ils ont été retenus pour le
fractionnement bioautographique.
» L’activité antimycobactérienne de Cistus salvifolius est supérieure a Cistus albidus,

ce qui confirme les résultats précédemment obtenues.

Extrait méthanolique de
C'.salvifolius

-

Extrait a I'acétate
d'éthyle de C.salvifolius

Figure 21 : Variation des zones d’inhibition de M. smegmatis en fonction des solvants utilisés
pour I’extraction de Cistus salvifolius
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6- Chromatographie sur couche mince (CCM)

Différents systémes d’éluant ont été utilisés pour la séparation des extraits de plantes étudiées
par CCM.

Tableau 6: Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice :

Systeme de Hex- AcOEt Hex-CCl CCIl/MeOH MeOH/Hex | BAW
solvants VIV VIV VIV v | VIVIV
utilises
proportions | 6/4 | 7/3 | 5/5 | 3/7 | 416 6/4 812 6/4 6/1,5/2,5
Résultats | + | - - -+ - - - -

(+) Meilleure séparation ; (-) pas de séparation
& L’Hex-AcOEt (6/4) est le systeme de solvant retenu pour la séparation de I’extrait a
I’acétate d’éthyle de Populus alba.
& L’Hex- AcOEt (4/6) est le systeme de solvant retenu pour la separation des extraits

méthanoliques de Cistus salvifolius et Cistus albidus.

I11- Purification des fractions actives

» Populus alba
Le fractionnement bioautographique a permis la mise en évidence d’une zone d’inhibition

correspondante a la bande verte (Z) (figure22).

Figure 22 : Localisation de la fraction active de 1’extrait de Populus alba
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La bande active et la bande témoin ont été purifiées puis testées pour leur aptitude a inhiber
M. smegmatis. Le témoin correspond a une bande inactive. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 7 :
Tableau 7 : Effet antimycobactérien de la bande active de Populus alba.

Coefficient de Diamétre de la zone
Fraction migration d’inhibition (mm)
Z (bande verte) 0,56 14
T (témoin) 0,17 Pas d’inhibition

Ces résultats (tableau 7) montrent que la bande Z posséde une activité antimycobactérienne,
ce qui confirme les résultats précédemment obtenus.

» Cistus salvifolius

Le fractionnement bioautographique a permis la mise en évidence de deux zones

d’inhibition (figure 23).

Figure 23 : Localisation des fractions actives de Cistus salvifolius

- Pour Cistus salvifolius, les zones d’inhibition obtenues et la zone témoin ont été purifiees et

testées pour leur capacité a inhiber M. smegmatis (tableau 8).
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Tableau 8 : Effet antimycobactérien des bandes actives de I’extrait de C. salvifolius.

Fractions de la plaque Cistus Rapport frontal Diametre de la zone
salvifolius (RF) d’inhibition
(mm)
7’1 (verte claire) 0,91 19
7’, (bande jaune) 0,58 15
Témoin (bande inactive) 0,72 Pas d’inhibition

Ces résultats indiquent que ’extrait de C. salvifolius contient au moins deux substances
actives (bandes Z’1 et Z2°2).

» Cistus albidus

Le fractionnement bioautographique a permis la mise en évidence d’une seule zone

d’inhibition (Figure 24).

Figure 24 : Localisation de la fraction active de Cistus albidus

La zone d’éclaircissement (Z") et la zone témoin (T), ont été purifiées et testées pour leur
capacité a inhiber M. smegmatis (tableau 9).
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Tableau 9 : Evaluation de I’effet antimycobactérien de la bande active obtenue pour 1’extrait

de C. albidus.

Fractions de la plaque Cistus Rapport frontal | Diamétre de la zone
albidus (Rf) d’inhibition
(mm)
z" 0,91 14
T 0,62 Pas d’ihnibition

Remarque : Pour les trois plantes, les résultats obtenus correspondent a plusieurs répétitions.

Contrairement a 1’extrait de C. salvifolius, qui posséde deux substances actives, 1’extrait de
C. albidus renferme un seul principe actif. Ce résultat pourrait expliquer le résultat
précédemment observé, a savoir ’extrait de C. salvifolius est plus actif que celui de
C. albidus.

V- Tests phytochimiques
» Populus alba

L’extrait de Populus alba a été testé pour la présence des flavonoides et des tanins. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Mise en évidence des flavonoides et des tanins dans I’extrait brut et la fraction
active de Populus alba

Populus alba Flavonoides Tanins
Extrait brut + -

Fraction active (2Z) - -

(+) présence et (-) absence

Ces résultats indiquent que 1’activité observée n’est due aux flavonoides ni aux tanins.

Biotechnologie Microbienne
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» Cistus salvifolius

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Mise en évidence des flavonoides et tanins dans 1’extrait brut et les fractions

actives de Cistus salvifolius

Cistus salvifolius

Flavonoides

Tanins

Extrait brut

+

+

Fraction active (Z’1)

Fraction active (Z’,)

(+) présence et (-) absence

Ces résultats montrent que ’effet antimycobactérien de C. salvifolius n’est pas dii aux

flavonoides et aux tanins.

» Cistus albidus

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 12 : Mise en évidence des flavonoides et tanins dans ’extrait brut et la fraction active

de Cistus albidus.

Cistus albidus

Flavonoides

Tanins

Extrait brut

+

+

Fraction active (Z")

(+) présence et (-) absence

Ces résultats montrent que la fraction Z" n’est pas constituées de flavonoides ou de tanins.

= L’ensemble de ces résultats permettent de conclure que I’effet antimycobactérien des

extraits des plantes ¢tudiées serait di a d’autres types de molécules (alcaloides,

polyphénol...etc.)
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Cette étude s’inscrit dans le cadre de recherche de nouvelles substances a effet
antimycobactérien. Notre travail est consacré a 1’étude de I’activité antimycobactérienne de
trois espéces de plantes appartenant aux genres Populus et Cistus, il s’agit de Populus alba,

Cistus salvifolius et Cistus albidus.

L’étude du pouvoir antimycobactérien des plantes a montré que les extraits aqueux et
éthanoliques de ces derniéres possedent un effet inhibiteur sur M. smegmatis et M. aurum.
La vérification de I’effet antimycobactérien des plantes par la méthode des disques a mis en
évidence la présence d’une corrélation positive entre la concentration en matiére seche

végétale et I’efficacité du pouvoir antimycobactérien.

L’¢évaluation du pouvoir antimycobactérien des plantes en fonction du solvant d’extraction
utilisé a montré que I’extrait d’acétate d’éthyle de Populus alba et les extraits méthanoliques

des Cistus présentent un effet inhibiteur important.

La séparation des extraits par chromatographie sur couche mince a permis d’identifier la

fraction responsable de I’activité antimycobactérienne.

Une étude phytochimique a été réalisée pour les extraits des plantes étudiées et a concerné la
recherche des flavonoides et des tanins. L’absence de ces composés dans les fractions
responsable de I’inhibition permet de conclure que I’activité antimycobactérienne des plantes

¢tudiées n’est pas due a ces composés.
En perspective, nous proposons de réaliser les études suivantes:

& Etude de I’effet des extraits sur les macrophages infectés par des mycobactéries.
< Etude la cytotoxicité des plantes.

& ldentification des principes actifs responsables de I’activité antimycobactérienne.
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