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Résumé

L’objectif de cette étude est porté sur la détermination de I'activité antibactérienne des molécules bioactives,
extraites a partir des plantes médicinales, contre les bactéries responsables de la maladie parodontale. Les
résultats concernant la mise en évidence de |’activité antibactérienne des extraits végétaux, indiquent que tous les
extraits présentent une activité antibactérienne vis-a-vis des souches cliniques (P. gingivalis et P. intermedia) et de
la souche de référence de P. gingivalis ATCC 33277, avec une efficacité plus ou moins variable selon la nature de
I'extrait testé.

Les résultats montrent que les extraits aqueux des quatre plantes, A. herba-alba O. ficus-indica, Camellia
sinensis et Phlomis crinita présentent des diametres d’inhibition du P. gingivalis qui varient entre 31.83+0.24 mm -
49.00+0.82 mm, 31.17£0.85 mm-48.83+1.03mm, 21.33+2.62mm- 42.00£2.62 mm et 07.54+0.36-10.50+£0.41mm,
respectivement. Les résultats obtenu avec la souche de référence P. gingivalis ATCC33277 pour tous les extraits,
étaient similaires a ceux obtenus avec les souches cliniques de P. gingivalis.

L'inhibition de P. intermedia par O. ficus-indica et Camellia sinensis a été tres efficace. Une trés bonne
corrélation significative (p<0.05) a été observée par la courbe de régression. Quant a I'huile essentielle (HE) d’A.
herba-alba, les résultats affichent des diamétres d’inhibition de 15+0,00mm a 400,08 mm et de 18,33%+0,47a
34.63+0.44 mm pour P. gingivalis et P. intermedia, respectivement.

Mots clés : A. herba-alba O. ficus-indica, Camellia sinensis et Phlomis crinita, Polyphénols totaux, activité
antibactérienne, maladie parodontale, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia

Summary

The aim of this study is to determine the antibacterial activity of bioactive molecules, extracted from medicinal
plants, against the bacteria responsible for periodontal disease. The results concerning the demonstration of the
antibacterial activity of the plant extracts indicate that all the extracts show an antibacterial activity with respect to
the clinical strains (P. gingivalis and P. intermedia) and of the reference strain of P. gingivalis ATCC 33277, with a
more or less variable efficiency depending on the nature of the extract tested.
The results show that the aqueous extracts of the four plants, A. herba-alba O. ficus-indica, Camellia sinensis and
Phlomis crinita have diameters of inhibition of P. gingivalis which vary between 31.83 + 0.24 mm - 49.00 + 0.82
mm, 31.17 + 0.85mm-48.83 + 1.03mm, 21.33 + 2.62mm-42.00 £ 2.62mm and 07.54 + 0.36-10.50 + 0.41mm,
respectively. The results obtained with the reference strain P. gingivalis ATCC33277 for all the extracts were similar
to those obtained with the clinical strains of P. gingivalis.
Inhibition of P. intermedia by O. ficus-indica and Camellia sinensis was very effective. A very good correlation (p
<0.05) was observed by the regression curve. This explains the link that exists between the concentrations of the
plant extract therefore in PPT (total polyphenols). As for the essential oil (HE) of A. herba-alba, the results show
inhibition diameters of 15+0,00 mm a 40+0,08 mm and 18,33+0,47a 34.63+0.44 mm for P. gingivalis and P.
intermedia, respectively.

Key words: A. herba-alba O. ficus-indica, Camellia sinensis and Phlomis crinita, total polyphenols,

antibacterial activity, periodontal disease, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia
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La cavité buccale abrite un des écosystémes les plus complexes de 1’organisme et représente une
importante voie d’entrée d’agents responsables de maladies infectieuses (Grenier et Mayrand,
2000 ; Bodet et al., 2007).

Les maladies parodontales sont des maladies inflammatoires d’origine bactérienne trés
répandues (Houle et Grenier, 2003 ; Anagnostou et al., 2011), impliquant un groupe de
bactéries anaérobies a Gram négatif. A la différence des gingivites, états inflammatoires
réversibles, les parodontites se caractérisent par la destruction irréversible des tissus de soutien
de la dent. La destruction de tissus du parodonte est le résultat d’une réponse immuno-
inflammatoire faible de I’organisme contre les bactéries locales. Non traitées, les parodontites
entrainent a terme une diminution du support parodontal et la perte de la dent (Anagnostou. et
al., 2011).

Aujourd’hui de nombreux travaux reconnaissent 1’influence des parodontites sur I’état de
santé générale. En effet, les relations entre les parodontites, les maladies cardiovasculaires, le
diabéte, les naissances prématurées, les maladies respiratoires, la PR ou les cancers ont été
décrites ( Anagnostou et al., 2011 ; Buxeraud, 2017) . Ainsi, tout foyer infectieux d’origine
dentaire, qui entretient une septicité buccale permanente et une inflammation chronique, peut
avoir une incidence sur I’organisme, entrainer des manifestations a distance et interférer avec
certaines maladies systémiques (Buxeraud, 2017). D’ailleurs, depuis quelques années, les liens
entre maladies parodontales et maladies systémiques sont étudiés avec sérieux par la

communauté scientifique (Buxeraud, 2017).

Des études épidémiologiques ont révélé qu’environ 10% de la population est atteinte de
la forme sévére et généralisée. Les principaux agents pathogénes impliqués dans la parodontite
sont: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Tannerella  forsythia, Corredens Eikenella et
Treponema denticola (Zarco et al., 2012 ; Filoche et al., 2010; Dashiff et Kadouri, 2011).
Parmi ces microorganismes, le Porphyromonas gingivalis est considéré comme un agent a haut

pouvoir pathogéne. Aussi, le genre Prevotella est couramment impliqué dans presque tous les
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types d'infections buccales, telles que les caries et les infections des canaux radiculaires, les

maladies parodontales et péri-implantaires (Gursoy et al., 2017).

Au cours de la derniére décennie et compte tenu de ’apparition de bactéries de plus en
plus résistantes aux antibiotiques, les études se sont tournées vers les plantes médicinales ayant
une activité bactéricide et anti-inflammatoire susceptibles de soigner ces pathologies buccales.
Les plantes représentent une source tres riche de composés naturels susceptibles d’avoir des
activités antimicrobiennes, sachant que certaines ont été incorporées dans les produits d'hygiene
buccale (Jhajharia, et al., 2015). Cependant, leur application en pathologie buccales est récente

et reste insuffisante.

Actuellement, de nombreuses bactéries sont devenues résistantes aux antibiotiques a large
spectre de 1’arsenal pharmaceutique, cette résistance pose un probléeme majeur dans la lutte
contre les agents infectieux. De plus, les antibiotiques sont inefficaces contre les maladies
virales (Billerbeck, 2007). Aussi, la recherche d’agents anti- infectieux naturels est devenue un

enjeux majeur de la recherche pharmaceutique.

Par ailleurs, I’eau, I’environnement et les aliments contaminés par des bactéries résistantes
peuvent contribuer a la propagation de ces bactéries transmissibles a ’homme ou aux animaux et
ont par conséquent I’objet d’une surveillance accrue (Toitot et al., 2016). Egalement, les résidus
de médicaments peuvent agir sur les composants écologiques des sols, notamment sur la
microflore. Il est ainsi possible d’affecter directement les micro-organismes de ces sols en
particulier avec les résidus d’antibiotiques. En effet, ces derniers sont faiblement dégradés par les
STEP, en particulier les quinolones (ciprofloxacine, norfloxacine...), les nitro-imidazoles et les
sulfonamides (Haguenoer et al., 2008). En France, il existe 158 000 cas d’infections a bactéries
multi-résistantes par an et 12 500 déces (Toitot et al., 2016).

Le but de notre travail de recherche est de contribuer a la prévention et au traitement des
maladies parodontales par la recherche de molécules naturelles courantes non toxiques ou peu
nocives pouvant étre utilisées a long terme, en vue de développer la phytothérapie comme

méthode alternative en médecine buccale.

Dans cette présente eétude, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a 1’extraction

des polypheénols totaux et a 1’étude de leur activité antibactérienne a 1’égard de souches cliniques
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isolées a partir de patients atteints de la maladie parodontale. Les quatre plantes utilisées sont
trois d’origine locale et une cultivée en Chine : Artemisia herba-alba, Opuntia ficus-indica,

Phlomiscrinita et Camellia sinensis.

Le choix de ces plantes réside dans leur richesse en molécules bioactives dotées de plusieurs
activités biologiques notamment leur pouvoir antibactérien, d’ou 1’importance de valoriser les

plantes médicinales locales et d’exploiter leurs vertus.

Les méthodes d’extraction utilisées choisies sont la macération dans 1’eau pour extraire les
polyphénols totaux et I’hydrodistillation pour extraire les huiles essentielles en vu de réduire la
consommation de solvants et de garantir un extrait de qualité pouvant étre utilisé pour une étude

clinique.

Des analyses physicochimiques et spectroscopiques ont été effectuées pour caractériser les
échantillons utilisés et pour controler la qualité des produits obtenus (extrait aqueux et huile

essentielle).

Une identification qualitative a été réalisee sur les huiles essentielles extraites par la
technique GC/MS afin d’identifier leurs composants abondants responsables de leurs activités

biologiques.

Les souches cliniques isolées ont été identifiées dans un premier temps par leur caractére
phénotypique et dans un deuxiéme temps par les techniques moléculaires comme la PCR, la
technique de MALDI-TOF/MS et le séquengage.

Cette thése comporte deux grandes parties :

— Une partie bibliographique consacrée aux généralités sur la maladie parodontale, aux
plantes médicinales et enfin aux molécules bioactives contenues dans ces plantes
ainsi que leurs activités biologiques.

— Une partie expérimentale consacrée aux matériel et méthodes, a la discussion et a
I’interprétation des résultats obtenus. Cette partie se termine par une conclusion

consacrée a une synthése des résultats acquis et les perspectives dégagées.
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Le macrobiote oral humain est I'un des biofilms les plus diversifiés qui colonisent la cavité
buccale composé de plus de 700 taxons individuels (Frias-Lopez, 2014 ; , Acharya et al.,
2017 ; , Esteban-Fernandez et al., 2017). Les caries et les maladies parodontales, deux
maladies buccales les plus répandues, sont le résultat d'une biochimie microbienne saine devenue
dysbiotique en raison de mécanismes qui ne sont pas completement compris (Frias-Lopez,
2014). Ce sont des cas particuliers de maladies infectieuses dans lesquelles I'origine de l'infection
n'est pas un organisme exogene, mais un organisme commensal qui, en quelque sorte, surpasse et
modifie les caractéristiques de la biochimie microbienne a son avantage (Frias-Lopez, 2014).
L'origine de la microbiologie bucco-dentaire est étroitement liée aux débuts de la microbiologie
en tant que science. Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) a été le premier scientifique a
décrire les microorganismes du biofilm oral (communément appelé plaque dentaire). A l'aide de
son microscope primitif, il a pu décrire avec une grande précision un grand nombre de
microorganismes de différentes formes, identifiés plus tard comme habitants communs du
biofilm oral qui se développent sur les dents, également appelée plaque dentaire. En septembre
1683, Leeuwenhoek transmet a la Société royale ses observations faites a partir d’un échantillon
de la plaque prélevée de la surface de ses propres dents : «je n'ai pas nettoyé mes dents pendant
trois jours, puis jai pris le matériel qui a été déposé en petites quantités sur les gencives au-
dessus de mes dents de devant. Jai trouvé quelques animaux vivants . Avec de simples
descriptions, Antonie van Leeuwenhoek venait d’initier I'étude de I'écologie microbienne buccale
en donnant une premiére indication de la complexité de la communauté bactérienne qui colonise
notre cavité buccale. Au cours de ces dernieres années, la plaque dentaire a été décrite et
comparée a un biofilm qui peut contenir des bactéries, des archées, des virus et des levures.
Néanmoins, la grande majorité de la biomasse buccale est d'origine bactérienne (Frias-Lopez,
2014).

La notion de biofilm actuelle n’est apparue qu’a la fin des années soixante-dix. Le biofilm se
définie comme un film de microorganismes, d’une ou de plusieurs especes, adhérant a une
surface submergée ou soumise a un environnement aqueux. Ces cellules microbiennes se
développent dans une matrice formée de biopolymeres, principalement des polyosides et aussi
des protéines et des acides nucléiques, excrétées par certains microorganismes a divers moments

de leur cycle cellulaire (Chardin et al., 2006).
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1.1. Les biofilms buccaux

Chez I’homme, la flore buccale est trés complexe et diversifiée. Elle est constituée de parasites
eucaryotes, de champignons et levures, de mycoplasmes et de plus de 500 espéces bactériennes.
Les bactéries sont les plus abondantes, six milliards de nouvelles bactéries seraient produites en
1 ou 2 heures dans la bouche de chaque individu (Chardin et al., 2006 ; , Esteban-Fernandez
et al., 2017). Ces populations qui cohabitent dans un site particulier «habitat» interagissent entre
elles (antagonisme et synergisme) pour constituer une communauté microbienne (LAbbé et al.,
1998).

Cette coexistence prend la forme de plaque bactérienne appelée aussi biofilm dentaire (Chardin
et al., 2006).

Tableau n°1 : La flore buccale en quelques chiffres (Chardin et al., 2006)

Un individu 10" cellules eucaryotes
10" bactéries

Dans la cavité buccale 10" bactéries-plus de 500 espéces différentes
En 2 heures, 6 milliards de bactéries sont renouvelées
En 4 heures, il a entre 2,5 x 10° et 6,3 x 10° bactéries par mm? sur la dent

1 mg de biofilm dentaire = 10° bactéries

Sur les cellules épithéliales | Face interne des joues pour une cellule: 0 & 25 bacteries

Face dorsale de la langue pour une cellule: 100 bactéries

Cette diversité bactérienne nécessitera pour vivre et se développer dans ce milieu, de trouver des
surfaces d’adhésions favorables. Ainsi, chaque habitat a ses criteres, lesquels permettent a
certaines populations de dominer sur un site et de subir sur un autre. Ces facteurs incluent les
récepteurs appropriés d’attachement, la présence de nutriments essentiels et de cofacteurs de
croissance, ainsi que le pH, un potentiel d’oxydo-réduction et un environnement gazeux adapté
(Chardin et al., 2006).

Les surfaces dentaires et parodontales sont constamment baignées dans deux liquides
physiologiques difféerents: La salive et le fluide gingival. L’environnement supra-gingival est
baigné par la salive, tandis que 1’environnement sous-gingival est baigne par le fluide du sillon

gingival et la salive (Chardin et al., 2006).
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Au niveau de la dent, les microorganismes s’organisent en biofilm. Le biofilm dentaire constitue
un habitat important de la cavité buccale. Il s’agit d’'une communauté microbienne organisée
dans une matrice extracellulaire complexe composée de produits extracellulaires microbiens et
de composants salivaires. Au niveau de la dent, les microorganismes s’organisent en biofilm. Le
biofilm dentaire (fig. n°01) consiste en une communauté microbienne organisée dans une matrice
extracellulaire complexe composée de produits extracellulaires microbiens et de composants
salivaires. La composition microbienne du biofilm dentaire varie dans le temps et selon les sites.
Le biofilm dentaire se développe préférentiellement sur les surfaces protégees des frictions
mécaniques comme les faces proximales de dents contigués ou 1’espace sous-gingival (Chardin
et al., 2006). Les bactéries peuvent se localiser aussi bien a la surface des dents et des cellules
épithéliales que dans I’espace gingivo-dentaire ou la salive. La présence de récepteurs
(adhésines) permettant I’attachement des bactéries aux diverses surfaces buccales constitue un
facteur importantdominant pour la colonisation des différents sites de la bouche (LAbbé et al.,
1998).

La fixation de bactéries pionnicres est 1’étape initiale de la formation du biofilm dentaire. Seul un
nombre restreint d’espéces bactériennes peut se fixer directement sur la PAE (pellicule exogene
aquise). Ces bactéries possédent a leur surface des adhésines qui reconnaissent spécifiquement
des récepteurs de la PAE. Elles n’assurent pas la diversité du biofilm dentaire, mais leur présence
est indispensable a la fixation ultérieure d’autres especes bactériennes.

Le biofilm dentaire est un biofilm dynamique, partiellement détruit lors du brossage des dents
qui se reforme rapidement sur la PAE. Sa formation se déroule en plusieurs étapes successives
illustrées sur la figure n° 1(a, b) (Chardin et al., 2006 ; , Esteban-Fernandez et al., 2017).

La présence d’'une PAE composée essentiellement de glycoprotéines est la condition majeure a la

constitution du biofilm dentaire (Frias-Lopez, 2014).

1.1.1. L’attachement réversible
Les streptocoques du groupe mitis sont souvent les organismes pionniers (Chardin et al., 2006 ;,
Willems et al., 2016). L’adhérence résulte d’interactions physico-chimiques non spécifiques

entre la bactérie et les surfaces (fig. n° 1(a)) (Chardin et al., 2006).
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1.1.2. L’attachement irréversible

I fait intervenir des interactions non sélectives et des interactions sélectives. Les interactions non
sélectives s’établissent entre une surface bactérienne globalement chargée négativement et la
PAE. En effet, I’acide lipotéichoique des bactéries a Gram positif ou le LPS des bactéries a Gram
négatif conférent a la surface bactérienne une charge négative. Les bactéries se lient a la PAE
chargée négativement par ’intermédiaire de cations divalents (notamment les ions Ca®")
(Chardin et al., 2006).

La colonisation sélective implique des interactions spécifiques ou stéréochimiques entre les
adhésines bactériennes et les récepteurs de 1’hdte (exemples: interaction de type ligand-récepteur
et de type enzyme-substrat) (Chardin et al., 2006 ; , Willems et al., 2016). Il s’agit de liaison de
haute affinité, permettant aux bactéries de se maintenir sur les surfaces dentaires pour une longue

période.

1.1.3. Interactions bactériennes

Les maladies parodontales sont essentiellement des maladies de la communauté microbienne
(Kuboniwa et al., 2009). L’adhérence bactérienne (figure n° 1 (b)) correspond a la liaison entre
2 bactéries libres et la co-adhérence a la liaison d’une bactérie libre sur une autre déja fixée. Ces
reconnaissances bactérie-bactérie sont le résultat d’interactions spécifiques entre une protéine de
surface d’une bactérie et le récepteur complémentaire de la bactérie «partenaire» (Chardin et
al., 2006). Ces interactions entre les constituants de ces communautés et entre les communautés
et les cellules et tissus hétes sont d'une importance fondamentale pour déterminer la santé ou le

statut pathologique du parodontium (Kuboniwa et al., 2009).
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PHASE 1

PHASE 2

PHASE 3

Figure n° 1(a): Chronologie de la formation du biofilm dentaire de I’étape 1 a I’étape 3 (Chardin et al., 2006)
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PHASE 4
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Figure n° 1(b): Chronologie de la formation du biofilm dentaire de I’étape 4 a I’étape 5 (Chardin et al., 2006)



La maladie parodontale

Chapitre 1

La co-adhérence (co-agrégation) peut étre homotypique (interaction entre la méme espéce) ou
hétérotypique. Les avantages de la co-agrégation comprennent la production de matrices
extracellulaires protectrices, la production d'éléments nutritifs, I'élimination des toxines,
I'amélioration de la croissance (Willems et al., 2016). Ce phénomeéne est important dans
I’épaississement du biofilm dentaire (Chardin et al., 2006). Outre les interactions physiques, les
microbes utilisent la sécrétion de signaux chimiques diffusibles pour faciliter la communication
entre les membres de la communauté de biofilms; il s’agit d’une véritable messagerie des

bactéries appelées le quorum sensing (QS) (Willems et al., 2016).

1.1.4. Maturation du biofilm

Un biofilm oral est une communauté tridimensionnelle polymicrobienne de nombreuses espéces
microbiennes, intégrées dans une matrice qui se compose de produits métaboliques microbiens et
/ ou de composants hétes, comme les glycoprotéines salivaires (Willems et al., 2016).

Un biofilm oral typique commence par la formation de la pellicule émaillée couvrant la surface
de la dent, résultant d'une couche de protéines et de glucides dérivés de lI'adsorption sélective de
composants salivaires. Les bactéries pionnieres sont capables de résister a de fortes
concentrations en oxygéne et aux divers mécanismes d’¢limination de la cavité buccale
(Chardin et al.,, 2006). Ces espéces sont souvent du groupe streptocoques, s'attachent
activement a la surface de la dent, le font via une adhésion sélective des adhésifs-récepteurs.
Bien que I'adhérence initiale a la surface de la dent puisse se produire aussi vite que 5min, il faut
jusqu'a plusieurs heures pour que le biofilm oral atypique se développe pleinement (Willems et
al., 2016 ; , Esteban-Fernandez et al., 2017). Les espéces bactériennes (figure n° 1 (b)),
«colonisateurs secondaires ou tardifs», appartiennent principalement aux genres a Gram négatif :
Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Veillonella, Prevotella, Treponema...(Chardin
et al., 2006 ;, Willems et al., 2016).

L’accroissement du biofilm, conséquence de la division cellulaire et de la co-adhérence de
nouvelles cellules, constitue 1’étape de maturation. En réponse aux conditions physico-chimiques
de I’environnement, quelques bactéries du biofilm se détachent pour coloniser de nouvelles

surfaces et reformer un biofilm, ou sont dégluties (Chardin et al., 2006).
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1.2. Le parodonte

Le parodonte (figure n° 2) est un organe dont la seule mission connue est de maintenir les dents
solidement et durablement attachés aux maxillaires et de les mettre en relation avec le reste de
I’organisme (Charon et Mouton, 2003). Il est composé de quatre tissus qui entourent et
soutiennent la dent: la gencive, 1’os parodontal, le ligament alvéolo-dentaire ou ligament
parodontal ou desmodonte et le cément. La gencive est constituée d’un tissu conjonctif recouvert
d’un ¢épithélium kératinisé ou d’épithélia non kératinisés. Le repli que forme la gencive
marginale en se fixant sur la dent est appelé sillon gingivo-dentaire ou sulcus. Sa profondeur
moyenne est de 2 mm. La fixation sur la dent se fait & jonction entre la couronne dentaire, la
racine, I’os et la gencive, par un systéme d’attache épithélio-conjonctive qui évite le risque de
communication entre la cavité buccale et 1’os. Le sillon gingivo-dentaire est constamment baigné
par un flux liquidien passant au travers de 1’épithélium de jonction, le fluide gingival (Chardin
et al., 2006). Le ligament parodontal est un tissu conjonctif dense d’origine ecto
mésenchymateuse situé entre 1’os alvéolaire et le cément (Charon et Mouton, 2003 ; , Chardin
et al., 2006). Le cément et 1’0s parodontal sont des tissus conjonctifs minéralisés. Le cément via
le ligament parodontal, relie la dent a la paroi alvéolaire osseuse. Il recouvre la racine dentaire et
sert de support aux fibres de collagénes desmodontales. L’os parodontal comprend des alvéoles
dans lesquels sont logées les racines dentaires (Charon et Mouton, 2003 ; , Chardin et al.,
2006).

1.3.Les maladies parodontales

Les maladies parodontales sont des maladies inflammatoires poly-microbiennes infectieuses
(Chardin et al., 2006 ; , Ahn et al., 2016), de type mixte, a prédominance anaérobie (Chardin
et al., 2006). Elles affectent les tissus de soutien dentaire et se caractérise par une perte
d'attachement parodontal, y compris I'os alvéolaire. L'étiologie de la maladie est multifactorielle
(Winkelhoff et al., 2002 ; , Borsanelli et al., 2017) due a un déséquilibre de 1’écosystéme
buccal (Chardin et al., 2006). Ce déséquilibre di aux variations de la physiologie de I’hote et de
plusieurs facteurs tels que des habitudes hygiéniques, facteurs génétiques et environnementaux

, e traduit par un passage d'un biofilm associé a la santé a un biofilm associé a la maladie
(Frias-Lopez, 2014 ; , Esteban-Fernandez, 2017).
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Figure n° 2 : Pathologie de la maladie parodontale. E: émail, D: dentine, PC: pulpe camérale, PR: pulpe
radiculaire, LP: ligament parodontal, C: cément, FA: foramen apical, PVN: plexus vasculo-nerveux, OA: 0s
alvéolaire, PP: poche parodontale, EG: épithélium gingival, CG: conjonctif gingival, Ca: canaux apicaux, C

lat: canaux latéraux (Chardin et al., 2006)

Les sites sous-gingivaux représentent une niche écologique pour de nombreux genres bactériens
représentés par plus de 300 espéces. Ces especes bactériennes cohabitent habituellement en
harmonie. Cependant, lorsque certaines conditions favorisent I’émergence d’une espece avec un
potentiel pathogene, au détriment des autres membres de la communauté, les maladies
parodontales font leur apparition (Labbé et al., 1998).

Les maladies parodontales se divisent en gingivites et parodontites (Labbé et al., 1998 ; ,
Chardin et al., 2006).

La gingivite désigne une inflammation réversible (Labbé et al., 1998 ; , Willems et al., 2016),
non spécifiques des tissus mous qui entourent les dents. Elle résulte de 1’augmentation du
nombre de bactéries (& Gram négatif et/ou a Gram positif) présentes au niveau des sulcis
entrainant une réponse inflammatoire robuste (Chardin et al., 2006 ; , Willems et al., 2016).

De nombreuses perturbations internes ou externes, y compris I'hygiéne buccale,
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I'immunosuppression transitoire, les blessures ou les facteurs alimentaires peuvent déclencher la
gingivite. Lorsqu'elle n’est pas traitée, la gingivite peut devenir chronique et évoluer en
parodontite, une manifestation orale irréversible et tres émouvante (Willems et al., 2016).

Les parodontites sont le résultat d’une réponse inflammatoire (aigue ou chronique) des tissus
plus profonds du parodonte (Chardin et al., 2006). Elles se manifestent par une destruction de
I’ensemble des tissus de soutien de la dent incluant 1’os alvéolaire et le ligament parodontal, avec
formation d’une poche parodontale (Labbé et al., 1998 ; , Willems et al., 2016). La parodontite,
est responsable de la moitié de la perte de dent chez les adultes et constitue un probleme de
santé publique majeur compte tenu de son incidence élevée et de son implication avec divers
désordres systémiques (Frias-Lopez, 2014).

La maladie parodontale se développe quand 1’équilibre de la communauté bactérienne sous-
gingivale est rompu en faveur des bactéries parodontopathogénes, qui remplacent le macrobiote
commensal (Chardin et al., 2006). D’apreés certains chercheurs, les consortiums polymicrobiens
perturbent I'homéostasie des tissus en manipulant les voies de signalisation de [I'héte,
compromettant I'immunité innée des muqueuses. Ce déséquilibre provoque un changement dans
I'abondance relative des microbes pathogeénes, ce qui entraine I’inflammation (Willems et al.,
2016).

Ces maladies affectent plus des deux tiers de la population mondiale. La parodontite est une
maladie complexe, avec de multiples facteurs causaux modulant de maniére interactive et
simultanée l'initiation, la progression et la gravité de son cours. Quatre principaux facteurs de
risque sont reconnus aujourd'hui, le premier étant le microbiote dentaire et subgingival, en plus
de la variabilité génétique individuelle, du style de vie et des facteurs systémiques. Une attention
particuliere a déja été accordée a l'identification des microorganismes périodontopathiques
spécifiques, car l'apparition et les caractéristiqgues des maladies parodontales sont étroitement

liées aux changements dans I'habitat physiologique buccal (Santigli et al., 2016).

1.4. Les bactéries parodontopathogénes

Entre 500 et 700 taxons ont été isolés a partir de sulci gingivaux sains et/ou pathologiques.
(Chardin et al., 2006 ; , Santigli et al., 2016). Certains seulement, seuls ou en combinaison,
s’ils ont atteint une concentration critique, ont la capacité de dominer le microbiote oral

(Chardin et al., 2006).
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Des études ont confirmé la grande diversité du microbiote oral (figure n° 3) et les taxons
prédominants dans des échantillons sains appartenaient a Firmicutes (genre Streptococcus,
famille Veillonellaceae, genre Granulicatella), Proteobactéries (genre Neisseria, Haemophilus),
les Actinobactéries (genre Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), tandis que les Bacteroidetes
(Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Capnocytophaga, Porphyromonas) et
Fusobacteria (genre Fusobacterium) semblent étre plus associés a la maladie (Frias-Lopez, 2014
;, Shoji et Nakayama, 2015 ; , Esteban-Fernandez et al., 2017).

En effet, cinqg complexes de bactéries sont donc associés a la maladie parodontale dans une
mesure variable. Le complexe rouge, qui contient les bactéries les plus fortement liées a la

parodontite, a été largement étudié (Santigli et al., 2016).

La présence du complexe rouge (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia et Treponema

denticola) a été associé plus fréiqguemment aux indicateurs cliniques des maladies parodontales.

Selon Charon et Mouton, 2003, la perte d’attache serait associée a la présence de trois especes
du complexes rouge. Ce qui explique que les bactéries au sein des complexes et les complexes
eux-mémes se regroupent non au hasard mais selon des lois dont seules les interactions
bactéries/bactéries et hote/bactéries de 1’écosystéme parodontal peuvent rendre compte.

Il a été suggéré que toutes les bactéries associées a la parodontite ne sont pas des habitants
normaux d'une dentition parodontale. En particulier, Porphyromona gingivalis et Actinobacillus
actinomycetemcomitans ont été rarement isolés chez des sujets sans parodontite (Winkelhoff et
al., 2002). A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides
forsythus, Fusobacterium nucleatum et Peptostreptococcu micros étaient significativement plus
fréquents chez les patients que chez les témoins. Les taux de probabilité les plus élevés ont été
trouvés pour A. actinomycetemcomitans et P. micros, respectivement. En effet, B. forsythu et P.
gingivalis sont les marqueurs bactériens les plus puissants de cette maladie (Winkelhoff et al.,
2002).

Le microbiote dans les manifestations chroniques et séveres de la maladie parodontale est enrichi
en bactéries anaérobies Gram-négatives. Parmi ceux, le Porphyromonas gingivalis, un agent

pathogene oral clé qui peut envahir les cellules épithéliales et interférer avec les réponses
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immunitaires de I'hote et les mécanismes du cycle cellulaire (Gao et al., 2016). Bien que la
plupart des especes bactériennes dans la plaque sous-gingivale des patients atteints de
parodontite puissent également étre trouvées chez des sujets sans parodontite. P. gingivalis est
rarement détecté chez des individus sans destruction parodontale (Winkelhoff et al., 2002).

Les bactéries impliquées dans la parodontite s'accumulent dans la plaque sous-gingivale qui
comprend principalement des cellules anaérobies strictes Gram négatives. Le groupe des germes
anaérobies pigmentées est fortement associé aux infections parodontales destructrices et le
principal agent pathogéne dans ce groupe est le Porphyromonas gingivalis (Winkelhoff et al.,
1996 ; , Borsanelli et al., 2017). De nombreux auteurs suggérent que cet organisme pourrait ne
pas étre un habitant normal d'une dentition parodontale. De plus, les espéces les plus fortement
associees a la destruction parodontale étaient P. gingivalis et B. forsythus (Winkelhoff et al.,
2002).

Cela montre que la simple présence de P. gingivalis dans la zone sous -gingivale ne conduit pas
nécessairement a une infection parodontale destructrice et confirme I'hypothése selon laquelle les
pathogenes parodontaux sont essentiels a la pathogenese de la parodontite mais pas assez pour
déclencher la destruction du parodonte. Apparemment, un hoéte sensible et / ou la présence
d'autres microorganismes pathogenes sont nécessaires pour initier la maladie (Winkelhoff et al.,
2002).

Des agents pathogenes parodontaux putatifs autres que P. gingivalis pourraient étre détectés et
leur association avec la parodontite a également été établie. A I'exception de C. rectus, toutes les
bactéries cibles ont été positivement associées a une parodontite avec des rapports de chances
allant de 3.1 pour A. actinomycetemcomitans a 10.4 pour B. forsythus. Des rapports inférieurs,
mais significatifs, ont également été trouvés pour A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, F.
nucleatum et P. micros (Winkelhoff et al., 2002).

Fusobacteriumnucleatum, une bactérie anaérobie stricte gram-négative, joue un role majeur dans
la formation du biofilm périodontique comme un pont entre les colonisateurs pionniers et tardif.
Certes P. intermedia est couramment impliquée dans presque tous les types d'infections
buccales, telles que les caries, les infections des canaux radiculaires et les maladies parodontales
(Santigli et al., 2016 ; , Gursoy et al., 2017).
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Le role probable des spirochétes dans I'étiologie des maladies parodontales a €té reconnu depuis
plus d'un siecle. Trés probablement, les spirochétes étaient les premiers ou parmi les premiers
agents a causer ces infections puisque la flore sous gingivale de sujets atteints de parodontite
sévére est caractérisée par la présence d’un nombre important de Spirochétes contrairement aux

sites parodontaux des sujets sains (Haffajee et al., 2005).

P. gingivali est un agent pathogéne parodontal qui réside dans une communauté multispécifique
de biofilm microbiologique connue sous le nom de plaque dentaire (Kuboniwa et al., 2009).
C’est une bactérie asaccharolytique, qui utilise des acides aminés ou des peptides dégradés
dérivés de protéines comme sources d'énergie. Ces acides aminés et peptides peuvent étre
générés via 1’action des protéases bactériennes sur les protéines sériques et tissulaires (Houle et
Grenier, 2003). En effet, les protéases produites par cette bactérie, sont impliquées dans la
nutrition mais également dans 1’adhérence et la destruction des tissus parodontaux (Bodet et al.,
2006 ). Ces protéases sont des protéines de virulence « gingipaines ». Les gingipaines sont
sécrétée via le systeme de sécrétion de type IX (T9SS) réecemment identifié. Ces protéines de
virulence ont une région de domaine C-terminal conservée (CTD : C-terminal domain), qui est

utilisée comme signal de secrétion (Shoji et Nakayama, 2015).

1.4.1. Porphyromonas gingivalis

Bien que colonisateur tardif ou secondaire de la cavité buccale, P. gingivalis reste 1’agent causal
majeur dans I’initiation et la progression de la maladie parodontale (Slots and Ting, 1999 ; ,
Meuric et al., 2007 ; , Esteban-Fernandez et al., 2017 ; , Jang et al., 2017). En effet, cette
bactérie est le plus souvent le membre dominant de la flore cultivable des poches parodontales en
phase active de destruction. L’arsenal de facteurs de virulence dont il dispose, en particulier sous
forme d’enzymes protéolytiques, est important et lui permet de coloniser 1’espace sous-gingival,
de perturber le systétme de défense de 1’h6te, d’envahir et de détruire les tissus parodontaux
(Bodet et al., 2007). Les attributs majeurs du pouvoir pathogéne de P. gingivalis sont les
adhésines, le LPS, les enzymes, en particulier protéolytiques, et les vésicules (Charon et
Mouton, 2003).
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Figure n° 3 : Différentes espéces bactériennes provenant d'échantillons de plaques sous-gingivales

apparaissent ensemble formant différents groupes bien définis. La figure montre les différents complexes de

bactéries qui apparaissent en association avec une plaque sous-gingivale. Le complexe rouge apparait

toujours associé a une parodontite sévere et non a des échantillons sains. La fleche rouge montre la succession

de complexes de santé & la maladie ainsi que leur emplacement dans la poche parodontale (Frias-Lopez,

2014).

1.4.2. Prevotella intermedia

La présence en grand nombre de P. intermedia a été mise en évidence tout particulierement dans

la gingivite ulcéronécrotique, les gingivites inflammatoires et différentes parodontites (Charon

et Mouton, 2003). Elle exprime des facteurs de virulence puissants tels que la collagénase,

protéinase, l'endotoxine, les hémolysines, l'invasion cellulaire et le facteur inhibiteur des

fibroblastes et est fréeqguemment associés a la parodontite chez I'homme et chez plusieurs autres

especes (Borsanelli et al., 2017).

la
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1.5. Les maladies systémiques liées a la parodontite

La parodontite est une maladie a médiation inflammatoire qui a également de nombreuses
corrélations avec l'obésité, I'nypertension artérielle, le diabéte et les maladies cardiaques
(Simpson et Thomas, 2016) (figure n° 4 et n° 5).

Les poches profondes observées dans la parodontite représentent de véritables réservoirs de
bactéries permettant a ces dernieres et a leurs produits, comme le lipopolysaccharide (LPS),
d’entrer dans le flux sanguin. Ainsi, I’agression bactérienne des tissus du parodonte entraine une
réponse immunitaire pro-inflammatoire locale et, dans des cas extrémes, peut entrainer une
bactériémie ou une septicémie. Cette réponse immuno-inflammatoire locale est a 1’origine de la
libération de nombreux mediateurs inflammatoires produits dans les tissus parodontaux : les
cytokines pro-inflammatoires, les chimiokines, la protéine C-réactive (CRP), les protéases
extracellulaires bactériennes spécifiques, telles que les PAD (peptidyl arginine deiminase) et les
Arg- gingipaines (RgpA et RgpB). Une fois libérés, ces différents médiateurs agissent non
seulement au niveau des tissus parodontaux, mais peuvent également étre disséminés sur
I’ensemble de I’organisme, générant ainsi des perturbations systémiques (Willems et al., 2016).
La PR (polyarthrite rhumatoide) a été associée a la maladie parodontale et plus spécifiquement a
la capacité de P. gingivalis (d’induire une citrullination de divers protéines par 1’intermédiaire
des enzymes PAD) a désaminer les protéines hétes par l'intermédiaire de I'activité PAD
extracellulaire. Cela conduit directement a la production d'auto anticorps antiprotéines
citrullinées (ACPA) (Willems et al., 2016). Une corrélation a bien été retrouvée entre un taux
¢levé d’anticorps anticitrulline et I’incidence des parodontites associées a une PR. Ces anticorps
formeraient des complexes immuns au sein des articulations, qui seraient a 1’origine des atteintes
articulaires. Les parodontites inductrices de citrullination pourraient avoir une place dans
I’étiologie de cette maladie (Buxeraud, 2017).

Des études épidémiologiques ont démontré que les maladies parodontales et la perte de dent sont
associées de facon significative a plusieurs cancers tels que le cancer de la bouche, le cancer

gastrique et le cancer du pancréas et peuvent méme concerner la survie (Gao et al., 2016).

L'évasion immunitaire médiée par P. gingivalis, l'inhibition de I'apoptose, la conversion des
carcinogenes, l'induction de MMP-9 (Matrix metallopeptidase 9) et la dysbiose du microbiote

oral ont toutes été considérées comme des mécanismes pro-tumorigénes dans le contexte du
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carcinome épidermoide oral (Gao et al., 2016). D’apres ces mémes auteurs, étant donné que les
cellules squameuses cesophagiennes sont histologiquement similaires aux cellules squameuses
orales et que l'infection cesophagienne résultant de la niche orale est hautement plausible, ils ont
émis I'hypothése que P. gingivalis pourrait étre associe a ESCC (Carcinome épidermoide de
I’;esophage). P. gingivalis a été détecté dans une muqueuse cesophagienne cancereuse et
adjacente, mais pas une muqueuse saine. Cela fournie la premiere preuve directe que l'infection
par P. gingivalis pourrait étre un facteur de risque nouveau pour ESCC et pourrait également

servir de biomarqueur pour le pronostique de ce cancer répandu (Gao et al., 2016).

Les bactéries buccales ont également été impliquées dans I’apparition de maladie respiratoire
aigué. Les gingipaines libérés par P. gingivalis sont essentielles pour les symptomes cliniques de
la pneumonie induite par aspiration de cette bactérie. Bien qu'il existe un lien apparemment
transparent entre la dysbiose orale et plusieurs maladies systémiques, les mécanismes exacts, les
facteurs prédisposants et les relations cause-effet demeurent clairement définis (Willems et al.,
2016).

Des similitudes dans la diversité microbienne des poches parodontales et des plaques
athéromateuses de patients atteints de maladies cardiovasculaires ont été trouvées, ce qui indique
que les agents pathogénes parodontaux essaiment progressivement de la cavité buccale vers
d’autres sites biologiques éloignés, entrainant 1’apparition de I'athérosclérose (Willems et al.,
2016).

Des abces du cerveau ont été observés suite a une bactériémie d’origine dentaire. De plus, il a été
conclu que la maladie parodontale est un facteur de risque des accidents vasculaires cérébraux
(Chardin et al., 2006).
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Figure n° 4 : 4 a. Infections orales et Fig. 4b: manifestations du systéme par la migration orale (Simpson et
Thomas, 2016).
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Avec des connaissances scientifiques de plus en plus croissantes, a la recherche de suppléments
de santé plus sdrs, potentiels et nouveaux, les scientifiques réorientent leurs intéréts de recherche
pour explorer les ressources naturelles, a savoir les plantes médicinales et les composés dérivés
de plantes (Saeed et al. 2017). Cependant, malgré les progres réalisés par la médecine moderne,
la phytothérapie reste un moyen de soin largement utilis€ par I’homme, voire ['unique moyen
pour certains autochtones et communautés vivant dans quelques pays en voie de développement,
qu’il s’agisse de maladies bénignes (thume ou toux) ou plus graves (asthme, tuberculose ou
malaria) (Hadj-Seyd et al., 2016).

En effet, ces plantes qui sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle et facilement
accessibles, représentent une alternative peu codteuse et peuvent étre efficaces contre différentes
pathologies. Elles constituent une source intarissable de substances qui peuvent étre utilisées
dans la formulation de nouveaux agents antibactérien et antifongique. Actuellement, malgré le
progrés de la pharmacologie, l'usage thérapeutique des plantes médicinales est,
incontestablement, présent dans certains pays du monde notamment, les pays en voie de
développement. De ce fait, il existe environ 500 000 espéces de plantes sur terre, dont 80 000
sont dotées de propriétés médicinales (Sekkat et al., 2015).

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a quatre plantes dont trois sont d’origine

locale et une cultivée en Chine.

2.1. Artemisia herba-alba (armoise blanche)
Noms communs: thym des steppes, semen contra de barbarie;
Noms vernaculaires : chih-labyadh, chih-lahmar, chih-azga, chiha, alala, ifsi, seri, abelbel,

azzere, zezzeri (Ali-delille, 2010).

2.1.1. Classification

Phylum : Angiospermeae.
Sous-phylum : Dicotyledone
Ordre : Gampanulatae
Famille : Asteraceae
Sous-famille : Asterioideae
Tribu : Anthemideae

Sous-tribu : Artemisiinae
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Genre : Artemisia

Espeéce : herba-alba (Mehani et al., 2016)

L’ Armoise blanche (Artemisia herba-alba) « Chih » (figure n° 6) fait partie du genre Artemisia
qui regroupe entre 400 et 500 especes (Belhattab et al., 2014 ; , Bourgou et al., 2017), réparties
sur les cing continents. Cette plante est 1’une des espéces qui sont largement utilisées en
médecine classique (Zaim et al., 2012 ; , Bourgou et al., 2017).

Artemisia herba-alba Asso communément connue sous le nom de I’absinthe blanche ou
I'absinthe du désert est un arbuste nain grisatre aromatique originaire de I'Europe, du Sud-Ouest,
de I'Afrique du Nord, de la péninsule arabique et de I'Asie occidentale (Belhattab et al., 2014).
Elle est rencontrée dans tout le pourtour méditerranéen et se développe fréquemment dans les
steppes argileuses, les paturages rocailleux et terreux des plateaux des basses montagnes des
régions seches et généralement dans les zones a bioclimats aride et semi-aride a variantes
chaude, tempérée et fraiche au niveau des étages de vegétation thermo-méditerranéen et méso-

méditerranéen (Ghanmi et al., 2010).

Figure n°® 6 : Photo de la plante Artemisia herba- alba

C’est une plante steppique, tres répandue sur les hauts plateaux et le Sahara. Elle se présente sous

la forme de buissons tres ramifiés de 30 a 50 cm de hauteur (Bourgou et al., 2017). Ses feuilles
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sont blanches duveteuses, ainsi que les rameaux trés découpés, capitules ovoides a involucres
scarieux comportant deux a quatre fleurs par capitule. Le fruit est un akene oblong a divisions
longues étroites et espacées. Son odeur est tres forte, aromatique, d’une saveur chaude et amére
(Ali-delille, 2010).

2.1.2. Les principaux constituants bioactifs d’4. herba-alba

Les principaux constituants de la plante A. herba-alba sont des flavonoides comme 1’astragaline
et ’eupatiline et les composants volatils qui constituent les huiles essentielles de cette plante.
Ces derniers sont des lactones de sesquiterpene, du camphre, du 1,8-cinéole, du p-cymeéne, de la
dovanone, du cineolthujanebornane, du pinane, des o et des P-thujones, un dérivé de
chrysanthényle (Zaim et al., 2012 ; , Qnais et al., 2014 ; , Bourgou et al., 2017). Les études
phytochimiques de la plante A. herba-alba ont révelé également la présence de la santonine, les
coumarines, la quercétine-3'-glucoside, la quercétine-3-O -rutinoside, 5,4'-dihydroxy-6,
7,3 triméthoxyflavone, dinatin (4 ', 5,7-trihydroxy-6-méthoxyflavone) et skrofulein (4', 7-
dihydroxy-6,7'-diméthoxyflavone) (Qnais et al., 2014 et Mehani et al., 2016 ; , Bourgou et al.,
2017).

De nombreux travaux de recherches, ont étudié la composition chimique de I’HE de cette plante
et ont révélé I’existence d’au moins sept chémotypes de I’huile d’armoise récoltée au Maroc. Par
contre, la composition de I'huile de cette espéce provenant de différentes régions de I'Algérie a
été utilisée pour caractériser un chémotype différent de celui trouvé au Maroc.

Plus tard, des chercheurs ont analysé par GC-MS une huile obtenue a partir de plantes prélevées
dans la province de Madrid et ont constaté que le camphre, le 1,8 cineole, un sesquiterpene et
I’o-terpineol étaient les principaux constituants (Salido et al., 2004). Plus recemment, un autre
groupe de recherche a étudié la composition d'huile d'un échantillon d’A. herba-alba ssp.
Valentina récolté a Jaén province pendant la période de floraison compléte. Sa composition était
dominée par le sesquiterpéne davanone et le monoterpéne p-cymene, le 1,8-cinéole, la
chrysanthénone, l'acétate de cis-chrysanthényle, le c-terpinéne, le myrcéne et le camphre (Salido
et al., 2004).. En outre, un nombre appréciable de lactones de sesquiterpene ont été isolés chez A.
herba-alba espagnol (Salido et al., 2004).
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2.1.3. Domaine d’application de la plante Artemisia herba-alba

L’armoise blanche a été utilisée, tout d’abord, comme aromatisant dans le thé et le café, puis elle
est devenue une panacée dans la médecine traditionnelle arabo-musulmane. Traditionnellement
utilisée pour traiter les désordres gastriques ainsi que pour son activité antihelminthique (Bezza
et al.,, 2010 ; , Bourgou et al., 2017). C'est une nourriture essentielle pour les animaux
fourragers, trés appréciés par le bétail comme paturage d'hiver (Mehani et al., 2016).

En effet, Les infusions de ces espéces ont éte utilisées comme analgésique, antispasmodique,
antidiarrhéique ou comme agent diurétique, tandis que plusieurs extraits et huiles essentielles de
ces plantes ont montré des activités biologiques, telles que 1’activité antimicrobienne,
antioxydante, anti-inflammatoire et insecticide (Zaim et al., 2012 et Mehani et al., 2016).

De plus, certaines espéces du genre sont couramment utilisées pour le traitement de certaines
maladies telles que le paludisme, I'népatite, le cancer et les infections par des champignons, des
bactéries et des virus (Bezza et al., 2010 et Mehani et al., 2016).

L’armoise est également utilisée comme remede contre la toux, les blessures externes, les chutes
de cheveux et la jaunisse. On a également signalé que I’extrait des feuilles de cette espece peut
étre utilise comme médicament antidiabétique (hypoglycémiant) et sédatif. Les activités
leishmanicides, antipyrétiques, antiallélopathique et antioxydantes (Qnais et al., 2014 ; |,
Bourgou et al., 2017). Récemment, les activités neurologiques d'un extrait éthanolique et de
certains flavonoides d’A. herba-alba ont été démontrés. Les activités hémolytiques des venins de
vipéres et de scorpions ont pu étre inhibées par un extrait aqueux d’4. herba-alba (Qnais et al.,
2014).

Aussi, I'HE contenue dans les feuilles du genre Artemisia est connue pour ses propriétés
régulatrices du cycle menstruel et comme reméde de beaucoup de maladies telles que le diabéte,
la bronchite, les abces et la diarrhée (Ghanmi, 2010).

Ces huiles ont de nombreuses propriétés thérapeutiques. En phytothérapie, elles sont utilisées
pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine fongique, contre des
dermatophytes et contre les maladies d’origine bactérienne (Bezza et al., 2010 et Mehani et al.,
2016).

L’activité¢ antibactérienne de 1’huile essentielle d’A. herba-alba a fait I’objet de nombreux
travaux de recherche. Ces derniers ont révélé que les composants d’huile sont efficaces contre les

souches Gram positives comme S. aureus ATCC25923, M. luteus NCIMB8166, B. cereus ATCC
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11778 et E. faecalis ATCC29212 et les bactéries Gram négatives telles que, E. coli ATCC 35218
et S. typhimirium NRLB 4420 (Mighri, 2010).

2.2. Opuntia ficus indica (Figuier de barbarie)

Noms communs: Oponce, figuier d’Inde, cactus, raquette et nopal

Noms vernaculaires : Hendi, kermous en necara, seurti, sobbaira, troumoucht, akarmous,
amizzour (raquette) (Ali-delille, 2010).

2.2.1. Classification

Régne : Plantae

Sous-Régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Cactaceae

Genre : Opuntia

Nom binomial : Opuntai ficus-indica

La plante Opuntia ficus-indica (OFI) (figure n° 7) pousse dans toute I'Algérie (Chougui et al.,
2013), elle peut atteindre 3 métres de haut. La base agée est plus ou moins cylindrique et
lignifiée, portant une suite de «raquettes» de plusieurs décimétres de long et articulées les unes
sur les autres, de forme ovée, oblongue (cladodes). Les aréoles sont espacées et porteuses de
poils irritants et d’épines courtes. Les fleurs s’inserent sur le bord supérieur des cladodes. Elles
portent de nombreux sépales gras et nombre de pétales ovales, pointus de couleur jaune vif.
L’ovaire ou le fruit a paroi extérieure épaisse, coriace, fortement garnie d’aréoles a poils irritants
accrescents en fruit. Celui-ci est sucré et comestible une décortiqué. La saveur de la fleur est
astringente (Ali-delille, 2010). Cette plante présente des adaptations morphologiques et
physiologiques lui permettant de résister a la sécheresse, aux chaleurs torrides, aux vents violents
aux tempétes de sable et au sirocco (Hadj Sadok et al., 2008). Des propriétés offrant une
meilleur adaptation aux conditions arides et semi-arides (De Leo et al., 2010 et Aguirre et
al.,2013, ; Abdel-Hameed et al., 2014) et une culture dans les régions seches (Alimi et al.,
2013).
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Figure n° 7 : Photo de la plante Opuntia ficus-indica (Corsan, 2008)

Plusieurs cultivars se trouvent dans le bassin méditerranéen (Chougui et al., 2013 ; , Petruk et
al., 2017 ; , Smida et al., 2017). Ce genre est endémique en Amérique (Abdel-Hameed et al.,
2014 ; , De Santiago et al., 2017) et jusqu'a maintenant 377 especes ont été reconnues. 104 ont
été sauvages au Mexique et 60 sont endémiques dans ce pays. Dans certains pays, certaines
espéces de famille de cactaceae sont utilisées pour la consommation humaine en raison de leur
valeur hautement nutritive. Le cactus est largement distribué au Mexique (Petruk et al., 2017 ;
, Bakour et al., 2017 ; , Volpe et al., 2017 ; , Adli et al., 2017) et a été introduit en Afrique du
Nord au 16eme siecle (Abdel-Hameed et al., 2014). Opunti ficus indica a été également
introduite en Chine aupres de Milpa Alta du Mexique en 1998 et principalement cultivée dans la
province de Chine de Hainan (Zhong et al., 2010; Alimi et al., 2013).

Plus de 1500 espéces de cactus (famille des cactaceae) sont dans le genre Opuntia et beaucoup
d'entre elles produisent des fruits comestibles et tres favorisés. C'est une baie, composée d'un
péricarpe épais avec plusieurs fissures de petits pickles, violet rougeéatre, jaune ou blanc, avec
une pulpe sucrée (Abdel-Hameed et al., 2014).

2.2.2. Les principaux constituants bioactifs d’Opuntia ficus-indica

Le cactus est riche en composés nutritionnels tels que I'acide ascorbique (De Leo et al., 2010),
les saponines, les polyphénols, les flavonoides, les tanins composes, la vitamine C, les
polypeptides, les acides gras, le gutathion et les huiles essentielles (Park et Chun, 2001 , Hadj
Sadok et al., 2008 ; , Ncibi et al., 2008 ; , Zhong et al., 2010; Alimi et al., 2013 ; , De
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Santiago et al., 2017). La présence de chlorophylle et une importante teneur en caroténoides
ont été egalement signalées (Hadj Sadok et al., 2008). Sur la base de I'analyse HPLC-PDA-ESI-
MS / MS, sept composeés ont été identifiés comme les dérivés glycosylés de kaempferol,
quercétine et isorhamnetine (De Leo et al., 2010 ; , De Santiago et al., 2017), quercetin 3-
methyl (Hfaiedh et al., 2008). En effet, les graines d’Opuntia sp se revelent riches en
polyphénols, flavonoides et tanins (Chougui et al., 2013), les acides gras polyinsaturés et les
vitamines (Chougui et al., 2013). La concentration de ces molécules étant toujours plus élevee
en graines, que dans la pulpe de fruit (Chougui et al., 2013).

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse de I'huile de graines a montré des pourcentages
élevés d'acide linoléique dans quatre varietés allant de 58% a 63% (Chougui et al., 2013).
Egalement, La quantité totale de flavonoides de fleurs d’O. ficus-indica était de 81,75 mg/ 1 g
de matiere végétale fraiche, le 3-O-robinobioside isorhamnetin étant le composant principal
(52,22%). La composition des volatils de la plante a été également caractérisée et un total de 18
composants ont été identifiés. Les principaux constituants étaient le germacréne D (12,6%), le 1-
hexanol (12,3%), le n-tétradécane (9,1%) et le décanal (8,2%).

La composition de monosaccharide neutre du polysaccharide d’O. ficus-indica de Chine était le
ramnose, l'arabinose et le glucose (Zhong et al., 2010). De méme, O. ficus-indica de 1’Arabie

Saoudite contient du glucose, sucrose et fructose (Abdel-Hameed et al., 2014).

Les poires épineuses sont également riches en composés antioxydants comme les phénoliques,

les flavonoides, la bétaxanthine et la bétacyanine (Alimi et al., 2013).

En outre, les composés phénoliques et les sucres retrouvés dans le jus de la peau et de la pulpe
des deux cultivars de cactus croissant dans le gouvernorat de Taif sont les suivants: 1’acide

gallique, catéchine, rutine, glucose et fructose (Abdel-Hameed et al., 2014).

En effet, le jus de cladode contient une grande variété de composés avec des activités
antioxydantes telles que les polyphénols, la vitamine C et E, le béta-caroténe, le glutathion, etc.
(Hfaiedh et al., 2008).

2.2.3. Domaine d’application de la plante Opuntia ficus-indica
Le cactus, Opuntia spp. est utilisé dans la médecine traditionnelle et comme source de nutriments
végétaux (Hfaiedh et al., 2008, ; Chougui et al., 2013 ; , Smida et al., 2017 ; , Adli et al.,
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2017) dans de nombreux pays. Il s'agit d'une excellente source d'oligoéléments naturels qui
peuvent améliorer la santé humaine et la nutrition. Les extraits de cactus ont montré des activités
anti-tumorales et antioxydantes (Hfaiedh et al., 2008, Smida et al., 2017).

En plus d'étre consommés comme aliments ou boissons, la plupart des plantes des cactus ont été
utilisees comme médicaments, et, dans les temps modernes, elles ont également été préparées
commercialement sous forme de gélules, de boissons, de pilules ou de poudres (Abdel-Hameed
et al., 2014). Le cactus de figuier a une distribution mondiale et est utilisé pour la production de
fourrage (Volpe et al., 2017 ; , Adli et al., 2017).

Les Mexicains ont utilisé les feuilles et les fruits d'Opuntia pour leurs bénéfices médicinaux,
comme pour le traitement de l'artériosclérose, du diabete, de la gastrite et de I'nyperglycémie.
Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques dans les plantes de poires de cactus en
font un produit important pour protéger la santé humaine des maladies dégénératives telles que le
cancer, le diabéte, I'nypercholestérolémie, I'artériosclérose ou les maladies cardiovasculaires et
gastriques (Abdel-Hameed et al., 2014).

O. ficus-indica est dotée de propriétés anti-inflammatoire, hypoglycémiante, cicatrisante,
antioxydante, anticancéreuse, neuroprotectrice, hépatoprotective, antiproliférative, analgésique,
antivirale, etc. (Park et Chun, 2001 ; , Hadj Sadok et al., 2008, ; Ncibi et al., 2008, ; Zhong
etal., 2010, ; Aguirre et al., 2013, ; Bargougui et al., 2014 ; , Petruk et al., 2017).

Les sous-produits d'Opuntia ficus-indica représentent une bonne source d'antioxydants naturels
avec des applications possibles dans les industries alimentaires, cosmétiques ou
pharmaceutiques. Ces activités sont dues a la présence de composés phénoliques (Aguirre et al.,
2013 ; , Petruk et al., 2017).

Les tiges par exemple, ont été utilisées pour les plaies, les cedémes et I’indigestion (Park et
Chun, 2001). L'extrait méthanolique des tiges d’Opuntia ficus-indica et ses fractions n-hexane et
acetate d'éthyle ont montré une activité significative de cicatrisation lorsqu'on les administre par
voie topique chez le rat (Park et Chun, 2001).

Les cladodes d’Opuntia sont également valorisées dans I’industrie cosmétique, des adhésifs, du
papier et du caoutchouc. Le suc extrait par pression a partir des cladodes est conseillé pour le
traitement du foie ( Ncibi et al., 2008, ; Hadj Sadok et al., 2008 ), des rhumatismes, du scorbut
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et des maladies du rein. 1l a aussi un réle hypoglycémiant et hypocholestérolemiant (Hadj Sadok
et al., 2008 ;, Bargougui et al., 2014 ; , Bakour et al., 2017).

Les extraits de cladodes et les fruits d’O. ficus-indica ont montré une activité antileishmaniale
importante contre une faible activité trypanocide (Bargougui et al., 2014).

Ces fruits sont dotés également de propriétés anti-inflammatoire, antioxydante, (Zhong et al.,
2010), anticancéreuse, neuroprotectrice, hépatoprotective, antiproliférative, analgésique et
antivirale. Plus encore, O. ficus-indica peut étre utilisée pour le traitement de la gastrite, de
I'nyperglycémie, de l'artériosclérose, du diabete et de I'hypertrophie de la prostate (Ncibi et al.,
2008).

La partie comestible du fruit contient un nombre relativement important de graines, cette quantité
pouvant aller de 30% a 40% sur une base de poids sec. Ces graines sont habituellement rejetées
alors que l'utilisation correcte de ces dechets peut entrainer une nouvelle source importante de
farine (Chougui et al., 2013). Le polysaccharide (constitué par les monosaccharides : rhamnose,
arabinose et glucose) extrait a partir d’O. ficus indica peut étre considéré comme un candidat
potentiel pour les antioxydants naturels et les aliments fonctionnels favorables a la santé (Zhong
et al., 2010).

La tige de cette plante est utilisée dans les aliments pour animaux et les humains et aussi pour
une utilisation thérapeutique (Ncibi et al., 2008). Elle est reconnue pour son contenu en
flavonoides tels que la quercétine, la taxifoline, le kaempferol auquels le réle de protection du
foie peut étre attribué (Ncibi et al., 2008).

Il a été prouvé aussi que les flavonoides quercétine, (1) -dihydroquercétine et 3-méthyléther
isolés a partir des fruits et des tiges d'O.ficus-indica var. Saboten sont dotés d’un pouvoir
protecteur contre les Iésions neuronales oxydatives induites dans les cellules corticales du rat en
culture primaire (Ncibi et al., 2008).

Les poires sont consommées comme des fruits frais ou utilisées pour la confiture
traditionnellement produite. L'importance nutritionnelle de ces fruits est principalement due a
I'acide ascorbique, la vitamine E, les caroténoides, les fibres, les acides aminés et la grande
teneur en glucose (35%) et en fructose (29%) (Alimi et al., 2013).

L'intérét pharmaceutique des poires épiniéres d'Opuntia ficus indica a été attribué a son activité

anti-ulcérogene, activité antidiabétique et a la chimioprévention du cancer (Alimi et al., 2013).
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L'administration de jus O. ficus indica protégerait de maniere significative les lipides et les
protéines contre les modifications oxydatives induites par I'éthanol dans les érythrocytes de rat.
L'effet bénéfique du jus d'O. ficus indica peut résulter de I'inhibition des réactions en chaine des
radicaux libres induites par I'éthanol dans les érythrocytes de rat ou de I'amélioration des
activités antioxydantes endogenes (Alimi et al., 2013). De méme, des tests antioxydants réalisées
in vitro ont prouvé que les polyphénols et les flavonoides d’O. ficus —indica possédent des
capteurs de radicaux libres et que son extrait a un effet protecteur potentiel contre les dommages
immunitaires induits par le chlorpyrifos (CPF) (Smida et al., 2017).

Cette adaptation aux climats arides et semi-arides leur permet d'étre une ressource agricole
intéressante. Les fruits aux noix de cactus ont beaucoup de valeur commerciale. lls sont trés
aromatisés et ont d'excellentes propriétés nutritionnelles. Les fruits sont utilisés pour la
fabrication de produits alimentaires tels que le jus, les boissons alcoolisées, les confitures et les
édulcorants liquides naturels.

La consommation réguliere de jus de cactus permet de réduire le taux de cholestérol et de
glucose dans le sang (Hfaiedh et al., 2008) et inhiber les effets de I'empoisonnement au nickel
sur la lipidémie (Hfaiedh et al., 2008). L'effet hypocholestéeroléemique de la pectine de poire
épineuse n'est pas la conséquence de la réduction de lI'absorption du cholestérol, mais plutdt de
l'augmentation de I'expression du récepteur de I'apolipoprotéine B / E et des changements dans
I'noméostasie du cholestérol hépatique (Hfaiedh et al., 2008).

2.3. Camellia sinensis (Thé vert)
2.3.1. Historique du thé vert

2.3.1.1. La découverte de I’empereur Sheng Nung

De nombreuses légendes relatent la découverte du thé. La plus ancienne est celle du I’empereur
Sheng Nung (2737-2697 av. J.-C), considéré en Chine comme le «pere de la médecine» pour
avoir testé des centaines de plantes médicinales. Apres une partie de chasse éprouvante, il aurait
mis de I’eau a bouillir afin de se désaltérer, comme le veut la coutume extréme-orientale.
Quelques feuilles de thé ont été bouillies par hasard dans I'eau, et un parfum agréable a été
produit. Intrigué, I’empereur aurait décidé de gotter le breuvage, 1’aurait trouvé fort bon et
aurait redoublé d’enthousiasme en constatant son effet revigorant (Sangmanee et al., 1999 ; ,

Saeed et al. 2017).
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Les théiers sont des arbustes (figure n° 8) a feuilles persistantes, d’un vert profond et brillant sur
leur face supérieure, plus clair et mat sur leur face inférieure, dentelées et de forme effilée. Leurs
petites fleurs sont blanches a pistil doré. Les jeunes pousses et les bourgeons sont couverts d’un
fin duvet blanc qu’on appelle «Pakho» en chinois, mot qui a 1’origine du terme «Pekoe»

(Sangmanee et al., 1999).

2.3.2. Classification
Regne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Theales
Famille : Theaceae
Genre : Camellia

Nom binomial ;: C. sinensis

Figure n° 8 : Photo de la plante Camellia sinensis

Le thé vert est I'une des boissons les plus populaires consommées dans le monde entier
(Araghizadeh et al., 2013). Le thé est une infusion de feuilles savoureuses qui a été consommée
pendant des siecles comme une boisson et est valorisée pour ses propriétés médicinales (Mbata
et al., 2008).
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La principale différence entre le thé vert et le thé noir est dans le processus de fermentation
requis pour produire du thé. Dans le cas du thé noir, les feuilles et les bourgeons sont fermentés
ou oxydés apres avoir eté séchés (Archana et Abraham, 2011). Le thé vert est un thé non
fermenté (Mbata et al., 2008), et les feuilles s'allient aprés leur séchage (Archana et Abraham,
2011).

2.3.3. Les principaux constituants bioactifs de Camellia sinensis

La composition phytochimique du thé révele la présence d'alcaloides, de saponines, de tanins, de
vitamine C, provitamine A (béta caroténe) (Schwarz et Schweppe, 2008), de catéchines, de
polyphénols et L-théanine (Mbata et al., 2008 ; , Saeed et al. 2017).

Egalement, la feuille de théier contient non seulement du manganese et du fluor, mais aussi des
traces de fer, de magnésium, de cuivre, de nickel, d’aluminium, de zinc, de phosphore et de

quantité d’autres minéraux et oligoélements (Schwarz et Schweppe, 2008).

Les molécules phytochimiques présents dans les feuilles de thé sont trés sensibles au processus
d'oxydation. Le thé vert contient entre 30 et 40 pour cent de polyphénols extractibles a I'eau,
tandis que le thé noir contient entre 3 et 10 pour cent (Archana et Abraham, 2011). Les
principaux composes polyphénoliques du thé, en particulier les flavonoides sont la
gallocatéchine (GC), I'épigallocatéchine (EGC), le gallate d'épigallocatéchine (EGCG),
I'épicatéchine (EC) et les proanthocyanidines (Sakanaka et al., 1989 ; , Mbata et al., 2008 ; ,
Archana et Abraham, 2011 ; , Takayuki et al., 2011 ; , Taylor et al., 2015 ; , Kellogg et al.,
2017). Ces molécules sont des antioxydants importants dont I’EGCG est le composant le plus
luxuriant dans l'extrait de thé reconnu pour ces plus puissantes activités biologiques. Elles
peuvent représenter jusqu'a 30% du poids sec pour les feuilles de thé fraiches (Archana et
Abraham, 2011 ;, Taylor et al., 2005).

Les feuilles fraiches contiennent de la caféine (environ 3,5% du poids sec total, ou environ 50
mg / tasse lors de la brasserie), de la théobromine (0,15-0,2%), de la théophylline (0,02-0,04%)
et d'autres méthylxanthines, de la lignine (6,5%), les acides organiques (1,5%), la chlorophylle
(0,5%) et les acides amines libres (1-5,5%), en plus de I'aminoacide unique, la théanine (4%); de
nombreux "composés de saveur” sont également présents avec des quantités beaucoup plus
faibles (Taylor et al., 2005).
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2.3.4. Domaine d’applications de la plante Camellia sinensis

C’est sous les Han (206 av. J. —C. a 220 ap. J. -C.) que les chinois découvrirent 1’usage
pharmacologique du thé, réputé pour soulager la fatigue, délecter I’ame, fortifier la volonté et la
vue (Schwarz et Schweppe, 2008 ).

En Europe aussi ses vertus furent étudiées. Philippe Sylvestre Dufour, dés 1685, dans son traité
du thé, rappelle que «l’excellente boisson guérit des maux de téte». Depuis, les chimistes ont
confirmé la présence de théine et de théophylline, stimulants cardiaques, cérébraux et
diurétiques, de flavonoides, qui freinent la cholestérolémie et ont une action hypotensive, de
fluor, de catéchols, antiseptiques, et de vitamine C. La cosmétologie tire parti des propriétés du
thé vert dans des produits de beauté les plus divers (Sangmanee et al., 1999).

Il a recu beaucoup d'attention en ce qui concerne ses effets bénéfiques sur divers problémes de
santé humaine. Le thé préparé a partir de Camellia sinensis est de trois types: thé vert non
fermenté qui est coagulé ou cuit a la vapeur et séché pour inactiver ses enzymes, le thé noir
fermenté et le thé oolong semi-fumé. Le thé vert avec des ingrédients chimiques actifs possede
des propriétés pharmacologiques diverses qui sont liées a une incidence plus faible de certains
états pathologiques, y compris le cancer buccal, les caries dentaires, les accidents vasculaires
cérébraux, les maladies cardiovasculaires et I'obésité (Araghizadeh et al., 2013).

De plus, de nombreux rapports sur les activités anti-inflammatoire, anti-cancérigenes,
antimutagenes, antimicrobiennes, antifongiques, antioxydantes et hypocholestérolémie du thé
vert et de ses constituants sont documentés (Mbata et al., 2008, Saeed et al. 2017 ). Les effets
favorables a la santé du thé vert sont principalement attribués a ses teneurs en polyphénols
communément appelées catéchines. Ces composants ont inhibé la croissance de nombreuses
bactéries pathogéenes telles que Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline, Streptococcus sobrinus, Salmonelle typhi, Shigella dysenterie, Shigella flexneri et
Vibrio cholera. Les polyphénols du thé vert ont également été jugés efficaces contre le virus de
I'immunodéficience humaine, I'népatite et les virus de la grippe. Une consommation quotidienne
modérée de thé vert a tué Staphyococcus aureus et d'autres bactéries nocives (Mbata et al.,
2008).

Des recherches scientifiques ont rapporté que I’extrait de thé est efficace contre diverses souches

bactériennes isolées de patients atteints de tuberculose infectée. L'activité antibactérienne du thé
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turc contre Campylobacter sp. et l'activité protectrice du thé contre I'infection par Vibrio cholera

ont également éteé rapportées (Mbata et al., 2008).

L'extrait méthanolique et aqueux présentaient des activités antibactériennes contre L.

monocytogenes (Mbata et al., 2008).

Les feuilles de thé sont connues pour leur activité antimicrobienne contre de nombreux
microorganismes. Une consommation modéree de thé wvert tue S. aureus, Vibrio

parahemolyticus, Closrtridium perfringens, Bacillus cereus, Pleisomonas shigelloides, etc.

En outre, l'activité antimicrobienne synergique du thé et des antibiotiques contre les
entérostomies est efficace. L'utilisation combinée de thé et d'antibiotiques pourrait étre utile dans
la lutte contre le probléme de la résistance aux médicaments, en particulier chez les entéro-
pathogenes. Par exemple, I'effet antimicrobien du chloramphénicol était de 99,99% de mieux
lorsqu'il était pris avec du thé vert que seul. Des travaux scientifiques ont rapporté que I’EGCG
du thé est un potentiellement immunomodulateur et un agent antimicrobien. De nombreuses
études épidémiologiques et pharmacologiques démontrent que I'extrait de thé vert possede
d'importants effets antioxydants (Archana et Abraham, 2011).

Un extrait de thé vert japonais, a montré une capacité inhibitrice de la croissance de S. mutans en
inhibant son adhérence a la surface des dents (Saeed et al. 2017), une bactérie responsable de la
carie dentaire. Cet extrait a montré également, des effets antimutagénes et antihépatotoxiques,
une activité de résistance a la congestion du sang capillaire, une activité antitumorale, des effets
hypolipidémiques et antioxydants (Sakanaka et al., 1989). Le thé vert est généralement dégusté
apres chaque repas comme le veut une coutume au Japon, Un dicton traditionnel selon lequel la
consommation de thé vert rend la bouche propre, a été I’initiateur de nombreux travaux de
recherche sur 1’éventuel effet bactéricide des polyphénols du thé (Sakanaka et al., 1989). En
effet, les polyphénols d'extraits de thé vert tels que I’EGCG et I'ECG ont révélé des effets
antibactériens et inhibé les staphylocoques sp., Clostridium botulinum, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia et Salmonella. Une concentration de 50pug / ml-100pg /
ml d‘EGCG et d’ECG, détruit les bactéries gram-positives; et une concentration de 800 ug / ml
inhibe les bactéries pathogenes Gram négatives. Les spores de C. botulinum et de C. butyricum

ont été également inhibées par les catéchines (Saeed et al. 2017).
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L’activité antioxydante des catéchines du thé vert s’est révélée plus puissante et plusieurs fois
supérieure a celle a celle de la vitamine C et de la vitamine E (Takayuki et al., 2011). Il a été
rapporté qu'un dentifrice contenant de la vitamine C s’est montré efficace pour inhiber le stress
oxydatif gingival dans les lésions parodontales (Takayuki et al., 2011). Ainsi, les catéchines du
thé vert topiques peuvent donc également étre un agent thérapeutique plus efficace, agissant pour
supprimer l'inflammation parodontale avec une diminution plus importante du stress oxydatif
gingival (Takayuki et al., 2011). Aussi, L'OTEE (extrait éthanolique de thé oolong) et I'EGCG
peuvent étre utilises comme meédicaments anti-inflammatoires, ce qui se traduit par leur capacité
a reduire la production de NO, COX-2, IL-6, IL-1b et TNF-a dans les macrophages actifs
(Novilla et al., 2017). Une étude épidémiologique (Takayuki et al., 2011) a révelé une
association inverse entre la consommation de thé vert et les parametres cliniques parodontaux
(profondeur de palapge, niveau d'attachement clinique et saignement au palpage). Selon une
étude clinique, la libération lente des catéchines du thé vert améliorerait les effets du traitement
parodontal traditionnel pour soigner la parodontite (Takayuki et al., 2011). En outre, une étude
sur les animaux a démontré que l'injection de catéchines de thé vert dans la gencive enflammée
induite par LPS a supprimé la perte osseuse alvéolaire en inhibant la production de cytokines
pro-inflammatoires. Cependant, il n'est toujours pas clair comment l'application topique d'un
dentifrice contenant des catéchines de thé vert aux Iésions parodontales affecte le stress oxydatif
gingival et I'inflammation parodontale (Takayuki et al., 2011).

La consommation de thé vert est liée a une incidence plus faible de divers états pathologiques, y
compris des maladies cardiovasculaires, des accidents vasculaires cérébraux, de I'obésité et du
cancer (Takayuki et al., 2011). Des études cliniques récentes ont révélé des réponses
physiologiques aux extraits de thé qui peuvent étre pertinentes pour la promotion de la santé,
ainsi que la prévention ou le traitement de ces maladies chroniques (Takayuki et al., 2011). Ces
effets ont été attribués, en partie, aux activités antioxydantes des composants polyphénoliques.
Des travaux de recherches (Takayuki et al., 2011) ont, cependant, rapporté la capacité de ces
molécules a moduler la structure physique des membranes cellulaires. Ainsi, un certain nombre
de processus cellulaires dépendants de la membrane, tels que la signalisation cellulaire, et le
cycle cellulaire, le métabolisme de l'acide arachidonique, et la prolifération cellulaire, I'apoptose
et la fonctionnalité mitochondriale peuvent étre influencées par I'interaction des catéchines avec

la palissade des phospholipides cellulaires (Takayuki et al., 2011). Dans ce contexte, ’EGCG
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induit la mort de cellules apoptotiques et I'arrét du cycle cellulaire dans des cellules tumorales
mais pas dans leurs homologues normaux; Il affecte également favorablement plusieurs voies de
transduction du signal et est efficace dans les modeles animaux d'induction tumorale (Takayuki
etal., 2011).

De plus, les graines de C. sinensis ont été développees ces derniéres années comme ressources
d'huile comestible; elles contiennent environ 30% d'huile, avec 46,3-56,3% d'acide oléique et
22,7-29,4% d'acide linoléique (Wang et al., 2017).

2.4. Phlomis crinita
Nom commun : «Djaada» (Kabouche, 2005)

2.4.1. Classification

Royaume : Plantes

Sous royaume : Tracheobiontes
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes
Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre: Phlomis

Espéce : Phlomis crinita

Figure n° 9 : Photo de la plante Phlomis crinita
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Le genre Phlomis (Lamiaceae) comprend de 100 a 250 espéces mondiales (Lazreg et al., 2011 ;,
Mathiesen et al., 2011) avec un centre principal de diversification dans le bassin de la
Méditerranée orientale (Albaladejo et al., 2005) dont 34 croissent en Turquie , 17 se trouvent en
Iran et 4 poussent en Algérie. 3 especes algériennes sont endémiques a I'Afrique du nord (P.
boveii, P. caballeroi et P. crinita), la quatrieme (P. herba-venti) étant méditerranéenne
(Kabouche, 2005).

Le mot crinita signifie "bien fourni* en italien. La plante (figure n° 9) est un arbuste (Ben Amor
et al., 2008) mesure plus de 75 cm de hauteur, caractérisée par de larges et grosses feuilles
ovales lancéolées ou ovales faisant 6 a 18 mm de longueur (Lazreg et al., 2011). Le pétiole fait
7 cm, les feuilles florales sont rhombiques de 2-4 x 1-2.5 cm, elles sont sessiles. Bractées
inférieures a 1 mm de largeur, linéaires 10-18 mm avec des poils souples dépassant 3 mm de
long, émanant d'une base stellaire. Le calice est couvert de poils stellaires, la corolle est marron a
jaune (Kabouche, 2005, ; Ben Amor et al., 2008). De loin, les feuilles et les tiges ont une
couleur grise (Kabouche, 2005).

Phlomis crinita comprend deux sous-especes différentes suivant un modéle de variation éco-
morpho-géographique. Phlomis crinita sub sp. La malacitana est limitée aux montagnes
supérieures a 1000 m en Andalousie. D'autre part, P. Crinita sub sp. Crinita se développe chez
Levante, dans des habitats beaucoup plus secs habituellement inférieurs a 800 m (Albaladejo et
al., 2005).

2.4.2. Les principaux constituants bioactifs de Phlomis crinita

Outre les flavonoides qui sont : Luteolin, luteolin 7-B-D-glycopyranoside et chrysoerio 17-3-D- -
(3 "-E-comaoyl) —glucopyranoside (Lazreg et al., 2011), les phényléthanoides, des métabolites
secondaires du Phlomis. Une étude sur la composition chimique de cette plante a révélé la
présence de glycosides du phényléthanol estérifié par I'acide cinamique (ex. acide caféique,
férulique, p-coumarique). Ils ont un effet inhibiteur sur les enzymes 5-lipase oxygénase,
adénosine monophosphate réductase cyclique, aldose réductase et sur la protéine kinase, en plus
de leurs effets immunosuppresseurs, cytotoxique et cytostatique, anti-inflammatoire,
antinociceptif et antimicrobien (Kabouche, 2005, ; Lazreg et al., 2011).

Les iridoides glycosides, autres métabolites secondaires du genre Phlomis, sont des glycosides

comprenant un cyclopentane et des cycles pyraniques. Les iridoides glycosides possédent des
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activités biologiques diverses; ils peuvent étre cholérétiques, purgatifs, hépato-protecteurs, vaso-
constricteurs, anti-microbiens, analgésiques, anti-tumoraux, sédatifs et anti-inflammatoires
(Kabouche, 2005).

L’huile essentielle de la partie aérienne de Phlomis crinita contient 64 composés identifiés les
plus importants sont o -Pinéne (21,1 %), B - Caryophilléne (20,68 %), Germacrene-D (17.40 %)
¢thyl Thymol (8,67 %). D’autres composés tels que acétate de Terpényle (6,42 %), Z -Ocimene
(4,32 %), EB Ocimeéne (2,58 %), trans-Murrolol (3,07 %), méthyl Carvacrol (1,60 %), trans-
Cadinol (1,57 %), Carvacrol (1,29 %), 1-8 Cinéol (1,23 %) et Manool (1,00 %) (Lazreg et al.,
2011).

2.4.3. Domaine d’applications de la plante Phlomis crinita

Depuis des millénaires, les plantes du Genre Phlomis sont utilisees en médecine traditionnelle
comme stimulant et tonique et pour la guérison des plaies (Kabouche, 2005 ; , Ben Amor et al.,
2008), remede contre les désordres gastriques (douleurs d'estomac et ulcéres peptiques) et
traitement des hémorroides (Lazreg et al., 2011). En Chine, le Phlomis sert a calmer les
douleurs alors qu'au Tibet, les racines sont utilisées pour traiter les rhumes et les états fébriles.
Les propriétés curatives de Phlomis sont aussi appréciées en Inde (Cachemire) ou on s'en sert
également comme plante médicinale et comme insecticide (Kabouche, 2005).

De nombreuses études ont montré diverses activités, telles que les activités anti-inflammatoires,
immunosuppressives, piégeage des radicaux libres, antimicrobiennes, anti-ulcérogénes et
antimutagenes. Leurs huiles essentielles sont utilisées dans les industries alimentaires et
pharmaceutiques, dans I'industrie des parfums et cosmétiques. Ils ont été proposés comme agents
conservateurs naturels pour les préparations cosmétiques en raison de leurs activités
antimicrobiennes (Ben Amor et al., 2008).

En Algérie, elle est utilisée pour traiter les brilures, les lésions et les infections de la peau ainsi
que certaines allergies. Elle est aussi utilisée pour ses vertus gastroprotectives (Tamert et
Latreche, 2015).
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3.1. Les polyphénols

Plusieurs milliers de molécules ayant une structure de polyphénol (c-a-d d plusieurs groupes
hydroxyles sur des cycles aromatiques) ont été identifiées chez les plantes supérieures, et
plusieurs centaines ont été trouvées dans les plantes comestibles (Manach et al., 2004). Ces
molécules qualifiées de métabolites secondaires complexes (Manchado et al., 2006 ; , Collin
et al.,, 2011 ; , Li and al., 2014 ; , Hui Suan Ng et al., 2017) sont genéralement impliquées
aussi bien dans la protection contre les rayonnements ultraviolets que des agressions par des
agents pathogénes (Manach et al., 2004), leur répartition qualitative et quantitative est
inégale selon les espéces, les organes, les tissus et les stades physiologiques des plantes. Ces
biomolécules correspondent a une tres large gamme de structures chimiques témoignant ainsi
de I’extraordinaire capacité de biosynthése des plantes et suscitant un intérét croissant pour
leurs nombreuses propriétés biologiques utilisées dans des domaines variés tel que

I’agroalimentaire ou la pharmacologiec (Manchado et al., 2006).

3.1.1. Principales structures phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre divisés en différents groupes selon leur diversité
structurelle, la complexité du squelette de base ( allant d’un simple C6 a des formes trés
polymérisées, le nombre d’anneaux de phénol...), le degré de modification de ce squelette
(degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...) et, enfin les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites
secondaires) pouvant étre ou non des composés phénoliques (Manchado et al., 2006, Li and
al., 2014 et Selka et al., 2016).

3.1.1.1. Acides phénoliques

Il existe deux classes des acides phénoliques: les acides hydroxy-benzoiques et les acides
hydroxycinammiques (figure 10) (Manach et al., 2004 ; , Manchado et al., 2006 ;, Collin
etal., 2011).

3.1.1.1.1. Acides hydroxybenzoiques

lIs sont dérivés de 1’acide benzoique (figure n° 10) et ont une structure du type C6-C1l
(Manchado et al., 2006 ; , Collin et al., 2011). IIs existent fréquemment sous forme d’esters
ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme
certains tanins (Manchado et al., 2006). La teneur en acide hydroxy-benzoique des plantes
comestibles est généralement tres faible, a I'exception de certains fruits rouges, radis noir, et

les oignons, qui peuvent avoir des concentrations de plusieurs dizaines de milligrammes par
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kilogramme de poids frais. Le thé est une source importante d'acide gallique: les feuilles de
thé peuvent contenir jusqu'a 4,5 g / kg de poids frais. En outre, les acides hydroxybenzoiques
sont les composants de structures complexes telles que les tanins hydrolysables : gallotannins
dans les mangues et les ellagitanins dans les fruits rouges comme les fraises, les framboises et
les mlres. Ces acides hydroxybenzoiques ; libres et estérifiés, ont été tres peu étudiés vu
qu’on les retrouve seulement dans peu de plantes consommées par I’homme (Manach et al.
2004).

Acides hydroxybenzoiques

R,;=R,=R;=R,= H acide benzoique (non phénolique)
R, R, R,=R,=R,;= H, R;= OH acide p-hydroxybenzoique
- R;=R4= H, R,=R3= OH acide protocatéchique
Ri— / \ COOH R;=R4= H, R,= OCHj3;, R;= OH acide vanillique
s R;=H, R,=R;3;=R4= OH acide gallique
Ry R,=H, Ry=R4= OCH3, R3=OH acide syringique
R)= OH, Ry=R3=R4=H acide salicylique
R|=R4=OH, Ry=R;=H acide gentisique

Figure n° 10 : Structure chimique de ’acide hydroxybenzoiques

3.1.1.1.2. Acides hydroxycinnamiques

IIs représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-C3) dérivée de celle
de I’acide cinnamique (figure n° 11). Les molécules de base de la série hydroxycinnamique
sont I’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (Manchado et al., 2006, Collin
et al., 2011). Les acides hydroxycinnamiques sont rarement retrouvés dans la forme libre,
sauf dans les aliments transformés qui ont subi la congélation, la stérilisation ou la
fermentation. Les formes liées sont des dérivés glycosylés ou des esters de l'acide quinique,
de I'acide shikimique, et de I'acide tartrique (Manach et al., 2004). L’acide caféique et I'acide
quinique se combinent pour former de l'acide chlorogénique, que I’on trouve dans de
nombreux types de fruits et avec des concentrations élevées dans le café. Les types de fruits
ayant la plus forte teneur (bleuets, kiwis, prunes, cerises et pommes) contiennent 0,5-2 g

d'acides hydroxycinnamiques / kg de poids frais (Manach et al., 2004).
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Acides hydroxycinnamiques (« phénylpropanoides »)

R;=R,=Ry=H acide cinnamique (non phénolique)
RN~ X ~COOH R;=R3=H, R; =0OH acide p-coumarique
R;=R;=0OH,R3;=H acide caféique
Ry R Ry =OCH3, R; = OH, R3 = H acide férulique

R, = Ry = OCHj;, R,= OH

Ry acide sinapique

Figure n° 11 : Structure chimique de ’acide hydroxycinnamique

3.1.1.1.3. Coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines (figure n° 12) ont une structure de base
(C6-C3) dérivant des acides ortho-hydroxycinnamique. Elles sont produites en grande
guantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de

défense de type phytoalexique (Collin et al., 2011).

Principaux acides phénoliques

COO

\
R 4 COOH
1
HO
H OH
O oH

Acide chlorogénique (= S-caféoylquinique)

OH
H,CO AN HO /
HO o~ ~o
HO
Un exemple de coumarine simple : Un exemple de stilbéne :
la scopolétine le resvératrol

Figure n° 12 : Structure des principaux molécules phénoliques

3.1.1.2. Les flavonoides
Leur structure de base repose sur un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué

de deux noyaux aromatiques désignés par les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné,
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désigné par la lettre C (figure n° 13) (Barbosa, 2007). Cette famille de composés bioactifs
comprend plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes dont certaines ont
une tres grande importance biologique et technologique comme les anthocyanes, pigments
rouges ou bleus des fleurs et des fruits, les flavonols (par exemple le Kaempférol et la
quercétine dont la répartition est trés large) et les flavanes qui sont a 1’origine des tanins
condenses (Manchado et al., 2006).

Au sein des flavonoides, on retrouve les flavonols, les flavones, les flavonoides et les tanins
condensés, les (prényl) chalcones et les dihydrochalcones ainsi que les anthocyanines et
anthocyanidines (Collin et al., 2011).

3.1.1.2.1. Flavonols

Les flavonols se caractérisent par un hétérocycle oxygéné relativement oxydé (figure n°® 13).
IIs existent principalement sous des formes glycosylées (glucose, xylose, arabinose, galactose,
rhamnose) (Manach et al., 2004 et Collin et al., 2011).

3.1.1.2.2. Flavones et flavonoides
Les flavones et les flavonoides possédent également la structure de base C6-C3-C6 (Collin et
al., 2011). C’est d’abord la structure de 1’hétérocycle central et son degré d’oxydation qui
permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides (figure n° 13). Le cas extréme
d’oxydation de I’hétérocycle correspond aux anthocyanidines, toujours présentes en milieu
acide sous forme d’un cation de couleur rouge, dit cation flavylium. Au contraire, dans le cas
des flavanes, le cycle central est tres fortement réduit. Exceptionnellement, le noyau central
de la molécule peut ne pas étre totalement cyclisé (chalcones) ou se présenter sous forme d’un
cycle ne présentant que 5 sommets (aurones) (Manchado et al., 2006).
A Pintérieur de chacune des classes, les variations autour du squelette chimique de base en
C15 portent principalement sur trois points:

- Le degré d’hydroxylation des différents cycles;

- Le niveau de méthoxylation (groupements O-CHj; a la place des seuls fonctions

phénoliques);

- Le niveau de glycosylation.
A cOte des composés évoqués ci-dessus, de tres nombreux autres phénols peuvent étre
présents chez les végétaux. Ainsi, la tyrosine est un acide aminé de nature phénolique

constitutif des protéines chez tous les étres vivants. Parmi les phénols simples on peut citer le
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catéchol et le pyrogallol, un aldéhyde comme la vanilline, constituant majeur de 1’aroéme de la
vanille, I’oleuropéine responsable de I’amertume de I’olive (Manchado et al., 2006).

Certains terpénes (thymol, gossypol...), des alcaloides (morphines, papavérine...) OU encore
des composes azotés comme la bétanidine (pigment rouge de la betterave) sont également de
nature phénolique, bien que rattachés a d’autres groupes de métabolites secondaires par leur
origine biosynthétique et leurs propriétes. Les tocopherols (vitamine E) et les tocotriénols sont
également caractérisés par un noyau portant un hydroxyle phénolique.

Les quinones peuvent également étre rattachées aux composés phénoliques simples dont elles

dérivent par des processus oxydatifs (Manchado et al., 2006).
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Figure n° 13 : Les principales classes de flavonoides (Manchado et al., 2006)
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3.1.1.3. Tanins

Ce sont des formes phénoliques condensés capables de se lier aux protéines en solution et de
les précipiter.

Il existe deux grands groupes de tanins qui se distinguent par leur réactivité chimique et leur
composition: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Manchado et al., 2006).
3.1.1.3.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables (Ty) sont des esters d’acides phénoliques (acide gallique et
ellagique) associe a un polyol (habituellement le glucose). lls sont divisés en ellagitanins et
gallotanins.

Les gallotanins libérent par hydrolyse acide, hydrolyse basique, a 1’eau chaude ou par action

enzymatique de 1’acide gallique (Collin et al., 2011).

3.1.1.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des oligoméres ou des polymeres de flavanes 3-ols dérivés de la
(+)-catéchine ou de ses nombreux isomeéres et constituent la classe des tanins catéchiques
(figure n° 14). Contrairement aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a 1’hydrolyse et
seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a
chaud, ils se transforment en pigment rougeatre et, pour cette raison, ils sont dénommés

«proanthocyanidines» (Manchado et al., 2006).

3.1.1.4. Lignines

Les lignines constituent 15 a 35% du bois des Angiospermes et Gymnospermes, ce qui
représente une biomasse considérable produite annuellement par les végétaux. En raison de
leur caractere hydrophobe marqué, les lignines s’accumulent au niveau des parois des cellules
du bois. Elles sont présentes au niveau des vaisseaux conduisant la séve brute et sont
responsables de la rigidité des fibres végétales. On les trouve également dans des tissus
vegetaux présentant une forte résistance mécanique, comme le sclérenchyme des chaumes ou
le noyau des fruits (Manchado et al., 2006).

Elles résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois unités phénoliques de base
dénommés monolignols et qui sont les alcools coumarylique, coniférylique, dérivant

respectivement des acides p-coumarique, férulique et sinapylique (Manchado et al., 2006).
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OH

R=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine
R=0OH : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine

Figure 14 : Exemple de structure d’un tanin condensé (Manchado et al., 2006)
3.1.1.5. Stilbénes
La structure chimique de base des stilbenes est composée de deux cycles aromatiques joints
par un pont méthyléne (figure n°12). Les deux formes isomeéres des stilbénes ont des

propriétés chimiques et biologiques différentes (Collin et al., 2011).

3.1.2. Biosynthése des composés phénoliques

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents dans les
protéines mais sont également a 1’origine de la formation de la plupart des molécules
phénoliques chez les végétaux. lls sont formés, & partir de sucres simples, issus du
métabolisme primaire, par la voie de I’acide shikimique, conduisant a la formation de
phénylalanine, qui, par désamination, donne le précurseur immédiat des phénols et de, 1’acide
cinnamique. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée séquence des
phénylpropanoides, permet la formation des principaux acides hydroxycinnamiques: acides
coumariques, caféique, férulique et sinapique géneralement présents dans le matériel végétal
sous forme d’esters ou de glucosides (figure n°15).

Les formes métaboliquement actives des acides hydroxycinnamiques sont leurs esters avec le
coenzyme A qui permettent alors d’accéder aux principales classes de composées phénoliques
(Manchado et al., 2006).
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Des facteurs externes, comme I’exposition a la lumiére et la température, influent d’une
maniere importante le métabolisme des polyphénols (Manach et al., 2004 ;, Manchado et
al., 2006). En effet, pour la lumiére deux parametres interviennent, 1’intensit¢ du flux
lumineux et la nature des radiations constitutives. Dans le cas du raisin et de la pomme par
exemple, la réduction de 1’éclairage est généralement corrélée avec une diminution de la
teneur en anthocyane. La lumiere agit par des radiations bleues et rouges et du pigment
végétal phytochrome, sur 1’induction des enzymes métaboliques et tout particuliérement de la
phénylalanine ammonialyase (PAL).

Egalement, un abaissement de la température associé a un traitement lumineux adéquat induit
fréguemment une accumulation des anthocyanes chez de nombreux fruits. Des inhibiteurs de
I’enzyme PAL pouvant étre mis en place sous l’effet des températures élevées. Des
perturbations du métabolisme phénolique peuvent quelquefois apparaitre a la suite de
traitements d’organes végétaux au froid, conduisant a des brunissements (accumulation de
I’acide chlorogénique) (Manchado et al., 2006).

La contamination du végétal par des microorganismes pathogénes entraine une forte
augmentation des teneurs en composés phénoliques, correspondant a la mise en place de
mécanismes de défense de la plante (le resvératrol de la vigne agit comme un antibiotique et
les acides phénoliques contribuent a la guérison par lignification des zones endommagées)
(Manach et al., 2004 ;, Manchado et al., 2006).

Aussi, de nombreux facteurs, tels que la maturité au moment de la récolte, les facteurs
génétiques, les facteurs environnementaux, la transformation et I'entreposage, peuvent affecter
la teneur en polyphénols (Manach et al.,, 2004 ;, Li and al., 2014). En géneéral, les
concentrations d'acide phénolique  diminuent pendant la maturation, alors que les
concentrations d'anthocyanines ont augmenté (Li and al., 2014).

Les facteurs environnementaux peuvent étre pédoclimatiques (type de sol, exposition au
soleil, chutes de pluie) ou agronomiques (culture dans les vergers ou les champs, culture
biologique et culture hydroponique, les traitements hormonaux et application de fertilisants)
(Manach et al., 2004, Manchado et al., 2006).
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Figure n°® 15: Les grandes lignes de la biosynthése de principaux groupes de composés phénoliques
(Manchado et al., 2006)

3.1.3. Les composés phénoliques dans les aliments

Des polyphénols naturels ont été trouvés dans de nombreuses plantes et aliments, comme les
fruits, les legumes, le the, les ceréales, les plantes medicinales, les microalgues et les fleurs
comestibles et sauvages (Li and al., 2014).

En effet, les fruits et les boissons comme le thé et le vin rouge constituent les principales
sources de polyphénols. Certains polyphénols tels que la quercétine se retrouvent dans tous
les produits végeétaux (fruits, légumes, céréales, plantes legumineuses, jus de fruits, thé, vin,
infusions, etc.), tandis que d'autres sont spécifiques a certains aliments (flavanones dans les

agrumes, isoflavones dans le soja, phloridzine dans les pommes) (Tableau n°2).
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Tableau n° 2: Teneur en composes phénoliques de quelques végétaux consommés par I’homme et

leur répartition dans chaque plante (Manach et al., 2004 ; , Manchado et al., 2006 ; , Morand,

2013)
Les végétaux | Principaux composes phénoliques La répartition des
polyphénols dans
I’organe du végétal
Les pommes -100 mg a 3 g/Kg de phénols totaux. -L’acide chlorogénique
-Des monomeres de flavanol (principalement | se concentre dans le
I'épicatéchine) (> 120 mg/100 g) cceur du fruit
- ou des oligomeres (principalement la
procyanidine B2), l'acide chlorogénique ( 26 a
510 mg/Kg),et de petites quantités d'autres acides
hydroxycinnamiques, 2 glycosides de la
phlorétine, plusieurs glycosides de quercétine et
des anthocyanes comme le cyanidine 3-
galactoside dans la peau De certaines variétes
rouges.
Les profils de polyphénols de toutes les variétés
de pommes sont pratiquement identiques, mais
les concentrations peuvent varier de 0,1 a 5 g de
polyphénols totaux / kg de poids frais et peut
atteindre 10 g / kg dans certaines variétés de
pommes a cidre.
-32 2 103 mg/ Kg d’acides phénoliques -L’acide chlorogénique
Les pommes | -Elles aussi contiennent jusqu'al90 mg d'acide | est plus abondant dans
de terre chlorogénique / kg, principalement dans la peau les parties externes du
tubercule.
Agrumes -La seule source de flavanones -
Soja -1soflavones -
Le café -Acides hydroxycinnamiques: 92% d'acide -

caféique,

Fruits et jus de
fruits
combinés

-source de 59% d'acide p-coumarique

Feuilles de thé
vert

-39% MS de phenols totaux

Fraises

-Anthocyanes

-Tissus profonds

Cassis

-1-10 g/Kg des anthocyanes

-Tissus profonds

Raisin rouge

-200 mg a 5 g/Kg des anthocyanes

-Les anthocyanes sont
accumulés  dans la
pellicule des baies

-21% des procyanidines
oligoméres sont dans les
pellicules, 57% dans les
pépins et 1% dans la

pulpe

Ananas

- Esters p-coumaroylquiniques

-Un gradient croissant
des esters p-
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coumaroylquiniques.
D’une part, de
I’intérieur vers
I’extérieur et d’autre
part du sommet vers la
base du fruit

Pamplemousse | -Flavanone naringénine -Se  concentre  dans
I’albédo, le flavédo et la
partie centrale fibreuse
du fruit, alors que le
pulpe n’en contient pas

Des graines de | -Acide férulique -80% de I’acide est dans
blé ou de les téguments externes,
seigle alors que I’albumen est
beaucoup moins riche
Piment -Capsaicine -Fortes  concentrations
des COMpOosés
phénoliques sont

présentes dans les trés
jeunes fruits

Cacao et | -Monomeres de catéchines (Flavan-3-ols (>920—
chocolat 1220mg/100g)
-polymeres de catéchines de masse moléculaire
beaucoup  plus  élevée  (aussi  appelés
procyanidines)

Le thé -Les flavan-3-ols (>300mg/ infusion)

La répartition des composés phénoliques est trés caractéristique. Dans la cellule, ils
s’accumulent principalement dans deux sites: La paroi cellulaire ou sont présents les lignines
(acide férulique) et la vacuole ou sont stockés les phénols solubles (acide chlorogénique). Ils
pourraient aussi étre présents dans le noyau et la membrane plasmique mais a des tres faibles
concentrations (quercétine). Cette répartition est modifiée par des perturbations membranaires
qui interviennent, soit au cours de certaines evolutions physiologiques soit a la suite de divers
traitements.

En outre, au niveau tissulaire, on observe également des répartitions trés inégales des
différents composés phénoliques. Ainsi, les anthocyanes et les pigments de types flavonols
sont généralement présents dans les couches cellulaires externes des organes vegétaux
(épidermes des fruits), (voir tableau 2) (Manchado et al., 2006).

Le stockage peut également affecter la teneur en polyphénols qui sont facilement oxydés. Les
réactions d'oxydation entrainent la formation de substances plus ou moins polymeérisées, ce
qui entraine des changements dans la qualité des aliments, en particulier en ce qui concerne la

couleur et les caractéristiques organoleptiques. De tels changements peuvent étre bénéfiques
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(comme c'est le cas pour le thé noir) ou nuisibles (brunissement des fruits) a I'acceptabilité des
consommateurs.

Les méthodes de préparation culinaire ont eégalement un effet marqué sur la teneur en
polyphénols des aliments. Par exemple, le simple pelage des fruits et des légumes peut
éliminer une part importante des polyphénols, car ces substances sont souvent présentes a des
concentrations plus élevées dans les parties extérieures que dans les parties internes. Les
méthodes de cuisson inappropriées peuvent entrainer une réduction significative du contenu
des polyphénols. Les oignons et les tomates perdent entre 75% et 80% de leur teneur initiale
en quercétine aprés 15 minutes d'ébullition, 65% apres cuisson dans un four a micro-ondes et
30% apres la friture (Manach et al. 2004 ; , Li and al., 2014).

3.1.4. Le rdle des composés phénoliques dans la plante

- La structure complexe de la lignine est en relation avec la rigidification des parois
cellulaires des vaisseaux du bois. Cela permet la conduction de la séve brute a I’intérieur de la

plante et la formation d’une structure rigide qui participe au port dressé des végétaux ligneux;

- Des interactions entre les composés phénoliques, 1’organogénése et la croissance de la
plante. Ils participent dans la régulation du taux endogeéne d’auxine par action sur 1’auxine-

oxydase;

- La participation de la tyrosine et I’acide férulique a la régulation de la croissance
pariétale par modification du niveau de réticulation des polyméres protéiques ou
polyosidiques des parois. Ces modifications peuvent étre des réponses de la plante a

I’agression par des agents pathogenes;

- Intervention de certains flavonoides dans la régulation de la stérilité male chez pétunia.
Le grain de pollen contient des glycosides de flavonols tres spécifiques du gamétophyte, mais
qui sont absents chez certaines plantes mutantes ou transgéniques. Dans ce cas, le pollen est

incapable de germer et le blocage peut étre levé par apport de kaempférol,
- Ils participent a I’équilibre redox de la plante puisqu’ils sont facilement oxydés

- IIs jouent un role dans I’interaction de la plante avec son environnement. Les pigments
de nature phénolique attirent les insectes et les oiseaux qui assurent la pollinisation des fleurs

colorées ou la dissémination de fruits;
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- Tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements UV et participent a la
protection des végétaux des rayonnements solaire, en particulier en raison de leur localisation

superficielle dans les tissus;

- Beaucoup de phénols ou les quinones qui en dérivent par oxydation sont des
inhibiteurs du développement de certains microorganismes saprophytes ou parasites, bactéries

ou champignons;

- L’intervention de molécules phénoliques dans les phénoménes de reconnaissance
initiale entre les microorganismes et la plante. Ainsi la régulation des genes de nodulation
chez les bactéries symbiotiques du genre Rhizobium fait intervenir des flavonoides issus des

légumineuses (Manchado et al., 2006).

3.1.5. Les Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols naturels possédent de nombreuses activités biologiques et des avantages pour
la santé, dans la prévention et le traitement des maladies liées a I'age, des cancers, des
maladies cardiaques, des maladies inflammatoires, etc. (Dominguez-Rodriguez et al., 2017 ;
, Esteban-Fernandez et al., 2017).

3.1.5.1. Protection cardiovasculaire

Les flavonols et les flavonoides ont un effet cardioprotecteur par leurs effets antioxydants,
inhibiteur de Tactivité plaquettaire et leurs propriétés vasodilatatrices. Des études
prospectives conduites sur trois cohortes (américaine et européennes) dégagent des
associations positives entre le niveau de consommation de flavan3-ols monomeres et de
procyanidines, via le cacao et ses produits dérivés, et la protection cardiovasculaire (Collin et
al., 2011 ; , Morand, 2013).

Egalement, la consommation de thé vert serait associée a un risque plus faible de maladies
coronariennes. Ce résultat, qui repose sur cing études menées en Asie, doit encore étre
confirmé, car seulement deux etudes prospectives sont disponibles. En revanche, aucun effet
protecteur du thé noir sur le risque de MCV n’a été retrouvé. L’association entre
consommation de thé et accident vasculaire cérébral (AVC) a également été évaluée
récemment dans une méta-analyse (Li and al., 2014).

De nombreuses études ont montré que les polyphénols alimentaires pouvaient réduire le
risque de thrombose, qui est lI'une des principales causes d'infarctus du myocarde, de

cardiopathie ischémique, etc. (Li and al., 2014).
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Les effets cardioprotecteurs du vin rouge ont été attribués a sa teneur élevée en polyphénols
antioxydants, y compris le resveratrol et les proanthocyanidines. Le resvératrol est un

polyphénol abondamment trouvé dans les raisins et le vin (Li and al., 2014).
3.1.5.2. Activité anti-cancérigene

Les effets anticancéreux des polyphénols ont été observés au niveau de la bouche, de
I'estomac, du duodénum, du célon, du foie, du poumon, de la glande mammaire ou de la peau.
Beaucoup de polyphénols, comme les proanthocyanidines, les flavonoides, le resvératrol, les
tanins, I'épigallocatéchine-3-gallate, I'acide gallique et I'anthocyanine ont été testés ; Tous ont
montré des effets protecteurs dans certains modéles bien que leurs mécanismes d'action aient
été différents (Li and al., 2014).

Les proanthocyanidines inhibent de maniére significative la croissance des cellules tumorales
4T1 implantées. De plus, la métastase des cellules tumorales dans les poumons a été inhibée
de maniére significative et la survie des souris a été améliorée.

Des études ont montré que les extraits de baies riches en anthocyanines inhibaient de maniere
significative les expressions du facteur de croissance endothélial vasculaire induites par H,O,
et TNF-a, un régulateur cl¢ de I'angiogenese tumorale, par les kératinocytes humains. Dans un
modéle in vivo de I'angiogenese, les extraits de baies ont inhibé de maniere significative les
transcriptions basiques de MCP-1 et NF-«B inducibles (Li and al., 2014).

Egalement, d’autres travaux ont rapporté que l'extrait de la peau de raisin induit une apoptose
des cellules tumorales de la prostate avec des taux élevés. L'extrait de gomme restant aprés la
production du vin a inhibé les activités des métalloprotéinases matricielles-2 et -9 et a
exprimé un effet antiprolifératif significatif sur les cellules d'adénocarcinome du colon
humain (Caco-2), ce qui impliquerait un sous-produit du vin qui aiderait a lutter contre la
carcinogenese. Les molécules phénoliques du jus de raisin inhibent de maniére significative la
formation d'adduits d’ADN induite par un cancérogéne dans le modele de rat et ont inhibé la
synthése de I'ADN dans les cellules cancéreuses du sein (Xia et al., 2010).

Le trans-resvératrol inhibe la cyclo-oxygénase, I’orinthine décarboxylase et 1’angiogenése
pour inhiber I’initiation de la croissance des tumeurs (Collin et Crouzet, 2011).

Les cellules 4T1 du carcinome mammaire métastatique de souris traitées a 'EGCG du thé
vert ont montré un niveau réduit d'expression de Bcl-2, qui est un suppresseur de l'apoptose
(Saeed et al. 2017).
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3.1.5.3. Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides altérent la synthése des éicosanoides (médiateurs de 1’inflammation). Ils
diminuent le rapport leucotriéne/prostacycline en modifiant 1’activité lipoxygénasique (Collin
et Crouzet, 2011).

Des etudes ont montré que les flavonols, les flavanols et les procyanidines ont une activité
anti-inflammatoire. Ils inhibent I'inflammation de l'oreille de souris, 1'cedéme et l'infiltration
de leucocytes polymorphonucléaires induite par l'acétate de 12-O-tetradecanoylphorbol 13-
acétate (Xia, 2010).

Les procyanidines pourraient inhiber la libération des facteurs de proinflammation. Des
chercheurs ont utilisé des tests de chondrocytes humains pour prouver cela. Aprés un
traitement avec une combinaison d'extrait de vin de raisin et d'IL-1b, une diminution notable a
été détectée dans la concentration d'oxyde nitrique, de prostaglandines E2 et d'espéces
réactives d'oxygéne dans la culture de chondrocytes humains, par rapport aux groupes
témoins, et les effets étaient égaux ou supérieurs a celui de I'indométhacine (Xia, 2010).
L'acide hydrocafféique, I'acide dihydroxyphénylacétique et I'acide hydroferulique pourraient
inhiber plus de 50% de la prostaglandine E-2 (Li and al., 2014). De plus, il a été démontré
qU'EGCG du thé supprime la production de NO en inhibant I'expression de I'oxyde nitrique
synthase inductible dans les chondrocytes humains induits par les LPS / cytokines et dans les
macrophages murins induits par les LPS / cytokines en bloquant I'activation de NF-kB
(Novillaetal., 2017).

3.1.5.4. Activité antioxydante

Les activités antioxydantes ont été largement étudiées, y compris le piégeage des radicaux
libres, I'inhibition de I'oxydation des lipides, la réduction de la formation d’hydroperoxyde, etc
(Li and al., 2014). lIs peuvent également agir comme des antioxydants grace a leur capacité
de complexer les ions métalliques (Collin et Crouzet, 2011).

Les études scientifiques ont montré que les polyphénols de 1’olive ont diminué les niveaux de
LDL oxydé dans le plasma et ont eu une incidence positive sur plusieurs biomarqueurs de
Iésions oxydatives (Li and al., 2014).

La consommation d'un repas riche en polyphénols, fournis des noix ou des amandes,
augmente les concentrations plasmatiques de polyphénols, la capacité antioxydante totale et
réduit la peroxydation lipidique plasmatique (Li and al., 2014).

Selon certains travaux, les phénylpropanoides glycosides des feuilles de Marrubium vulgare

sont capables d’inhiber in vitro ’oxydation des LDL par le cuivre Cu®" et un générateur des
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radicaux libres : le 2,2’azobis-2-méthylpropionamidine (AAPH). De plus, ils préservent
I’aspect morphologique de cellules endothéliales de 1’aorte bovine durant leur incubation avec
des LDL modifiées par la myéloperoxydase (effet cytoprotecteur) : baisse de la fuite
extracellulaire du lactate déshydrogénase, maintien de I’activité réductrice des mitochondries
et réduction de I’accumulation d’hydroperoxydes (Ghedadba et al., 2015).

De nombreux polyphénols éliminent les radicaux libres a travers le mécanisme de transfert
d'atomes d'hydrogene parce que des eénergies supérieures sont impliquées dans le processus de
transfert d'électrons unique. Les polyphénols pourraient chélater des métaux de transition a
travers leurs groupes OH multiples et la fraction carbonyle, lorsqu'ils sont présents (Li and
al., 2014).

En outre, les extraits d'éthanol des graines de raisin et de framboises noires de Chardonnay
ont été évalués pour leurs capacités a supprimer I'oxydation des lipides, préserver les acides
gras importants et inhiber la croissance microbienne. Les deux extraits de graines testés ont
supprimé l'oxydation des lipides et le développement de la rancidité de I'huile de poisson.
L'extrait de semence de framboise noire a considérablement réduit la dégradation des acides
gras polyinsaturés n-3 biologiquement importants dans des conditions oxydatives accélérées
(Li and al., 2014).

Il a été démontré que les polyphénols ont une action protectrice chez les mammifeéres et les
cellules bactériennes contre la cytotoxicité induite par le peroxyde d’hydrogéne, avec
notamment des composés phénoliques de type flavonoide, tels que la quercétine, la catéchine
et d’autres polyphénols comme les esters d’acide gallique et d’acide caféique (El-Haci et al.,

2012).

3.1.5.5. L’activité antibactérienne

De récentes études, ont montré que les flavonoides inhibent la libération de facteurs de
virulence de Staphylococcus aureus. Il a été constaté que 1’épigallocatéchine empéche la
sécretion de la coagulase et I’a-toxine (Ghedadba et al., 2015).

L activité antibactérienne de la quercétine et de la naringénine envers S. aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, E. coli et Pseudomonas aeruginosa a été
relatée par de nombreux travaux (Collin et Crouzet, 2011). Une activité antifongique a été
également détectée pour les stilbenes. Le trans-resvératrol, par exemple, inhibe la germination

de solutions de conidies de Botrytis cinerea (Collin et Crouzet, 2011).
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La déstabilisation de la membrane externe des microorganismes Gram-négatifs, ainsi que les
interactions avec la membrane cellulaire peuvent étre I'un des mécanismes spécifiques de
I'action antibactérienne (L.i et al., 2014).

Ainsi, Les polyphénols ont pu supprimer un certain nombre de facteurs de virulence
microbienne, tels que la réduction de I'adhérence des ligands hétes, l'inhibition de la
formation du biofilm, la neutralisation des toxines bactériennes et la synergie des
antibiotiques (Li et al., 2014).

Le polyphénol du thé «<EGCG» possede un large spectre antifongique et antimicrobien tel
qu'un antifongique (Candida spp), dermatophytes (Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum),
antibactérien (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline et Stenotrophomonas
maltophilia, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori , Streptococci spp.,
Clostridium spp., Bacillus cereus, Salmonella spp., Mycoplasma pneumonia) et antiviral
[Orthomyxoviridae (Influenza virus) et Flaviviridae (hépatite C), virus de I'hépatite B, virus
de I'immunodéficience humaine et adenovirus] (Das et al., 2014).

L'action des extraits de plantes a forte teneur en polyphénols est basée sur leurs propriétés
antiadhésives contre les bactéries buccales spécifiques. Ce qui favorise leur élimination
mécanique. Cependant, plusieurs mécanismes d'action pour ceux-ci ont été décrits, y compris
les effets antimicrobiens, I'inhibition des activités enzymatiques liées a la survie bactérienne,
la perturbation de la formation de biofilm et la réduction de la production d'acide bactérien
(Esteban-Fernandez et al., 2017).

3.2. Les huiles essentielles

L’huile essentielle (HE), ou essence végétal, se définit comme étant un liquide hydrophobe
contenant des composes odoriférants volatils sécrétés par la plante (Fernandez et Chemat,
2012). Le terme « huiles » vient de leur capacité a se solubiliser dans les graisses, alors que le
terme « essenticlles » désigne 1’odeur dégagée par la plante productrice. Les huiles
essentielles (HE) sont des complexes naturels de molécules volatiles et odorantes synthétisées
par les plantes aromatiques comme métabolites secondaires.

Ces plantes se caractérisent par la présence de structures sécrétrices des HE bien spécialisées
telles que les poils sécréteurs (Lamiaceae), les poches sécrétrices (Myrtaceae) et les canaux
sécréteurs (Apiaceae). Ces structures dotées d’un caractére physiologique sécrétoire bien
défini, qui différent selon ’organe végétal en question. Ces structures sont également

impliquées dans le stockage des HE (Bouyahya et al., 2016).
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Ce mélange complexe de diverses molécules (alcools, terpenes, cétones, etc.) est obtenu par
distillation a la vapeur d’eau, expression ou distillation séche (Fernandez et Chemat, 2012).
3.2.1. La composition chimique des huiles essentielles

L’HE peut contenir approximativement 300 molécules ; cependant, la plupart des huiles
comportent 20 & 60 molécules. Les composes trouvés dans les HE appartiennent a des classes

chimiques variées (Bouyahya et al., 2016) (Tableau n° 3).

3.2.1.1. Classe des terpénes et terpénoides

Elle comprend les monoterpenes (dix atomes de carbone dans la molécule), les sesquiterpenes
(15 atomes de carbone), les diterpenes (20 atomes de carbone) (Bouyahya et al., 2016). Les
terpénes sont des molécules composées d'un nombre variable d'unités d'isoprene (Joualt,
1986). La combinaison séquentielle des unités basiques a cing carbones nous permet de
reconnaitre les catégories familiéres de Cio (mono-), Cys (sesqui-), Czo (di-), Cao (tri-), Cag (
Tétra-) et C> 40 (poly) terpénoides (Langenheim, 1994).

3.2.1.2. Classe des phénylpropanoides

Ce groupe de dérivés du phénylpropane (C6H5-CH2-CH2- CH3) est moins fréquent (tableau
n°3). La biosynthése concerne le précurseur de cette série qui est I’acide shikimique (ou acide
trihydroxy-3,4,5-cyclohexane-1-carboxylique) qui conduira aux dérivés de I’acide cinnamique
C6H5-CH=CH-COOQH. Ce deuxiéme groupe est constitué par : des aldéhydes (par exemple,
le cinnamaldéhyde) et des dérivés méthoxylés, ainsi que des allylphénols (par exemple,
I’eugénol), des propénylphénols (par exemple, I’anéthole). Il existe aussi des lactones ou
esters cycliques (par exemple, la coumarine) formés a partir de dérivés de 1’acide cinnamique.
Parfois, la chaine aliphatique est réduite a un seul atome de carbone (par exemple, la

vanilline) (Bouyahya et al., 2016).

3.2.1.3. Composés nitrigques et sulfuriques

Ces composés proviennent le plus souvent de la dégradation de molécules peu ou pas
volatiles. Par exemple, I’oxydation des acides linoléique et linolénique conduit a des
peroxydes instables qui, a leur tour, apres dégradation, vont donner des alcools, des aldéhydes
et des acides de masse moléculaire plus petite. Les acides organiques sont rarement présents
dans les HE, ils réagissent avec les alcools pour former des esters. Les caroténes se
décomposent en ionones. Les composes azotés qui contiennent du soufre sont rares dans les
HE (Bouyahya et al., 2016).
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3.2.2. Les voies de biosynthese des huiles essentielles

Les constituants des HE sont issus de multiples voies de biosynthese qui opéerent dans des
compartiments cellulaires différents. Ce sont des voies métaboliques intermediaires des

principaux constituants cellulaires (sucres, lipides et les acides aminés) (figure n°16).
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Figure n° 16: Localisation cellulaire des principales voies de synthése des HE chez les végétaux
( Fernandez et Chemat, 2012)

Deux principales voies sont a la base de la synthese des HE. La voie de ’acide mévalonique
(MVA) qui a lieu dans le cytoplasme, la mitochondrie et le réticulum endoplasmique. La
seconde voie est le phosphate déoxyxylulose ou le méthylérythritol (MEP) et se déroule en

niveau des plastides (Bouyahya et al., 2016).

3.2.3. Les activités biologiques des huiles essentielles

3.2.3.1. Activité antioxydante

Les huiles essentielles sont douées d’un pouvoir antioxydant comme le montrent plusieurs
travaux de recherche (Emami et al., 2011). En effet, les composés phénoliques des HE
(thymol et carvacrol), gréce a leurs propriétés d'oxydoréduction, agissent en tant qu’agents
réducteurs, donateurs de I'hydrogene et de I'oxygéne singulier.

Des chercheurs ont montré que I’importante activité antioxydante des HE est due

principalement a la richesse de certaines essences en thymol (Amarti et al., 2011).
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composition (Fernandez et Chemat, 2012)

i Typedechaine : e
Hydrocarbure
myrcene limonéne p-cymene
mastic, céleri citrus origan, thym
HO HO
SN,
Alcool >"""
(2)-hexén-3-ol menthol thymol
moutarde, ylang-ylang menthe thym, origan
(0] X S 0
Carbonyle )J\/\/\
6]
heptan-2-one carvone cinnamaldéhyde
gingembre graine de carvi, menthe cannelle
(0]
2 0O OJ\
Ester/
lactone Q. N
isobutyrate d’éthyle massoia lactone acétate de benzyle
myrte bois de massoia ylang-ylang
b © y
Ether \( ~ — i
1,1-diéthoxyéthane oxyde de rose anéthol
rose rose badiane
N
Soufré S
trisulfure de diméthyle mint sulfide benzothiazole
ail, oignon, moutarde rose, menthe, sauge gingembre, rose chinoise
N
N
Azoté N
aniline 2,4-diméthyl pyrazine
fenugrec iris
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Cependant, il a été prouvé que I’activité antioxydante des composés majoritaires testés
séparément donne souvent des résultats inférieurs comparés a ’activité de la totalité de I’HE.

En général, les interactions synergiques entre les différents constituants d’une HE sont a
I’origine d’un pouvoir antioxydant beaucoup plus important. En outre, certains constituants
des HE autres que les composés phénoliques tels que le y-terpinéne possédent aussi une forte

activité antioxydante (Amarti et al., 2011).

3.2.3.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles ont de nombreuses activités antiseptiques (Benkherara et al., 2015)
contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, comme les bactéries endocanalaires ou
la microflore vaginale, et d’origine fongique, comme les dermatophytes (Mehani et al.,
2016). Elles présentent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre (Billerbeck,
2007).

Certaines molécules qui figurent dans la composition des huiles essentielles comme par
exemple le carvacrol, le camphre, B-thujone et thymol ont été citées par la littérature
scientifigue comme pouvant étre a 1’origine de ces potentiels antibactérien et antifongique
(Bekhechi et al., 2008 ; , Sekkat et al., 2015 ; , Adida et al., 2016).

D’autres auteurs ont affirmé que I’activité intrinséque d’une huile pourrait se rapporter a la
structure chimique de ses composants, aux proportions dans lesquelles ils sont présents et aux

interactions entre eux selon qu’ils sont testés seuls ou en synergie (Sekkat et al., 2015).

3.2.3.3. Activité anticancéreuse

Les huiles essentielles (HE) et leurs constituants ont montré des activités anticancéreuses
puissantes in vitro et in vivo (figure n°17). Cependant, les mécanismes d’action sont encore
peu étudiés et moins connus (Bouyahya et al., 2016).

Des études ont montré la cytotoxicité des HE de nombreuses plantes aromatiques contre les
lignées cellulaires du cancer de I’ovaire, les lignées tumorales des cellules de carcinome
(HeLa), Adenocarcinoma (A549) et de cellules fibroblastiques cancéreuses de foetus humain
(MRC-5). Cette activité cytotoxique est fortement liée a la présence des composés comme les
phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que le linalool) et les

aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) (Bouyahya et al., 2016).
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Figure n° 17 : Mécanismes d’action antitumorale des HE (Bouyahya et al., 2016).

3.2.3.4. Activité anti-inflammatoire

Les mécanismes anti-inflammatoires des huiles essentielles sont multiples et se superposent
obtenant un effet anti-inflammatoire général. Les huiles essentielles bloquent la formation
et/ou la sécrétion des médiateurs de I’inflammation comme 1’histamine, les cytokines pro-
inflammatoires, les prostaglandines, les leucotrienes, 1’oxyde d’azote et les radicaux libres

produits par les neutrophiles (Inouye et Abe, 2007).
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4.1. Matériel végetal

Des échantillons de trois plantes: Artemisia herba-alba, Phlomis crinita et Opuntia ficus
indica ont été récoltés en Algérie durant le mois de mai, dans les régions suivantes :
Bousssada (W. de M’sila), Souk El Khemis, Lakhddaria (W. de Bouira), respectivement.
L’identification des plantes a été confirmée par les professeurs Amirouche R. et Amirouche
N. du laboratoire d’Ecologie génétique de IUSTHB (Université des Sciences et des
Technologies Houari Boumediene) a Alger.

Fraichement récoltes, les parties aériennes (tige, feuille et fleurs) d’Artemisia herba-alba et de
Phlomis crinita ont été séchées & ’ombre dans un endroit sec et aéré. Aprés séchage, les
échantillons sont récupérés dans des sacs propres en papier.

Une autre plante a fait I’objet de ce travail, il s’agit de la feuille du théier « Camellia sinensis»

fabriquée pour le commerce (TCHICO) sous forme de thé vert.

4.2. Micro-organismes choisis

Les bactéries choisies par cette étude sont le Porphyromonas gingivalis et Prevotella
intermedia vu qu’ils sont considérés comme les agents causals majeurs dans 1’initiation et la
progression de la maladie parodontale (Gianmaria Ferrazzano et al., 2011; Nagano et al.,
2015).

La souche de référence ATCC 33277 de Porphyromonas gingivalis nous a été gracieusement
fournie par le laboratoire du Centre National de Référence Anaérobie et Botulisme, Institut
Pasteur, Paris. De méme, des souches cliniques de Porphyromonas gingivalis et de Prevotella
intermedia ont été isolées a partir de patients atteints de maladies parodontales (chronique et
agressive) au niveau du service stomatologie au CHU Mustapha Bacha a Alger, puis
identifiées et conservees.

Les souches sont cultivées et isolées sur gélose Columbia ANC additionnée de 5% de sang de
mouton. La croissance est effectuée a 37°C en anaérobiose pendant 5 jours (Chardin et al.,
2006).

4.3. Analyses physicochimiques des plantes

4. 3.1. Le taux d"humidité et la matiere seche

Le taux d’humidité de la plante a ét¢ déterminé par le procédé de séchage a 1’étuve selon la
norme AFNOR (NF ISO 712, 1989).
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Le principe repose en un étuvage a température de 130 a 133°C et a pression atmosphérique
pendant 2 heures 40 minutes. La perte de masse observée est équivalente a la quantité d’eau
présente dans la plante.

Le taux d’humidité est donné par la relation:

H= (Mo‘M1/ Mo) x 100

H= Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
Moo= Masse de la prise d’essai
M= Masse de la prise d’essai, apres étuvage

Le taux en matiére seche est exprime par la relation suivante:

MS =100 -H

4.3.2. Les cendres (AFNOR, 1988) (NF V03-922, 1967)
La détermination de la teneur en cendre consiste a 1’incinération de la plante a 550°C+ 16°C,
dans un four a moufle a chauffage électrique jusqu’a masse pratiquement constante.

Expression des résultats:

P= (Mz-Mo) x100/ (Ml-Mo)

P: Pourcentage du taux de cendres.
Mo: Masse en gramme, de la capsule d’incinération.
Mi: Masse en gramme, de la capsule d’incinération chargée avec la prise d’essai.

M2:Masse en gramme, de la capsule d’incinération avec les cendres.
4.3.3. Analyse par spectroscopie infrarouge de la plante seche

-Principe

La spectroscopie IR est une méthode spectrale d’analyse qui permet de déterminer les
fonctions chimiques qui sont présentes dans la structure d’une molécule et qui apparaissent
sous forme de bandes d’absorption dans I’infrarouge.

Un échantillon irradié par une lumiére infrarouge peut absorber partiellement et sélectivement
ce rayonnement. Cette absorption est caractéristigue des liaisons chimiques et
physicochimiques du produit considéré. Le spectre infrarouge est constitué de bandes que I’on

appelle bandes d’absorption (Bertrand et al., 2006).

63



Matériel et méthodes

Chapitre 4

L’analyse chimique par spectrophotométrie infrarouge repose sur I’acquisition et le traitement
des données spectrales d’absorption lumineuse concernant les molécules constitutives des
produits analysés. Lorsque des radiations lumineuses entrent en contact avec de la matiére,
elles peuvent aussi bien étre absorbées que transmises et réfléchies (Bertrand et al., 2006).
- 1 gdeI’échantillon a été déposé dans un spectrophotométre a infrarouge (FT/IR-4200
type A, avec un nombre de série de C077561018 (tableau n° 4). Le tableau suivant
représente les caractéristiques de cet appareil.

Tableau n°4 : Les caractéristiques de ’appareil FTIR utilisé

Light Source Standard
Detector TGS
Accumulation Auto (42)
Resolution 4cm™
ZeroFilling On

Apodization Cosine

Gain Auto (4)
Aperture Auto (7.1 mm)
Scanning Speed | Auto (2 mm/sec)
Filter Auto (30000 Hz)

4.4. Extraction des huiles essentielles

4.4.1. Extraction par hydro distillation

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic
rempli d’eau distillée qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur une surface froide et 1’huile essentielle se sépare par différence de densité
(Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

La méthode d’extraction des huiles essentielles de la plante Artemisia herba alba a été
réalisée comme suit:

— 50g de la plante (la partie aérienne) sont introduites dans un ballon de 1 litre rempli
d'environ 400 ml d'eau distillée. Le tout est porté a ebullition (100°C) pendant cing
heures. Les vapeurs riches en huile essentielle remontent et se condensent dans le
réfrigérant (fig. n° 18).

— Le distillat est versé dans une ampoule a décanter (fig. n° 19), pour séparer la phase
organique de la phase agueuse en ajoutant quelque ml de diéthyl-éther. Laisser
quelques minutes puis récupérer I'huile essentielle avec le solvant.

Pour séparer le mélange (I'huile + solvant) il est nécessaire d'utiliser une ampoule a décanter.
L'huile essentielle récupérée a été conservée dans le réfrigérateur a + 4 C° dans des flacons en

verre opaque hermétiquement fermés.
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Figure n°19:Photo de I'ampoule a décanter représentant les deux phases organique et aqueuse

4.4.2. Caractérisation des huiles essentielles

4.4.2.1.Caractéristique organoleptique

L'aspect, la couleur, I'odeur

4.4.2.2.Propriétes physico-chimiques

4.4.2.2.1. L'indice de réfraction (AFNOR NF I1SO 280: 1999 (75-112))

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée, passant de 1’air dans I’HE maintenue a une température
constante (Boukhatem et al., 2010). Mesuré directement a l'aide d'un réfractométre digital
Brix.

4.4.2.2.2. Ladensité relative (AFNOR NF 1SO 280: 1999 (75-112))
C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile essentielle a 20 °C a la masse d’un
volume égal d’eau distillée a 20°C. Briévement, a I’aide d’un pycnometre de capacité de 5 ml,

on pése successivement des volumes égaux d’huile essentielle et d’eau distillée a température

ambiante (20°C).
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La densité relative est donnée par la formule :

d= (m2 - molml - mo)

Avec:
Mo: est la masse en gramme du pycnomeétre vide.
m;: est la masse en gramme du pycnomeétre rempli d’eau distillée.

My: est la masse en gramme du pycnomeétre rempli d’huile essentielle.

4.42.2.3. L'indice d'acide NF 1SO 1242: 1999 (T 75-103)
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans

lg d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une solution d’éthanol titrée de KOH.

Mode opératoire
— Préparer une solution de KOH de 0,05N.
— Dissoudre dans un bécher 1g de I'HE avec 5ml de I'éthanol (95%).
— Apres la dissolution, ajouter quelques gouttes de phénolphtaléine et titrer avec le KOH
jusqu’au virage de la couleur au rose.
— Noter le volume de KOH consomme.
— Préparer un essai blanc sans le corps gras (HE).

L'indice d'acide est déterminé par la relation suivante:

IA= (56,11 (NxV)) / m

AVEC:
N: la normalité de KOH.
V: volume de KOH utilisé pour le titrage.

m: la masse de I'huile essentielle.

4.42.2.4. L'indice d'ester (AFNOR NF T 75-104: 1994)
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par

I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’HE.

66



Matériel et méthodes

Chapitre 4

Mode opératoire

Le mélange obtenu lors de la détermination de I’indice d’acide est chauffé a reflux avec 25ml
de potasse pendant une heure. Apres chauffage et baisse de la température, la solution est
dosée avec 1’acide chlorhydrique jusqu’au virage de la couleur de la solution au jaune.

En paralléle, nous avons effectué un essai blanc dans les mémes conditions mais sans le corps
gras.

L'indice d'ester est déterminé par la relation suivante:

IE=28,05(Vo— V4/m) - 1A

Avec:

V) : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc.

V1 : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour la détermination de
I’indice d’ester.

m: masse de la prise d’essai (g).

IA: la valeur d’indice d’acide déterminée.

4.4.2.2.5. Le point de congélation

Le point de congélation d’une huile essentielle est la température constante ou maximale
observée pendant la phase de la libération de la chaleur de solidification, lorsque cette huile
essentielle a I’état liquide est refroidie.

L’huile essentielle est mise dans des tubes a essais a l’intérieur d’un congélateur,
accompagnés d’un thermométre, d’ou [1’observation des variations de température

accompagnant la solidification de I’huile.

4.4.2.2.6. Détermination du pH de I’huile essentielle
Plonger I’¢lectrode du pH métre dans un bécher rempli avec I'huile essentielle.

4.4.2.3.Analyses physicochimiques des huiles essentielles
4.4.2.3.1. Spectroscopie infrarouge par FTIR

- L’échantillon

Les mesures infrarouges par I’FTIR sont effectuées sur un échantillon d’huile essentielle de la
plante Artemisia herba-alba. Le nom du modéle de I’appareil utilisé est FT/IR-4200 type A,
avec un nombre de série de C077561018.
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4.4.2.3.2. Chromatographe en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC/MS) (HP
6890Agilent)

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’identification des différents

constituants d’'un mélange complexe.

Les analyses chromatographiques de I’'HE d’Artemisia herba-alba ont été effectuees sur un
chromatographe en phase gazeuse a régulation électronique de pression de type Hewlett
Packard 6890, équipé d'une colonne capillaire apolaire HP 5%(5 % diphényl, 95 %
diméthylpolysiloxane) (30 m x 0,25 mm diamétre externe) avec une épaisseur du film de 0,25
um, d'un détecteur Mass réglé a 230 °C et alimenté par un gaz vecteur Hélium 6.0 pur et un
injecteur split 1/20 réglé a 250 °C. Le volume injecté est de 0.2 pl. Le mode d'injection est
split (rapport de fuite: 1/20 débit: 0.5 ml/min).

La température de la colonne est programmée de 45 a 280 °C a raison d’une montée de 45
°C/8 min et un palier de 2 minutes a la température finale. L'appareil est piloté par un systeme
informatique de type « HP Chem Station », gérant le fonctionnement de l'appareil et
permettant de traiter les données.

L'identification des constituants s’effectue a 1’aide d’un logiciel piloté par une banque de
données Wily et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
a impact électronique.

4.5. Préparation des extraits de plantes

4.5.1. Préparation du gel d’Opuntia ficus-indica
Les raquettes d°O. ficus-indica ont été nettoyées, sechées. Aprés avoir éliminé les épines, elles

ont été broyées jusqu’a I’obtention d’un gel visqueux et homogene.

4.5.2. Extraction en milieu aqueux

Des extraits aqueux (EAQ) ont été préparés a partir des différents organes cités ci-dessus
d’Artemisia herba-alba et de Phlomis crinita et du thé vert Camellia sinensis fabriquées dans
le commerce a partir des feuilles du théier Camellia sinensis.

L’extraction aqueuse a ¢té effectuée par macération du matériel végétal préalablement broye,

dans 100ml d’eau distillée et stérile pendant 15 mn a 80 °C.
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4.5.3. Etude phytochimique

4.5.3.1.Dosage des polyphénols totaux de chaque extrait de plante

L’analyse quantitative des polyphénols totaux (PPT) est déterminée par spectrophotométrie
selon la méthode de Folin-Cioclateu par le réactif phosphotungsto-molybdique de couleur
jaune qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide

phosphomolybdique (Boizot et Charpentier, 2006; Nunzia Cicco et al., 2009).

-Principe

Ce dosage repose sur 1’oxydation en milieu basique des fonctions oxydables des polyphénols
par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040) qui est réduit en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La
coloration produite dont 1’absorbance maximum est comprise entre 725-760 nm, est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés présents dans le milieu (Collin et
Crouzet, 2011).

-Mode opératoire

0.5 ml de chaque extrait est pipeté dans un erlenmeyer de 50 ml contenant 2.5 ml de Folin-
Ciocalteu, 30 ml d’eau distillée et 7.5 ml de Na,CO3 (20%). Compléter le volume avec de
I’eau distillée. Aprés 2 heures, I’absorbance de cette solution de coloration bleue est mesurée

a 765 nm (Rusack et al., 2008).

-La courbe d’étalonnage

Les taux de polyphénols totaux (PPT) dans nos extraits ont éte calculés a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y = ax+b) établie avec des concentrations précises d’une solution
¢talon d’acide gallique.

Pour réaliser la courbe d’étalonnage, I’acide gallique est utilisé a une concentration de 0.005-
0.05 mg/ml. Les résultats sont exprimés en mg d’acide gallique par gramme d’échantillon

(Turkmen, 2006).

4.6. Prélevement, isolement et identification des souches cliniques de Porphyromonas

gingivalis et Prevotelle intermedia

4.6.1. Prélevement, isolement et identification de souches cliniques

4.6.1.1. Prélevement et isolement

Une quarantaine de prélévements ont été effectués sur des patients des deux sexes,
représentant une tranche d’age allant de 12 ans a 55 ans atteints de maladies parodontales

(agressive et chronique) suivis au niveau du service de stomatologie de 1’hopital Mustapha
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Bachaa Alger. A 1’aide d’une pince stérile, des cones de papier absorbant stérile ont été
introduits a I’intérieur de la poche parodontale de chaque patient. Une fois le suc parodontal
absorbé, le cbne est transféré rapidement dans des tubes a essai contenant un milieu de
transport exempt d’oxygene adapté pour les germes anaérobies.

Les souches sont cultivées et isolées sur gélose Columbia ANC supplémentée de 5% de sang
de mouton. La croissance est effectuée a 37°C en anaérobiose pendant 5 jours (Chardin et
al., 2006).

4.6.1.2. Identification des souches

Aprés ensemencement de la culture prélevée et incubation de 5 jours, une culture mixte des
bactéries présentes dans la poche parodontale a été développée et permet d’obtenir toutes les
souches bactériennes qui colonisaient la poche parodontale, avec ’apparition des colonies
pigmentées en noir, qui représentent les bactéries recherchées. Apres plusieurs repiquages sur
gélose Columbia, on obtient des cultures pures de colonies pigmentées en noir.
L’identification de la souche P. gingivalis est effectuée par PCR (polymerase chain reaction)
en référant la souche de référence P. gingivalis ATCC33277. Quant & la souche P. intermedia,
I’identification est réalisée par la technique MALDI-TOF/MS. L’identification de la souche P.
intermedia a été confirmée par la méthode de séquengage de I’ARN 16S.

— ldentification phénotypigue

1- Coloration de Gram
Elle permet de confirmer I’appartenance de la souche au groupe bactérien Gram positif ou
Gram négatif et de préciser sa forme.

2- Galerie Api 20A
Le systeme Api 20A permet de rechercher rapidement et facilement 21 caracteres pour
I’identification biochimique des bactéries anaérobies. Il comporte 20 microtubes contenant
des substrats réactionnels deshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d’incubation
se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.
Les résultats sont lus a 1’aide du tableau de lecture fourni avec le kit et ’identification est

obtenue a I’aide du Catalogue Analytique.
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3- L’antibiogramme
C’est une technique qui permet de déterminer la sensibilité des souches isolées vis-a-vis de
plusieurs antibiotiques.
Identification génotypigue
1- Identification par PCR
» Extraction de ’ADN
Cette étape est réalisée par des mini Kits d’extraction d’ADN de type Invitek en utilisant la

technologie RTP. C’est une technique rapide qui permet un isolement efficace de I’ADN de
haute qualité a partir des espéces bactériennes.
Etape de lyse : Elle consiste a mettre en contact la suspension bactérienne avec un réactif
contenant des lysozymes pour lyser la paroi cellulaire, du tampon de lyse et de la protéinase k
pour digérer les protéines.
Etape de liaison : Avec I’addition du tampon de liaison au lysat, les conditions optimales de
liaison seront ajustées. Chaque lysat est ensuite appliqué a un filtre Spin RTA et I'ADN
génomique est adsorbé sur cette membrane. Le lysat passe a travers le filtre par la force
centrifuge.
Pour éliminer les contaminants résiduels, on utilise des tampons de lavage et ’ADN
génomique reste lié a la membrane.
Etape d’élution de I’ADN pur :
L’ADN génomique pur est élué a travers un filtre Spin par un tampon d’élution (préciser)
préchauffé ou de I’eau. Ensuite, il sera conservé au congélateur a -20°C.

» Amplification par PCR
Deux amorces spécifiques de P. gingivalis décrites par Matto et al., 1998 et Pfan et al., 2005
sont utilisées pour amplifier un fragment de 404 pb du géne codant pour I'ARNr 16S par
PCR:
Amorce 1: 5> ~AGG CAG CTT GCC ATACTG CG-3’
Amorce 2: 5> —ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT-3’
Les réactions d'amplification ont été realisées dans un volume total de 50 pl, le mélange

réactionnel contient :
-0.2 mM de chaque triphosphate desoxynucléoside (AATP, dTTP, dCTP et dGTP),
- 10 x taq tampon,

-1.5 mM de MgCl;,
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-1 uM de chaque primer,
-1 ul de taqg DNA polymérase 2.5U,
-5ul de la solution d’ADN a amplifier de chaque souche,
- 0.5 ul de I’huile minérale.

L amplification est réalisée dans un thermocycleur de type Tech Gene, modele FTGENESD,
selon les parametres suivants :
— Une étape initiale de dénaturation a 95°C pendant 1 mn,
— 36 cycles d’amplification a 95°C pendant 30 s, 65°C pendant 1 mn et 72°C pendant 1
mn.

— Une étape finale d’extension a 72°C pendant 2 mn.

Le P. gingivalis ATCC 33277 est utilisé comme témoin positif et 5 pl d’eau distillée utilisée

comme témoin négatif.

» Electrophorese
Les bandes d’ADN obtenues ont été déposées sur plaque du gel électrophorése. Aprés la
migration, la plaque d’électrophorese a été photographiée sous illumination UV.
Préparation du gel
-1% d’agarose dans le tampon TBE (1x),
- Additionner 10ul de SYBR Safe DNA gel (coloration pour visualiser I’ADN dans le gel
d’agarose),
- Additionner a chaque amplifiat 0.5 pg/ml de bromure d’éthydium,
- Couler la plaque d’électrophoreése,
- Déposer 10pl d’amplifiat dans chaque puit de la plaque d’agarose,
- Apres la migration photographier la plaque d’électrophorése sous illumination UV en

utilisant le systeme Polaroid MP4.

2-  ldentification par la méthode de séquencage du gene codant pour de
I’ARN 16S
La determination des séquences est effectuée en utilisant les amorces de deuxieme intention
suivantes :
P 1848 : 5’- CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
P 1849 : 5>-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
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Cette technique se fait en six étapes :
Extraction d’ADN
Cette ¢tape s’effectue sur paillasse
- Prendre 200pL d’InstaGene Matrix, agiter avant utilisation;
- Ajouter quelques colonies;
- Chauffer a 56°C pendant 20mn;
- Puis a 90°C pendant 10mn;
- Centrifuger pendant 5mn a 13000 rpm;

- Récupérer et conserver le surnageant qui contient I’ADN a -20°C.

Préparation du MIX : Cette étape s’effectue sous hotte a UV

Préparation de 40 ml du tampon initial (tableau n° 5)
Tableau n° 5: Composition du tampon initial

Réactifs Quantité pour 40 ml
Eau distillée 345
Tampon 10x 4.5
MgCl, 50mM 0.32
dNTP MIX 25mM 1.2

- Extraire 450pul de tampon initial auquel rajouter 4,5ul de primer 1 (foward) + 4,5ul de
primer 2 (reverse) + 4,5ul de Taqg polymérase. Cette composition constitue le Mix.
- Aliquoter le Mix a raison de 50uL dans 09 Micro eppendorf.
Pour réaliser I’identification, on doit rajouter, a ce stade ’ADN, a raison de 2ul. Cette
manipulation se fait évidemment, sur paillasse.

Et c’est ainsi, qu’on passe a la 3*™étape
Amplification : Programme 16S (tableau n°6)

Tableau n° 6: Programme de I’amplification de ’ADN 16S

Etape Température Durée Nombre de cycle
Dénaturation initiale 95°C 240 sec 1
Dénaturation 94°C 30 sec 29
Hybridation 55°C 30 sec 29
Elongation 72°C 90 sec 29
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Analyse des amplicons par €lectrophoreése sur gel d’agarose

Préparation du gel

-2% d’agarose dans le tampon TBE (1x),

- Additionner 5ul de SYBR Safe DNA gel,

- Additionner a chaque amplifiat 5 pl de bromophénol a 3%,

- Couler la plaque d’¢lectrophorese,

- Déposer 10ul d’amplifiat dans chaque puit de la plaque d’agarose,

-La migration se fait par la mise en marche d’un générateur a 150 volts pendant 40 mn.
Lecture
La lecture du gel d’agarose se fait sur le Gel Doc.
1%® PCR ARNI16S
Sur les neuf souches, nous avons identifié la présence de bandes d’ADN pour 04 souches
uniquement: 00998, 00996, 00997, 01000.
2°™ PCR ARNr16S
Présence de bandes d’ADN apres avoir dilué I’ADN au 1/10: 00995, 00994, 01002, 01001,
00999.
La taille attendue est environ 1400 pb.
Séquencage
Les amplicons de chaque souche sont envoyées pour le séquencage dans les tubes Eppendorf
de 1,5ul + les primers 1 et 2 de 2°™ intention dilués au 1/10 dans de I’cau PPI (10 pl de
Primer+ 40ul de 1’eau PPI).
Bioinformatique
Les sequences doivent étre alignées a 1’aide du programme la Bio Edit puis le Blaster contre
la base des données pertinente avec le programme le BIBI pour réaliser 1’identification et

I’arbre phylogénétique.

Identification protéomique

Identification par la technique MALDI-TOF MS (fig. n° 20)
Elle est basé sur l'ionisation par laser UV de l'analyte (toute substance contenant des cellules
bactériennes ou fongiques entiéres), qui est incorporé dans une matrice appropriée sur une

plaque cible (Mellmann et Mathing, 2013).
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Figure 20 : lllustration schématique d‘un spectrometre de masse a laser UV linéaire MALDI-TOF
(Mellmann et Muthing, 2013).

Principe

Le spectromeétre de masse MALDI-TOF est un spectrométre utilisant une source d’ionisation
laser assistée par une matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un
analyseur a temps de vol (TOF = Time-Of-Flight). L’échantillon est mélangé a la matrice et
placé sur une lame. Le dépbt (ou spot) formé est appelé cible. Une source laser est dirigée sur
la cible afin d’ioniser les molécules de 1’échantillon. Les ions sont ensuite détectés en
mesurant le temps que mettent les différentes particules a atteindre le détecteur. La vitesse de
chaque particule dépend du rapport masse/charge. Les molécules plus grandes mettront plus
de temps a atteindre le détecteur, tandis que les molécules plus petites arriveront plus vite.
Une fois I’1on arrivé au détecteur, le signal est amplifi€¢ et envoyé a un ordinateur qui traite les
données et donne les résultats sous forme de spectre (Cariello, 2012).

Les souches ont été analysés par MALDI-TOF MS, en utilisant un spectrometre de masse
Microflex LT (BrukerDaltonics, Bremen, Allemagne). Le logiciel utilisé pour le controle de
I'instrument était Flex Control 3.3 et Maldi Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, Allemagne) pour
I'analyse des spectres et la comparaison avec la base de données. Des reglages par défaut
(acquisition de spectres de masse en mode positif linéaire dans la gamme 2000-20000 Da,
source d'ions 1 (IS1) 20kV, IS2 18.05kV, lentille 6.0kV, détecteur linéaire 2.560V) ont été
appliques.

Identification par depdt directe de la colonie

Reéactifs MALDI-TOF :
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Matrice (a-cyano-4-hydroxycinnamique),

ACN,

TFA

Préparation de I’échantillon et analyse spectrométrique

- Prélever une colonie bactérienne avec une boucle stérile de 1ul et la déposer sur une puce
MSP (MSP 96, Bruker Daltonics, Allemagne)

- Ajouter 1ul de la matrice (o-cyano-4-hydroxycinnamique dans une solution a 50%
d'acétonitrile et 2,5% d'acide trifluoroacétique).

-Pour la calibration, faire un dépét avec la souche E. coli dans le puits prévu a cet effet, puis
déposer 1ul de matrice.

- Indiquer les emplacements de chaque échantillons sur la lame en spécifiant s’il s’agit de
bactéries ou de levures car les spectres d’acquisition sont séparés dans deux bases de données
différentes.

- Une fois la lame terminée, transférer les données de la Prep Station vers le Vitek MS, placer
la lame sur le porte-lame, 1’introduire dans le Vitek MS et lancer 1’analyse (Cariello, 2012).
Les spectres ainsi obtenus, sont ajustés, alignés et analysés grace au logiciel Biotyper qui
calcule le taux de similarité des spectres. Ainsi, le résultat de 1‘identification apparait sous la
forme d’un score (tableau n° 7) d’homologie entre le spectre obtenu et les spectres de
référence identifiés comme les plus proches. Le score est donné en Log de 0 a 3 (valeur de
score) (Moussaoui, 2012, Riegel et al., 2016).

Tableau n° 7 : Signification des valeurs de score (échantillon standard)

Gamme Description Symboles | Couleur
2300...3.000 Identification des espéces hautement probable (+++) Vert
2.000...2.299 L(:ggggllcéaggsneszzcétéglsee du genre, identification (++) Vert
1.700...1.999 Identification probable du genre (+) Jaune
0.000...1.699 Identification non fiable ) Rouge

4.7. Conservation des souches
- Faire bouillir le bouillon TY (5ml) pendant 20-30 mn pour faire échapper 1’oxygene.
- Mettre 1 ml de glycérol dans les cryotubes.
- Racler une quantité importante de colonies dans le TY.
- Introduire le mélange a raison de 1 ml sur le glycérol.

- Conserver les cryotubes a -20°C pendant 1 h ensuite a — 80°C.
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- Préparer au moins 4 cryotubes pour chagque souche.
4.8. Mise en évidence de I’activité antibactérienne des extraits végétaux
Pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des extraits végétaux (extraits aqueux et
HE), nous avons utilisé la méthode des disques.
Une série de concentrations en extraits aqueux (tableau n° 8) contenant des PPT (mg/ml) ont
été utilisée pour mettre en évidence I’activité antibactérienne. Le choix de ces concentrations

est basé sur des tests préliminaires effectues au laboratoire.

Tableau n°® 8 : Les valeurs des concentrations en PPT (mg/ml) utilisées pour la mise en évidence

de ’activité antibactérienne des extraits végétaux

Les végétaux Concentration en polyphénols totaux (PPT) mg/ml
D1 D2 D3 D4 D5 D6
Artemisia herba-alba | 0.028 0.058 0.119 0.251 0.498 1.004
(EAdQ1)
Opuntia. ficus-indica 2.89 8.99 15.01 30 55.9 35.26
(EAQ2)
Camellia sinensis 0.59 1.01 2.09 5.49 9.99 20.27
(EAQ3)
Phlomiscrinita 34.99 71.85 146.7 280.41 590.82 1080.21
(EAq 4)

4.8.1. Méthode des disques (Mbata et al., 2008)

Des disques de papiers absorbants stériles de diamétre de 9 mm sont imbibés de 1’extrait
végétal. Les boites de gélose Columbia sont ensemencées sur la surface, a 1’aide d’un
¢couvillon, d’une suspension bactérienne de 0.5 Mc Farland. Le disque de papier est placé au
milieu de la boite de Pétri ensemencée. Cette derniére est incubée a 37°C pendant 5 jours.

4.9.  Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) (M11-A8)

La détermination de la CMI a été réalisée par la méthode de diffusion en agar (M11-A8)

4 .9.1. Préparation de I’échantillon

Cas des extraits agueux

Une série de dilutions successives (tableau n° 9) de raison % de la concentration mére en
polyphénols totaux (PPT) des différents extraits d’Artemisia herba-alba, Camellia sinensis,

Phlomis crinita et O. ficus indica est réalisée.
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Tableau n°® 9: Les différentes concentrations en polyphénols totaux des extraits végétaux utilisées

pour déterminer la CMI pour les deux souches P. gingivalis et P. intermedia

Matériel végétal Sol. Mére de dl d2 d3 d4
PPT*mg/ml
A. herba-alba (P. gingivalis) 2.32 1.16 0.58 0.29 0.145
A. herba-alba (P. ntermedia) 10.04 5.02 2.51 1.255 0.627
P. crinita 11816.4 5908.2 | 2954.1 | 1477.05 | 738.525
O. ficus indica 2.4 1.2 0.6 0.3 0.15
C. sinensis (P. gingivalis) 219.6 109.8 | 54.9 27.45 | 13.725
C. sinensis (P. intermedia) 83.6 41.8 20.9 10.45 5.225

Solution mére de PPT*: solution de polyphénols totaux; d1, d2, d3, d4: dilutions

Cas de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba

Une série de dilutions a été préparée a partir de I’extrait brut de I’HE (solution mére Sp), au %2

(S1), ¥4 (S2), 1/8 (S3) et 1/16 (Sy4). Les dilutions de I’huile essentielle se font dans le DMSO,

les concentrations préparées sont: (tableau n° 10, 11)

Tableau n® 10 : Les différentes concentrations en HE d’A. herba-alba utilisées pour déterminer

I’activité antibactérienne contre les deux souches P. gingivalis et P. intermedia

L’huile essentielle Les concentrations de ’HE (g/ml)
Extrait brut (solution mére Sp) 0.97

S1 (d1=1/2) 0.48

S (do=1/4) 0.24

S3 (ds=1/8) 0.12

S4 (d4=1/16) 0.06
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Tableau n° 11 : Les différentes concentrations en HE d’A. herba-alba utilisées pour déterminer

la CMI pour les deux souches P. gingivalis et P. intermedia

L’huile essentielle D1 D2 D3 D4 D5 D6
brute (g/ml) (@/ml) | (g/ml) | (g/ml) | (o/ml) | (g/ml) | (g/ml)
0.051 0.025 | 0.012 | 0.0063 | 0.0031 | 0,0016 | 0.00079

4.9.2. Méthode de diffusion en agar (M11-A8)

Couler les boites de dilution en agar

1-

2-

3-

Etiqueter les boites de Pétri pour chaque agent antimicrobien a préparer, et distribuer
les boites au niveau de la surface.

Pour chaque concentration préparée, ajouter 1 ml de sang de mouton laqué et 2 ml
(10X) de la solution de 1’agent antimicrobien a un tube fondu et refroidi de la gélose
Columbia (17ml).

Serrer le bouchon du tube et retourner doucement plusieurs fois pour mélanger, en
faisant attention de ne pas créer les bulles d’air. Verser le mélange dans les boites de
Pétri et laisser refroidir (15-20mn).

D’autres boites de Pétri doivent étre préparées en suivant la méme procédure que
I’étape 2 ci-dessus en remplagant la solution de 1’agent antimicrobien par de 1’eau

distillée stérile.

4- Apres solidification de la gélose, sécher les boites en les placant avec les couvercles

entrouvertes dans une héte a flux laminaire ou dans un incubateur pendant environ 30

mn.

4.9.3. Préparation de I’inoculum

1-

2-

Sélectionnerdes colonies de la gélose Columbia supplémentée avec du sang. La boite
ne doit pas rester dans une atmosphére aérobie pendant plus de 30 mn avant de
prendre la suspension.

Prélever a I’aide d’une pipette Pasteur cing ou plus des colonies bien isolées, de
morphologie similaire et les suspendre directement dans le bouillon «medium A» pour
obtenir une turbidité équivalente a une densité de 0.5 Mc Farland.

0.2 ml de la suspension bactérienne est ensemencée a la surface de la gélose. Ensuite,

les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 5 jours.

10. Etude statistique
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Toutes les données ont été saisies sur une base informatique classique (Excel 2010). La
vérification et le traitement statistique des données sont effectués sur Excel, XLSTAT version
7.5.2 Copyright © Addinsoft, 1995 — 2004.

L’analyse descriptive des résultats des valeurs du diamétre de la zone d’inhibition en fonction
de la concentration en polyphénols totaux, est représentée par la moyenne + écart type. Ces
analyses ont été effectuees pour les deux souches P. gingivalis et P. intermedia et pour les

quatre plantes : A. herba alba, O. ficus indica, C. sinensis et P. crinita.

Des graphiques sont aussi  utilisés pour présenter les résultats obtenus. D’autres
représentations graphiques comme les courbes de régressions ont été utiliseés dans le but
d’apprécier la qualit¢é de la relation entre les diamétres de la zone d’inhibition et la

concentration en polyphénols.

Avant d’appliquer les tests de comparaison, nous avons Vérifié la normalité de nos
échantillons. Et comme certains de ces derniers ne vérifient pas I’hypothése de normalité,
nous avons utilisé deux types de tests pour la comparaison entre les différents groupes, des

tests paramétriques et des tests non paramétrique au seuil de signification p<0.05.
En effet, les tests effectués sont :

- Le test de Shapiro-Wilk pour vérifier la normalité ;

- Le modéle d’analyse de la variance (ANOVA) dans le cas des données paramétriques
pour comparer les moyennes observées selon la concentration en PPT et pour vérifier
la signification des régressions obtenues ;

- Le test de Tukey pour les comparaisons multiples ;

- Les tests non paramétriques comme le test de corrélation de Spearman pour Vérifier les
régressions, le test de Kruskal-Wallis et le test de Friedman pour les comparaisons
multiples ;

- le test de Kruskal-Wallis est un test non paramétrique a utiliser lorsqu’ils se présentent
de k échantillons indépendants, afin de déterminer si les échantillons proviennent
d'une méme population ou si au moins un échantillon provient d'une population
différente des autres. Ce test est souvent utilise comme une alternative & 'ANOVA
dans le cas ou I'nypothese de normalité n'est pas acceptable. Il permet de tester si k
échantillons (k>2) proviennent de la méme population, ou de populations ayant des

caractéristiques identiques, au sens d'un parameétre de position (le parametre de
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position est conceptuellement proche de la médiane, mais le test de Kruskal-Wallis

prend en compte plus d'information que la position au seul sens de la médiane).
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5.1. Analyses physicochimiques des plantes étudiées

Les analyses physicochimiques, des différentes plantes fraiches étudiées, Opunita ficus
indica, Phlomis crinita, Artemisia herba- alba et Camellia sinensis, réalisées dans le cadre de
ce travail sont basées sur la détermination du taux d’humidité, du taux de la matiére séche, de
leur teneur en minéraux ainsi que de I’identification par spectroscopie infrarouge. Les

résultats sont rassemblés dans le tableau n° 12 et les figures n° 21, 22, 23 et 24.

Tableau n° 12 : Caractérisation physico-chimique des différentes plantes étudiées

Opuntia ficus indica | Phlomis crinita | Artemisia herba-alba | Camellia sinensis
Taux 87.14 80 45.54 3.77
d’humidité (%)
Matiere 1.66 13.51 1.35 5.71
minérale (%)
Matiere 98.34 86.49 98.65 94.29
organique (%)
Matiere seche 12.86 20 54.45 96.23
(%)
pH 4.64 5.88 6.49 5.61

Les résultats des analyses physico-chimiques (tableau n°® 12) nous ont permis d’affirmer la
richesse en eau de la plante grasse O. ficus indica marquée par un taux d’humidité important
compris entre 80 et 91%. De méme, pour la plante Phlomis crinita avec un taux d’humidité de
80%. Ces résultats corroborent avec ceux d’Arba, 2009, qui a trouvé pour le cactus (Opuntia
ficus indica) une valeur de 88.76%.

Quant a la plante A. herba alba, celle-ci présente un taux d’humidité relativement bas qui est
de 45.54%.

Ces résultats différent avec ceux, d’Eloukili, 2013, qui a montré qu’A. herba- alba récoltée
dans la zone pastorale d'El Aricha présente un taux d’humidit¢é de 12,5%, un taux de
minéraux de 3,1% et une teneur en matiere seche de 87,5%.

Ces variations des différents taux peuvent étre dues a des facteurs comme 1’environnement, la
période saisonniere de développement de la plante, la région de la cueillette, aux différences
de la période saisonniére, de leur habitat de reproduction et de I’environnement de la plante
(Belhattab et al., 2012).

Egalement, on constate que le taux des cendres varie d’un échantillon a 1’autre. En effet, on

peut remarquer que la plante P. crinita a le taux de cendre le plus élevé qui est de 13.51%,
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alors que les plantes O. ficus indica et A. herba-alba ont des taux de 1.66% et 1.35%,
respectivement. En 2013, Eloukili, a trouvé un taux de 3.4% pour Artemisia.

En outre, Hadj Sadok en 2010, rapporte une valeur d’humidité de 94.39%, un taux de
matiére séche de 5.61% et 23.87% de la matiére minérale pour la plante O. ficus indica. Ces
difféerences des caractéristiques physicochimiques seraient probablement dues a plusieurs
facteurs tels que I’environnement de chaque plante, le climat et la période saisonniere de
récolte et méme le stade de croissance de la plante (Hadj Sadok, 2010 ; , Belhattab et al.,
2012).

Selon le méme auteur, la faible teneur en matiére séche pourrait s’expliquer d’une part par la
formation au cours du stade de croissance de la plante, d’un mucilage qui retient 1’eau dans
les tissus et d’autre part, par la formation d’une cuticule épaisse qui limite 1’évaporation de
I’eau.

Quant au pH, les résultats révelent des valeurs légerement acides avec des variations d’une
plante a I’autre. En effet, la plante O. ficus indica présente une valeur de pH 4.64, 5.88 pour
P. crinita et 6.49 pour A. herba-alba. En 2014 Brahimi et al, ont trouvé une valeur de pH de
5.02 pour A. herba-alba et la valeur de 5.5 est trouvée par Kadam et al., 2011 pour O. ficus-
indica.

Enfin, les résultats du tableau ci-dessus dévoilent une teneur en matiére seche de 96.22% et
un taux d’humidité de 3.77% pour la plante Camellia sinensis. Le thé vert présente une teneur
élevée en matiere organique (94%) et une teneur faible en matiére minérale (5%). En effet, la
teneur en MS peut étre expliquée par le stade de développement des plantes lors de la collecte.
Egalement, le taux d’humidité des plantes est li¢ au climat et leur habitat.

Quant au pH, le thé vert présente un pH acide de 5.61. Ces résultats sont en accord avec
Iétude menée par Mossion, 2007 et Rusak et al., 2010. Cette acidité serait due a la présence
de composés organiques, notamment les catéchines contenues dans les feuilles de thé qui se

comportent comme des acides faibles plus ou moins dissociés (Rusak et al., 2010).
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Figure n° 21: Spectre infrarouge de la plante Artemisia herba-alba avant hydrodistillation

Le spectre infrarouge de la plante Artemisia herba -alba (fig. n° 21) montre une forte bande
d’absorption entre 3200 et 3600 indiquant la présence de groupement OH. La présence de
liaison hydrogéne se traduit par une large bande d’absorption centrée vers 3300 cm™. Une
bande étroite peu intense caractérise la présence de groupement C-H entre 2750 et 3320 cm™
et une bande moyenne caractérise la présence de liaison C=0O vers 1600 cm™, une autre bande
vers 1732,41 cm™ correspondant & des liaisons C=0. La vibration d’¢élongation de liaison C-N
est observée entre 1000 et 1350cm™ (Bertrand et Dufour, 2006).
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Figure n°® 22 : Spectre infrarouge de la plante Artemisia herba-alba aprés hydrodistillation

Le spectre IR de la plante fraiche aprés hydrodistillation (fig. n°® 22) est semblable a celui

obtenu avant hydrodistillation. La différence est notée au niveau de leur intensité. De méme,
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les travaux de Fernandez et Chemat, 2012 ont confirmé que le matériel végétal soumis a
I’hydrodistillation (3heures) semble similaire au  matériel non traite. Cependant, les
observations au microscope a balayage ont montré une destruction partielle des glandes, mais

une partie d’entre elles demeurent encore remplies (Fernandez et Chemat, 2012).

Transmitance (%)
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Figure n° 23 : Spectre infrarouge de la plante Opuntia ficus indica
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Figure n°® 24 : Spectre infrarouge de la plante Phlomis crinita

La figure du spectre IR d’O. Ficus indica (fig. n° 24) illustre une forte et large bande a
3352.22 cm™ qui indique la présence de la liaison OH et une autre bande moyenne, fine &
1639.12 cm™. Cette derniére représente la liaison C=C.

Quant a la plante P. crinita, son spectre montre la présence d’une bande large et forte a
3325.14 cm™ indiquant la présence de liaison OH et une bande étroite & 2925.64 cm™
caractérisant la présence de la liaison C-H et un autre pic de 1746.7cm™ représentant la liaison
C=0. Une autre bande a 1642.88 représente la liaison C=C et la liaison C-N est donnée par
les deux pics & 1253 et 1032.72 cm™ (Bertrand et Dufour, 2006).

Les résultats de la spectroscopie infrarouge de la plante C. sinensis sont illustrés dans la
figure ci-dessus (fig. n° 25): cette figure montre que la poudre de thé vert présente une large
zone d’absorption entre 3500 et 500 cm™ qui correspond aux vibrations suivantes: Une bande
d’absorption & 3328,90 cm™ détermine la présence des composés phénoliques ou alcools (O-
H). Une bande & 2910,59 cm™ et une bande & 2833,86 cm™montrent la présence des liaisons
C-H. Une bande d’absorption a 1733.92 indique la présence des liaisons C=0 et une autre

bande & 1636.11 cm™ caractérise la présence de liaison C=C (Bertrand et Dufour, 2006).
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Figure n°® 25 : Spectre infrarouge de la plante Camellia sinensis

5.2. Caractérisation des huiles essentielles d’A. herba-alba

5.2.1. Caracteéres organoleptiques de I’huile d’Artemisia herba-alba

L’étude de caractéres organoleptiques de I’huile est fondée sur son aspect, sa couleur et

son odeur. Les résultats sont illustrés sur le tableau suivant:

Tableau n° 13 : Caractéres organoleptiques de I'HE d'Artemisia herba- alba

Aspect Liquide
Couleur Jaune pale
Odeur Forte

On constate d’apres le tableau n° 13 que I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba a un aspect
liquide, une couleur jaune avec une odeur forte, semblable a 1’odeur originelle de I’armoise
blanche. D’apreés Fernandez et Chemat, 2012, la couleur des huiles essentielles est due a la
présence de certains composants comme les pinenes (a et ), le myrcene et le limonene.

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Bouzidi, 2016 qui a extrait les HE d’A.

herba-alba récoltée dans la région de Saida a I’interface Tell- steppe.
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5.2.2. Détermination du rendement de I’huile essentielle obtenue

Dans ce travail nous avons calculé le rendement en huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation. Selon les conditions opératoires, le meilleur rendement obtenu est de 0,84
+0,0%. Cette valeur est un peu faible par rapport a celle obtenue par Bouzidi, 2016 qui a
obtenu un rendement maximal de I’HE d’armoise blanche de 0.932 %. Des rendements
variables sont obtenus a partir des échantillons d’armoise blanche de différentes régions en
Algérie (de 0.2% a 0.95%) (Bezza et al., 2010 ; Belhattab et al., 2012). Quelques différences
dans les valeurs de rendement sont observées pour 1’huile essentielle d’armoise blanche
d’Espagne (0,41% a 2,30%) (Salido et al., 2004).

En effet, le rendement d’extraction d'huile essentielle de I’armoise blanche est variable
suivant 1’origine géographique de la plante; en Tunisie (0.68% a 1.93%) et en Jordanie (1.3%)
(Bouzidi, 2016).

Le rendement et la qualité des huiles essentielles des espéces du genre Artemisia sont

influencées par le pH des sols (Bouzidi, 2016).

Nous remarquons aussi d’apres les figures n° 26 et 27 que le rendement dépend également de
la quantité du végétal utilisé et de I’humidité. En effet, ces résultats montrent que le séchage
de la plante affecte la quantité et la qualité de I’HE extraite. Aussi, nous suggérons de ne pas

sécher la plante avant de réaliser I’extraction des huiles essentielles.

R (%)
1- Ennedetra;age
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Figure n° 26: Variation du rendement des HE en fonction de la masse brute du végétal
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Figure n°® 27: Variation du rendement de I’HE en fonction de I’humidité de la plante

5.2.3. Propriétés physico-chimiques de 1’huile essentielle d’A. herba- alba

Les parametres physico-chimiques sont des caracteres essentiels pour contréler la qualité des
huiles essentielles. Ces paramétres sont: I’indice de réfraction, ’indice d’acide, I’indice
d’ester, le pH et le point de congélation. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
n° 14.

Tableau n° 14 : Les propriétés physico-chimiques de I’HE d’Artemisia herba-alba

Indice de réfraction 1.4443+0,0015
Densité relative 0.9700 +0,0000
Indice d’acide 0,5611+0,0000
Indice d’ester 9.6610+0,6600
pH 5,6
Point de congélation -20

D’aprés les résultats du tableau ci-dessus, on remarque que I’HE d’A. herba- alba a un indice
de réfraction de 1.4443+0,0015 a une température de 20,9°C £0,06, une densité de 0.97, un
indice d’acide et d’ester de 0.5611 +0,0 et 9.66+0,66, respectivement. Aussi, cette huile
présente un pH acide de 5.6 et un point de congélation de -20.

89




Résultats et discussion

Chapitre 5

Il est clair que, I’indice de réfraction varie selon la composition chimique. Cette derniére
dépend de la longueur des chaines d’acides et essentiellement de la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé (Boukhatem
et al., 2010). L’indice de réfraction permet de distinguer une variété d’huile et son degré de

pureté.

La valeur de I’indice de réfraction obtenu par Bouzidi, 2016 est de 1.4811. Cet auteur
explique la variation de cet indice par la nature de la composition de I'huile essentielle. En
effet, I’indice de réfraction varie selon la composition chimique, la masse volumique et

augmente avec 1’instauration ou la présence de fonctions secondaires.

L’indice d’acide donne une idée sur le taux d’acides libres. Une valeur inférieure a 2 est une
preuve de bonne conservation de 1’essence (faible quantité d'acides libres). Inversement, si la
valeur de l'indice d’acide est é¢élevée, cela signifie une dégradation de I'HE durant sa
conservation (Boukhatem et al., 2011). De méme, I’indice d’ester est lié a la présence de

composés a fonction ester.
Quant au pH, sa valeur est légerement acide ce qui permet de neutraliser les microorganismes.

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Abaas et al., 2013 qui ont obtenu une valeur
d’indice de réfraction de 1.48 pour I’HE d’4. herba-alba. Par contre, les valeurs de 1’indice

d’acide et I’indice d’ester sont différents et qui sont de 6.21 et 11.43, respectivement.

Cette fluctuation due a la composition chimique de I’HE extraite et qui dépend d’un grand
nombre de paramétres, a savoir : La période saisonniére de la récolte, I’origine botanique ainsi

que la méthode d’extraction utilisée.

5.2.4. Analyse infrarouge de I’huile essentielle d’A. herba-alba

Le spectre IR de I’huile essentielle d’A. herba-alba a montré (figure n° 28) la présence d’une
faible bande d’absorption arrondie & 3400 cm™ indiquant la présence de groupements
fonctionnels OH, un pic intense & 2900cm™ qui représente les liaisons des chaines
aliphatiques C-H, et enfin, un pic moyen & 1764 cm™ caractérisant la présence de liaison
C=0.
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Figure n° 28 : Spectre infrarouge de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba

La détermination de ces paramétres physico-chimiques (densité, indice d’ester, de
réfraction...) est une étape importante mais non suffisante pour caractériser les huiles
essentielles. 1l est donc nécessaire de la compléter par des analyses chromatographiques
CG/SM, qui sont utilisés comme moyens analytiques nécessaire pour I’identification des
substances volatiles.

5.2.5. Analyse de la composition chimique de ’HE de la plante A. herba-alba par GC/MS
L’analyse de I’huile essenticlle (HE) de la plante Artemisia herba-alba issues des deux
régions de Biskra et de Bousaada a été effectuée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) en vue de déterminer la composition chimique
de 'HE. Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous: (Figures n° 29 et 30. Tableau
n° 15).

De I’analyse du tableau n° 15, il en ressort une large prédominance de 17 composés
principaux qui apparaissent en gras (voir tableau). En effet, cette étude a permis d’identifier
55 composés (pour la collecte du mois de Mai) dont les plus importants sont: Camphre
(21.58%), thujone (12.96%), Eucalyptol (9.30%), 1,6-Dimethylhepta-1,3,5-triene (9.07%),
1,2,5,5-tetra methyl- (5.28%), PB-thujone (4.32%), 1,2-Pentadiene (3.53 %), camphene
(3.44%), Limonene oxide, cis- (3.16%), borneol (1.71%), (1,3-Dimethyl-2-methylene-
cyclopentyl)-methanol (1.30%), (-)-terpinen-4-ol (1.55%), alpha-Pinene (1.41%), m-cymene
(1.37%), beta-myrcene (1.24%), (E)p-2-menthen-1-ol (1.10%) et 1 H-Pyrrole-2- carboxylic
acid (1.08%) avec un total de tous les composants identifies de 99.23%. Les résultats
montrent que cette HE est caractérisée par une forte teneur en molécules de la famille des

monoterpeénes oxygénés comme le camphre et d’autres monoterpénes d’un pourcentage
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relativement important comme le thujone et 1I’eucalyptol. Ces résultats sont en accord avec les
travaux d’analyse de la composition chimique de 4 types d’HE, provenant de 4 régions
différentes d’Algérie (Benifouda, Bougaa, Boussaada et Boutaleb), dont I’analyse confirme la
dominance du camphre avec des pourcentages qui varient entre 17 et 34%, d’a-thujone (6-
29%) et d’Eucalyptol (8-10%) (R. Belhattab et al., 2014). En 2010 Dahmani-Hamzaoui et
Baaliouamer ont également mis en évidence la dominance du camphre (49%) dans les HE du
nord du Sahara Algérien (Zaim et al., 2012).

L’analyse chimique de I’HE de I’armoise blanche de I’Algérie, de I’Egypte, du Maroc et
d’Espagne, a permis de mettre en évidence une richesse singuliére en camphre avec un
pourcentage qui se situe entre 15 et 68% (Feuerstein I., et al., 1988 ; Fleisher Z., et al.,
2002 ; Vernin G. et al., 1995 ; Ghanmi et al., 2010 ; Sabayou et al., 2014 ).

Les travaux de Zaim et al., 2012 ont montré que I’'HE d’A4. herba-alba de Maroc (région de
Rabat) est riche en camphre (26.67%) et en a-thujone (9.26%) (R. Belhattab et al., 2014),
avec la dominance du chrysanthenone (28,10%), on note I’absence de ce monoterpéne
0xygéné dans notre HE. Ce composé pourrait provenir de I’hydrolyse puis de 1’oxydation de
I’acétate de cis-chrysanthényle (Bezza et al., 2010). D’autres travaux, rapportent la
dominance du camphre (>50%) dans 18 échantillons de la régions de Sousse (Zaim et al.,
2012). Le camphre et I’a-thujone (30% et 40% respectivement) sont décrits comme
constituants majoritaires dans 18 spécimens d’HE de Marrakech (Zaim et al., 2012).

Au regard des diffeérents travaux publiés, on note une chimio-variabilité de I’'HE chez I’espéce
A. herba-alba. En effet, deux chémotypes différents ont été répertoriés en Israél et en Egypte
(Bezza et al., 2010, Feuerstein 1., et al., 1986). Au Maroc, 16 chémotypes ont été recensés
avec en majorité des monoterpénes (Bezza et al., 2010 ; Lamiri A., et al., 1997). En Tunisie
(Bezza et al., 2010 ; Haouari M. et Ferchichi A., 2009), dix composés, avec une teneur
supérieure a 10 %, ont été relevés. Les principaux composants sont 1’eucalyptol, les thujones,
la chrysenthénone, le camphre, le bornéol, I’acétate de chrysanthényle, 1’acétate de sabinyle,
la davanone et les éthers dérivés de la davanone. Dans la composition de I’HE d’Artemisia
herba-alba provenant d’Algérie, on note essentiellement la présence de camphre, de I’a- et de
B-thujones, d’eucalyptol et de dérivés chrysanthényles (Bezza et al., 2010 ; Dob T., et
Benabdelkader T., 2006 ; Vernin G, et al., 1995).
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Cette variabilité du profile chimique des HE existant au sein de 1’espéce A. herba-alba peut
étre due a des facteurs exogénes comme l'ensoleillement, la nature et les composants du sol, la
température, l'altitude, etc. et aux facteurs endogenes tel que le patrimoine génétique des
individus. Ces facteurs constituent autant de parameétres qui influencent a la fois le rendement
et la qualité chimique de I’huile essentielle (Benchegroun et al., 2012). On note également
I’influence de la technique d’extraction sur la composition chimique de I’huile essentielle

(Bencheqroun et al., 2012).

Abundance
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Figure n°® 29 : Spectre GC-MS de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba de la région
de Biskra
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Figure n° 30 : Variation des composants majeurs retrouvés dans I’huile essentielle

d’Artemisia herba-alba de la région de Biskra

Tableau n° 15 : Composition de ’HE d’Artemisia herba- alba de la région de Biskra

N° Composants RT Pourcentage | Qualité
1 | 1,3-Cyclopentadiene, 1,2,5,5-tetra ethyl- 6.10 0.41 86
2 | Limonene 8.08 0.17 91
3 | 1,3-Pentadiene 8.86 0.17 72
4 | Carene 10.08 0.25 94
5 | 3-Thujene 10.39 0.16 94
6 | alpha.-Pinene 10.80 1.41 96
7 | Camphene 11.75 3.44 97
8 | Benzene, butyl- 12.08 0.21 64
9 | cis-sabinene 13.33 0.14 91
10 | beta.-Myrcene 14.61 1.24 94
11 | 1,6-Dimethylhepta-1,3,5-triene 14.80 0.50 94
12 | Benzene, 1,2,3-trimethyl- 14.99 0.65 97
13 | alpha.-Phellandrene 15.47 0.30 91
14 | (+)-4-Carene 16.32 0.35 97
15 | m-Cymene 17.06 1.37 93
16 | Eucalyptol 17.41 9.30 99
17 | 1H-Pyrrole-2-carboxylic acid 19.05 1.08 53
18 | y-Terpinene 19.39 0.44 97
19 | Bicyclo[3.1.1.] heptan —endo-6-ol, syn-7-bromo- 20.45 0.68 59

20 a-Terpinolene 21.48 0.23 86

21 | 1,6-Dimethylhepta-1,3,5-triene 22.85 9.07 56

22 | Thujone 23.25 12.96 94

23 | Limonene oxide, cis- 23.75 3.16 35
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24 | B-Thujone 23.95 4.32 93
25 | 1,3-Cyclopentadiene, 1,2,5,5-tetra methyl- 24.47 5.28 94
26 (E)-p-2-Menthen-1-ol 24.75 1.10 95
27 Camphre 26.10 21.58 96
28 | 2H-Pyran, tetrahydro-2-(12-pentade cynyloxy)- 26.43 0.80 50
29 | 1,3-Cycloheptadiene 26.63 0.27 46
30 | 2(10)-Pinen-3-one, (.+/-.)- 27.08 0.64 53
31 | 1,2-Pentadiene 27.75 3.53 49
32 | Santolina epoxide 27.817 0.98 50
33 | Borneol 28.02 1.71 91
34 | 1,3-Cyclopentadiene 28.29 0.73 55
35 | (-)-Terpinen-4-ol 28.62 1.55 95
36 alpha-Terpineol 29.76 0.16 72
37 | 2,6-Dimethyl-3,5,7-octatriene-2-ol, Z,Z- 32.02 0.33 41
38 | Benzene, 1-ethyl-2,3-dimethyl- 33.93 0.88 46
39 | Limonene oxide,trans- 34.250 0.21 32
40 | 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl- 35.06 0.78 52
41 Bornyl acetate 35.56 0.46 98
42 | 2-Methyl-5-(fur-3-yl)-pent-1-en-3- Ol 36.05 0.21 47
43 | 2-Undecanone 36.41 0.44 94
44 | 1,3-Cyclopentadiene, 5-(1,1-dimethyethyl)- 37.90 0.31 60
45 | 1.3-Cyclopentadiene, 5,5-dimethyl-2-ethyl- 38.34 0.80 91
46 | 1(2H)-Naphthalenone, octahydro-4-hydroxy-, 42.65 0.38 43

trans-
47 | (1,3-Dimethyl-2-methylene-cyclopentyl)- 43.08 1.30 43

methanol
48 | 5-1sopropenyl-2-methylcyclopent-1- 43.39 0.89 7

enecarboxaldehy

de
49 | Spiro [5.5] undec-1-ene 43.52 0.70 76
50 | 1(2H) Naphthalenone 46.98 0.26 50/38
51 | 4,5-Nonadiene 47.44 0.19 30
52 | Davana ether 50.33 0.51 94
53 (-)-Spathulenol 54.60 0.70 83
54 | (Z,2)-.alpha.-Farnesene 57.48 0.15 59
55 | 4 —Chlorobezenesulf 57.63 0.16 95

Onamide, N-mthyl-

95




Résultats et discussion

Chapitre 5

Abundance
TIC: HEO2.D\data.ms

7e+07

.6 e+ 07

.5e+07

1
1
1
1.4e+07
1.3e+07
1.2e+07
1.1e+07
l1e+07
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000

3000000

2000000

woseend ) Wl )

¥ T T T
10.0020.00 30.00 40.0050.00 60 .
T im e -->

Figure n° 31 : Spectre GC-MS de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba de la région de Bousaada
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Figure n°® 32 : Variation des composants majeurs retrouvés dans I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba

de la région de Bousaada
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Tableau n°16 : Composition de ’HE d’Artemisia herba-alba de la région de Bousaada

N° Composants RT Pourcentage | Qualité
1 1.3- Cyclopentadiene, 5-(1,1-dimeth 8.64 0.03 91
2 Cis- Salvene 9.86 0.04 98
3 4-Pentenal, 2-methyl- 10.00 0.02 43
4 Santolina triene 13.59 0.02 93
5 Tricyclene 14.32 0.08 96
6 .alpha.-thujene 14.84 0.02 91
7 .alpha.pinene 15.25 0.35 96
8 Camphene 16.39 2.72 97
9 Verbenene 16.78 0.06 91
10 Sabinene 18.33 0.09 97
11 2-Beta.-Pinene 18.42 0.07 97
12 6-methyl-3 5-heptadien-2-one 19.66 0.04 38
13 Benzene, 1,2 4-trimethyl- 19.96 0.20 95
14 1-Phellandrene 20.72 0.04 95
15 2,5,5-trimethyl-3,6-heptadien-2-ol 21.00 0.04 74
16 Benzene, 1—methyl-2-(2-propenyl)- 21.45 0.01 95
17 Alpha.-Terpinene 21.69 0.05 97
18 Benzene, 1,2,4-trimethyl 22.19 0.09 97
19 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl) 22.53 0.54 97
20 1,8- Cineole 23.00 10.31 98
21 2,6-octadien-1-ol, 3,7-dimethyl- 23.27 0.04 52
22 E-. beta.-ocimenol 23.58 0.03 59
23 2,3-hexadiene, 2-methyl- 23.72 0.04 50
24 .gamma.- Terpinene 25.01 0.08 97
25 2,4- Hexadiene 26.79 0.02 70
26 Alloocimene 27.24 0.03 91
27 .alpha.-thujone 29.21 22.67 97
28 beta.thujone 29.26 3.49 97
29 Thujone 30.01 12.57 94
30 Chrysanthenone 30.25 7.55 96
31 Camphor 32.04 26.11 97
32 1,3-cyclopentadiene, 1,2-dimethyl- 32.26 0.19 43
33 Cyclohexanol, 1-ethynyl- 32.79 0.06 62
34 Pinocarvone 33.04 1.08 86
35 | 1-tert-butyl-3,3-DimethylcycloproP 33.29 0.03 55
36 Borneol 33.50 1.54 83
37 Borneol L 33.60 1.64 97
38 Toluene d3 33.75 0.49 80
39 Terpinen-4-ol 34.25 0.65 98
40 .alpha.thujenal 34.60 0.04 72
41 | 2-furancarboxaldehEhyde 34.78 0.04 52
42 Benzenmethanol, 4-(1-methylethyl) 35.11 0.09 68
43 Myrtenal 35.34 0.26 96
44 Cis-piperitol 35.54 0.08 60
45 Myrtenol 35.67 0.16 96
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46 | 8-methylene-3-oxatricyclo [5.2.0.0(2,4)] onane | 36.14 0.04 27
47 Verbenone 36.36 0.19 98
48 Piperitol 36.50 0.15 94
49 Isobornyl acetate 37.50 0.07 87
50 Carveol 2 38.26 0.01 62
51 Cuminaldéhyde 38.57 0.08 98
52 Carvone 38.85 0.13 96
53 p-Menthone 39.03 0.02 52
54 Piperitone 39.55 0.31 97
55 Chrysanthenyl acetate 39.96 0.32 87
56 Isophorone 40.81 0.13 53
57 Carveol (fr.2) 41.09 0.09 55
58 Endobornyl acetate 41.60 0.49 98
59 Sabinyl acetate 42.17 0.06 86
60 Bicyclo[4.2.0] oct-1-ene, 7-exo-ethenyl- 42.59 0.13 43
61 Phenol, 2-(1,1-dimethylethyl)- 42.81 0.01 93
62 AcetylphenylcarBinol 42.91 0.05 68
63 1-phenylpropane-1,3-diol 43.26 0.11 42
64 Filifolide A 43.62 0.21 49
65 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) 43.84 0.02 93
66 1,3-cyclopentadiene, 5,5-dimethyl- 44.09 0.51 91
67 | 3,3-dimethyl-6-methylencyclohexEn 44.26 0.13 76
68 Apocamphane 45.16 0.03 87
69 (+)-trans-Chrysanthenyl acetate 46.20 0.04 80
70 Eugenol 46.81 0.05 97
71 Alpha.copaene 47.42 0.02 99
72 R(+)-Limonen 47.51 0.01 52
73 1,3-cyclohexadiene-1-carboxaldehyd 49.20 0.78 78
74 3 ,5-heptadienal 2-ethylidene-6-methyl- 50.01 0.01 55
75 2-isopropylidene-3-methylhexa-3 5-dienal 50.17 0.02 86
76 3-hexene, 3-methyl-, (z) 52.13 0.05 72
77 2-hexene 4-methyl- (e)- 52.22 0.03 50
78 Alloaromadendre-ne 52.74 0.02 97
79 tricyclo [4.3.1.13,8] undecane 53.71 0.06 58
80 Germacrene D 54.06 0.07 99
81 Inconnu 54.41 0.08 -
82 butanone 1-chloro-3 3-dimethyl- 54.64 0.02 38
83 Germacrene B 54.99 0.04 97
84 .delta. —Cadinene 56.65 0.03 96
85 (7s)-trans-bicyclo[4.3.0]-3-nonen- 58.35 0.01 49
86 Caryophyllene 59.27 0.04 50
87 Cyclohexane, (2-nitro-2-propenyl)- 59.75 0.05 45
88 (+) spathulenol 60.04 0.60 97
89 beta.-selinene 60.34 0.05 74
90 .beta.- Copaen-4 .alpha.-ol 60.54 0.06 53
91 (- (IR, 60.75 0.27 47
5R)-2(10)-Pinen-4-one
92 Caryophyllene oxide 61.35 0.08 70
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93 AlloaromadendreNe 61.67 0.05 70
94 Bicyclo[3.1.0]hex-3-en-2-ol, 2-methyl- 62.08 0.02 38
95 .alpha.-Farnesene 62.56 0.02 42
96 3-octyne, 5-methyl- 62.93 0.08 60
97 trans-Geraniol 63.14 0.02 27
98 Junipene 63.53 0.06 64
99 1,5-heptadien-4-one, 1-(6-ethenyl-) 63.69 0.04 59
100 Myrcenol 64.10 0.04 38
101 Aromadendrene oxide-(2) 64.39 0.02 46
102 Pyrrolidine, 1-(1-cyclohexen-1-yl) 80.33 0.01 51
103 Inconnu 81.86 0.02 -
104 Mandelamide 82.17 0.01 38

Les analyses chromatographiques de I’HE essentielle extraite a partir de la plante A. herba-
alba de la région de Boussaada par la méthode d’hydrodistillation détectent la présence de
104 éléments chimiques avec un taux totale de 99.97% parmi lesquels 10 éléments dominants
qui sont: Camphre (26.11%), .alpha thujone (22.67%), thujone (12.57%), eucalyptol
(10.31%) chrysanthenone (7.55%), beta thujone (3.49%), et d’autres composants avec des
teneurs moins importantes comme le camphene (2.72%), borneol L (1.64%), borneol (1.54%)
et pinocarvone (1.08%).

Les résultats obtenus sont identiques a ceux de Belhattab et al., qui ont identifié la
composition chimique de I’HE de la plante d’A. herba-alba de la région de Boussaada en
2014 obtenue par la méthode d’hydrodistillation et ont révélé la composition suivante :
Camphre (17.3%), alpha thujone (27.7%), eucalyptol (9.8%), chrysanthenone (7.6%), beta
thujone (3.4%) et la camphene (4.1%).

Les résultats de Bouzidi, 2016 montrent que 1’huile d’armoise blanche de la région de Saida a
I’interface Tell- steppe est formée principalement du camphre (29.8 %), 1,3-Cyclopentadiene,
1,2,5,5-tetramethyl- (15.6 %), Chrysanthenone (8.2 %), Eucalyptol (6,5 %), Arthole (4,5 %).
Ces composés sont accompagnés d’autres constituants minoritaires qui ne sont pas dénués
d’importance avec des quantités relativement faibles comme le thujone (1,08% - 1, 40%),

camphene (0.67%), eugenol (0.47%).

Ces résultats montrent que la région du développement de la plante est un facteur important
qui influe la composition chimique des HE. Ainsi, en comparant cette composition avec celle
de I’HE de la région de Biskra (tableau n°® 17), nous remarquons une légere différence dans
les quantités des éléments majeurs avec D’apparition d’autres composants comme le

chrysanthénone.
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La variabilité intra-spécifique existant au sein de 1’espéce A. herba-alba peut étre d’origine

géographique et génétique.

Les constituants majeurs qui existent chez les deux types de plante sont le camphre, le thujone
et I’eucalyptol (tableau n° 17). Ces molécules sont des substances naturelles de la classe des
monoterpenes. Les monoterpenes oxygénes comme le camphre (21.58%), ont fait 1’objet de
nombreuses études en raison de leur activité antibactérienne et autres propriétés biologiques.
En effet, le camphre composé hautement bioactif, est souvent utilisé en application a la peau
pour son activité anti-prurigineuse, analgésique et cicatrisante (Altunkaya Arzu et al., 2014).

Il est également utilise comme décongestionnant nasal (Altunkaya Arzu et al., 2014).

L’eucalyptol ou 1.8-cinéole, est un monoterpéne appartenant a la classe des éthers. 1l a des
propriétés antibactériennes, antispasmodiques et antitussives. Son taux dans notre huile
essentielle d’A. herba-alba est de 9.30%. Ce taux varie suivant les régions de la cueillette
(Bouaoun et al., 2007).

Quant a la thujone (12.96%), ce monoterpéne cétonique largement distribué dans les plantes
aromatiques médicinales, posséde plusieurs propriétés, notamment une forte activité
antimicrobienne (Biljana Nikolic et al., 2011 ; Cermelli et al., 2008; Lee et al., 2011;
Mahbourbi and Farzin, 2009; Mitic-Culafic et al., 2005; Sokovic et al., 2010).

Cependant, méme si I'effet neurotoxique de la thujone chez les mammifeéres est bien établie;
les données rapportées indiquent que les huiles essentielles contenant de la thujone, peuvent
étre utilisées a des fins médicales (Biljana Nikolic et al., 2011 ; Mayer et al, 2009;. Mueller
et al, 2010; Naser et al., 2005; Presti et al, 2007). Notons également, la présence de
molécules minoritaires comme le limonéne (0.17%) et le caréne (0.25%), etc.
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Tableau n° 17 : Comparaison entre la composition des huiles essentielles des deux

régions Biskra et Bousaada

Composants HE de Biskra HE de Bousaada
Camphre 21,58% 26,11%
Thujone 12,96% 12,57%
Alpha thujone 0% 22,67%
Eucalyptol 9,30% 10,31%
Beta thujone 4,32% 3,49%
Camphene 3,44% 2,72%
Borneol 1,71% 1,54%
Terpinen-4-ol 1,55% 0,65%
Limonene oxide, cis 3,16% 0%
Chrysanthenone 0% 7,55%

5.3. Identification des souches

Quarante prélevements ont été effectués a partir de différents patients atteints de la maladie
parodontale. Ces patients représentent une tranche d’age allant de 12 ans a 55 ans de sexe
différent. Nous avons pu prélever, isolé et identifié a partir de ces patients les deux bactéries
P. gingivalis et P. intermedia considérés comme les agents causals majeurs dans I’initiation et
la progression de la maladie parodontale (Gianmaria F. Ferrazzano et al.,, 2011 ; K.
Nagano et al., 2015).

Aprés I’ensemencement de la culture prélevée, nous avons obtenu suite a I’incubation de 5
jours, le développement d’une culture mixte qui contient toutes les souches qui colonisent la
poche parodontale avec 1’apparition des colonies pigmentées en noir. Lesquelles représentent

les bactéries recherchées dans notre étude.

Le nombre de bactéries pigmentées représente un facteur important dans I’initiation et le
développement de la maladie parodontale. En effet, la santé gingivale est associée a la
présence d’une faible masse bactérienne telle que le rapportent les figures n° 33 et 34 ou I’on
peut constater la présence des bactéries pigmentées chez le sujet sain et malade avec une
difference significative dans le nombre de ces derniéres.

Ces résultats corroborent avec ceux de Chardin et al., 2006, qui rapportent que la plupart des
individus abritent en un petit nombre ces pathogénes dans leur sulci, qui semblent en équilibre
avec le reste de la communauté bactérienne sous-gingivale, et avec 1’hote qui ne manifeste

aucun signe clinique. En effet, la maladie parodontale se développe quand 1’équilibre de la
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communauté bactérienne sous-gingivale est rompu en faveur des bactéries
parodontopathogeénes, qui remplacent le microbiote commensal (Chardin et al., 2006). Les
raisons de ce déséquilibre n’ont pas ét¢ démontrées clairement. Car il est difficile d’expliquer
le déséquilibre, en raison de la complexité de la composition de la flore parodontale et sa
différence d’un site a un autre chez le méme sujet et sa différence aussi d’un sujet a un autre

(Haffajee and Socransky, 2005 , ; Massif, L. Frapier, 2007).

De nombreuses études portant sur la maladie parodontale, suggerent une grande influence des
facteurs environnementaux (potentiel d’oxydo-réduction, pH, disponibilité des nutriments,
etc.) et des interactions bactériennes sur la composition et 1’activité de la microflore sous-
gingivale (Labbe et al., 1998). Ceci peut étre expliqué par les interactions bactériennes
négatives qui sont la compétition et 1’antagonisme. Ainsi, les bactéries produisent des
métabolites (catalase, bactériocine, acide,...) qui inhibent d’autres populations et altérent
I’environnement physicochimique (Labbé et al., 1998 , ; Chardin et al., 2006 , ; Dahlen,
2009).

Selon la littérature scientifique (Chardin et al., 2006), tous les types clonaux d’une espéce
bactérienne ne sont pas virulents. Donc, si un pathogene suspect est retrouvé dans un site sain,
il peut s’agir d’une souche avirulente. D’autre part, une souche virulente n’exprime pas sa
virulence en permanence et une souche avirulente peut devenir virulente (Chardin et al.,
2006).
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Colonies pigmentées en

noir

cbne de papier absorbant
Gélose Columbia au sang

Figure n° 33 : Photo de la boite de pétri initiale coulée avec la gélose columbia additionnée de 5% du sang

de mouton et ensemencée d’un prélévement de la poche parodontale

petites colonies

pigmentées en noir

Geélose Columbia au sang

Figure n° 34 : Photo de la boite de pétri initiale coulée avec la gélose columbia additionnée de 5% du sang

de mouton et ensemencée d’un prélévement de patient sain
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5.3.1. Coloration de Gram d’un prélevement intrasulculaire

5.3.1.1. Flore des sillons sains

Nous avons effectué la coloration de Gram d’un prélévement de la boite initiale ensemencée a
partir d’un patient sain. Le résultat est illustré sur la figure n°® 35. Nous remarquons la
dominance des cocci a Gram positif et négatif qui représentent probablement le genre
Streptococcus anaérobies facultatifs et Neisseria aérobies anaérobies facultatifs. Des bacilles a

Gram négatifs comme Fusobacterium anaérobie stricte sont également retrouvés.

Cocci Gram négatif

Coccis Gram positif

Bacille Gram négatif

Figure n° 35 : Photo d’une observation microscopique d’une flore d’un sulcus sain

5.3.1.2. Flore des maladies parodontales

La figure ci-dessous (fig. n°® 36) montre la présence d’un grand nombre de cocci, des
cocobacilles et des bacilles a Gram négatifs qui représentent la flore d’une parodontite
chronique. Cette flore est composée de F. nucleatum, P. gingivalis, P. intermedia P.
nigrescens et Treponema. Egalement, nous remarquons la présence des Streptococcus a Gram

positif dans un nombre réduit.
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Gram negatif

Coccis Gram positif
Coccobacille Gram négatif

Bacille Gram négatif

Figure n° 36: Photo d’une observation microscopique d’une flore de parodontite chronique

Nous constatons d’aprés ces figures, que la composition de la flore du sillon gingivale
change avec le développement de la maladie ou les bactéries du genre Streptococcus a Gram
positif sont remplacées par des bactéries a Gram négatif.

Des résultats similaires ont été obtenus par des chercheurs au cours de leurs études, qui ont
établi des associations particulieres entre la présence de certaines especes bactériennes dans
les poches parodontales et les diverses formes de maladies parodontales. Il devient évident,
que la virulence des agents pathogenes parodontaux tels que P. gingivalis acquiert une
importance que dans le cadre d'une communauté microbienne synergique, qui est nécessaire

pour I'expression de la pathogeénicité (Massif et Frapier, 2007).

Au cours de cette étude, nous avons observé un lien entre 1’état de santé générale des patients
et la maladie parodontale. En effet, la plupart des préléevements qui ont permis d’isoler le P.
gingivalis et P. intermedia ont éte effectués a partir des patients atteints d’hyperglycémie et
d’hypertension. Ainsi, une étude portant sur les facteurs de risque pouvant influencer le
développement de la maladie parodontale, a montré que les sujets diabétiques et hypertendus
ou autres atteints de maladies systémiques sont plus vulnérables a cette pathologie (Dahlen,
2009).

De plus, aucune colonie pigmentée n’apparait dans la culture des prélevements appartenant a
des patients sous chimiothérapie. 1l semblerait que cette derniére inhibe la croissance de ces

souches en faveur d’autres qui peuvent causer la maladie.

En effet, Dahlen explique que certains médicaments cytotoxiques utilisés dans le traitement
du cancer possédent une forte activité antibactérienne, ce qui peut entrainer une diminution du

nombre des bactéries sensibles et augmenter le risque de prolifération des agents pathogenes
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opportunistes moins sensibles. Ces médicaments chimio thérapeutiques peuvent également
modifier l'interaction entre le récepteur des bactéries pathogénes et des cellules épithéliales,
en faveur d’une amélioration de l'adhérence d'agents pathogenes opportunistes (Dahlen,
2009).

Le port d’un appareil ODF est un facteur aggravant la maladie parodontale. La culture de
prélévements appartenant a un patient portant I’appareil ODF présentait un nombre important

de colonies pigmentées noir (Massif et Frapier, 2007).

Dans leurs travaux, des chercheurs ont expliqué que la seule contre-indication au traitement
orthodontique chez des patients atteints de maladie parodontale est la persistance d’une
inflammation gingivale. D’autres précisent que 1’orthodontie est incapable de provoquer les
poches parodontales, mais qu’elle aggrave la destruction tissulaire, entrainant des pertes
d’attaches et une lyse osseuses irréversibles. Ainsi, I’orthodontie est possible chez des patients
présentant un parodonte réduit, a condition toutefois de respecter certains principes
mécaniques et d’établir une maintenance parodontale perorthodontique rigoureuse (Massif et

Frapier, 2007).

5.3.2. Isolement, purification et identification des souches: Porphyromonas gingivalis et
Prevotella intermedia

Suite a plusieurs repiquages dans la gélose columbia a 5% du sang de mouton enrichi en
hémine et vitamine K1 (phytoménadione), nous avons pu avoir des boites contenant des
colonies pigmentées noir pures. La pigmentation noire est due a la production de la

protoporphyrine par ces especes.

Dans un premier temps, I’identification a été faite par une observation au microscope de ces
cultures apres une coloration de Gram qui montre la présence des cellules de formes

coccobacille et bacille a Gram négatif, immobiles et non sporulées.

En méme temps, des galeries Api 20 A ont éte préparées pour identifier ces souches a partir
de leur caractere biochimique. Les résultats obtenus montrent 1’existence de deux types de
bactéries. Des souches qui sont asaccharolytiques, indolgénes, ne dégradent pas 1’esculine
(Tableau n° 18. Figure n° 37). Elles sont inhibées par: Pénicilline, ampicilline, ticarcilline,

cefazoline, cefoxitine, cefotaxime, piperacilline, imipenem, tetracycline et metronidazole. Par
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contre, elles résistent aux: kanamycine, erythromycine, clindamycine, vancomycine et
sulfametoxazole.
La lecture de la galerie dans le catalogue analytique, nous a permis de confirmer

I’appartenance de ces critéres au genre de Porphyromonas asaccharolytica (tableau n°19)

D’autres souches ont présenté¢ des critéres différents dans leur galerie biochimique. Elles sont
saccharolytiques, inhibées par: Ticarcilline, cefoxitine, cefotaxime, imipenem, amox+ ac.
Clavulnique, tetracycline et metronidazole. Cependant, elles résistent aux: Pénicilline,
ampicilline, cefazoline, kanamycine, erythromycine, clindamycine, vancomycine et
sulfametoxazole (Tableau n° 19). La lecture sur le catalogue analytique a permis d’identifier
la souche de Prevotella intermedia.

Chez Prevotella spp., la résistance acquise aux [B-lactamines est essentiellement due a la
production d’une céphalosporinase appartenant a la famille des CfxA qui hydrolyse les
aminopénicillines, les céphalosporines de premiére génération, le céfuroxime ainsi que les
cephalosporines de troisieme génération orales (Alauzet, 2009).

Tableau n° 18 : Caractéres biochimiques des deux souches étudiées P. gingivalis et P.

intermedia
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critéres biochimiques
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Tableau n° 19 : Antibiogramme des deux souches étudiees P. gingivalis et P. intrmedia

Antibiotiques P. gingivalis P. intermedia
Diametre | Interprétation | Diametre | interprétation

Pénicilline >40 Sensible <06 Résistante
Ampicilline/Amoxicilline >40 Sensible 32 Résistante
Ticarcilline >40 Sensible >40 Sensible
Cefazoline >40 Sensible <06 Résistante
Cefoxitine >40 Sensible 40 Sensible
Cefotaxime >40 Sensible >40 Sensible
Piperacilline >40 Sensible - -
Imipenem >40 Sensible >40 Sensible
Amox-+ac.clavulanique >40 Sensible >40 Sensible
Kanamycine <06 Résistante <06 Résistante
Chloramphenicol - - - -
Tetracycline >40 Sensible 31 Sensible
Erythromycine >40 Sensible <06 Résistante
Clindamycine 15Ul >40 Sensible <06 Résistante
Rifampicine - - - -
Sulfametoxazole <06 Reésistante <06 Résistante
Vancomycine >40 Sensible <06 Résistante
Metronidazole <40 Reésistante 31 Sensible

En pratique, I’identification de ces especes a partir du catalogue analytique doit reposer sur
une probabilité qui dépasse un pourcentage de 99%. Ainsi, le profil de sensibilité aux
antibiotiques n’est pas suffisant pour que 1’identification des souches soit correcte. Seules, les
méthodes moléculaires comme la PCR et le séquencage sont plus fiables. Une autre technique
alternative peut aussi étre efficace dans 1’identification des souches est la spectrométrie de
masse MALDI-TOF.

5.3.2.1. Identification de la souche P. gingivalis par PCR

Cette technique est basée sur I’extraction et I’amplification par la chaine polymérase (PCR) de
I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S, pour identifier la bactérie P. gingivalis chez 20
patients atteints de maladie parodontale. Les résultats sont illustrés par les figures n° 38 ci-

dessous.

L’amplification du géne codant pour I’ARNr 16S de P. gingivalis ATCC 33277 a permis
d’avoir 4 bandes d’un poids moléculaire de 100 Pb, ce qui signifie que le gene amplifié de

cette souche est de 400Pb. Nous avons noté des similitudes avec d’autres P. asaccharolytica
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identifiées par la galerie Api 20A, ce qui confirme que ces derniéres appartiennent au genre P.

gingivalis.

1234567891011121314

(1) PM 100pb, (2-11) souches a identifier, (12) témoin positif P. gingivalis 33277, (13) témoin négatif,
(14) PM 200pb

1.2.3.456.7.8.9. 10 11

(1-8) souches a identifier, (9) témoin positif P. gingivalis, (10) témoin négatif, (11) PM 200pb

Figure n° 38 : Photos des bandes d’ADN obtenues sur la plaque du gel d’électrophorése
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5.3.2.2. Identification de P. intermedia et P. gingivalis par la technique de spectrométrie
de masse MALDI-TOF / MS

Au cours de ces derniéres années, une nouvelle méthode a été développée pour le diagnostic
moléculaire des maladies infectieuses, la détermination du profil direct des protéines en
utilisant la spectrométrie de masse MALDI — TOF, qui est utilisée pour I'identification rapide
et le typage des microorganismes (Afanasev et al., 2014). C’est un outil prometteur dans
I’identification des bactéries. Cette technique présente de multiples avantages (rapidité des
résultats, simplicité du protocole, colt des analyses) sur I’identification moléculaire. Elle est
également connue par une sensibilité et une spécificité diagnostiques élevées, ce qui rend
cette approche trés prometteuse pour l'identification des bactéries dans les laboratoires de
routine (Wieser et al., 2012 ; Nagy et al., 2012 ; Mellmanne et Mithing, 2013 ; Afanasev
et al., 2014). De méme, MALDI-TOF/ MS a contribué au diagnostic des tumeurs, de
I'arthrite rhumatoide, de la maladie d'Alzheimer et des allergies par l'identification de

marqueurs biochimiques spécifiques (Wieser et al., 2012).

La méthode est basée sur I'analyse des protéines ribosomales de faible masse moléculaire
conservées, habituellement dans la gamme de 2000 a 14000 m / z (Nagy et al., 2012).

Les souches et leurs profils spectrométriques de masse correspondants sont illustrés par les
figures n°® 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 et 48.

L’identification des souches cliniques anaérobies isolées a partir des poches parodontales par
la technigue MALDI-TOF / MS a permis de confirmer la présence de la bactérie P.
intermedia, avec des valeurs de score (SV) de 1,751 a 2,104. Lorsque ces valeurs dépassent 2,

I’identification de la bactérie P. intermedia est trés fiable.

Cette différence des valeurs de score pourrait étre due a la préparation des échantillons qui est
un facteur important qui contribue a la qualité de lI'analyse (Wieser et al., 2012). En effet, le
méme chercheur a étudié la performance de la techniqgue MALDI-TOF / MS et a montré que
la durée de I’incubation influe également sur la fiabilité de la technique car, en augmentant le
temps de culture, des pics plus faibles et moins distingués apparaitront dans les spectres. Cet
effet est probablement di a la dégradation des protéines ribosomales et conduit a une

identification moins efficace des especes (Mellmann et Muthing, 2013).

L’identification de certains microorganismes avec une paroi cellulaire rigide (par exemple,

une levure) nécessite une procédure d'extraction courte pour rendre les protéines ribosomales
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disponibles pour l'analyse et pour fournir un spectre de masse utilisable (Mellmann et
Miuthing, 2013).

Des différences mineures entre les résultats de différenciation biochimiques, moléculaires et
MALDI -TOF / MS ont été observees. L'identification des agents pathogénes par la technique
de MALDI-TOF / MS est basée sur lI'analyse des spectres de protéines ribosomales. Les
résultats de cette technique sont donc étroitement liés aux resultats des comparaisons de la
base de données des séquences 16s-rDNA. Par conséquent, les especes qui ne différent pas
suffisamment dans les séquences ribosomales, telles que Shigella spp. et Escherichia coli ou
S. pneumoniae (pneumocoque) et les membres du groupe S. oralis / mitis, ne peuvent étre
distinguées par MALDI-TOF / MS. C'est la que les tests biochimiques classiques, la détection
des antigenes ou les méthodes moléculaires sont nécessaires (Wieser et al., 2012).

D’autres travaux de recherche prouvent que la valeur de SV dépend significativement de la
méthode de préparation des échantillons. lls révélent aussi que les résultats de la technique
MALDI-TOF sont plus fiable lorsqu’on procede a extraire les protéines ribosomales

(Afanasev et al., 2014).
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(i] Prevotella intermedia DSM 207068T DSM 1.348 28131
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Figure n°® 39 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique Prevotella intermedia avec un score de 1.846
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Figure n° 40 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique Prevotella intermedia avec un score de 2.104
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Figure n® 41: Spectre Maldi-tof de la souche clinique Prevotella intermedia avec un score de 1.966
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Figure n°® 42: Spectre Maldi-tof de la souche clinique Porphyromonas gingivalis avec un score de 1.834
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Figure n° 43 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique Porphyromonas gingivalis avec un score de 1.982
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Figure n° 44
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: Spectre Maldi-tof de la souche clinique Prevotella intermedia avec un score de 1.826
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Figure n° 45 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique Porphyromonas gingivalis avec un score de 1.751
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Figure n® 46 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique P. intermedia avec un score de 2.066
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Figure n° 47 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique P. intermedia avec un score de 2.104
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Figure n® 48 : Spectre Maldi-tof de la souche clinique P. intermedia avec un score de 1.921
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Pour confirmer les résultats obtenus par la technigue MALDI-TOF / MS sur la souche P.
intermedia, une identification de certaines souches utilisant le séquencage de I’ARN 168 a été

effectuée.

5.3.2.3. Identification de la souche P. intermedia par le séquencage de ’ARN 16S

Les méthodes classiques d’identification bactérienne basées sur la détermination des
caractéeres culturaux, physiologiques et métaboliques ont montré leurs limites (Boussaber et
al., 2013). L’avenement de la biologie moléculaire dans les années 1990, a apporté de
nouveaux moyens pour 1’étude des organismes et des organismes «non cultivables».
L’amplification enzymatique de ’ADN (PCR) permet, en effet, ’accés a la séquence des
génes bactériens sans étape de culture (Dauga et al., 2005).

De nombreux marqueurs ont été proposés comme horloges moléculaires, apportant chacun les
informations plus ou moins pertinentes selon les groupes bactériens étudiés et les types de
relations étudiées (anciennes et récentes). Les plus utilisés et les mieux renseignés sont les
génes des ARN ribosomiques (ARNTF), notamment celui de I’ARNr 16S (Alauzet, 2009).

En effet, I’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) a une longueur de 1550 pb et il a été choisi
comme marqueur phylogénétique du fait de son universalité liée a son role clé dans la
traduction de I’ARNm en protéines, de sa structure mosaique incluant des régions conservées,
variables et hypervariables, et de son abondance dans les cellules (Dauga et al., 2005 ; ,
Hassaine, 2013).

Les arbres phylogénétiques représentent les relations phylogénétiques entre les séquences
nouvellement obtenues et des séquences de référence dans les banques de données
(Boussaber et al., 2013).

La relation phylogénétique entre les séquences d’ARN 16S de quelques souches cliniques
(QRY_998.16_1391, QRY_1000.16 639, QRY_997.16 654, QRY_996.16 643 et
QRY _995.16 937) et celles des autres genres de Prevotella est représentée par les figures
suivantes n° 49, 50, 51, 52 et 53. Cet arbre confirme que les séquences nouvellement obtenues
des différentes souches isolées comparées a celles des banques de données appartiennent a

I’espece P. intermedia.

Les pourcentages de similarités pour les isolats obtenus sont de 98. 60%, 99.34%, 96.46%,
98.10% et 98.62% pour les isolats QRY_998.16 1391, QRY_1000.16_639,
QRY_997.16 654, QRY_996.16 643 et QRY_995.16 937, respectivement.
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Figure n° 49 : Arbre phylogénétique basée sur les génes codant ’ARN 16S montrant la position de I’isolat QRY_998.16_1391
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Figure n° 50 : Arbre phylogénétique basée sur les génes codant ’ARN 16S montrant la position de I’isolat QRY_1000.16_639
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Figure n° 51: Arbre phylogénétique basée sur les genes codant ’ARN 16S montrant la position de I’isolat QRY _997.16 654
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Figure n°52 : Arbre phylogénétique basée sur les génes codant ’ARN 16S montrant la position de I’isolat QRY 996.16 643
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Figure n° 53 : Arbre phylogénétique basée sur les génes codant ’ARN 16S montrant la position de I’isolat QRY_995.16_937
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5.4. Etude de P’activité antibactérienne des extraits végétaux

Les résultats concernant la mise en évidence de 1’activité antibactérienne des extraits végétaux
par la méthode des disques, indiquent que tous les extraits présentent une activité
antibactérienne vis-a-vis des souches cliniques (P. gingivalis et P. intermedia) et de la souche
de référence de P. gingivalis ATCC 33277, avec une efficacité plus ou moins variable selon la
nature de 1’extrait testé, de la concentration de ce dernier et des souches testées. L’utilisation
du témoin (cau distillée) a montré que ce dernier n’a exercé aucune activité inhibitrice, avec
une poussee positive de toutes les souches cliniques y compris la souche de référence sur les
disques témoins.

Les diamétres d’inhibition obtenus avec chaque extrait de plante et a différentes
concentrations, sont présentés par le tableau n°® 20 et sont exprimés en moyenne + écart type

de trois répétitions.
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Figure n°® 54 : Photos de quelques zones d’inhibition obtenues lors de la réalisation de ce travail
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Tableau n°20 : Les valeurs des diameétres d’inhibition et de la CMI obtenus en fonction
des différentes concentrations des PPT des extraits végéetaux utilisés sur les deux

souches P. gingivalis et P. intermedia

Cppr™ P. gingivalis | CMI P. intermedia CMI
(mg/ml) (n=20) (mg/ml) (n=20) (mg/ml)
(mm) (mm)
A. herba-alba 0,028 Résistant R
EAql 0,058 31.83+0.24 R
0,119 36.60+0.43 R
0.251 41.83+1.43 0.058 20.50+1.08 0.251
0.498 45.87+0.84 23.33+0.85
1.004 49.00+0.82 36.83+1.31
2.89 R R
8.99 R R
O. ficus-indica 15.01 R R
EAQ2 30 31.17+0.85 0.03 41.83+1.43 0.03
55.9 38.00+0.82 48.00+0.82
135.26 48.83+1.03 55.50+0.41
0.59 R R
1.01 R R
C. sinensis 2.09 R 24400
EAq3 5.49 21.33+2.62 5.49 29.83+0.85 2.09
9.99 33.17+0.39 35.93+0.82
20.27 42.00+0.41 41.30+0.92
34.99 Résistante Résistante
B crinita 71.85 Résistante Résistante
| 146.7 Résistante Résistante
EAq4 280.41 Résistante 590.82 Résistante 590.82
590.82 07.54+0.36 10.73+0.61
1080.21 10.50+0.41 16.67+1.25

Cenq- concentration de ['extrait aqueux; Cppr: concentration en polyphénols totaux; EAQ:
extrait aqueux.

Ce tableau montre que les extraits aqueux (EAQ1) d’A4. herba-alba présentent des diametres
d’inhibition du P. gingivalis qui varient entre 31.83+0.24 mm et 49.00+0.82 mm pour des
concentrations en PPT de 0.058-1.004 mg/ml, ces résultats reflétent bien I’efficacité de cette
plante dans I’inhibition du germe P. gingivalis. Sachant que pour la concentration en PPT de
0.028 mg/ml, le P. gingivalis s’est montré résistant.

Il en est de méme pour les résultats obtenus avec ’EAq2 d’O. ficus indica, exhibant des
diameétres d’inhibition vis-a-vis du P. gingivalis, variant entre 31.17£0.85 mm et
48.83+1.03mm, ce qui est en faveur d’une bonne activité antibactérienne. Pour les

concentrations Cppt1, Cpp2 €t Cpp13, le germe n’a pas ¢té inhibé.
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Les diameétres d’inhibition obtenus pour ces deux extraits (1 et 2), ne présentent pas de
différences significatives (P>0.05).

L’étude de ’activité de I’extrait aqueux de C. sinensis (EAQ3) sur le P. gingivalis montre des
zones d’inhibition dont les diamétres se situent entre 21.33+2.62 mm et 42.00+2.62 mm pour
des concentrations en PPT de 5.49-20.27mgEAG/mI. Ces diamétres d’inhibition reflétent bien
la sensibilité du P. gingivalis vis-a-vis de cet extrait. Les valeurs de ces diametres présentent
une différence significative (P<0.05) avec ceux obtenus avec ’EAq1, mais on ne note pas de
différence significative avec les résultats obtenu avec I’EAq2 (P>0.05). Le P. gingivalis s’est
révelé résistant aux concentrations : Cppr1, Cppr2 €t Cpprs.

Enfin I’extrait aqueux de P. crinita (EAq4) a donné des diamétres d’inhibition allant de
07.54+0.36 a 10.50+0.41mm. Le P. gingivalis s’est montré sensible que pour les
concentrations Cpprs et Cpprs. Quant aux concentrations Cppry & Cppry le germe s’est révélé
résistant. Les tests statistiques indiquent clairement une différence significative avec I’EAq1
et ’EAQ2, en revanche il n’y a pas de différence significative avec I’EAq3.

Les résultats obtenus avec la souche de référence P. gingivalis ATCC33277 pour tous les
extraits, étaient similaires a ceux obtenus avec les souches cliniques de P. gingivalis.

En ce qui concerne le germe P. intermedia, les valeurs des diamétres d’inhibition obtenus
avec I’EAq] ne présentent pas de différence significative aussi bien avec I’EAq2, I’EAq3 que
I’EAg4 (P > 0.05). 1l en est de méme, pour I’EAq3 dont les valeurs des diamétres
d’inhibitions ne présentent pas de différences significatives (p > 0.05) avec ’EAq2 et ’'EAq
4. Par contre, les valeurs des diametres d’inhibition de I’EAq2 présente une différence
significative avec I’EAq 4 (P <0.05).

Ces résultats suggerent une meilleure efficacité pour les EAQ2 et EAg3 dans le cas de P.
intermedia.

Par ailleurs, une corrélation linéaire entre les diamétres des zones d’inhibition de la croissance
des 2 germes microbiens testés et les concentrations croissantes d’extraits aqueux (EAq) des 4
plantes étudiées a été observée et résumée dans la Figure n° 55.

Le calcul du coefficient de détermination a partir des courbes de régression de 1’effet des
différentes concentrations des extraits de plante sur le diamétre de la zone d’inhibition des
souches cliniques (figures n° 55), donne un R? supérieur & 0.5 pour tous les extraits végétaux

étudiés a I’exception de 1’effet de I’EAq1 sur le P. gingivalis.
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Figure n°® 55 : Corrélation linéaire entre les diamétres des zones d’inhibition de la croissance des 2germes
et les concentrations de I’extrait aqueux (EAq) des plantes étudiées.
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Il est a noter que la relation entre les zones d’inhibition des souches cliniques de P. gingivalis
et les concentrations des extraits de plante était trés forte et proportionnelle en particulier pour
P. gingivalis en présence de 'EAQ2 avec un R*> 0.9. Pour les autres extraits (EAq3 et EAg4)
le R%> 0.8. Ces régressions sont trés significative (P<0.01) pour tous les extraits (EAq2, EAG3
et EAg4) avec trés bonne régression (r > 0.90). Par contre, la relation entre le diameétre de la
zone d’inhibition du P. gingivalis en présence de I’EAql est moyenne avec un r < 0.7, la

courbe de régression est non significative (P>0.05).

Quant aux souches cliniques de P. intermedia, la relation des zones d’inhibition de P.
intermedia et la concentration des extraits végétaux était tres forte particulierement en
présence de ’EAq4, avec un R*> 0.9. Pour les EAqL, 2 le R*> 0.8. Quant & la relation entre le
diameétre des zones d’inhibition et la concentration de I’EAQ3, elle s’avere moyenne avec un
R?> 0.6. Dans le cas de P. intermedia, la régression est significative (P<0.05) pour ’'EAqL, 2,
4 avec un trés bon coefficient de régression (r >0.9). Par contre, la courbe de régression est

non significative (P>0.05) pour I’EAQ3 avec une bonne corrélation r = 0.8.

L’analyse statistique des valeurs du diameétre d’inhibition de tous les extraits de plante,
montre que méme si tous les extraits présentent une activité antibactérienne, I’EAql et
I’EAQ2 se placent au premier rang dans I’inhibition du P. gingivalis, en produisant des
diamétres d’inhibition les plus importants avec des valeurs qui se démarquent
significativement de celles des autres extraits étudiés. En seconde place, ’'EAq3 dont les
valeurs des diamétres d’inhibition ne présentent aucune différence significative avec ’EAQ2,
se révele également trés efficace dans 1’inhibition du P. gingivalis. L’EAq4 vient en derniére

position, marquée par une résistance plus importante du P. gingivalis.

Dans le cas de P. intermedia, les EAql, 2 et 3 apparaissent plus efficaces avec des diameétres
d’inhibition importants dont les valeurs ne présentent pas de différences significatives
(P>0.05). Quant a I’EAq4, ce dernier se montre moins efficace dans I’inhibition de P.

intermedia, une différence significative a éte enregistrée avec I’EAq2.

La comparaison de I’efficacité de chaque extrait en fonction de sa concentration, sur chacune

des souches cliniques, est représentée par un histogramme figure n° 56.
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Figure n° 56 : effet des quatre extraits (EAql, EAq2, EAq3, EAq4) sur inhibition de la croissance de P.
gingivaliset P. intermedia.

Les CMI obtenues par la méthode de dilution en agar, sont regroupées dans le tableau n° 20.
Elles permettent d’estimer la sensibilité des isolats cliniques de P. gingivalis et P. intermedia
vis-a-vis des quatre extraits de plantes (EAql, EAQ2, EAQ3 et EAg4) et qui sont: 0.058,
590.82, 5.49 et 0.03 mg/ml respectivement pour le P. gingivalis. Et 0.251, 590.82, 2.09 et

0.03 mg/ml respectivement pour P. intermedia.

Les résultats montrent que les souches de P. intermedia sont d’une maniére générale plus

sensibles aux extraits végétaux que le P. gingivalis.

Une étude comparative de différents antibiotiques et agents anti-infectieux synthétiques avec
ces germes microbiens réalisée dans les mémes conditions opératoires, est résumée dans le
tableau n°® 19. Ces résultats montrent que ces germes ne sont pas tous sensibles aux agents
anti-infectieux synthétiques, sauf vis-a-vis de certains antibiotiques puissants et classiques.

Les résultats obtenus avec certains extraits végétaux aqueux dans cette étude, montrent que
ces produits naturels sont aussi efficaces que les antibiotiques synthétiques, de plus ils
possedent I’avantage par rapport aux antibiotiques, de ne pas provoquer d’effets néfastes a

long terme comme c’est le cas d’exemple du thé vert.

Discussion
L’intérét des plantes médicinales (PM) comme sources potentielles d’agents antimicrobiens
efficaces a augmenté ces derniéres années. De nombreuses études, ont démontré les activités

antibactériennes des extraits de plusieurs plantes.

135



Résultats et discussion

De nombreuses PM et leurs principes actifs chimiques ont été utilisés dans la prévention et le
traitement des maladies buccales (Gultz et al., 1998; Fani et kohanteb , 2011; Fani et
Kohanteb, 2012).

Dans notre étude, les plantes utilisées sont A. herba-alba, O. ficus indica, C. sinensis et P.
crinita, ces plantes ont longtemps été utilisées par la médecine traditionnelle. L’O. ficus
indica est une plante utilisée pour ses effets anti-inflammatoires, analgésiques,
hypoglycémiques, antivirales et anti-oxydantes (Ncibi et al., 2008).

Quant a A. herba-alba (Asteraceae), cette derniere pousse dans les climats arides et semi-
arides. Cette plante est tres utilisée en Algérie, on lui reconnait de nombreuses vertus, par ces
activités biologiques: hypoglycémiante, antibactérienne, antifongique, anti-cancer, anti-
inflammatoires, neuro-protectives,...(Olfa et al., 2015; Bora KS, Sharma A., 2011; Laouini
et al., 2016).

Le thé vert (C. sinensis) est une source naturelle d’agents antimicrobiens (Sumit Bansal et
al.,, 2013), a quant a lui, fait I’objet de nombreuses études en raison de sa richesse en
polyphénols (particuliérement les flavonoides comme les catéchines), sachant que toutes les
activités biologiques du thé vert ont été attribuées aux catéchines (Pham-Huy et al., 2008 ).
Les bienfaits de ces molécules ont été relatées par la littérature (Pham-Huy et al., 2008 ;
Derbel et Ghedira, 2005 ; Cooper et al., 2005), pour leurs effets bénéfiques sur le cancer,
les maladies cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives, les pathologies buccales,
etc.(Pham-Huy et al., 2008).

Cependant dans la plupart des études antérieures portant sur le thé vert, ’extraction des
polyphénols se faisait essentiellement avec 1’alcool éthylique, dans notre étude nous avons

étudié I’effet bactéricide d’un extrait aqueux en vue d’une étude clinique ultérieure.

Enfin, le genre Phlomis appartient a la famille des Lamiacées, avec plus de 100 espéces
réparties dans plusieurs continents en Europe, Asie et Afrique du Nord, plusieurs propriétés
pharmacologiques lui sont attribuées. Les parties fleuries sont souvent utilisées en infusion
pour traiter les troubles gastro-intestinaux. Certaines especes ont été décrites pour protéger le
foie, le rein, le cceur, les veines et les os de différentes pathologies. P. crinita a souvent été
utilisée pour traiter les brulures, les lésions et les infections de la peau (llef Limem-Ben
Amor et al., 2009; Boukef , 1986; Quezel and Santa, 1963).
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L’huile essentielle des especes de Phlomis a montré une importante activité bactérienne
(llefLimem-Ben Amor et al., 2009). Il en est de méme pour les extraits méthanoliques de
certaines espéces de Phlomis (Phlomis bruguieri, Phlomis herba-venti, Phlomis olivieri) qui
ont montré une activité bactéricides vis-a-vis de certaines bactéries (Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sanguis et Pseudomonas
aeruginosa) (1.L-Ben Amor et al., 2009 ; Morteza-Semnani et al., 2006).

Les flavonoides sont les phyto-constituants majeurs du genre Phlomis. La majorité des
flavonoides isolés du genre Phlomis sont des flavones et flavonols. Lutéoline-7-glucoside,
lutéoline-7-O -B- Glucopyranoside, chrysoeriol-7-p-coumaroyl glucoside et chrysoeriol-7-
glucoside constituent les flavonoides glycosylés retrouvés dans le genre Phlomis (llefLimem-
Ben Amor et al., 2009; EI-Negoumy et al., 1986; Kyriakopoulou et al., 2001; Marin et al.,
2007; Javid Hussain et al., 2010).

Les extraits aqueux d’A. herba-alba, d’O. ficus indica, et de P. crinita ont pour la premiére
fois fait I’objet d’une étude sur leur effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries parodonto-
pathogénes.

Les extraits aqueux de ces plantes (EAQL : extrait aqueux d’A. herba-alba, EAQ2 : extrait
aqueux d’O. ficus indica, EAQ3 : extrait aqueux de C. sinensis et EAg4 : extrait aqueux de P.
crinita), ont tous présenté une activité antibactérienne variable entre eux, avec des diametres
d’inhibitions différents. Ces résultats indiquent I’existence de composés naturels

antimicrobiens dans tous les extraits aqueux testes.

Le P. gingivalis et P. intermedia ont été choisi dans cette étude, car la maladie parodontale
est essentiellement due a des germes anaérobies stricts Gram négatif. De plus, le P. gingivalis
et P. intermedia, sont souvent retrouvés et isolés dans les poches parodontales de patients
atteints de parodontite avancée (Senji Sakanaka and Yuki Okada, 2004, Palaska et al.,
2013).

Le P. gingivalis est une bactérie hautement pathogéne, qui adhere aux cellules épithéliales de
I’hote sachant que I’adhérence des bactéries aux cellules tissulaires de 1’hote est la premicre
étape de I’infection bactérienne. Les bactéries une fois adhérées, entament la colonisation et la
production de facteurs de virulence qui endommagent les cellules de I’hote (Gibbons, R. J.,
1984; Senji Sakanaka and Yuki Okada, 2004). Selon Senji Sakanaka and Yuki Okada,

2004, le P. gingivalis possede plusieurs facteurs de virulences telles que la sécrétion de
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produits métaboliques cytotoxiques. Ces composes pénétrent facilement dans les tissus
parodontaux de 1’héte, en raison de leur faible poids moléculaire, entrainant des perturbations
de I’activité de la cellule de I’hote.

L’inhibition de la production de ces métabolites toxiques ainsi que I’inhibition de la
croissance et de I’adhésion cellulaire de ces bactéries parodonto-pathogénes est trés
importante dans la prévention des maladies parodontales.

Ainsi, I’inhibition des facteurs de virulences du P. gingivalis par les polyphénols du thé vert a
été rapportée de nombreuses fois par la littérature (Sakanaka et YukiOkada, 2004).
Plusieurs études portant sur les pathologies buccales chez I’homme, montrent que le ringage
de la bouche avec du thé vert pendant 30 secondes, inhibe la croissance des bactéries
responsables de la carie dentaire (Pham-Huy et al., 2008 ; Hirasawa, M. et al., 2006 ;
Cooper, R., et al.,, 2005; McKay, D.L. and Blumberg, J.B 2002 ; Gianmaria F.
Ferrazzano et al., 2011). Dans I’ensemble, les expériences sur le thé vert, ont donné des
résultats prometteurs pour la santé bucco-dentaire (Pham-Huy et al., 2008 ; Nikita
Lolayekar et Chaitanya Shanbhag, 2012).

Dans cette étude, tous les isolats de P. gingivalis, de P. intermedia y compris la souche de
référence P. gingivalis ATCC33277, sont sensibles aux EAql, EAq2, EAq3 et EAq4 d’A.
herba-alba, d’O. ficus-indica, de C. sinensis et de P. crinita respectivement, avec des
diamétres d’inhibitions différents.

Dans le cas du P. gingivalis les meilleurs résultats ont été attribués aux EAql et ’'EAq 2 (A.
herba-halba et O. ficus indica), en raison de leur puissante inhibition marquée par des
diamétres importants, et avec des CMI de 0.058mg/ml pour le 1* extrait et de 0.03mg/ml pour
le 2°™ extrait. La sensibilité de P. gingivalis vis-a-vis de 'EAq1, s’est manifestée a partir de
la concentration Cppr, qui représente une concentration de 0.058mg/ml de PPT. Pour la
concentration Cppr; le germe s’est montre résistant. Quant a la sensibilité du P. gingivalis vis-
a-vis de I’EAQ2, celle-ci s’est manifestée a partir de la concentration 30 mg/ml de PPT. La
bactérie étant résistante pour les doses Cppr1, Cppr2 €t Cpprs.

L’activité bactéricide de ’EAq2 (O. ficus indica) peut étre expliquée par sa composition en
molécules bioactives. En effet, plusieurs auteurs attribuent les bienfaits de cette plante a ses
composants notamment les polyphénols et flavonoides connus par leur large panel d’activités
biologiques (Gianmaria F.Ferrazzano et al., 2011). Aujourd’hui, on reconnait 1’activité
bactéricide a ces molécules, qui représentent une nouvelle source d’agents anti-infectieux

(Gianmaria F.Ferrazzano et al., 2011).
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Il en est de méme pour I’armoise (I"’EAq1) qui a donné des résultats satisfaisants, en raison de
sa richesse en molécules bioactives. En effet, sa richesse en polyphénols et flavonoides a
souvent été relatée par la littérature (Daycem Khlifi et al., 2013; Djeridane et al., 2006).
L’EAq3 (C. sinensis) a prouvé son efficacité dans I’inhibition du P. gingivalis. Ces résultats
concordent avec les publications de nombreux auteurs (Pham-Huy et al., 2008 ; Gianmaria
F. Ferrazzano et al., 2011).

Enfin, ’EAg4 (P. crinita) s’est montré le moins efficace avec un diamétre d’inhibition
maximal 10.50+£0.41mm pour le P. gingivalis et 16.67£1.25mm pour P. intermedia. Le P.
gingivalis apparait moins sensible que P. intermedia. De plus, pour les deux germes,
I’inhibition ne s’est manifestée qu’a la concentration Cpps et Cpprs. Il n’y a pas eu
d’inhibition pour les autres concentrations, ce qui est probablement di a la méthode
d’extraction, ou a la difficulté¢ de ’agent antimicrobien a diffuser uniformément dans 1’agar

(Athamena et al., 2010).

L’inhibition de P. intermedia par ’EAQ2 et 3 a été trés efficace. Une trés bonne régression (r
> 0.8) pour ’EAQ2 et 3 a ét¢ observée, significative (p<0.05) pour I’EAQ2 et non significative
pour ’EAq3. Ce qui explique le lien qui existe entre la concentration de 1’extrait de plante
donc en PPT (polyphénols totaux) molécules bioactives responsables de ’activité bactéricide
de la plante et la valeur du diameétre d’inhibition. Alors qu’avec ’EAq3 la corrélation est
bonne avec une régression non significative, en dépit de son activité bactéricide toute aussi
importante. Cela peut étre expliqué par le caractére autant qualitatif que quantitatif des
composés présents dans ’extrait, car ’efficacité d’un composé phénolique dépend de ses
propriétés physicochimiques et de sa structure hétérogéne, intimement lié a la méthode
d’extraction (Basli et al., 2012).

P. intermedia s’est montré moins sensible que le P. gingivalis vis-a-vis de I’EAql et de
I’EAqg4. Une trés bonne régression positive et trés significative avec (p<0,01) a été enregistrée
entre le diametre d’inhibition et les deux extraits aqueux avec un coefficient de corrélation
r>0,93.

Ces différences notées au cours de 1’évaluation du pouvoir antibactérien des différents extraits
peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que la nature de 1’espéce végétale et donc de
ses molécules bioactives, les conditions ambiantes, les facteurs écologiques, les variations
saisonniéres, les méthodes d’extraction (Bouterfas et al., 2014, ; Celiktas OY et al., 2007 ;
Moreira MR et al., 2005; Sagdic O, Ozcan M., 2003 ; Turkmen et al., 2007), la
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préparation de l’extrait, le solvant utilisé, la sensibilité¢ des bactéries, la concentration de
I’extrait (Bouterfas et al., 2014; Loziene et al., 2007; Ulukanli Z, Akkaya A , 2011) et
I’organe de la plante utilisé (Natarajan et al., 2005; Bouterfas et al., 2014).

De plus, les polyphénols sont des molécules instables, ils sont facilement oxydés par l'air et
par la lumiére, et par conséquent peuvent perdre toutes leurs propriétés bénéfiques pour la
santé. De méme, la préparation des extraits peut influencer la teneur et la disponibilité en
polyphénols (Pham-Huy et al., 2008).

Pour les essais cliniques, le contrdle des niveaux de polyphénol dans les extraits de plante
avant le dosage est impératif. Les études pharmacocinétiques sont également utiles pour
comprendre les facteurs qui influent la biodisponibilité et le métabolisme des polyphénols et,
par conséquent, leurs activités biologiques. Des essais cliniques contr6lés, sont nécessaires
pour évaluer I’efficacité des polyphénols dans la chimio-prévention humaine (Pham-Huy et
al., 2008).

Les résultats de I’antibiogramme illustrés par le tableau n°19 montrent que les antibiotiques
les plus efficaces sont notamment les béta-lactamines et les tétracyclines suivis de
I’erythromycine et le métronidazole.

Ces résultats ont révélé I’inefficacité de certains antibiotiques notamment la Kanamycine, le
Sulfametoxazole et le Metronidazole dans I’inhibition de la croissance du P. gingivalis.

La Pénicilline, I’ Ampicilline/Amoxicilline, le Cefazoline, la Kanamycine, 1’Erythromycine, le
Sulfametoxazole et la Clindamycine 15UI, se sont révélés inefficaces dans I’inhibition de la
croissance de P. intermedia.

Alors qu’a des concentrations optimales les extrait aqueux d’A. herba-alba, de Camellia
sinensis et d’O. ficus indica, ont été tres efficaces dans 1’inhibition de la croissance des deux
germes impliqués dans la maladie parodontale.

Ces résultats suggerent ['utilisation de ses extraits végétaux dans la prévention des
parodontites, sachant que ces produits naturels possédent 1’avantage de n’avoir aucun effet
néfaste a long terme, a titre d’exemple le thé vert qui est une boisson populaire tres
consommeée dans le monde entier.

De plus, compte tenue de 1’évolution possible de bactéries buccales multi-résistantes et de
I’apparition d’effets secondaires suite a 1’utilisation des antibiotiques, les molécules phyto-
chimiques naturelles isolées a partir des plantes médicinales peuvent étre considérées comme

alternatives dans la prévention des pathologies buccales. Beaucoup de plantes médicinales
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commencent a étre utilisées pour la prévention et le traitement des maladies buccales (Fani
and Kohanteb, 2012).

5.5. Etude de ’activité antibactérienne des huiles essentielles d’A4. herba- alba

Dans notre étude, I’activité antimicrobienne de I’HE et de 1’extrait aqueux (EAq) de la plante
A. herba-alba contre les germes parodonto-pathogénes, a été qualitativement et
quantitativement évaluée par la mesure du diametre d’inhibition de la croissance des germes

et des valeurs de CMI.

Les résultats concernant la mise en évidence de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
(HE) et de I’extrait aqueux d’A. herba-alba par la méthode des disques, indique que I’HE et
I’EAq de la plante présentent une trés bonne activité antibactérienne vis-a-vis des souches
cliniques (P. gingivalis et P. intermedia) et de la souche de référence de P. gingivalis ATCC
33277, avec une efficacité¢ plus ou moins variable selon la nature de I’extrait testé, de la
concentration de ce dernier et des souches testées. L’utilisation du témoin (eau distillée dans
le cas de ’EAq et DMSO dans le cas de ’'HE) a montré que ce dernier n’a exercé aucune
activité inhibitrice, avec une poussée positive de toutes les souches cliniques y compris la

souche de référence sur les disques témoins.

Les résultats des tests d’inhibition de I’activité antimicrobienne de I’HE et de I’EAq d’A.
herba-alba sont regroupés dans le tableau n° 21. Les diamétres d’inhibition obtenus avec
I’HE et I’EAq et a différentes concentrations des extraits, sont présentés par le tableau n° 21

et sont exprimeés en moyenne + écart type de trois répétitions.
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Tableau n° 21: Activité antimicrobienne de ’HE et de ’EAq d’A. herba-alba

D.I* (mm) D.I* (mm) CMI*
Ceag(mg/ml) | Cppr(mg/ml) | P.ginigivalis | CMI* P.intermedia | (mg/ml)
* * (n=20) (mg/ml) (n=20)
D;=3.75 0.028 Résistante Résistante
EAQ* | D,=7.5 0.058 31.83+0.24 Résistante
D3=15 0.119 36.60+0.43 Résistante
D4=30 0.251 41.83+£1.43 0.058 20.50+1.08 0.251
Ds=60 0.498 45.87+0.84 23.33+0.85
De=120 1.004 49.00£0.82 36.83+1.31
D.I(mm) CMI D.I(mm) CMI
Dilutions de ’HE P.ginigivalis | (mg/ml) P.intermedia | (mg/ml)
(n=20) (n=20)
HE | Huile brute (So) 40,00+0.08 34,63+0.45
S1 (d1=1/2) 35.00+0,00 30+0.08
S, (d2=1/4) 27,67+0.47 0,00079 | 24.67+0.47 | 0,0016
S3 (d3=1/8) 21.67+1.24 21.00+0.82
S, (d4=1/16) 15.00£0,00 18.33+0.47

D.1 : diametre d’inhibition ; d : dilution ; Cppr : concentration en polyphénols totaux ; Ceaq :
concentration de [’extrait aqueux ; EAQ : extrait aqueux ; CMI : concentration minimale

inhibitrice ; D : dose.

Les résultats du tableau n° 21 montrent que I’EAq d’A. herba-alba présentent une tres bonne
activité antibactérienne avec des diametres d’inhibition qui varient entre 31.83+0.24 et
49.00+0.82mm pour des concentrations en polyphénols totaux (PPT) de 0.058-1.004 mg/ml.
Ces résultats témoignent d’une tres bonne activité inhibitrice de la plante dans I’inhibition du
germe P. gingivalis, sachant que pour la dose D;=3.75mg/ml, le P. gingivalis s’est montré
résistant.

Quant a I’huile essentielle (HE) d’A. herba-alba, les résultats affichent des diametres
d’inhibition qui varient entre 40,00+0.08 et 15,00+0,00mm pour des concentrations d’HE de

0,97-0.06g/ml. Notons que le diamétre d’inhibition diminue en augmentant la dilution.
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Cependant, les valeurs des diamétres d’inhibition de la croissance de P. gingivalis obtenues

avec I’EAq et I’HE de I’armoise présentent des différences non significatives (P >0.05).

Les résultats obtenus avec la souche de référence P. gingivalis ATCC33277 pour I’EAq et

I’HE de la plante, étaient similaires a ceux obtenus avec les souches cliniques de P. gingivalis.

Dans le cas de P. intermedia, les valeurs des diamétres d’inhibition obtenus varient entre
20.50+1.08 et 36.83+1.31mm pour une concentration de I’extrait de plante entre 30 et 120
mg/ml de la masse végétale, ce qui correspond a une concentration entre 0.251 et 1.004
mg/ml de polyphénols totaux (PPT). On ne note aucune inhibition pour les doses Dy, D, et Dg.
Les essais avec I’HE ont permis également d’obtenir des valeurs de diamétres d’inhibition
allant de 34,63+0.45 a 18.33+0.47mm pour des concentrations d’HE de 0,97-0.06g/ml.

Les valeurs des diamétres d’inhibition de la croissance de P. intermedia obtenues avec I’EAq

et ’'HE d’A. herba-alba ne présentent aucune différence significative (P>0.05).
Par ailleurs, une corrélation linéaire entre les diamétres des zones d’inhibition de la croissance

des 2 germes microbiens testés et les concentrations croissantes de I’EAq et de ’'HE d’A.
herba-alba a été observée et résumée dans la figure n°® 57.
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Figure n°® 57 : Corrélation linéaire entre les diamétres des zones d’inhibition de la croissance des 2 germes

et les concentrations de I’extrait aqueux (EAq) et de I’huile essentielle (HE) d’Artemisia herba-alba.

Le calcul du coefficient de corrélation a partir des courbes de régression de I’effet des
différentes concentrations de ’EAq et de I’'HE de I’armoise blanche sur la valeur du diametre

de la zone d’inhibition des souches cliniques (figure n° 57), donne un r supérieur a 0.5.

La relation entre les zones d’inhibition des souches cliniques de P. gingivalis et les
concentrations de I’HE de la plante était trés forte et proportionnelle avec un R?> 0.8. La
régression entre le diamétre d’inhibition de la croissance du P. gingivalis et la concentration
de I’HE est significative (P<0.05) avec une bonne corrélation linéaire (r=0.92). Par contre, la
relation entre le diamétre de la zone d’inhibition du P. gingivalis en présence de I’EAq de
I’armoise est en dessous de la moyenne avec un R%< 0.5, avec une régression non significative
(P>0.05).

En ce qui concerne les souches cliniques de P. intermedia, la relation des valeurs des zones

d’inhibition de la croissance de P. intermedia et la concentration de I’extrait aqueux végétal et
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de 'HE était trés forte avec un R?> 0.85. De plus, dans le cas de P. intermedia, la régression
est trés significative (P<0.01) aussi bien pour I’EAq que pour I’HE avec une tres bonne
corrélation (r=0.96 dans le cas de I’HE et r=0.93 dans le cas de I’extrait aqueux).

Enfin, ’analyse statistique des valeurs du diamétre d’inhibition montre que 1’efficacité de
I’EAq est nettement supérieure a 1’efficacité de I’HE aussi bien dans le cas du germe P.
gingivalis que P. intermedia. Aussi, il existe une différence significative entre les valeurs des
diamétres d’inhibition de P. gingivalis et de P. intermedia avec des moyennes 34,44mm et

26,16 mm, respectivement.

D’une manicre générale, ’EAq de I’armoise a donné de meilleurs résultats avec des valeurs
de diametres d’inhibition supérieurs a ceux obtenus avec ’HE. Egalement, les résultats
obtenus avec P. gingivalis et P. intermedia présentaient une différence significative (P<0.05),

avec une sensibilité plus marquée pour le P. gingivalis.

La comparaison de ’efficacité de ’EAq et de I’HE d’A. herba-alba, sur chacune des souches

cliniques, est représentée par un histogramme de la figure n° 58.
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Figure n°® 58 : Effet de ’EAq et de ’HE d’A. herba-alba sur I’inhibition de la croissance de P. gingivalis et

P. intermedia.

145




Résultats et discussion

Les CMI obtenues par la méthode de dilution en agar, sont regroupées dans le tableau n° 21.
Elles permettent d’estimer la sensibilité des isolats cliniques vis-a-vis de ’EAq et de I’HE et
qui sont : 0.058 et 0,00079 mg/ml respectivement dans le cas du P. gingivalis et 0.251 et

0,0016 mg/ml respectivement dans le cas du P. intermedia.

D’une manicre générale, les résultats montrent que les souches de P. gingivalis sont plus

sensibles aux extraits végétaux que celles de P. intermedia.

Discussion

La plante Artemisia herba-alba appartient a la famille des Astéracées, et comprend environ
400 espéces réparties sur les cing continents (Ghanmi et al., 2010). C’est une plante
médicinale et culinaire couramment consommée en Algérie. L’armoise blanche (Artemisia
herba-alba), connue sous le nom d’absinthe du désert (en arabe : Shih) est une plante
steppique poussant dans les terres arides ou semi-arides de I’Afrique du Nord, au Moyen-
Orient ainsi qu’en Espagne (Bezza et al., 2010).

Cette derniere est une plante herbacée de 30-60 cm de hauteur, a tiges nombreuses et

tomenteuses, tres feuillues (Ghanmi et al., 2010).

C’est une plante largement utilisée par la médecine traditionnelle par différentes cultures et ce
depuis fort longtemps, pour ses nombreuses propriétés biologiques antioxydante, analgésique,
antibactérienne, antispasmodique, antidiabétique, etc. (Messai Laid et al., 2008 ; Erdogan
Orhan et al., 2010 ; Qnais et al., 2014). D’ailleurs les extraits aqueux de 1’armoise blanche
ont montré des activités antileshmaniose, antigénotoxiques, antidiabétiques, antibactériennes
et antispasmodiques (Bezza et al., 2010 ; Bakkali et al., 2006 ; Hatimi et al., 2000 ; ,
Marrif HI., et al., 1995 ; Yashphe et al., 1987).

Des études phytochimiques ont permis d’isoler a partir des extraits d’A. herba-alba divers
constituants, notamment les sesquiterpenes lactones, les polyphénols, les flavonoides avec
une large variation structurale (Abou El-Hamd H. Mohamed et al., 2010). Un total de huit
flavonoides (O- et C-glycosides) ont été isolés et identifiés a partir d’A. herba-alba du Sinai
(Abou ElI-Hamd H. Mohamed et al., 2010 ; N. A. M. Saleh et al., 1985 ; N. A. M. Saleh et
al., 1987).
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Egalement, les HE de 1’armoise blanche ont fait 1’objet de plusieurs études au Maroc (M.
Ghanmi et al., 2010 ; Benjilali B., et al., 1982 ; Lawrence BM., 1993), en Espagne (M.
Ghanmi et al., 2010 ; Salido S., et al., 2004), en Tunisie (M. Ghanmi et al., 2010 ; Akrout
A., 1999) et en Algérie (M. Ghanmi et al., 2010 ; Vernin G., et Merad LO., 1994 ;
Vernin G., et al., 1995). En effet, les HE de I’armoise ont été largement utilisées pour leurs
propriétés antimicrobiennes (Arzu Altunkaya et al.,, 2014), antiparasitaires (Arzu
Altunkaya et al., 2014), vermifuge (Arzu Altunkaya et al., 2014), antidiabétiques (M.
Ghanmi et al. ; 2010) et hépato-protectrice (Arzu Altunkaya et al., 2014).

L’activité bactéricide des HE de 1’armoise peut étre expliquée par leurs richesses en composés
oxygénés (chrysonthénone, camphre, a-terpin-7-al et trans-p-terpinéol). En effet, Kordali et
al., 2005 (M. Ghanmi et al. ; 2010 ; Kordali S., et al., 2005b ; Kordali S., et al., 2005a ont
démontré que les huiles essentielles d’Artemisia santonicum et Artemisia spicigera qui
possedent le taux le plus élevé en composés oxygénés monoterpéniques sont plus actives que
celles d’Artemisia dracunculus et Artemisia absinthium. Sur la base de nombreux travaux, il
peut étre conclu que les huiles essentielles riches en monoterpénes oxygénés ont une activité

antimicrobienne relativement plus élevé (Arzu Altunkaya et al., 2014).

A notre connaissance, 1’extrait aqueux et 1’huile essentielle d’Artemisia herba-alba ont pour
la premiére fois fait I’objet d’une étude sur leur effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries

parodonto-pathogenes.

I1 est a noter que dans cette étude nous avons utilisé 1’eau comme solvant d’extraction, méme
si dans la plupart des études antérieures portant sur I’extraction des polyphénols, le solvant le
plus communément utilisé est 1’alcool éthylique. Ce choix est justifié par I'utilisation de cet

extrait aqueux dans une étude clinique ultérieure.

Dans notre étude, ’'EAq et ’'HE d’A. herba-alba ont présenté une trés bonne activité
antibactérienne a 1’égard des deux souches cliniques (P. gingivalis et P. intermedia) et de la

souche de référence P. gingivalis ATCC33277.

Le P. gingivalis a été choisi dans cette étude car il est considéré comme un agent pathogéne

majeur des parodontites (Sixou et al., 2007 ; ; Dzink JL., et al., 1985 ; Slots J., Listgarten
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MA., 1988), il en est de méme pour P. intermedia considéré également comme un pathogene
important dans la survenue des parodontites (Sixou et al., 2007 ; Dzink JL., et al., 1985). De
plus, le P. gingivalis et P. intermedia, sont souvent retrouvés et isolés dans les poches
parodontales de patients atteints de parodontite avancée (Senji Sakanaka and Yuki Okada,
2004 ; Palaska et al., 2013).

Cette activité bactéricide de notre HE est imputable a la fraction des monoterpenes oxygenés.
En effet, les monoterpeénes oxygénés comme le camphre (21.58%), 1’eucalyptol ou 1,8-
cinéole (9.30%), le thujone (12.96%) et le 1-terpinéne-4-ol (1.55%) ont été reconnus pour leur
activité antibactérienne (Biljana Nikolic et al., 2011 ; Houda Sbayou et al., 2014 ; Arzu
Altunkaya et al., 2014 ; Pattnaik S., et al., 1997). D’une maniére générale, on peut conclure
que les HE riches en composés monoterpéniques oXygénés ont une activité bactéricide élevée
(Arzu Altunkaya et al., 2014). De plus, la présence d’hydrocarbures monoterpéniques tels
que le camphéne (3,44%) et le o-pinéne (1,41%) contribuent également a D’activité
antibactérienne de notre HE. Certains auteurs rapportent que les hydrocarbures
monoterpéniques et les monoterpénes oxygénés présents dans les HE, sont capables de
détruire D’intégrité de la membrane cellulaire entrainant I’inhibition de la respiration et

I’altération de la perméabilité (Sami Zouari et al., 2010 ; Cox et al., 2000).

Cependant, il est difficile d'attribuer I'activité antibactérienne d'un mélange aussi complexe
que celui d’une HE a un constituant unique ou particulier. Sachant que les composés
majoritaires ou minoritaires pourraient donner lieu a cette activité antimicrobienne. De plus,
un possible effet synergique et antagoniste des composés dans I'HE doit également étre pris en
considération (Houda Sbayou et al., 2014 ; Arzu Altunkaya et al., 2014 ; Lopez-Lutz D.,
et al., 2008).

Cette efficacité des HE a été prouveée par différents travaux de recherche contre différents
germes des deux groupes bactériens Gram positif et Gram négatif. Ces études ont montré que
I’HE d’A. herba- alba riche en a et B thujones a une forte activité antibactérienne contre B.
cereus et S. aureus avec une large zone d’inhibition de 22.7+1.2et 22.3+ 1.2mm,
respectivement et une faible activité contre E. coli avec un diamétre de la zone d’inhibition
de 12.7+ 1.5 mm (H. Mighri et al., 2010).
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Cependant, la plupart des études portant sur I'action des huiles essentielles contre les bactéries
ont convenu que, les huiles essentielles sont un peu plus actifs contre les bactéries Gram-
positives que les bactéries Gram négatif (Sami Zouari et al., 2010 ; Lambert et al., 2001).
Dans cette étude, I’HE d’A. herba-alba a donné de bons résultats.

Quant a I’activité antibactérienne de I’EAq d’Artemisia herba-alba a I’égard des germes P.
gingivalis et P. intermedia, elle est principalement attribuée a la richesse de la plante en
métabolites secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides (Bezza et al., 2010 ; Salah
SM. Et Jager AK., 2005 ; Salch NAM et al., 1987). En outre, autres investigations sur
I’animal et sur I’homme reconnaissent aussi 1’effet bactéricide des polyphénols (Gianmaria
F. Ferrazzano et al., 2011 ; Luczaj W., et Skrzydlewska E., 2005 ; Milgrom, P., et al.,
2000).

Des travaux antérieurs ont permis d’identifier chez 1’espéce Artemisia herba-alba une
diversité structurale allant des flavonoides communs, tels que les flavones glycosides et les
flavonols, jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont rarement étudiés (S. Ghazi et al., 2015 ;
Saleh NAM et al., 1987 ; Salah SM et Jager AK., 2005).

Ces flavonoides présentent un effet protecteur pour les plantes (S. Ghazi et al., 2015 ;
Treutter D., 2005). De plus, ces biomolécules ont fait I’objet de plusieurs études en raison de
leurs nombreuses activités antibactériennes (Cushnie T.P.T et Lamb A.J., 2005 ; Havsteen
B., 1983 ; Harborne JB, Baxter H., 1999), anti-inflammatoires (Cushnie T.P.T et Lamb
AJ., 2005 ; Ghazi et al., 2015 ; Bellakhdar J. et al., 1983 ; Pierini R. et al., 2008), anti-
oxydantes (Cushnie T.P.T et Lamb A.J., 2005; Middleton Jr E. et Chithan K., 1986).
L’activité antibactérienne des extraits de plantes riches en flavonoides a été relatée par la
littérature scientifique (Cushnie T.P.T et Lamb A.J., 2005). Ainsi, ces polyphénols et
flavonoides seraient a 1’origine de I’activité antibactérienne de ’extrait aqueux d’A. herba-

alba.

Cependant, on note que ’extrait aqueux d’A. herba-alba a donné de meilleurs résultats que
I’huile essentielle de cette plante. Cette différence notée au cours de 1’évaluation du pouvoir
antibactérien de I’EAq et de I’'HE peut étre due a certains facteurs, en effet, la nature
hydrophobe de I’huile essentielle, pourrait empécher la diffusion uniforme a travers le milieu

de gélose des composants de cette derniére (Altunkaya A. et al., 2014). Aussi, ’utilisation du
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DMSO comme agent émulsifiant permet d’assurer le contact entre le micro-organisme et
I'agent antimicrobien (Altunkaya A. et al., 2014 ; Hili P. et al., 1997).

De plus, la nature de la membrane externe des bactéries a Gram-négatif, composée de
lipopolysaccharides, lesquels pourraient entraver la diffusion de I’HE a I’intérieur de la cellule
en raison de son caractere hydrophobe (Sbayou Houda et al., 2014 ; C.M. Mann et al.,
2000 ; C.J. Longbottom et al., 2004).

Les résultats de cette étude sont tres encourageants. En effet, aussi bien 1’extrait aqueux que
I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba ont manifesté une tres bonne activité
antibactérienne a 1’égard de Porphyromonas gingivalis et de Prevotella intermedia tous deux
considérés comme des pathogenes importants dans la survenue des parodontites (Sixou et al.,
2007 ; Dzink JL., et al., 1985 ; Slots J., Listgarten MA., 1988).

Une étude comparative avec quelques antibiotiques montrent que ces extraits végétaux
étudiés sont aussi puissants que ces agents synthétiques sur le germe Porphyromonas
gingivalis, mais un peu plus forts que ces médicaments sur le germe Prevotella intermedia.
Par contre, ces produits naturels sont peu toxiques ou non toxiques, et peuvent étre utilisés a

long terme.

Ces extraits de plante pourraient représenter une voie alternative et innovante de médicaments
naturels antibactériens, a méme de remplacer les médicaments actuellement proposés souvent
inefficaces et avec des effets secondaires non négligeables sur la santé. Ces biomolécules
naturelles avec peu ou pas d’effets secondaires, pourraient constituer une nouvelle classe
d’agents antibactériens pour le traitement des parodontites.

La large utilisation des antibiotiques a conduit a I'émergence de bactéries résistantes (Filippo
Fratini et al., 2014 ; Zafalon LF et al., 2007) et a augmenté la quantité de résidus
d'antibiotiques dans notre alimentation (Filippo Fratini et al., 2014 ; Fagundes H et al.,
2010), ce qui justifie I'étude de traitements alternatifs, représentés par l'utilisation de
composés naturels dérivés de plantes ou d'extraits comme les huiles essentielles (Filippo
Fratini et al., 2014 ; Baskaran SA et al., 2009; Dal Pozzo M et al., 2011).
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Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour une meilleure utilisation de ces ressources
naturelles. Selon de récentes études, les composants de certaines plantes peuvent agir comme
des inhibiteurs de la résistance des bactéries aux antibiotiques.

Ainsi, la combinaison d’un extrait végétal avec un traitement d’antibiotique en vu de trouver
un systéme pouvant améliorer I’efficacité des antibiotiques utilisés et surtout d’inhiber la
résistance bactérienne, pourrai faire 1’objet d’un nouveau axe de recherche. D’ailleurs, des
résultats préliminaires ont montré que des extraits de plantes ont présenté un effet inhibiteur
de la résistance des bactéries aux antibiotiques avec différent niveau d’efficacité en fonction
de la souche étudiée (Abou ElI-Hamd H. Mohamed et al., 2010 ). L’A. herba-alba a présenté
des effets inhibiteurs sur la souche résistante et la souche standard de S. aureus (Abou El-
Hamd H. Mohamed et al., 2010 ; R. M. Darwish et al., 2002).

Sachant que les composants des extraits aqueux ou des HE des plantes sont des molécules
dans la plupart des cas bioactives, I’étude de I’activité antibactérienne de ces molécules seules
ou mélangées permettrait d’augmenter 1’activité bactéricide et de mieux comprendre 1’effet

synergique ou antagoniste de ces molécules.

Bien sOr une étude clinique est envisagée en vu de confirmer I’efficacité de ces extraits dans

le traitement et la prévention des maladies parodontales.
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La caractérisation physico-chimique des plantes algériennes (A. herba-alba, O. ficus-indica et
Phlomis crinita) et la plante du thé vert (Camellia sinensis) révele une importance et une urgence
dans la valorisation et I’exploitation industrielle de ces produits en vue d’extraire leurs molécules
bioactives. En plus des polyphénols totaux, les minéraux (1.35-13.51%), la matiére organique
(86.49-98.65%) leur conférent des propriétés importantes pour leur utilisation comme plantes

fourragéres et alimentaires.

L’extraction des huiles essentielles d’A4. herba-alba par hydrodistillation a donné un produit de
bonne qualité avec un aspect liquide, une couleur jaune et une odeur forte semblable a 1’odeur
originelle de I’armoise. Ces propriétés physicochimiques montrent que cette huile a un indice de
réfraction de 1.4443+0,0015, un indice d’acide de 0,5611+0,0, un indice d’ester de 9.6610+0,66,
une densité relative de 0.9700 £0,0, un pH de 5,6 et un point de congélation de -20.

Le rendement d’extraction par hydrodistillation est de 0,84 +0,0%. Ce dernier dépend de la
quantité du matériel végétal et du taux d’humidité. Il est donc nécessaire et important de réaliser

I’extraction des huiles essentielles avant le séchage de la plante.

La composition chimique de I’HE, des deux plantes A. herba-alba provenant des deux régions
de Biskra et Bousaada, effectuée par GC/MS a révélé la prédominance de 17 composés
principaux qui sont :Camphre (21.58%), thujone (12.96%), Eucalyptol (9.30%), 1,6-
Dimethylhepta-1,3,5-triene (9.07%), 1,2,5,5-tetra methyl- (5.28%), B-thujone (4.32%), 1,2-
Pentadiene (3.53 %), camphene (3.44%), Limoneneoxide, cis- (3.16%), borneol (1.71%), (1,3-
Dimethyl-2-methylene-cyclopentyl)-methanol (1.30%), (-)-terpinen-4-ol (1.55%), alpha-Pinene
(1.41%), m-cymene (1.37%), beta-myrcene (1.24%), (E)p-2-menthen-1-ol (1.10%) et 1 H-
Pyrrole-2- carboxylicacid (1.08%) pour I’armoise de Biskra. Quant a I’armoise de Bousaada, son
huile est possédent 10 éléments dominants tels que : Camphre (26.11%), .alpha thujone
(22.67%), thujone (12.57%), eucalyptol (10.31%) chrysanthenone (7.55%), beta thujone
(3.49%), et d’autres composants avec des teneurs moins importantes comme le camphene
(2.72%), borneol L (1.64%), borneol (1.54%) et pinocarvone (1.08%).

L’identification des souches cliniques isolées a partir des patients atteints de la maladie

parodontale a été réalisée par :
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La coloration de Gram d’un prélévement intra-sulculaire des sillons sains, a montré la
dominance des cocci a Gram positif et négatif qui représentent probablement le genre
Streptococcus anaérobies facultatifs et Neisseria aérobies anaérobies facultatifs. Alors
que, la flore d’une poche parodontale est riche en cocci, en cocobacilles et en bacilles a

Gram negatifs.

Les galeries Api 20 A montrent I’existence de deux types de bactéries. Des souches qui
sont asaccharolytiques, indolgénes, ne dégradent pas I’esculine. Elles sont inhibées par:
Pénicilline, ampicilline, ticarcilline, cefazoline, cefoxitine, cefotaxime, piperacilline,
imipenem, tetracycline et metronidazole. Par contre, elles résistent aux: kanamycine,
erythromycine, clindamycine, vancomycine et sulfametoxazole. C’est la souche
Porphyromonasasaccharolytica.

D’autres souches sont saccharolytiques, inhibées par: Ticarcilline, cefoxitine,
cefotaxime, imipenem, amox+ ac. Clavulnique, tetracycline et metronidazole. Cependant,
elles résistent aux: Peénicilline, ampicilline, cefazoline, kanamycine, erythromycine,

clindamycine, vancomycine et sulfametoxazole. C’est la souche de Prevotellaintermedia.

L’identification des souches cliniques P. asaccharolytica par la technique de PCR a
montré que cette derniére appartient a ’espéce P. gingivalis en comparant les genes
amplifiés de la souche P. gingivalis ATCC 33277.

L’identification par la technique MALDI-TOF /MS a confirmé la présence des souches
de P. gingivalis avec des valeurs de score (1.751-1.982) et des souches de P. intermedia,

avec des valeurs de score allant de 1.826 a 2.104.

L’identification des souches de P. intermedia a été confirmée par la technique de
séquencage de I’ARN 16S.

153



Conclusion

L’étude de I’activité antibactérienne des extraits aqueux des différentes plantes indiquent que

tous les extraits présentent une activité antibactérienne vis-a-vis des souches cliniques (P.

gingivalis et P. intermedia) et de la souche de référence de P. gingivalis ATCC 33277, avec une

efficacité plus ou moins variable selon la nature de I’extrait testé, de la concentration de ce

dernier et des souches testées.

L’EAQ1 d’A. herba-helba présente des diamétres d’inhibition du P. gingivalis qui varient
entre 31.83+0.24 mm et 49.00£0.82 mm pour des concentrations en PPT de 0.058-1.004
mg/ml,

L’EAq2 d’0. ficus indica, exhibe des diametres d’inhibition vis-a-vis du P. gingivalis,
qui varient entre 31.17+£0.85 mm et 48.83+£1.03 mm, pour des concentrations en PPT de
30-135,26 mg/ml.

L’EAQ3 de C. sinensis montre des zones d’inhibition a 1’égard de P. gingivalis, dont les
diameétres se situent entre 21.33+2.62 mm et 42.00+£0,41 mm pour des concentrations en
PPT de 5.49-20,27mg/ml.

L’EAQg4 de P. crinitaa donné des diamétres d’inhibition allant de 07.54+0.36 a
10.50+0.41mm dans I’inhibition de P. gingivalis.

L’analyse statistique des valeurs du diametre d’inhibition de tous les extraits de plante,
montre ’EAq1 et ’'EAq2 se placent au premier rang dans I’inhibition du P. gingivalis. En
seconde place, ’EAq3 se révele également trés efficace dans 1’inhibition du P. gingivalis.
L’EAq4 vient en derniére position, marquée par une résistance plus importante du P.
gingivalis. Les tests statistiques indiquent clairement qu’il n’existe pas de différence
significative entre I’EAql et ’'EAq2 (P>0.05), de méme entre ’extrait aqueux de P.
crinita (EAg4) et ’EAq3 (P>0.05). En revanche il y a une différence significative entre
I’EAq] et les deux extraits aqueux de P. crinita (EAg4) et ’EAq3 (P<0.05), mais on ne
note pas de différence significative pour ces deux extrait avec les résultats obtenu avec
I’EAQ2 (P>0.05).

Les résultats obtenus avec la souche de référence P. gingivalis ATCC33277 pour tous les
extraits, étaient similaires a ceux obtenus avec les souches cliniques de P. gingivalis.

En ce qui concerne le germe P. intermedia, les valeurs des diamétres d’inhibition obtenus

avec I’EAq]l ne présentent pas de différence significative aussi bien avec I’EAq2, ’EAq3
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que ’EAg4 (P > 0.05). Il en est de méme, pour I’EAq 3 dont les valeurs des diamétres
d’inhibitions ne présentent pas de différences significatives (p > 0.05) avec ’EAq 2 et
I’EAq 4. Par contre, les valeurs des diameétres d’inhibition de I’EAq2 présente une
différence significative avec I’EAq 4 (P <0.05).

Ces resultats suggerent une meilleure efficacité pour les EAg2 et EAg3 dans le cas de P.
intermedia.

Une corrélation linéaire entre les diamétres des zones d’inhibition de la croissance des 2
germes microbiens testés et les concentrations croissantes d’extraits aqueux (EAq) des 4
plantes étudiées a été observee

Le calcul du coefficient de détermination a partir des courbes de régression de 1’effet des
différentes concentrations des extraits de plante sur le diamétre de la zone d’inhibition
des souches cliniques, donne un R? supérieur & 0.5 pour tous les extraits végétaux étudiés
a I’exception de I’effet de I’EAq] sur le P. gingivalis.

Les HE extraites a partir la plante A. herba-alba sont dotées d’un pouvoir antibactérien a
I’égard des souches P. gingivalis et P. intermedia avec des valeurs de CMI de 0,00079
mg/ml et 0.0016 mg/ml, respectivement.

Les valeurs des diamétres d’inhibition de la croissance de P. gingivalis obtenues avec
I’EAq et I’HE de I’armoise présentent des différences non significatives (P >0.05). Pour
la bactérie P. intermedia, la régression est trés significative (P<0.01) aussi bien pour
I’EAq que pour I’HE avec une trés bonne corrélation (r=0.96).

D’une maniére générale, les résultats montrent que les souches de P. gingivalis sont plus

sensibles aux extraits végétaux que celles de P. intermedia.

Les Perspectives de ces travaux concernant 1’exploitation des plantes dans le traitement et

la prévention des maladies parodontales sont nombreuses. D’autres investigations, tant sur

le plan technique d’extraction que sur le plan microbiologique et clinique seront encore

nécessaires. Ainsi, en perspective il serait intéressant :

D’améliorer le rendement d’extraction des huiles essentielles en utilisant d’autres

techniques plus performantes et rentables, permettant de réduire la quantité d’eau, 1’énergie et le

temps consommés pour un meilleur respect de I’environnement, pour cela :
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» L’extraction par 1’eau chaude pressurisee ou eau sub-critique pourrait
également étre utilisée pour extraire les PPT.

» De méme, ’extraction sans solvant, par la technique MHG (Microwave
Hydrodiffusion and Gravity) pourrait constituée I’approche la plus respectueuse
de I’environnement afin d’extraire les molécules bioactives (HE, PPT...).

» Egalement I’utilisation des solvants verts pour I’extraction des PPT pourrait

étre intéressante.

- De préparer un film microbien a partir des poches parodontales et en vu d’étudier
I’activité antibactérienne in vitro et de prouver I’efficacité réelle des extraits aqueux et
des HE a I’égard de ce film.

D’élargir la gamme des microorganismes prélevés par 1’étude des bactéries du complexe
rouge.

- Disoler les différentes molécules qui constituent les extraits végétaux pour cibler lequel
des composants est doté du pouvoir antibactérien.

- De proposer les extraits aqueux comme bains de bouche, dans une étude clinique sur des

volontaires atteints de la maladie parodontale.
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Annexes

Les séquences obtenues aprés séquengage de PARN 16 S

>1001.16_1848 -- 95,.211 of sequence
CCGGAGAATCGCGTATCCAACCTGCCCCTTACTTGGGGATACCCCGTTGAAAGACGGCCT
AATACCCGATGTGTTTCATTGACGGCATCCGATATGAAACAAAGGTTTTCCCGGAAA

>1001.16_1849 -- 86..738 of sequence
ATTCGGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACTAGCGAATCCA
GCTTCGTGGGGTCGGGTTGCAGACCCCAGTCCGAACTGGGACCGGATTTCAAGATTGGAT
GCAACTTGCATTACACCGTCCCTCTGTACCGGCCATTGTAACACGTGTGTAGCCCCGGAC
GTAAGGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGCACCTTGCGGTGGCAGTGT
CCCCAGAGTGCCCGGCATCACCCGATGGCAACTGGGAAAGGGGGTTGCGCTCGTTATGGE
ACTTAAGCCGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTCACAGACGC
CCCGAAGGGAAGCCCACGTCTCTGTGGGCAGCGACTGCAATTCAAGCCCGGGTAAGGTTC
CTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATGTTCCTCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCC
TTTGAGTTTCACCGTTGCCGGCGTACTCCCCAGGTGGGATGCTTAATGCTTTCGCTTGGC
CGCAGGCGCAGGGCGCCCACGGCGGGCATCCATCGTTTACTGTGCGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTCGATACCCGCACCTTCGAGCTTAAGCGTCAGTAACACTCGC

>1001.16_1849 -- 86..437 of sequence
ATTCGGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACTAGCGAATCCA

GCTTCGTGGGGTCGGGTTGCAGACCCCAGTCCGAACTGGGACCGGATTTCAAGATTGGAT
GCAACTTGCATTACACCGTCCCTCTGTACCGGCCATTGTAACACGTGTGTAGCCCCGGAC
GTAAGGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGCACCTTGCGGTGGCAGTGT
CCCCAGAGTGCCCGGCATCACCCGATGGCAACTGGGAAAGGGGGT TGCGCTCGTTATGGC
ACTTAAGCCGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTC
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>1002.16_1848 -- 92,217 of sequence
CGGGAATCGCGTATCCAACCTGCCCCTTACTTGGGGATACCCCGTTGAAAGACGGCCTAA
TACCCGATGTGTTTCATTGACGGCATCCGATATGAAACAAAGGTTTTCCGGGTAGGGATG
GGGAAG

>1002.16_1849 -- 91,447 of sequence
CGGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACTAGCGAATCCAGCT
TCGTGGGGTCGGGTTGCAGACCCCAGTCCGAACTGGGACCGGATTTCAAGATTGGATGCA
ACTTGCGTTACACCGTCCCTCTGTACCGGCCATTGTAACACGTGTGTACCCCCGGACGTA
AGGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGCACCTTGCGGTGGCAGTGTCCC
CAGAGTGCCCGGCATCACCCGATGGCAACTGGGAAAGGGGGTTGCGCTCGTTATGGCACT
TAAGCCGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTCGCAGACGC

>1002.16_1849 -- 425,838 of sequence
ATGAAGCACCTTCACAGACGCCCCGAAGGGAAGCCCACGTCTCTGTGGGCAGCGACTGCA
ATTCAAGCCCGGGTAAGGTTCCTCGCGTATCATCGAATTAAACCACATGTTCCTCCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCACCGTTGCCGGCGTACTCCCCAGGTGGGA
TGCTTAATGCTTTCGCTTGGCCGCAGGCGCAGGGCGCCAACGGCGGGCATCCATCGTTTA
CTGTGCGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGATACCCGCACCTTCGAGCTTAAGCGT
CAGTAACACTCCCGCAGGCTGCCTTCGCGATCGGAGTTCCTCGTGATATCTAAGCATTTC
ACCGCTACACCATGAATTCCGCCTGCGCTGCGTGTACTCAAGTCTGACAGTTCG

>994.16_1848 -- 34..919 of sequence
AAGGTAGCCGTAAGCTTGGATCCCGGGATGCACATTCTGGACGTCGACCGGCGCACGGGT
GAGTATCGCGTATCCAACCTTCCCTCCACTCGGGGATACCCCGTTGAAAGACGGCCTAAT
ACCCGATGTTGTCCACAGATGGCATCTGACGTGGACCAAAGATTCATCGGTGGAGGATGG
GGATGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGCGGGTAACGGCCCACCAAGGCTACGATCAGTAGG
GGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGGAGGTCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGCAGG
ATTGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTTGGGGAGTAAAGTGAGGCACGCGTGE
CTTTTTGCATTTACCCTTCGAATAAGGACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGGAAGGTCCAGGCGTTATCCGGATTTATTGGGT TTAAAGGGAGTGTAGGCGGTCTGTT
AAGCGTGTTGTGAAATTTAGGTGCTCAACATCTAACTTGCAGCGCGAACTGGCGGACTTG
AGTGCACGCAACGTATGCGGAATTCATGGTGTAGCGGTGAAATGC TTAGATATCATGACG
AACTCCGATTGCGAAGGCAGCGTACGGGAGTGTTACTGACGCTTAAGCTCGAAGGTGCGG
GTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATGCCCGCTGTT
AGCGCCTGGCGTTAGCGGCTAAGCGAAAGCATTAAGCATCCCACCTGGGGAGTACGCCGG
CAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAA
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>995,16_1848 -- 89..910 of sequence
GGTGAGTATCGCGTATCCAACCTTCCCTCCACTCGGGGATACCCCGTTGAAAGACGGCCT
AATACCCGATGTTGTCCACAGATGGCATCTGACGTGGACCAAAGATTCATCGGTGGAGGA
TGGGGATGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGCGGGTAACGGCCCACCAAGGCTACGATCAGT
AGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGGAAGTCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGC
AGGATTGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTTGGGGAGTAAAGTGAGGCACGCG
TGLCTTTTTGCATTTACCCTTCGAATAAGGACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAAGGTCCAGGCGTTATCCGGATTTATTGGGT TTAAAGGGAGTGTAGGCGGTCT
GTTAAGCGTGTTGTGAAATTTAGGTGCTCAACATCTAACTTGCAGCGCGAACTGGCGGAC
TTGAGTGCACGCAACGTATGCGGAATTCATGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCATG
ACGAACTCCGATTGCGAAGGCAGCGTACGGGAGTGTTACTGACGCTTAAGCTCGAAGGTG
CGGGTATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATGCCCGCT
GTTAGCGCCTGGCGTTAGCGGCTAAGCGAAAGCATTAAGCATCCCACCTGGGGAGTACGE
CGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

>00996_1848 -- 42.684 of sequence
TGCAAGTCGAGGGGAAACGGCATTATGTGCTTGCACATTCTGGACGTCGACCGGCGCACG
GGTGAGTATCGCGTATCCAACCTTCCCTCCACTCGGGGATACCCCGTTGAAAGACGGCCT
AATACCCGATGTTGTCCACAGATGGCATCTGACGTGGACCAAAGATTCATCGGTGGAGGA
TGGGGATGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGCGGGTAACGGCCCACCAAGGCTACGATCAGT
AGGGGTTCTGAGAGGAAGGT CCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGGAAGTCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGC
AGGATTGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTTGGGGAGTAAAGTGAGGCACGCG
TGCCTTTTTGCATTTACCCTTCGAATAAGGACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAAGGTCCAGGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGTGTAGGCGGTCT
GTTAAGCGTGTTGTGAAATTTAGGTGCTCAACATCTAACTTGCAGCGCGAACTGGCGGAC
TTGAGTGCACGCAACGTATGCGGAATTCATGGTGTAACGGTGA
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>00997_1848 -- 24,677 of sequence
AGGTAGCCGTAAGCTTGGATCCCGGGAGAAACGGCATTATGTGCTTGCACATTCTGGACG
TCGACCGGCGCACGGGTGAGTATCGCGTATCCAACCTTCCCTCCACTCGGGGATACCCCG
TTGAAAGACGGCCTAATACCCGATGTTGTCCACAGATGGCATCTGACGTGGACCAAAGAT
TCATCGGTGGAGGATGGGGATGCGTCTGATTAGCTTGTTGGTGCGGGTAACGGCCCACCA
AGGCTACGATCAGTAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGT
CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGGAAGTCTGAACCA
GCCAAGTAGCGTGCAGGATTGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTGTTGGGGAGTA
AAGTGAGGCACGCGTGCCTTTTTGCATTTACCCTTCGAATAAGGACCGGCTAATTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGTCCAGGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGG
AGTGTAGGCGGTCTGTTAAGCGTGTTGTGAAATTTAGGTGCTCAACATCTAACTTGCAGC
GCGAACTGGCGGACTTGAGTGCACGCAACGTATGCGGAATTCATGGTGTAGCGG

>00998_1849 -- 46..894 of sequence
ACATCGGTATACGAACTTCAGGCACCCCCGGCTTTCATGGCTTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGCCATGGCTGATGCGCGATTACTAGCGAATCCAGCTT
CGTGAGGTCGGGTTGCAGACCTCAGTCCGAACTGGGACCGGCTTTCAAGATTGGATGCGA
TTTGCATCGCACCGTCCCTCTGTACCGGCCATTGTAACACGTGTGTAGCCCCGGACGTAA
GGGCCGTGCTGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCACACCTTGCGGTGGCAGTGTCCCC
AGAGTGCCCAGCATGACCTGATGGCAACTAAGGAAAGGGGTTGCGCTCGTTATGGCACTT
AAGCCGACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAACCATGCAGCACCTTCACAGACGCCCCG
AAGGGAGTCAACATCTCTGTATCCTGCGTCTGCAATTCAAGCCCGGGTAAGGTTCCTCGC
GTATCATCGAATTAAACCACATGTTCCTCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTCACCGTTGCCGGCGTACTCCCCAGGTGGGATGCTTAATGCTTTCGCTTAGCCGCTA
ACGCCAGGCGCTAACAGCGGGCATCCATCGTTTACCGTGCGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTCGATACCCGCACCTTCGAGCTTAAGCGTCAGTAACACTCCCGTACGCTGCCTTC
GCAATCGGAGTTCGTCATGATATCTAAGCATTTCACCGCTACACCATGAATTCCGCATAC
GTTGCGTGCACTCAAGTCCGCCAGTTCGCGCTGCAAGTTAAATGTTGAGCACCTAAATTT
CACAACACG
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Abstract Four aqueous extracts of different plant organs are
the following: Artemisia herba-alba, Opuntia ficus-indica,
Camellia sinensis and Phlomis crinita were evaluated against
two bacterial strains: Porphyromonas gingivalis and
Prevotella intermedia, which are implicated in periodontal
diseases. By using a disc method, these plant extracts demon-
strated powerful bacterial activity against these Gram-
negative strains. The minimum inhibitory concentration
values of the four plant extracts varied between 0.03 and
590.82 mg/ml for the microbes. Another assay using commer-
cial antibiotics and antibacterials as positive controls was also
conducted. Values obtained after statistical analysis of inhibi-
tion diameters of all plant extracts demonstrated that for
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P gingivalis, the aqueous extracts of A. herba-alba and
O. ficus-indica were most effective, followed by those of
C. sinensis and P. crinita. For P. intermedia, aqueous extracts
of O. ficus-indica and C. sinensis appeared to be more effi-
cient with significantly different (P > 0.05) inhibition diame-
ters, followed by those of O. ficus-indica and P. crinita. In
summary, the statistical results reveal that these plant extracts
exert stronger antibacterial activity on P. intermedia germ as
compared to P. gingivalis.

Keywords Artemisia herba-alba - Opuntia ficus-indica -
Camellia sinensis - Phlomis crinita - Antibacterial activity -
Porphyromonas gingivalis - Prevotella intermedia

Introduction

The oral cavity represents one of the most complex collections
of microorganisms and represents a very important passage
for entry of agents responsible of infectious diseases. Several
hundreds of microbial species cohabit in the buccal environ-
ment. By accumulation of pathogenic bacteria in periodontal
pockets, an infectious disease called periodontitis develops.
Periodontitis is a result of an ecological imbalance within
the resident microbial community of the dental plaque, thus
favouring growth of pathogenic species initially present in
lower amounts (Grenier and Mayrand 2000). These niches,
once created, foster a pathogenic bacterial flora growth and
cause micro-ulcerations in tissues and allowing them to pass
into the bloodstream and remotely migrate to other organs,
such as the heart, resulting in cardiovascular diseases among
others.

A number of studies have demonstrated an association be-
tween seriousness of the periodontal illness and risks of coro-
nary heart disease and stroke (Beck and Offenbacher 1998).
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This association may be due to the underlying inflammation,
which puts a person in a high risk to develop, at the same time,
periodontal disease and atherosclerosis (Beck et al. 1996).

Periodontal illnesses are inflammatory diseases of bacterial
origin that are widespread (Houle and Grenier 2003;
Anagnostou et al. 2011) and involve a group of anaerobic
Gram-negative bacteria. Unlike gingivitis (reversible inflam-
matory conditions), periodontitis is characterized by the irre-
versible destruction of tissues that support the tooth. The peri-
odontium tissue destruction is the result of a weak immuno-
inflammatory response of the organism against the bacteria. If
left untreated, periodontitis can lead to a decrease of periodon-
tal support and the eventual loss of the tooth (Anagnostou
et al. 2011). Epidemiological studies revealed that about
10% of the population suffers from severe and generalized
form of periodontitis (Houle and Grenier 2003).

The principal pathogenic agents involved in the periodon-
titis are: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Corredens
eikenella and Treponema denticola (Zarco et al. 2012;
Filoche et al. 2010; Dashiff and Kadouri 2011). Among these
microorganisms, P. gingivalis is considered as the agent with
the highest pathogenicity. However, several studies have quite
clearly shown the difficulty to consider only one bacterial
species as a marker of periodontitis; by contrast, they confirm
the presence of several bacteria in this medical condition
(Palmer 2014). Hence, the sub-gingival plaque buildup re-
sponsible for this oral pathology leads to changes in the mi-
croflora from a physiological state to a medical condition
(Zarco et al. 2012; Horz and Conrads 2007; Filoche et al.
2010). In addition, the gingivitis and/or chronic periodontitis
represent a constant bacteraemia source for the organism.
Periodontal diseases have different virulence factors allowing
them to settle sub-gingival sites, to escape the host defense
system and to create tissue damage. The host immune re-
sponse to constant bacterial aggression is a determinant factor
in the disease progression. A certain number of cytokines (IL-
1, IL-6, IL-8 and TNF-) of inflammation’s mediators (PGE2)
and of matrix metalloproteinase (MMP-2, MMP-3, MMP-§
and MMP-9) have been associated with periodontal diseases
progression (Houle and Grenier 2003).

Today, bacterial infections that are unresponsive to known
antibiotics under the name of antibiotic resistance are more
and more numerous, where the recourse to the phytotherapy
seems like a viable option. Therefore, during the last decade,
studies focused on medicinal plants that have bactericidal and
anti-inflammatory activity as likely sources to treat these oral
pathological conditions. Plants represent a very rich source of
natural compounds likely to have antimicrobial activities,
knowing that some have been incorporated in oral care prod-
ucts (Jhajharia et al. 2015). However, their applications in oral
pathology remain less studied.
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The widespread incidence of periodontal disease, its impor-
tance and bacterial resistance to antibiotics led us to study the
antibacterial effects of different and well-known plants such as
Artemisia herba-alba (Mighri et al. 2010; Tsai et al. 2008;
Khlifi et al. 2013; Mohamed et al. 2010), Phlomis crinita
(Tamert and Latreche 2016; Kabouche et al. 2004; Limem-
Ben Amor et al. 2009; Hussain et al. 2010), Prickly pear
Opuntia ficus-indica (Ncibi et al. 2008; Alimi et al. 2013;
Betatache et al. 2014; Fedala et al. 2015; Bargougui et al.
2014) and Tea plant (Camellia sinensis) (Pham-Huy et al.
2008a, b; Araghizadeh et al. 2013; Mak 2012; Bansal et al.
2013). The purpose of this study was to investigate current
natural products that are non-toxic or with a low toxicity in
order to develop phytotherapy as an alternative method in oral
medicine. This work also compares bactericidal effects of
these plant extracts to those obtained from known antibiotics
in the same conditions experimented in vitro.

Material and methods
Plant material

Samples of three plants: A. herba-alba (stem, leaves and
flowers, arid climatic conditions and stage adult), P. crinita
(leaves, stage adult) and the cladodes of Opuntia ficus-indica
(stage 3 of growth: large size of cladodes, length is 19.95 cm
and the width of 9.1 cm) (warm temperate climate) were har-
vested in Algeria during the month of May in the following
regions: Bousssada Souk El Khemis and Lakhdaria (South of
Algeria) respectively. Identification of plants was confirmed
by Professors R. Amirouche and N. Amirouche, Laboratory
for Ecology and Genetics of USTHB (University of Sciences
and Technologies Houari Boumediéne) Algiers, Algeria.
Freshly harvested aerial parts (stem, leaf and flowers) of
A. herba-alba and of P, crinita were dried in shade in a dry and
well-ventilated area. After drying, samples were gathered in
clean paper bags. Another plant was the subject of this work; it
is leaf of tea plant C. sinensis, manufactured under the trade
name of Green Tea was obtained from a commercial source.

Microorganisms

The bacterial strains selected for this study were P. gingivalis
and P. intermedia as they are considered major causative
agents in initiation and progression of periodontal disease
(Ferrazzano et al., 2011; Nagano et al., 2015). The reference
strain ATCC 33277 of P. gingivalis was gracefully provided
by the National Center Laboratory for Anaerobic and
Botulism, Pasteur Institute Paris. Likewise, clinical strains of
P, gingivalis and of P. intermedia were isolated from patients
with periodontal diseases (chronic and aggressive) at the
Stomatology Department in CHU Mustapha Bacha Algiers,
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followed by identification and archiving. Strains were cul-
tured and isolated on Columbia ANC agar supplemented with
5% sheep blood. Bacterial growth was carried out at 37 °C in
anaerobic conditions for 5 days (Chardin et al. 2006). The agar
Columbia is an excellent basis for the preparation of a blood
agar. It is composed of a special mixture of peptones, starch,
sodium chloride and agar. Its pH is about 7.3.

Preparation of plants extracts
O. ficus-indica gel preparation

Rackets of O. ficus-indica were cleaned, dried and, after re-
moval of spines, were ground until they yielded a viscous and
homogeneous gel.

Extraction in an aqueous medium

Aqueous extracts (Ag-e) were prepared from different plants
as quoted above. Aqueous extraction was obtained by macer-
ating the previously ground plant materials in 100 ml of sterile
distillated water and mixing for 15 min at 80 °C under sterile
conditions.

Phytochemical analysis
Total polyphenol contents of the phytoextracts

The quantitative analysis of total polyphenols (TPP) was de-
termined by spectrophotometry according to the method of
Folin-Ciocalteaue by phosphotungsto-molybdic yellow color
constituted by the mixture of phosphotungstic and
phosphomolybdic acids (Boizot and Charpentier 2006;
Cicco et al. 2009).

To carry out the calibration curve, gallic acid was used at a
concentration range of 0.005-0.05 mg/ml. Results were
expressed in milligrams of gallic acid per sample’s gram
(Turkmen et al. 2006).

Sampling, isolation and identification of clinical strains
Sampling and isolation

Forty oral samples were collected from patients of both sexes,
representing a group age between 12 and 55 years affected
with periodontal disease (both aggressive and chronic) being
treated at the Department of Stomatology, Mustapha Bacha
Hospital in Algiers. With the use of sterile pliers, sterile ab-
sorbent paper cones were introduced inside the periodontal
pockets of each patient. Once the periodontal juice was
absorbed, the paper cone was quickly transferred into test
tubes containing a media exempt of oxygen adapted for an-
aerobic bacteria. Strains were cultivated with agar Columbia

ANC supplemented with 5% sheep blood. The bacterial
growth was carried out at 37 °C in anaerobic conditions for
5 days (Chardin et al. 2006).

Strain identification

The isolation of the strains was performed by seeding the first
culture on agar Columbia. After incubation for 5 days at a
temperature of 37 °C, a mixed culture which constitutes the
bacterial film of the periodontal pocket was developed. Then,
we picked out the black pigmented colonies to inoculate them
on a new Columbia agar and so on until a pure culture was
obtained which contained only colonies pigmented in black.

Identification of the strain P. gingivalis was performed by
polymerase chain reaction in comparison to the reference
strain P. gingivalis ATCC33277. As for strain P. intermedia,
identification was carried out by the MALDI-TOF/MS
methods.

Antimicrobial tests

To investigate the antibacterial activity of plants extracts, we
used the disc and agar diffusion methods to determine the
minimal inhibitory concentration (MIC).

Highlighting antibacterial activity of plant extracts by disc
methods

Discs of sterile absorbent paper (9 mm diameter) were soaked
with different plant extracts (25 ul). Discs of negative controls
were soaked with sterile distilled water, whereas discs contain-
ing different reference antibiotics served as positive controls.
Columbia agar (20 ml) boxes are seeded on the surface with a
swab of a bacterial suspension of 0.5 Mc Farland. The paper
disc was placed in the middle of the seeded Petri dish. Petri
dishes were incubated at 37 °C for 5 days (Mbata et al. 2008).
Radial diffusion of the aqueous extract from the disc.
Formation of a concentration gradient by inhibiting microbial
growth. This inhibition is represented by a clear zone.

After incubation, result reading is made by measuring di-
ameters in millimeters of the inhibition areas. As much inhi-
bition zone is large as sensible is the germ. All experiments
were carried out in triplicates.

Determination of the MIC by agar diffusion method (M11-
AS8): The disc diffusion method was performed as described
by M11-A8. A serial dilution at '> of parent concentration in
TPP of different extracts of A. herba-alba, C. sinensis,
P, crinita and O. ficus-indica was also performed.

Label one Petri plate for each dilution (d1, d2, d3 and d4) of
the plant extract to be prepared and distribute the plates on a
level surface.

For each dilution being prepared, add 1 mL of laked sheep
blood and 2 mL of each dilution a tube of melted and cooled
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agar containing 17 mL of supplemented Columbia agar.
Tighten the cap of the tube and gently invert several times to
mix, being careful not to create bubbles. Pour into the Petri
plates and allow it to solidify (usually 15-20 min).

For each plant extract tested, prepare one additional plate
with no added plant extract. This follows the same procedure
as in step 2 above, but substituting sterile, distilled water for
the plant extract solution.

After the agar has solidified, dry the plates by placing them
with the lids ajar in a laminar flow hood or an incubator for
approximately 30 min. Alternatively, invert the plates and
prop the agar side against the lid.

Preparation of the inoculum

Select colonies of Columbia agar supplemented with blood.
The box should not remain in an aerobic atmosphere for more
than 30 min before taking the suspension.

Collect with Pipette Pasteur five or more well-isolated col-
onies of similar morphology and suspend them directly in the
medium A broth to obtain a turbidity equivalent to a concen-
tration of 0.5 Mc Farland.

A totoal of 0.2 ml of the bacterial suspension is seeded on
the surface of the agar. Then, the Petri dishes are incubated at
37 °C for 5 days.

Each dilution (d1, d2, d3 and d4) of the plant extracts (2 ml)
was added to the Columbia agar media. After solidification,
agar media containing extracts or not (negative control:
Extract was replaced by distillated water) were prepared. An
aliquot of 0.2 ml of bacterial suspension (in 0.5 Mc Farland)
was seeded on the surface of the agar. The Petri dishes were
then incubated at 37 °C in anaerobic conditions for 5 days.
After incubation, results were recorded by noting the presence
or absence of visible bacterial growth. The MIC was defined
as the lowest concentration of the plant extract inhibiting bac-
terial growth. The MICs therefore allowed the measurement
of effectiveness of the antibacterial agents.

Results and discussions

Results obtained for the aqueous extracts for antibacterial ac-
tivity by disc methods show that all extracts present an anti-
bacterial activity against the clinical strains (15 strains of
P, gingivalis and 20 strains of P. intermedia) and the reference
strain P. gingivalis ATCC 33277, with an efficiency more or
less variable according to the nature of the tested extract, the
concentration of the later and the tested strains. The use of
negative control (distillated water) showed no inhibitory ac-
tivity, with positive controls showing activity against all of the
clinical strains including the reference strains on the control
discs.
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Diameters of inhibition obtained with each plant’s extract
and at different concentrations are presented in Table 1 and are
expressed as mean =+ standard deviation of three repetitions.

This table shows that aqueous extracts (AqEx1) of
A. herba-alba presented inhibition’s diameters of P.
gingivalis that varied between 31.83 = 0.24 and
49.00 £ 0.82 mm for aqueous extract concentration of
7.5-120 mg/ml, which represents a concentration in
TPP of 0.058-1.004 EAG mg/ml. These results reflect
how effective this plant is against growth inhibition of
P gingivalis. Knowing that for dose D1 = 3.75 mg/ml,
P gingivitis showed to be resistant.

It is likewise for results obtained with AqEx2 of
O. ficus-indica, exhibiting diameters of inhibition against
P. gingivalis varying between 31.17 + 0.85 and
48.83 = 1.03 mm, which favors a good antimicrobial activity.
As for doses D1, D2 and D3, they did not show antimicrobial
activities. Diameters of inhibition obtained for both extracts (1
and 2) did not present significant differences (P > 0.05). The
study of aqueous extract activity of C. sinensis (AqEx3) on
P, gingivalis showed inhibition zones with diameters between
21.33 +2.62 and 42.00 £ 2.62 mm for concentration in leaf
extract of 100400 mg/ml which represents a concentration in
TPP of 5.49-5.27 mg EAG/ml. These diameters of inhibition
reflect the sensitivity of P. gingivalis over this extract. Values
of these diameters present a significant difference (P < 0.05)
with those obtained with AqEx1, but we did not record sig-
nificant difference with results obtained with AqEx2
(P > 0.05). P. gingivalis was resistant to doses: D1, D2 and
D3.

At last, aqueous extract of P. crinita (AqEx4) gave
diameters of inhibition ranging from 07.54 + 0.36 to
10.50 £ 0.41 mm. P. gingivalis has been sensitive only
for doses D5 and D6. As for doses D1 to D4, the germ
revealed to be resistant. The statistical tests show clearly a
significant difference between AqEx1 and AqEx2; by
contrast, there was no significant difference with AqEx3.
The results obtained with the reference strain P. gingivalis
ATCC33277 for all extracts were similar to those obtained
with clinical strains of P. gingivalis.

For P, intermedia, inhibition diameter values obtained with
AgEx1 did not present significant difference with AqEx2,
AgEx3 and AgEx4 (P > 0.05). It is likewise for AqQEx3, where
values of inhibition parameters did not present significant dif-
ferences (p > 0.05) when compared to AqEx2 and AgEx 4. By
contrast, diameter inhibition values of AqEx2 present a sig-
nificant difference with AqEx4 (P < 0.05). These results sug-
gest higher efficiency for AqEx2 and AqEx3 in the case of
P, intermedia.

Furthermore, a linear correlation between diameters of
growth inhibition zones of both microbial strains tested and
aqueous extracts growing concentrations (AqEx) of the four
plants studied has been observed and summarized in Fig. 1.
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Table 1 Different total

polyphenol concentrations of the Plant material Parent sol. of TPP* mg/ml d2 d3 d4

plant extracts used to determine

the MIC for two strains A. herba-alba (P. gingivalis) 2.32 1.16 0.58 0.29 0.145

P. gingivalis and P. intermedia A. herba-alba (P. intermedia) 10.04 5.02 2.51 1.255 0.627
P, crinita 11,816.4 5908.2 2954.1 1477.05 738.525
O. ficus-indica 24 1.2 0.6 0.3 0.15
C. sinensis (P. gingivalis) 219.6 109.8 54.9 27.45 13.725
C. sinensis (P. intermedia) 83.6 41.8 20.9 10.45 5.225

Parent solution of TPP*: Total polyphenols solution; d1, d2, d3 and d4 dilutions

The coefficient calculation of determination from regres-
sion curves under effect of different plant extract concentra-
tions on inhibition zone diameter of clinical strains (Fig. 1)
gives a R? upper to 0.5 for all plant extracts studied, except the
effect of AqEx1 on P. gingivalis.

It is noted that the relation between inhibition zones of
clinical strains of P. gingivalis and plant extract concentration
was very strong and proportional, particularly for P. gingivalis
in the presence of AqEx2 with a R* > 0.8. Regression curve is
therefore significant (P < 0.05) for all extracts (AqEx2,
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AqEx3 and AqEx4) with a good correlation (R* > 0.5). In turn,
relation between diameter of inhibition zone of P, gingivalis in
the presence of AqEx1 is below the average with a R* < 0.5;
the regression curve is not significant (NS) (P > 0.05).

As for clinical strains of P, intermedia, the relation of inhi-
bition zones of P. intermedia and plant extract concentration
was very strong, particularly in the presence of AqEx4, with a
R> > 0.9. For AgEx1 and 2, the R?> > 0.8. As for relation
between inhibition zone diameter and concentration of
AqQEx3, it shows an average with R* > 0.6. In the case of
P intermedia, the regression curve is significant (P < 0.05)
for AqEx1, 2 and 4 with a good correlation. In turn, the re-
gression curve is not significant (NS) (P > 0.05) for AqEx3
with average correlation R > 0.6.

Values of statistical analysis of inhibition diameter of all
plant extracts show that even if all extracts present an antibac-
terial activity, AqEx1 and AqE2 are placed in the first rank in
inhibition of P. gingivalis; by producing diameters of inhibi-
tion, the most important are with values which differ signifi-
cantly from other extracts studied. In the second place, AqEx2
and AqEx3, with values of inhibition diameters presenting no
significant difference, are also revealing a strong efficiency in
inhibition of P. gingivalis. AqQEx4 arrives in the last position,
marked by the most important resistance of P. gingivalis and
P. intermedia. In the case of P. intermedia, AqEx 2 and 3
appear more effective with important inhibition diameters
with values presenting no significant differences (P > 0.05).

Comparison of efficiency in each extract according to its
concentration, on each of the clinical strains, is represented by
a histogram (Fig. 2).

The MIC obtained by agar dilution method is provided in
Table 1. They allow estimation of the sensitivity of clinical
isolates of P. gingivalis and P. intermedia for the four plant
extracts (AqEx1, AqEx2, AqEx3 and AqEx4) which were
0.058, 590.82, 5.49 and 0.03 mg/ml for P. gingivalis; 0.251,
590.82, 2.09 and 0.03 mg/ml for P. intermedia; and 0.251,
590.82, 2.09 and 0.03 mg/ml for P. intermedia, respectively.

Results show that the strains of P. intermedia are generally
more sensitive to plant extracts than P. gingivalis. A compar-
ative study of different antibiotics and synthetic anti-infectious
agents with its microbial strains performed in the same oper-
ational conditions is summarized in Table 2. These results
show that these strains are not all sensitive to synthetic anti-
bacterial agents, except for certain classical and powerful an-
tibiotics. The results obtained in this study with the aqueous
plant extracts show that these natural products are as efficient
as the synthetic antibiotics; in addition, they do not provoke
harmful impact in long-term use as well-known for green tea.

Interest in medicinal plants (MP) as potential sources of
efficient antimicrobial agents has increased over the last sev-
eral years. Numerous studies have examined antibacterial ex-
tracts of several plants. Several MP and their active chemical
ingredients are being used in prevention and treatment of oral
diseases (Table 3) (Gultz et al. 1998; Fani and Kohanteb
2012).

Our study plants, A. herba-alba, O. ficus-indica,
C. sinensis and P, crinita, are well known and used exten-
sively in traditional medicine. For example, O. ficus-indica is
a plant used for its anti-inflammatory effects and analgesic,
hypoglycaemic, antiviral and antioxidant properties (Ncibi
et al. 2008). A. herba-alba (Asteraceae) grows in arid and
semiarid climates, is popularly used in Algeria and recog-
nized for its various biological activities such as hypoglyce-
mic, antibacterial, antifungal, anticancer, anti-inflammatory
and neuro-protective properties (Bora and Sharma 2011;
Laouini et al. 2016). Green tea (C. sinensis), a natural source
of antimicrobial agents (Sumit Bansal et al. 2013), is subject
of several studies due to its richness in polyphenols (particu-
larly the flavonoids such as the catechins) and is well
established that the biological activities of green tea are at-
tributed to catechins (Pham-Huy et al. 2008a, b; Derbel and
Ghedira 2005; Cooper et al. 2005). Moreover, catechins are
well known for their beneficial effects on cancer, cardiovas-
cular diseases, neuro-degenerative diseases and against oral
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Table 2 The values of the
inhibition diameters and the MIC
obtained of the different PPT
concentrations of the plant
extracts used on the two strains
P. gingivalis and P. intermedia

Table 3 The antibiogram of the
two strains P. gingivalis and
P, intermedia

Cgaq (mg/ Crpp P. gingivalis MIC P, intermedia MIC
ml) (mg/ml) (n =20) (mm) (mg/ml)  (n=20) (mm) (mg/ml)
A.herba-alba D1=3.75 0.028 R 0.058 R 0.251
AqEx1 D2=175 0.058 31.83 +£0.24 R
D3=15 0.119 36.60 + 0.43 R
D4 =30 0.251 41.83 £1.43 20.50 £ 1.08
D5 =60 0.498 45.87 £0.84 23.33+0.85
D6 =120 1.004 49.00 +0.82 36.83 +1.31
O. ficus-indica ~ D1 =50 2.89 R 0.03 R 0.03
AqgEx2 D2 =100 8.99 R R
D3 =200 15.01 R R
D4 =400 30 31.17+£0.85 41.83 £1.43
D5 =800 55.9 38.00 £ 0.82 48.00 +0.82
D6 = 1600 135.26 48.83 £1.03 55.50 £ 0.41
C. sinensis D1 =125 0.59 R 549 R 2.09
AqEx3 D2=25 1.01 R R
D3 =50 2.09 R 24+ 00
D4 =100 5.49 21.33+£2.62 29.83 £0.85
D5 =200 9.99 33.17 £0.39 3593 +£0.82
D6 =400 5.27 42.00 £0.41 41.30+£0.92
P, crinita D1=9.375 34.99 Resistant 590.82 Resistant
AqEx4 D2=1875 7185 Resistant Resistant 590.82
D3 =375 146.7 Resistant Resistant
D4 =75 280.41 Resistant Resistant
D5=150 590.82 07.54 £0.36 10.73 £0.61
D6 =300 1080.21 10.50 £ 0.41 16.67 £1.25

Caqr aqueous extract concentration, Cypp total polyphenol concentrations, AgEx aqueous extract, D dose

Antibiotics P, gingivalis P, intermedia
Diameter Interpretation Diameter Interpretation

Penicillin >40 Sensitive <06 Resistant
Ampicillin/Amoxicillin >40 Sensitive 32 Resistant
Ticarcillin >40 Sensitive >40 Sensitive
Cefazolin >40 Sensitive <06 Resistant
Cefoxitin >40 Sensitive 40 Sensitive
Cefotaxime >40 Sensitive >40 Sensitive
Piperacillin >40 Sensitive - -
Imipenem >40 Sensitive >40 Sensitive
Amox + ac.clavulanique >40 Sensitive >40 Sensitive
Kanamycin <06 Resistant <06 Resistant
Chloramphenicol - - - -
Tetracycline >40 Sensitive 31 Sensitive
Erythromycin >40 Sensitive <06 Resistant
Clindamycin 15UI >40 Sensitive <06 Resistant
Rifampicin - - - -
Sulfamethoxazole <06 Resistant <06 Resistant
Vancomycin >40 Sensitive <06 Resistant
Metronidazole <40 Resistant 31 Sensitive
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pathogens (Pham-Huy et al. 2008a, b). However, in most of
the previous studies related to green tea, extraction of poly-
phenols was essentially made with ethyl alcohol, but in this
study, we have studied bactericidal effects of the aqueous
extracts for further study due to its relevance to popular use.

The genus Phlomis belongs to Lamiaceae family, with
over 100 species spread in several continents, such as
Europe, Asia and North Africa. The floral parts are often used
as infusion to treat gastrointestinal disorders. Some species
have been described to protect liver, kidney, heart, veins and
bones of different pathologies. P. crinita has often been used
to treat burns, lesions and skin infections (Ilef Limem-Ben
Amor et al. 2009; Boukef 1986; Quezel and Santa 1963).

Essential oils of species in Phlomis showed an important
bacterial activity (Ilef Limem-Ben Amor et al. 2009) similar
to methanolic extracts of certain species of Phlomis
(Phlomisbruguieri, Phlomis herba-venti, Phlomisolivieri)
which have showed a bactericide activity over some bacteria
(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus sanguis and Pseudomonas aerugino-
sa) (Ben-Amor et al. 2009; Morteza-Semnani et al. 2004.
The flavonoids are major phytochemicals of Phlomis genus.
The majority of flavonoids isolated from Phlomis are fla-
vones and flavonols such as luteolin-7-glucoside, luteolin-
7-0-f3-glucopyranoside, chrysoeriol-7-p-coumaroyl gluco-
side and chrysoeriol-7-glucoside constitute the glycosylated
flavonoids found in genus of Phlomis (Ilef Limem-Ben
Amor et al. 2009; El-Negoumy et al. 1986; Kyriakopoulou
et al. 2001; Javid Hussain et al. 2010).

The aqueous extracts of A. herba-alba, O. ficus-indica
and P, crinita have, for the first time, been subject of a study
on their antimicrobial effect over periodonto-pathogenic bac-
teria. Aqueous extracts of these plants (AqEx1: aqueous ex-
tract of A. herba-alba, AqQEx2: aqueous extract of O. ficus-
indica, AQEX3: aqueous extract. of C sinensis and AqEx4:
aqueous extract of P. crinita) have all presented an antibac-
terial activity variable between them, with different inhibi-
tion diameters. These results show existence of natural anti-
microbial compounds in all aqueous extracts tested.

P gingivalis and P. intermedia have been selected in this
study because periodontal disease is essentially due to the
strict anaerobic Gram-negative bacteria. In addition,
P. gingivalis and P. intermedia are often found and isolated
in periodontal pockets of patients with advanced periodon-
titis (Sakanaka and Okada 2004, Palaska et al. 2013).
P gingivalis is a highly pathogenic bacterium, which ad-
heres to epithelial cells of the host knowing that bacteria’s
adherence to host’s tissue cells is the first step of bacterial
infection. Bacteria, once adhered, begin the settlement and
the production of virulence factors causing damage to
host’s cells (Gibbons 1984; Sakanaka and Okada 2004).
According to Sakanaka and Okada 2004, P. gingivalis has
several virulence factors such as secretion of metabolic
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cytotoxic products. These components penetrate easily into
the periodontal tissues of the host, due to their low molec-
ular weight causing disruption activity of host’s cell.

Inhibiting production of these toxic metabolites and
growth’s inhibition and cell adhesion of these periodonto-
pathogenic bacteria is very important in prevention of peri-
odontal diseases. Hence, inhibition of virulence factors of
P gingivalis by green tea polyphenols was reported several
times by literature (Sakanaka and Okada 2004). Numerous
studies, with respect to oral pathology of humans, show that
rinsing the mouth with green tea during 30 s inhibits the bac-
teria’s growth responsible of tooth decay (Pham-Huy et al.
2008a, b; Hirasawa et al. 2006; Cooper et al. 2005; Mc Kay
and Blumberg 2002; Ferrazzano et al. 2011). On the whole,
experiences on green tea gave promising results for oral-
dental health (Pham-Huy et al. 2008a, b; Lolayekar and
Shanbhag 2012). In this study, all isolates of P. gingivalis,
P intermedia and including the reference strain of
P gingivalis ATCC3327 were shown to be sensitive to
AqEx1, AqEx2, AqEx3 and AqEx4 of A. herba-alba,
O. ficus-indica, C. sinensis and P. crinita, respectively, with
different inhibition diameters.

In the case of P. gingivalis, the best results have been
allocated to AqEx1 and AqEx2 (A. herba-halba and O.
ficus-indica) due to their strong inhibition marked by impor-
tant diameters and with MIC of 0.058 mg/ml for the first
extract and 0.03 mg/ml for the second one. The sensitivity
of P. gingivalis over AqEx1 is shown from D2 dose which is
7.5 mg/ml of plant extract representing a concentration of
0.058 mg/ml of TPP. As for D1 dose, the strain showed to
be resistant. The sensitivity of P. gingivalis over AQEX2 was
expressed from D4 dose which represented a concentration
of 30 mg/ml of TPP. The bacterium was shown to be resis-
tant for D1, D2 and D3 doses.

The bactericidal activity of AqEx2 (O. ficus-indica)
can be explained by its composition in bioactive mole-
cules. In fact, numerous authors allocate the benefits of
this plant at its components, notably polyphenols and fla-
vonoids known for their wide range of biological activi-
ties (Gianmaria F. Ferrazzano et al. 2011). Today, we rec-
ognize the bactericidal activity to these molecules, which
represents a new source of anti-infectious agents
(Gianmaria F. Ferrazzano et al. 2011). Likewise,
Artemisia (AqEx1) yielded satisfactory results due to its
richness in bioactive molecules. In fact, its richness in
polyphenols and flavonoids has often been cited in litera-
ture (Khlifi et al. 2013). (Khlifi et al. 2013; Djeridane
et al. 2006). AqEx3 (C. sinensis) proved its efficiency in
inhibition of P. gingivalis. These results agree with sever-
al authors’ publications (Pham-Huy et al. 2008a, b;
Ferrazzano et al. 2011).

At last, AqEx4 (P. crinite) showed to be the less effective,
with a maximal inhibition diameter of 10.50 + 0.41 mm for
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P gingivalis and 16.67 = 1.25 mm for P. intermedia.
P, gingivalis appears less sensitive than P. intermedia. In ad-
dition, for both strains, inhibition is shown only at dose D5
and D6. There is no inhibition for other doses, which is prob-
ably due to the extraction method, or to the difficulty of anti-
microbial agent to disseminate uniformly in agar (S.
Athamena et al. 2010).

Inhibition of P. intermedia by AqEx 2 and AqEx 3 was
highly effective. A very good significant correlation
(p < 0.05) has been observed by the regression analysis.
This explains the link existing between plant extract concen-
trations, thus in TPP bioactive molecules responsible for bac-
tericidal activity of the plant and values of inhibition zone
diameters. While with AqEx3, the correlation is average in
spite of its bactericide activity equally important. This can
be explained by the character at both qualitative and quantita-
tive of compounds present in the extract because efficacy of a
phenolic compound depends on its physico-chemical proper-
ties and heterogeneous structure intimately linked to extrac-
tion method used (Basli et al. 2012). P. intermedia showed to
be less sensitive than P. gingivalis over AqEx1 and AqEx4. A
higher significant correlation (P < 0.05) has been observed for
both these extracts.

These differences noted during the evaluation of antibacte-
rial power of different extracts may be allocated to several
factors, such as nature of plant species and therefore its bio-
active molecules, ambient conditions, ecological factors, sea-
sonal variations, extraction methods (Bouterfas et al. 2014;
Celiktas et al. 2007; Moreira et al. 2005; Sagdic and Ozcan
2003; Turkmen et al. 2007), extract preparation, solvent used,
sensibility of bacteria, extract concentration (Bouterfas et al.
2014; Loziene et al. 2007; Ulukanli and Akkaya 2011) and
plant organs used (Natarajan et al. 2005; Bouterfas et al.
2014).

In addition, polyphenols are unstable molecules, are easily
oxidized by air and light and consequently can lose all their
beneficial properties for health. Likewise, extract preparation
may influence the content and availability in polyphenols
(Pham-Huy et al. 2008a, b). As for clinical essays, several
levels of control of polyphenols in plant extracts before the
dosage is imperative. Pharmacokinetic studies are also useful
to understand factors influencing the bioavailability and me-
tabolism of polyphenols and, consequently, their biological
activities. Clinical and controlled trials are necessary to eval-
uate effectiveness of polyphenols in human chemoprevention
(Pham-Huy et al. 2008a, b). Results of antibiogram illustrated
in Table 2 show that the most effective antibiotics are notably
the betalactamines and the tetracycline followed by erythro-
mycin and metronidazole (Pham-Huy et al. 2008a, b). These
results have revealed that ineffectiveness of some antibiotics,
notably kanamycin, sulfametoxazole and metronidazole in
growth inhibition of P. gingivalis, penicillin, ampicillin/amox-
icillin, cefazolin, kanamycin, erythromycin, sulfamethoxazole

and clindamycin 15UI, proved to be ineffective in the growth
inhibition of P, intermedia.

While under optimal concentrations, aqueous extracts of
A. herba-alba, Camelia sinensis and O. ficus-indica have been
highly effective in the growth inhibition of both strains impli-
cated in periodontal disease. These results suggest use of plant
extracts in periodontitis prevention, knowing that these natural
products possess advantage to have no long-term harmful ef-
fect; as example, the Green Tea, a popular drink, is highly
consumed all over the world. In addition, considering the pos-
sible evolution of multi-resistant oral bacteria and appearances
of secondary effects after use of antibiotics, the natural phy-
tochemical molecules isolated from medicinal plants may be
considered as alternative in prevention of oral pathology. A lot
of medicinal plants begin to be used for prevention and treat-
ment of oral diseases (Fani and Kohanteb 2012).

Conclusion

The results obtained in this study are very promising. In fact,
all plant extracts studied here (A. herba-alba, C. sinensis,
O. ficus-indica and P. crinita) have varied degrees of inhibi-
tion of both strict anaerobic Gram-negative strains which are
P. gingivalis and P. intermedia, mainly responsible in devel-
opment of aggressive and chronic periodontitis in human. A
comparative study with antibiotics show that plant extracts
studied are also powerful as compared to synthetic antibiotics
against P. gingivalis but are relatively stronger than these
drugs on P, intermedia. By contrast, these natural products
are a little toxic or non-toxic and can be used in the long-
term treatment, as for the case of Green Tea. A clinical study
is necessary in order to confirm the health benefits of these
plant extracts in periodontal disease prevention.
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