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Résumé

Les infections entériques continuent de constituer un probleme de santé publique
capital. La recherche d'une thérapie naturelle a fait I'objet de nombreuses études scientifiques,
et les plantes sont une grande source de composés naturels pouvant avoir des propriétés
antimicrobiennes. Dans le méme but, la présente recherche est congue pour identifier la
composition chimique et étudier les extraits méthanoliques du celeri « Apium graveolens L.»
et du persil « Petroselinum crispum (Mill.)» (feuilles et graines) de l'ouest algérien pour leur
activité antimicrobienne in vitro et in vivo sur un modéle d'infection entérique induite par
Escherichia coli ainsi qu’in silico (docking moléculaire) pour modéliser l'interaction entre les
composés polyphénoliques et les cibles moléculaires de ce microorganisme.

La composition chimique indique que ces extraits méthanoliques contiennent une
variété de composés phytochimiques (acide ascorbique, vanilline, rutine, myricétine, acide
hydroxyanisole butylé, quercétine, acide sinapique, épicatéchine, nicotinamide, et catéchine).
Les résultats de I’étude in vitro prouvent que ces extraits exercent une activité
antimicrobienne significative envers Escherichia coli et qu’a la dose de 50 mg/ kg et 100 mg/
kg, ils ne montrent aucun effet toxique en révélant une réduction significative de la charge
bactérienne jusqu’a la stérilit¢ des hémocultures a 100 % pour tous les groupes traités par ces
extraits. Ce qui traduit qu’ils sont plus puissants que I’antibiotique standard. Les coupes
histologiques presentent une morphologie normale et bien conservee des organes a savoir
I’iléon, le foie, le rein et la rate, pour les animaux traités avec les mémes extraits avec une
réduction significative de I'inflammation par rapport au groupe infecté non traité. Les résultats
du docking moléculaire montrent que les phytoconstituants des extraits méthanoliques servent
comme inhibiteurs potentiels de la dihydroptéroate synthase surtout I'épicatéchine qui montre
la plus forte affinité de liaison, surpassant méme le ligand co-cristallisé et comme agents anti-
inflammatoires naturels surtout I'épicatéchine qui révéle la plus grande stabilité, en
comparaison avec celle de I’anti-inflammatoire non stéroidien; le diclofénac. Le docking
moléculaire renforce I'idée que ces extraits méthanoliques peuvent interagir avec des enzymes
clés ou des protéines de membrane, contribuant ainsi a leur effet antimicrobien.

L'ensemble de ces résultats confirment que les extraits méthanoliques d’Apium
graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.) (feuilles et graines) possédent un potentiel
antimicrobien dans le traitement de I’infection entérique induite par Escherichia coli plus
puissant que celui de 1’antibiotique standard.

Mots clés: Infection entérique; Apium graveolens L.; Petroselinum crispum (Mill.);
ouest algérien; antimicrobien; in vitro; in vivo; docking moléculaire; composition chimique.



Abstract

Enteric infections continue to be a significant public health problem. The search for
natural therapies has been the subject of numerous scientific studies, and plants are a major
source of natural compounds that may have antimicrobial properties. With this same
objective, this research is designed to investigate the antimicrobial activity of methanolic
extracts of Apium graveolens L. and Petroselinum crispum (Mill.) (leaves and seeds) from
western Algeria in vitro and in vivo in a model of enteric infection induced by Escherichia
coli, as well as in silico (molecular docking) to model the interaction between polyphenolic
compounds and the molecular targets of this microorganism.

The chemical composition indicates that these methanolic extracts contain a variety of
phytochemicals (ascorbic acid, vanillin, rutin, myricetin, butylated hydroxyanisol acid,
quercetin, sinapic acid, epicatechin, nicotinamide and catechin). The results of the in vitro
study demonstrate that they exert significant antimicrobial activity against Escherichia coli.
These extracts, at the dose of 50 mg/ kg and 100 mg/ kg, show no toxic effects revealing a
significant reduction in bacterial load up to 100 % sterility of blood cultures from all groups
treated with these extracts. Histological sections show normal and well-preserved morphology
of organs namely ileum, liver, kidney and spleen, for animals treated with the same extracts
with a significant reduction in inflammation compared to the untreated infected group.
Molecular docking results show that the phytoconstituents of methanolic extracts serve as
potential inhibitors of dihydropteroate synthase especially epicatechin which shows the
highest binding affinity, even surpassing the co-crystallized ligand and as natural anti-
inflammatory agents especially epicatechin which reveals the greatest stability, comparable to
that of the non-steroidal anti-inflammatory drug; diclofenac. Molecular docking reinforces the
idea that these methanolic extracts may interact with key enzymes or membrane proteins, thus
contributing to their antimicrobial effect.

All these results confirm that methanolic extracts of Apium graveolens L. and
Petroselinum crispum (Mill.) (leaves and seeds) possess more potent antimicrobial activity in
the treatment of enteric infection induced by Escherichia coli than standard antibiotics.

Keywords: Enteric infection; Apium graveolens L.; Petroselinum crispum (Mill.);
Western Algeria; antimicrobial; in vitro; in vivo; molecular docking; chemical composition
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Les infections entériques représentent un probléeme majeur de la santé publique. Elles
sont fréquentes et peuvent entrainer des complications graves, en particulier chez les
populations vulnérables telles que les enfants et les personnes agées (Al-Mashahedah et
Dhahi, 2024).

Malgré son efficacité, le recours inapproprié a I’antibiothérapie peut conduire a
I’antibiorésistance (Arulappen et al., 2025), un défi global qui exige une intervention
coordonnée a tous les niveaux, de la santé publique a la recherche. Par conséquent, une
multitude de recherches sur les substances naturelles d’origine végétale sont menées dans le

but de découvrir un remede naturel de I’infection capable de combattre 1’antibiorésistance

(Abdallah et al., 2023).

La phytothérapie peut offrir des alternatives viables aux traitements conventionnels.
Cette pratique suscite effectivement un regain d’intérét, en particulier dans le contexte de son

intégration dans le traitement des infections (Ansari et al., 2025).

En Algérie, I'utilisation de plantes est un reflet de la culture locale, mélant savoirs
ancestraux. Elle continue de jouer un role important dans la santé et le bien-étre de nombreux
Algériens. Bien que cette pratique soit largement accessible, mais elle n’est pas soumise aux
mémes normes rigoureuses que les médicaments. De nombreuses etudes modernes explorent
les propriétés de plantes en éveillant un intérét croissant pour la recherche et la documentation
de cette pratique traditionnelle a fin d’établir un cadre scientifique étroit pour I’utilisation de

plantes médicinales, garantissant ainsi leur sécurité et vertu (Dahmane et al., 2023).

Dans ce contexte, notre travail s’applique a vérifier la toxicité ainsi qu’a évaluer
I’activité antimicrobienne par des approches expérimentales in vitro et in vivo et in silico (le
docking moléculaire) des extraits méthanoliques de plantes médicinales issues de la région

oust algérien; Apium graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.) (Feuilles et graines).

Notre travail se répartit en deux volets: le premier comprend une recherche
bibliographique sur les infections entériques, I’antibiorésistance et le role de la phytothérapie
dans la prise en charge des infections entériques d’une part et les plantes Apium, notamment
Apium graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.), qui ont fait ’objet de nos analyses

d’autre part.
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Le deuxiéme volet aborde toutes les méthodes utilisées pour évaluer les effets de ces
deux plantes médicinales. Les résultats tirés de ces investigations sont analysés et discutés en
profondeur avant d’arriver aux conclusions et aux perspectives pour cerner la portée, l'impact

et les limites de ce travail afin de guider les recherches ultérieures.
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1. Introduction

L'infection entérique est une pathologie induite par une variété considérable d'agents
infectieux, notamment les virus, les bacteéries, les protozoaires ou les parasites. Parmi ceux-ci
se trouvent le norovirus, Shigella spp, Vibrio cholerae, Listeria, Escherichia coli producteurs
de shigatoxines (STEC), Clostridium difficile, Salmonella typhimurium et Giardia lamblia
(Yan et al., 2021). L'introduction d'agents infectieux et la perturbation du microbiote normal
entrainent des infections entériques (Lim et al., 2019; Saberpour et al., 2020).

Ces infections se caractérisent essentiellement par des syndromes cliniques assez
specifiques, tels que les vomissements, la diarrhée aqueuse aigué, la diarrhée aqueuse en
grande quantité, la diarrhée invasive ou hémorragique (dysenterie), ainsi que la diarrhée
persistante et la fievre entérique. Les bactéries entéropathogenes, notamment Escherichia coli,
jouent un réle crucial en raison de leur prévalence et de la sevérite des maladies qu'elles
entrainent (Bennett et al., 2019).

Escherichia coli (E. coli) est un bacille Gram-négatif réputé pour faire partie de la flore
intestinale normale, mais qui peut aussi étre responsable de pathologies intestinales et extra-

intestinales chez I'étre humain (Mueller et Tainter, 2023).
2. Epidémiologie

Les infections intestinales représentent la principale source de morbidité et de mortalité
a I'échelle mondiale. Les maladies entériques constituent la seconde cause de décés chez les
enfants de moins de 5 ans, avec approximativement 2,5 milliards de cas mondialement et 1,5
million de déces annuels. Les foyers de ces infections se trouvent a divers endroits sur la
planéte. La prévalence de multiples agents pathogenes fluctue en fonction de I'age, de

I'exposition et du milieu environnant (Guindo et al., 2022).
3. Facteurs de risques

Les facteurs de risque liés a une infection entérique incluent la premiere enfance, les
enfants qui ne sont pas allaités, I'immunodéficience, la malnutrition, le séjour dans une région
endémique, l'exposition a des conditions d'hygiéne insuffisantes, la consommation d'aliments
ou d'eau contaminés ainsi que l'inscription dans une creche. Les enfants en bas age, ainsi que
les individus souffrant de maladies chroniques et ceux dont le systéeme immunitaire est

affaibli, sont particulierement vulnérables a la diarrhée persistante (Burd et Hinrichs, 2016).
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4. Susceptibilité de I’hote

Le risque d'infection par divers microbes varie d'une personne a l'autre, et en cas
d'infection, les conséquences possibles vont de simples signes de colonisation
asymptomatiques  jusqu'a la  mort (Burgner et al.,, 2006; Hill, 2006).
Plusieurs éléments influencent la susceptibilité a l'infection par les agents pathogénes
intestinaux, comme la génétique et la capacité de générer une forte réaction immunitaire dans
I'intestin (Petri et al., 2008) (Tableau 1).

Tableau 1: Exemples de génes impliqués dans la susceptibilité aux infections entériques
(Petri et al., 2008)

Infection
Parasites

Ascaris lumbricoides

Cryptosporidium parvum/hominis

Entamoeba histolytica

Bactérie
Clostridium difficile
EAEC

Salmonella spp.

Vibrio cholerae O1
Virus

Norovirus

Geéne associé a la susceptibilité

Chromosome 13p at 113 cM, chromosome 11 at 43

cM, et chromosome 8 a 132 cM,

STAT6 , et ADRB2
DQB1*0301alléle, DQB1*0301/DRB1*1101
haplotype, and HLA class IB*15
Colitis associée avec DQB1*0601/DRB1*1501
haplotype,

abces du foie associés a HLA-DR3

IL-8
IL-8
IL-12B, IL-12RB1, et IFNGR1, CARDS, et HLA-
DRB1*0301/6/8 alleles,
IL-8, HLA-DQB1*0201-3 alléle, et TNFA

groupe sanguin O

FUT2

ADRB?2: récepteur 2 adrénergique; FUT2: fucosyltransférase; IRGM: GTPase liée a l'immunité; LTF:
lactoferrine; MST1: macrophage stimulating 1; PTPN2: protéine tyrosine phosphatase non réceptrice de
type 2; EAEC: Escherichia coli entéro-agrégatif
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5. Transmission

Il s'agit d'une méthode utilisée par I'agent infectieux, en partant de sa source pour
parvenir a I'hn6te réceptif, le moyen le plus courant étant la consommation de pathogenes. On
différencie la transmission par contact (directement ou via un objet), par gouttelettes (de
grandes particules respirables qui peuvent se propager jusqu'a deux metres), par voie aérienne
(de minuscules particules pouvant parcourir de longues distances), ainsi que la transmission
oro-fécale via un vecteur commun contaminé, comme l'eau ou la nourriture. Il peut également
y avoir un vecteur en jeu, tel qu'un insecte. Effectivement, la méthode de transmission différe
en fonction du genre de microorganismes. En outre, il est possible que certains agents
pathogénes soient transmis par plusieurs voies (INSPQ, 2018).

6. Manifestations cliniques

L’infection entérique est une affection caractéris€ée par des selles plus liquides, des
nausées, des vomissements et des douleurs abdominales. Elle peut également s’accompagner
de sang ou de mucus dans les selles, de déshydratation, de fievre et de céphalées. Le caractere

et la gravité des symptomes des entérites varient selon 1’agent pathogene.
a. Entérites virales

L'origine virale est la plus courante pour la plupart des cas d'entérites, et les rotavirus
sont a l'origine de plus de la moitié de ces cas, particulierement chez les bébés. Les norovirus
peuvent affecter les individus de tous ages et sont généralement associés a une contamination
alimentaire (eau, légumes crus, fruits de mer), ce qui peut entrainer des épidémies dans les
établissements collectifs tels que les écoles, les casernes et les hétels. Tout dabord, ils
représentent les agents primordiaux face aux adénovirus 40 et 41, aux astrovirus ainsi qu'aux
coronavirus. Le diagnostic pour les entérites communautaires hivernales n’est pas nécessaire,
sauf dans le cas des formes graves chez les bébés hospitalisés (principalement causees par le
rotavirus), celles touchant les personnes immunodéprimées, les cas groupés et les infections

nosocomiales (Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi, 2016).

Dans le cadre des infections virales, la diarrhée aqueuse est le signe le plus courant et
les excréments comprennent rarement de mucus ou de sang. Une des particularités de
I'entérite a adénovirus est la persistance de la diarrhée qui dure entre 1 et 2 semaines. Les

bébés et les enfants affectés peuvent montrer des vomissements légers qui démarrent
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généralement un a deux jours apres l'apparition de la diarrhée. Prés de la moitié des patients
présentent une légére fiévre et peuvent manifester des signes de détresse respiratoire. Les
symptomes tendent a étre légers, cependant, leur durée peut dépasser celle des autres entérites
d'origine virale. De plus, les astrovirus provoquent un syndrome qui ressemble a une infection

de gravité modérée due au rotavirus (Gotfried, 2021).

b. Entérites bactériennes

Des bactéries responsables des infections invasives comme Shigella et Salmonella ont
plus de chances de provoquer de la fievre, une grande fatigue et une diarrhée sanglante.
Centaines variétés d'E. coli causant une gamme de maladies qui vont de la gastro-entérite
bénigne auto-résolutive a l'insuffisance rénale et au choc septique (Mueller et Tainter, 2023).
L'infection par E. coli O157:H7 se manifeste souvent initialement par des douleurs
abdominales intenses et une diarrhée aqueuse durant 1 a 2 jours, avant de céder la place a une
diarrhée sanglante, tandis que la fiévre reste généralement absente ou modérée. A l'inverse de
I'infection a Clostridium difficile, qui entraine des douleurs abdominales et des diarrhees
mugueuses légeres ou des rectocolites hémorragiques graves pouvant aller jusqu'a provoquer
un choc. Les bactéries qui produisent une entérotoxine telles que Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus et Clostridium perfringens sont responsables de diarrhées aqueuses, tandis
que la bactérie Staphylococcus aureus et certaines variétés de Bacillus cereus sont surtout a

l'origine de vomissements (Gotfried, 2021).
6.3. Entérite parasitaires

Les infections parasitaires entrainent souvent des diarrhées subaigués ou chronigues,
majoritairement non sanglantes; a I'exception notable d'Entamoeba histolytica qui induit une
dysenterie amibienne. En outre, il est fréquent de ressentir de la fatigue et un amincissement

en cas de diarrhée persistante (Gotfried, 2021).
7. Etiologie et physiopathologie

Les infections entériques sont provoquées par plusieurs agents pathogenes soient les
virus, les bactéries ou les parasites entériques. Leur physiopathologie différencie selon leur
étiologie. Les micro-organismes sont pathogénes du fait de leur pouvoir d’adhésion, par la

sécrétion d’enzymes cytotoxiques et cytolytiques et par leurs toxines.




Chapitre 1 Infections entériques microbiennes

7.1. Infections entériques virales

Les entérites ont pour origine la majorité du temps des virus, principalement des
astrovirus ou adénovirus entériques. Ces infections peuvent étre asymptomatiques ou se
présenter sous forme de maladies allant de bénignes a mortelles. Tous les ages peuvent étre
affectés par les astrovirus, bien qu'ils se manifestent généralement chez les bébés et les
enfants en bas age. Dans les zones a climat tempéré, I'infection est plus courante durant I'hiver
tandis que dans les régions tropicales, elle est davantage répandue pendant I'été. L'infection se
contracte par voie oro-fécale et la période d'incubation s'étend sur une durée de 3 a 4 jours
(Gotfried, 2021).

Les adénovirus représentent la quatrieme cause, en termes de fréquence, des entérites
virales chez les enfants. Ces infections ont lieu tout au long de l'année, avec une hausse
modeste en été, et ce sont principalement les enfants de moins de 2 ans qui sont affectés.
L'infection se propage par voie oro-fécale, ainsi qu'a travers les gouttelettes respiratoires, et la
période d'incubation varie de 3 a 10 jours (Gotfried, 2021).

Des virus infectent les entérocytes situés dans les villosités de l'intestin gréle. Cela
entraine une diffusion de liquides et d'electrolytes dans la cavité intestinale. Parfois, les
glucides non assimilés en raison d'une malabsorption au sein de l'intestin touché aggravent par
la suite les symptdémes en déclenchant une diarrhée osmotique hydrique, ainsi que des
diarrhées inflammatoires (dysenterie). La détection de globules blancs, de globules rouges ou
de sang visible dans les selles est néanmoins rare. Chez les individus ayant un systéeme
immunitaire affaibli, dautres virus tels que le cytomégalovirus et l'entérovirus peuvent

provoquer des entérites (Gotfried, 2021).
7.2. Infections entériques bactériennes

Les bactéries Campylobacter, Clostridium difficile, Escherichia coli (en particulier le
sérotype 0O157:H7), Salmonella, Shigella, et Staphylocoques causant de [l'intoxication
staphylococcique alimentaire sont le plus souvent impliquées entrainant des entérites par

plusieurs mécanismes (Johnson et al., 2021).
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7.2.1. Les entérotoxines

Elles sont produites par certaines espéces (Vibrio cholerae, les souches
entérotoxinogenes d'E. coli) qui adhérent a la muqueuse intestinale sans I'envahir. Ces toxines
alterent I'absorption intestinale et provoquent, en stimulant I'adénylate cyclase, une sécrétion
d'électrolytes et d'eau responsable d'une diarrhée hydrique de méme pour Clostridium difficile
qui produit une toxine similaire (Johnson et al., 2021).

7.2.2. Les exotoxines

Ces toxines sont ingérées dans des aliments contaminés et produites par certaines
bactéries (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens). L'exotoxine peut
entrainer une entérite sans infection bactérienne active concomitante. Ces toxines induisent
généralement des nausées brutales, des vomissements et une diarrhée dans les 12 heures qui
suivent l'ingestion de la nourriture contaminée. Les symptdmes s'atténuent dans les 36 heures

qui suivent (Johnson et al., 2021).
7.2.3. L'invasion muqueuse

Elle coexiste avec diverses bactéries (telles que Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Clostridium difficile et certains sous-types d'E. coli) qui colonisent la muqueuse de l'intestin
gréle ou du cdlon, provoquant des ulcérations, des saignements, une libération de fluides
riches en protéines et une secrétion d'eau et délectrolytes. Le mécanisme invasif et ses
répercussions peuvent se produire indépendamment de la production d'une entérotoxine par le
micro-organisme. La diarrhée qui en decoule révéle des indices de cette incursion et de cette
inflammation, avec la présence de leucocytes et des hématies observables au microscope, et

parfois méme du sang visible a I'ceil nu (Johnson et al., 2021).

La Salmonella et le Campylobacter sont les microorganismes régulierement
responsables des diarrhées. On contracte généralement ces deux infections suite a la
consommation de volailles mal cuites et de lait non pasteurisé. Il arrive que la bactérie
nuisible Campylobacter soit transmise par des chiens ou des chats atteints de diarrhée.
Toutefois, la consommation d'ceufs insuffisamment cuits et le contact avec des reptiles,
oiseaux ou amphibiens peuvent transmettre la Salmonella. Les Shigella spp sont également
des agents courants de la diarrhée bactérienne et leur transmission se fait généralement de

I'Homme a I'Homme, méme s'il existe des épidémies liées a la nourriture. La Shigella
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dysenteriae de type 1 génére une shigatoxine susceptible de provoquer un syndrome
hémolytique et urémique (Johnson et al., 2021).

L’infection entérique a E. coli peut étre causée par plusieurs sous-types de bactéries
dont I'épidémiologie et les manifestations cliniques se varient. Auparavant, l'infection par
Clostridium difficile était presque exclusivement observée chez les patients hospitalisés qui
suivaient un traitement antibiotique. D'autres bactéries, comme Yersinia enterocolitica, sont
également susceptibles de causer des entérites. Cette derniére peut entrainer des entérites ou
un syndrome pseudo-appendiculaire, car les patients peuvent ressentir des douleurs dans la
région de la fosse iliaque droite. Elle se propage par le biais du lait non pasteurisé ou de I'eau
polluée. Diverses espéces de Vibrio, notamment V. parahaemolyticus, peuvent causer des
diarrhées suite a la consommation de fruits ou de produits marins mal cuits. Le pathogene V.
cholerae peut occasionner une diarrhée sévére entrainant la déshydratation dans les zones ou
I'acces a l'eau potable et le traitement des déchets humains sont insuffisants, ce qui constitue

un enjeu particulierement alarmant (Johnson et al., 2021).

La bactérie Listeria peut exceptionnellement entrainer une entérite d'origine alimentaire,
mais elle est principalement responsable d'une infection du sang ou d'une méningite chez les
femmes enceintes, les nourrissons et les personnes agées. De plus, I'Aeromonas peut étre
contractée par la baignade dans une eau douce ou saumatre contaminée. Plesiomonas
shigelloides, un agent infectieux, peut entrainer des épisodes de diarrhée suite a la
consommation de fruits de mer non cuits ou lors d'une visite dans les régions tropicales des

pays en développement (Johnson et al., 2021).
7.3. Infections entériques parasitaires

Dans les pays développés, Giardia et Cryptosporidium sont généralement les parasites
les plus souvent impliqués. Des parasites intestinaux comme Giardia intestinalis (G. lamblia)
se fixent a la muqgueuse de lintestin, provoquant des nausées, des vomissements, de la
diarrhée et un sentiment d'inconfort. La giardiase est une maladie ubiquitaire qui peut se
chroniciser et engendrer un syndrome de malabsorption, souvent confondu a tort avec le
syndrome du c6lon irritable. L'infection se propage généralement entre personnes (souvent

dans les garderies) ou par le biais d'eau ou de nourriture contaminée.

Toutefois, Cryptosporidium parvum cause une diarrhée aqueuse qui peut étre associée a

des douleurs abdominales, des nausées et des vomissements. Chez les individus en bonne
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santé, la maladie se résout d'elle-méme en moins de 2 semaines. Dans le cas des patients ayant
un systeme immunitaire affaibli, la maladie peut se révéler grave et durable, provoquant des
pertes importantes d'électrolytes et de fluides corporels. Ce micro-organisme est

ordinairement propagé par de I'eau infectée et le chlore ne parvient pas aisement a le détruire.

D'autres parasites peuvent entrainer des symptdmes similaires a ceux des
cryptosporidioses, comme Cyclospora cayetanensis, et chez les personnes immunodéprimées,
Cystoisospora (Isospora) belli. De plus, une multitude d'autres parasites sont classés parmi les
microsporidies  (Enterocytozoon bieneusi et Encephalitozoon intestinalis), tandis

qu'Entamoeba histolytica est souvent responsable de diarrhée subaigué (Gotfried, 2021).

D'autres agents pathogeénes tels que Campylobacter, Cryptosporidium et Giardia
provoquent une inflammation intestinale. Quand l'intestin s'enflamme, les villosités peuvent
se réduire et l'intestin devient davantage perméable ou « fuyant ». Cette porosité augmentée
facilite le passage des molécules de grande taille a travers les parois intestinales, ce qui
diminue l'absorption des nutriments. On désigne cette inflammation et cette fuite sous le

terme d'«entéropathie environnementale» (Gong et al., 2003; Gong et al., 2004).

Les principaux germes pathogenes causant les infections entériques qui peuvent étre

recherchés dans les selles humaines sont présentés dans le tableau 2.
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Tableau 2: Principaux agents étiologiques des infections entériques: Virus-Bactéries-
Parasites-Champignons

Agents étiologiques

Virus Bacteéries Parasites Champignons
Rotavirus Escherichia coli Entamoeba histolytica Candida albicans
Norovirus entéropathogenes Giardia intestinalis
Astrovirus Salmonella sp Cryptosporidium sp

Adénovirus Shigella sp Isospora belli
Calicivirus (incluant Norwalk) Yersinia sp Microsporidium sp
Cytomegalovirus Campylobacter sp Cyclospora cayetanensis
Staphylococcus aureus Strongyloides stercoralis
Clostridium sp Balantid coli
Clostridioides difficile Blastocystis hominis
Bacillus cereus Dientamoeba fragilis
Vibrio sp Schistosoma sp
Aeromonas sp Trichinella spiralis

Plesiomonas sp
Arcobacter sp
Bacteroides fragilis

8. Translocation bactérienne

Les translocations bactériennes (TB) sont la migration de bactéries vivantes provenant
du systeme digestif a travers la barriere de la muqueuse intestinale vers les ganglions
mésentériques, puis vers les organes éloignés. La plupart des translocations bactériennes, qui
pourraient avoir un impact significatif dans la physiopathologie de diverses maladies, sont

liées a une augmentation de la perméabilité intestinale (Planteféve et Bleichner, 2001).
8.1. Mécanismes

Trois mécanismes peuvent expliquer ce phénomeéne: la dégradation fonctionnelle de la
mugueuse, la prolifération microbienne intestinale ainsi que certaines modifications du

systéeme immunitaire (Plantefeve et Bleichner 2001).

D'aprés des études sur les animaux, une augmentation des translocations bactériennes en
cas d'ischémie du tube digestif, de blessure, dinflammation chronique ou

d'immunodépression ont été observées. A I'inverse des translocations bactériennes observées
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chez les étres humains, celles-ci ont été fréquemment détectées et, dans certains cas, des
infections secondaires ont été associées a la translocation (Plantefeve et Bleichner 2001).

8.2. Translocation bactérienne entre santé et pathologie
8.2.1. Santé

Beaucoup de cas de translocation bactérienne chez des individus en santé pourraient étre
percus comme un processus naturel sans conséquences néfastes (Sedman et al., 1994). Chez
les individus en bonne santé, le taux de transfert bactérien est approximativement de 5 a 10 %
chez 'Homme (Balzan, 2007), ce qui est nettement inférieur aux 10 a 20 % constatés chez les
animaux (Berg et Garlington, 1979).

Ce mécanisme physiologique facilite probablement l'exposition du systeme gastro-
intestinal aux antigénes, favorise I'établissement d'une réaction immunitaire locale et peut
éventuellement conduire a un certain niveau de tolérance. Toutefois, lorsque le systéeme
immunitaire est fortement mis a I'épreuve, il ne fonctionne pas correctement et cause des

complications septiques (Vaishnavi, 2013).
8.2.2. Pathologie

La TB peut se manifester dans diverses situations cliniques, y compris les états
d'immunosuppression systémique, la multiplication bactérienne de [lintestin gréle et
I'affaiblissement de la barriére intestinale (Berg, 1995; Ding et Li, 2003).

Tous les patients présentant un iléus, un cancer du colon, une cirrhose, un ictére
obstructif, une pancréatite aigué ou ayant subi une intervention chirurgicale abdominale ont
été trouvés avec une translocation bactérienne. Par ailleurs, les bénéficiaires de greffe
intestinale (Vaishnavi, 2013), les patients en état de choc hémorragique (Mac fie, 2000), les
individus atteints de maladies cardiaques et ceux recevant une nutrition parentérale sont

également concernés (Vaishnavi, 2013).
8.3. Facteurs impliqués dans les translocations bactériennes

Il a été démontré que la translocation peut étre détectée par des cultures de ganglions
mésentériques pour les bactéries intestinales. Il arrive que l'on envisage des cultures de foie,

de rate, de sang portal, systémigque ou pulmonaire (Redan et al., 1990; Alexander et al., 1991).
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Elle a été examinée lors de l'introduction de bactéries marquées par des isotopes, en réalité,

elle a été observée chez diverses espéces animales.

La TB se manifeste sur I'ensemble du tractus post-pylorique. Elle se manifeste
principalement dans la portion supérieure du tube digestif (Fukushima et al., 1994),
apparaissant entre 30 minutes et 5 heures suite a une agression. Les bactéries vivantes ont une
plus grande facilité a entrer dans le sang que les mortes (Redan et al., 1999) dont la majorité
sont éliminées au niveau des ganglions mésentériques (Alexander et al., 1991). Bien que
plusieurs phases de translocation aient été identifiees, la compréhension globale de ce
processus reste partielle (Alexander et al., 1990; Johnson et al., 1999). lIs peuvent affecter le
systeme immunitaire digestif, qui constitue pres de 80 % du systéme immunitaire de

l'individu.

Les plaques de Peyer, qui sont composées de follicules lymphoides de type B,
représentent les éléments fondamentaux du tissu immunitaire lié au tube digestif. Elles se
situent entre la muqueuse et la sous-muqueuse et sont dominees par un déme riche en
lymphocytes B, T et macrophages. Le dome est tapisse d'un épithélium muqueux constitué
dentérocytes et de cellules spécifiques appelées cellules M (Figure 06).
Ces cellules ont la capacité d'absorber et d'incorporer des agents bactériens dans des vesicules
issues de l'endocytose. L'interaction entre les bactéries et les cellules M requiert I'expression
de signaux de reconnaissance et de structures d'adhésion (absence de bordure en brosse et de
glycocalyx a la surface des cellules M). Elle entraine également lactivation de signaux
intracellulaires, ce qui conduit a une réorganisation de la membrane cellulaire et du
cytosquelette (Neutra, 1998). Plusieurs conséquences déecoulent du relargage des bactéries au

pole basal des cellules.

D'une part, les cellules épithéliales entérocytaires sécrétent des cytokines et chémokines
pro-inflammatoires, favorisant l'arrivée de cellules inflammatoires et lymphoides provenant
du sang circulant (Kagnoff et Eckmann, 1997). Par ailleurs, un contact est établi entre les
bactéries et les lymphocytes ainsi que les cellules présentatrices d'antigenes (macrophages),
formant le tissu lymphoide associé a l'appareil digestif (GALT pour gut associated lymphoid
tissue) (Delves et Roitt, 2000). Ces processus de présentation antigénique pourraient
contribuer a la multiplication et a la différenciation des plaques de Peyer ainsi que du systeme
immunitaire lié au tube digestif (Smith et al., 1987). L'interaction entre les cellules M et

I'immunité intestinale favorise la création d'une immunité locale qui pourrait étre diffusée a
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tout le corps, en particulier au tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT pour mucosa
associated lymphoid tissue) (Neutra, 1998).

Le cycle hémolymphatique entéro-entérique permet aux lymphoblastes, une fois
exposes aux antigénes au niveau des plaques de Peyer, de circuler a travers les ganglions
mésentériques et le canal thoracique pour finalement rejoindre le sang via un processus
hémolymphatique. Ces cellules migrent ensuite vers les muqueuses, notamment digestives, ou
elles se différencient en cellules effectrices matures. Certains lymphocytes intra-épithéliaux
de type T parmi ces cellules auraient une fonction cytotoxique, contribuant ainsi a la défense

contre les agents pathogénes susceptibles de subir des translocations (Wang et al., 1994).

En revanche, le role filtrant de la rate n'offre pas une protection totale contre les TB.
Chez la souris, l'ablation de la rate réduirait I'incidence des TB suite a des brdlures (Baykal et
al., 1999).
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Tube digestif & Immuniteé
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Figure 1: Schéma simplifié expliquant le systéme immunitaire digestif (Olfa Bouraoui, « Tube digestif
(sliders 1)» sur slideshare.net, 23 juillet 2014 (consulté le 14.02.2023)

Trois facteurs sont réputés responsables de la translocation bactérienne: I’altération de
la barriere muqueuse intestinale, 1’altération de la microflore intestinale et les anomalies des

défenses immunitaires.
8.3.1. Lésions de la barriére muqueuse intestinale

Aussi connue sous le nom de barriere intestinale, la barriere muqueuse intestinale est
une structure qui présente une perméabilité sélective. Elle autorise Il'absorption d'eau,
d'électrolytes et de nutriments alimentaires indispensables depuis la lumiére intestinale vers le
systeme circulatoire. Dans de nombreuses situations expérimentales, les troubles du
comportement sont liés a des modifications de la muqueuse intestinale. Le jedne, qui repose le
tube digestif, provoque chez I'animal une atrophie de la muqueuse liée a des TB (Spaeth et al.,
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1994). Durant I'état de choc hémorragique chez le rat, on observe que les modifications de la
muqueuse digestive et les TB s'accroissent en fonction de la durée du choc (Yao et al., 1995).
Dans d'autres contextes pathologiques (comme les brllures, la pancréatite, la péritonite ou
diverses infections), des cas de translocation ont été signalés, vraissmblablement favorisés par
une dégradation de la muqueuse digestive (Jones et al., 1990). De méme, une diminution de la
circulation sanguine intestinale et de I'nypoxie muqueuse favorisent les TB (Eleftheriadis,
1996; Bustos et al., 1997). Cependant, I’hyper-oxygénation et I’oxygene hyperbare ont permis
de diminuer les TB (Gennari et al., 1996; Diebel et al., 1999).

Les liens entre la translocation et les lésions muqueuses ne sont pas bien compris.
Effectivement, les bactéries sont principalement observées en phase de translocation dans des
entérocytes morphologiquement intacts. Le mucus empéche l'adhésion des bactéries a
I'épithélium; toute modification de sa sécrétion ou de sa composition favorise cette adhérence
(Katayama et al., 1997). Cependant, il est probable que les dommages a la barriere muqueuse
intestinale ne soient pas le seul facteur, car certaines conditions expérimentales ont montré
I'apparition de TB malgré une histologie muqueuse considérée comme normale (Deitch et al.,
1987; Fazal et al., 2000).

8.3.2. Déséquilibre de I’équilibre bactérien intestinal

Un facteur majeur des TB est la modification de la flore intestinale normale et
I'envahissement secondaire de certaines bactéries, notamment des entérobactéries. De
nombreux modeéles expérimentaux présentant une prolifération microbienne sont liés a des TB
(Deitch et al., 1990; Baron et al., 1994; Clements et al., 1996).

La prise de certains antibiotiques par voie orale, tels que la pénicilline a faible dose, la
clindamycine ou le métronidazole, peut favoriser les TB en diminuant I'effet barriere de la
flore résidente. Ceci se produit a cause d’une inhibition sélective de la croissance bactérienne
(comme celle des anaérobies strictes), ce qui facilite I'envahissement d'autres especes comme
E. coli (Deitch et al., 1985). L’apport alimentaire de certaines protéines, comme la génistéine
et l'isoflavone, pourrait réduire les TB en modifiant la flore bactérienne intestinale selon une

étude expérimentale (Wells et al., 2000).

L'injection d'une dose non mortelle d'endotoxine peut potentiellement altérer la flore
bactérienne, stimuler la prolifération notamment dans le ceecum, provoquer des problémes de

perméabilité et favoriser les TB (Go, 1995). La réduction de la motilité intestinale favorise le
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développement des bactéries, ce qui contribue a I'apparition des TB. En revanche, chez le rat
atteint de cirrhose, I'administration de cisapride stimule la motilité intestinale et réduit les TB
(Pardo et al., 2000).

8.3.3. Troubles des défenses immunitaires
Les translocations bactériennes sont reliées aux troubles de défenses immunitaires.
8.3.3.1. Troubles des fonctions cellulaires T

La défense de I'h6te contre la TB gastro-intestinale implique une réaction immunitaire
mediée par les lymphocytes T. Divers modéles expérimentaux ont fait l'objet d'études,
incluant la malnutrition, le choc hémorragique, les traitements par prednisone ou
cyclophosphamide, les brilures et la nutrition parentérale (Mainous et al., 1991; Shou et al.,
1994). L'épuisement des cellules CD4" et CD8" ou des macrophages intensifie la TB de
certaines bactéries intestinales telles que E. coli (Gautreaux et al., 1994). De plus,
I'administration de facteur de stimulation des macrophages (rmGM-CSF) ou de facteur
stimulant les polynucléaires (G-CSF) a atténué la TB, favorisé la destruction des bacteries
suite a leur translocation et amélioré la longévité des animaux (Eaves-Pyles et Alexander,
1996; Paksoy et al., 1997).

8.3.3.2. Altération de la sécrétion des immunoglobulines A digestives

Il existe une relation inverse entre la prévalence de la TB et la quantité d'IgA dans le
conduit luminal (Albanese et al., 1994; Diebel et al., 1997). Les IgA forment une couche sur
les bactéries intestinales, diminuant ainsi leur capacité d'adhérer a la muqueuse digestive
(DeWitt et al, 1999). Une réduction des IgA entérobiliaires a été liée a une translocation lors
de l'administration d'une nutrition parentérale totale (Spaeth et al, 1994). Le recours a la
dexaméthasone a provoqué une réduction de la production d'IgA par l'intestin, une hausse de
I'adhérence des bactéries et de leur translocation (Albanese et al., 1994). Les IgA, grace a leur
pouvoir d'opsonisation, contribuent a la destruction des bactéries présentes dans le sang portal

par les cellules de Kiipfer (Van Egmond et al., 2000).
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8.4. Prévention

Il a été proposé que les aliments qui stimulent la multiplication des microbes intestinaux
puissent freiner la translocation bactérienne (Manzanares et Hardy, 2008).
Les nourrissons alimentés avec du lait maternisé présentaient des taux supérieurs de
bifidobactéries et de lactobacilles, alors que ceux allaités au lait commercial avaient des

niveaux plus elevés d'entérocoques et d'entérobactéries.

La santé intestinale est favorisée par certains nutriments particuliers, tels que la
glutamine, l'arginine, les prébiotiques, les probiotiques et les antioxydants. La glutamine est
considérée comme le meilleur choix pour maintenir la stabilité des entérocytes. De plus, les
prébiotiques, comme I'inuline et les oligosaccharides, sont des éléments alimentaires non
assimilables qui peuvent apporter un bénéfice a I'hote en stimulant la prolifération et l'activité

de certaines bactéries dans le célon (MacFie, 2000).

Toutefois, les probiotiques sont des bactéries (comme le Lactobacillus) qui,
lorsqu'ingérées par un hote, peuvent offrir des bénéfices potentiels pour la santé. En outre, les
prébiotiques sont parfois administrés en association avec les probiotiques. Effectivement, des
substances comme celles-ci peuvent étre bénéfiques pour certaines maladies telles que

I'entérocolite nécrosante chez les nourrissons (MacFie, 2000).

D'aprés des recherches sur des animaux, la ciprofloxacine et I'acide ursodésoxycholique
fonctionnent en combinaison pour diminuer la TB lors de l'ictere obstructif. De plus, des
études ont prouvé que des traitements comme le cisapride, le propranolol, le sucralfate, les

sels biliaires et les analogues de la prostaglandine diminuent la TB (MacFie, 2000).
9. Traitement

Le traitement proposé pour traiter les infections entériques soit une réhydratation orale
ou par voie intraveineuse (IV) ou d'utiliser des anti-diarrhéiques en l'absence d'infection
par Clostridium difficile ou E. coli O157:H7 ou bien des antimicrobiens tels que les vaccins

et ’antibiothérapie qui est adaptée pour certains cas (Gotfried, 2021).
9.1. Réhydratation

Des solutions orales combinant glucose et électrolytes ou des bouillons peuvent
prévenir la déshydratation ou soigner une déshydratation Iégere. Bien que le patient vomisse,

il doit consommer régulierement de petites gorgées de ces liquides. Les vomissements
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peuvent se réduire suite au remplissage vasculaire. Pour les patients atteints de I'infection a E.
coli O157:H7, une réhydratation via une perfusion de solutés isotoniques peut réduire la
sévérité des atteintes rénales dues au syndrome hémolytique et urémique. Les enfants sont
plus susceptibles de se déshydrater rapidement et nécessitent une réhydratation appropriée
(réhydratation orale). Les boissons gazeuses et les boissons isotoniques ne présentent pas un
équilibre correct entre le glucose et le sodium, ce qui les rend inadaptées, notamment pour les
enfants de moins de 5 ans. Si I'enfant recoit du lait maternel, il faut continuer I'allaitement. Si
les vomissements continuent ou si la déshydratation s'aggrave, il est nécessaire d'effectuer une
reconstitution du volume intraveineux avec des électrolytes (remplissage vasculaire 1V)
(Gotfried, 2021).

Quand le patient supporte les liquides sans avoir de nausees et que I'envie de manger se
manifeste, on peut réintroduire progressivement la nourriture. Méme si cela est souvent
suggeré, il n'y a pas de preuve tangible que la recommandation d'un régime léger (céréales,
geélatine, bananes, pain grillé) apporte un avantage. Il arrive que certains patients développent

une intolérance passagére au lactose (Gotfried, 2021).
9.2. Anti-diarrhéiques

Il n'est pas conseillé de les utiliser en cas de pédiatrie, il convient donc de les eviter chez
les enfants de moins de 18 ans atteints de diarrhée aigué. L'emploi de médicaments anti-
diarrhéiques est déconseillé chez les enfants de moins de 2 ans. Ces substances sont
généralement sdres pour les patients adultes souffrant de diarrhée aqueuse (comme l'indiquent
les selles héme-négatives). Toutefois, les médicaments anti-diarrhéiques peuvent aggraver
I'état en présence d'infections par Clostridium difficile ou E. coli O157:H7 et ne doivent pas
étre administrés si le patient a récemment pris des antibiotiques, s'il y a du sang ou une
positivité a I'heme dans les selles, ou en cas de diarrhée fébrile, jusqu'a ce qu'un diagnostic
précis soit établi. Parmi les traitements efficaces contre la diarrhée, il y a le lopéramide et le
diphénoxylate (Gotfried, 2021).

Si les vomissements sont séveres et qu'une cause chirurgicale (comme une obstruction
de l'intestin gréle) a été écartée, un medicament antiémétique pourrait étre avantageux. Chez
l'adulte, les médicaments appropriés incluent l'ondansétron, la prochlorpérazine et la
prométhazine. L'ondansétron est sans danger et performant, réduisant les nausées et les

vomissements chez les enfants ainsi que chez les adultes (Gotfried, 2021).
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9.3. Probiotiques

Méme si les probiotiques semblent réduire temporairement la diarrhée, des éléments
probants montrent qu'ils influencent des aspects essentiels (diminution du besoin de
réhydratation intraveineuse et/ou d'hospitalisation) justifiant leur usage courant dans le cadre

du traitement ou de la prévention des diarrhées infectieuses (Preidis et al., 2020).
9.4. Antimicrobiens
9.4.1. Les vaccins entériques

Il existe actuellement des vaccins entériques pour le rotavirus, la typhoide et le choléra.
De plus, de nouveaux vaccins en développement sont en phase de tests cliniques avancés, y
compris des essais controlés chez 'Homme, ainsi que des études sur des modeles d'infection
ou des essais pratiques au sein de la population cible. Toutefois, il y a un grand nombre
d'infections entériques comme E. coli entéroaggrégatif, Cryptosporidium, Salmonella non
typhoide et Campylobacter pour lesquelles des preuves substantielles et grandissantes de la
charge morbide existent, mais aucun vaccin n'est en cours de développement clinique (Riddle
et al., 2018).

9.4.2. Les antiviraux

D'autres substances antimicrobiennes sont employées pour soigner les infections virales
intestinales comme celles causées par les adénovirus humains (HAdV), qui sont gérés a l'aide
du brincidofovir (BCV), un antiviral précurseur du cidofovir, qui est un analogue de la
cytosine. 1l entrave I'action de I'ADN polymérase des HAdV en interrompant I'élongation et

en rivalisant avec les nucléotides naturels (Feghoul, 2017).
9.4.3. L’antibiothérapie

Les antibiotiques sont des substances, produites soit naturellement, soit par synthese ou
hémi-synthese, qui ont la capacité darréter la multiplication d'une bactérie (antibiotique
bactériostatique) ou de la détruire (antibiotique bactéricide) (Swingleton et Sainsbury, 2006).
Toutefois, a certaines concentrations et dans des conditions spécifiques, certaines molécules
d'antibiotiques se comportent comme des bactériostatiques et comme des bactéricides dans
d'autres (Walsh, 2003).

20



Chapitre 1 Infections entériques microbiennes

La majorité des antibiotiques sont efficaces contre les infections bactériennes, tandis
que certains sont utilisés pour traiter certaines infections parasitaires ou fongiques. Cependant,
ils ne sont pas efficaces contre les infections d'origine virale. Néanmoins, des traitements
antiviraux ou des vaccins sont disponibles pour certains types d'infections virales.
En général, l'antibiothérapie n'est pas recommandée, sauf dans des situations spécifiques telles
que la diarrhée du voyageur ou lorsqu'il y a une forte suspicion d'infection par Shigella ou
Campylobacter (exposition a un cas confirmé). Autrement, il est nécessaire d'attendre les
résultats de la coproculture avant de débuter un traitement antibiotique, surtout chez I'enfant
qui court un risque accru d'infection par E. coli O157:H7. De plus, les antibiotiques
augmentent le danger du syndrome hémolytique et urémique chez les patients infectés par
cette souche d'E. coli (Nelson et al., 2017; Perler et al., 2020).

Lorsque des entérites bactériennes sont confirmées, I'administration d'antibiotiques n'est
pas systématiquement indispensable. En cas d'infection par la Salmonella, leur utilisation n'est
pas recommandée et pourrait allonger la durée du portage dans les selles. Les exceptions
comprennent les patients dont le systeme immunitaire est affaibli, les nouveau-nés et ceux qui
ont une bactériémie due a la Salmonella. Les antibiotiques montrent aussi une efficacité
limitée face aux entérites d'origine toxique (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens). L'emploi abusif d'antibiotiques contribue a I'apparition de micro-
organismes résistants, accroit le danger d'effets indésirables et le risque d'infection par
Clostridium difficile. Toutefois, certaines infections nécessitent un traitement antibiotique
(Nelson et al., 2017; Perler et al., 2020).

Le traitement initial des colites causées par Clostridioides difficile nécessite
I'interruption de l'antibiotique a l'origine, si cela est faisable. La vancomycine orale est le
traitement privilégié contre la colite a Clostridioides difficile, étant plus performante que le
métronidazole. Malheureusement, pres de 20 % des patients traités avec de la vancomycine
présentent des récidives. La fidaxomicine, un traitement récent, pourrait offrir un taux de
récidive légérement plus bas et est envisageable en tant que thérapie de premiére intention
pour les cas récemment diagnostiqués d'infection a Clostridioides difficile (Nelson et al.,
2017; Perler et al., 2020).

En matiere d'infections parasitaires, comme la cryptosporidiose qui peut nécessiter une
cure de trois jours de nitazoxanide pour un enfant dont le systeme immunitaire est affaibli, la

giardiase est gérée avec du métronidazole ou du nitazoxanide. En cas d'infection par
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I'Entamoeba histolytica, le métronidazole et le tinidazole sont recommandés comme
traitement. En complément de ces antibiotiques, le nitazoxanide est prescrit pour lutter contre
I'infection a Giardia intestinalis (G.lamblia) (Nelson et al., 2017; Perler et al., 2020).

De plus, l'antifongique employé pour le traitement de la candidose intestinale est
I'amphotéricine B désoxycholate, commercialisé sous le nom de Fungizone (Nivoix et al.,
2018).

9.5. Transplantation fécale

L'usage de la transplantation fécale microbienne est courant dans plusieurs
établissements pour traiter les cas de récidives multiples de colites a Clostridioides difficile.
Ce traitement a généralement prouve son efficacité et sa securite, cependant, des soucis de
controle qualité persistent, notamment en ce qui concerne la propagation des infections
(Nelson et al., 2017; Perler et al., 2020).

10. Mécanismes d’action des antimicrobiens
10.1. Les antibiotiques

Certains antibiotiques ciblent une large gamme de bactéries (antibiotiques a large
spectre), alors que d'autres sont spécifiquement elaborés pour cibler des souches pathogenes
spécifiques (antibiotiques a spectre étroit). Certaines antibiotiques ne sont efficaces que contre
les bactéries nécessitant de lI'oxygene (aérobies), tandis que d'autres agissent uniquement sur

les bactéries qui survivent sans oxygeéne (anaéerobies) (Kirmusaoglu et al., 2019).

Les antibiotiques agissent en endommageant les cellules bactériennes pour stopper ou
diminuer leur reproduction. lls le font de différentes maniéres en ciblant la paroi cellulaire, la

membrane, les composés biologiques métaboliques, les acides nucléiques et les protéines:

1. La paroi cellulaire: en dégradant sa synthése et sa fonction en inhibant la
biosynthése des peptidoglycanes.

2. La membrane cellulaire: en inhibant la synthese des acides gras et des
phospholipides membranaires.

3. Les composes biologiques métaboliques: en inhibant leur synthese.

4. Inhibition de la synthése des acides nucléiques: en inhibant la réplication, la

transcription et la synthese de folate chez les microorganismes.
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4.1. Inhibition de la réplication de I'ADN: en prévenant la formation de la fourche de
réplication en inhibant 'ADN gyrase.

4.2. Inhibition de la transcription: en bloquant I’initiation ou empéchant I’arrét de la

transcription ou bien la synthése de ribonucléoside triphosphate.

5. Inhibition de la synthése des protéines: en s’attaquant aux ribosomes, les molécules

d’antibiotiques agissent comme:
5.1. Inhibiteurs imitant I'ARNT.
5.2. Inhibiteurs se liant a I'ARNr 23S.
5.3. Inhibiteurs se liant au site A de 'ARNt aminoacyle.

5.4. Inhibiteur de la translocation (Kirmusaoglu et al., 2019) (Figures 2 et 3).
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Figure 2: Différents modes d’action des antibiotiques ciblant la cellule bactérienne

(https://www.lemanip.com/2022/01/les-antibiotiques.html, consulté le 10.12.2025 a 22h 35min)
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Figure 3: Différentes classes d’antibiotiques et leurs sites d’action (Debellemaniere et Saleh, 2015)
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Figure 4: Mécanisme d’action des antifongiques contre les cellules fongiques (Huette et Dupond, 2018)
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Figure 5: Modes d’action des antiviraux vis-a-vis des virus (Loens et al., 2018)
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1. Introduction

La résistance aux antimicrobiens (RAM) reste un enjeu crucial de santé globale et de
développement durable qui requiert une action immédiate. En 2021, pres de 4,71 millions de
déces ont été liés a la reésistance bactérienne, dont 1,14 million lui sont attribuables (OMS,
2025).

L’utilisation genéralisée des antibiotiques en médecine humaine, en médecine
vétérinaire et en agriculture est un déterminant important de 1’émergence de bactéries
résistantes aux médicaments. Les bactéries résistantes aux médicaments et les génes de
résistance peuvent se propager entre les personnes, les animaux et I’environnement par

contact direct avec 1’eau ou les aliments (Bush, 2004).

La résistance a la pénicilline G est apparue pour la premiére fois en 1940 et la
résistance a la streptomycine en 1947. Le premier groupe de résistance aux médicaments
était le taux de résistance de Staphylococcus aureus a la pénicilline G, qui est passé de 8 %
en 1945 a 60 % en 1949. Ensuite, les processus de résistance sont détectés, ce qui a conduit a
I'élaboration de pénicillinases, de glycopeptides de seconde génération et de céphalosporines

de seconde puis troisieme génération (Bush, 2004).

Les descriptions des bactéries résistantes aux medicaments suivent toujours la
description de chague nouvel antibiotique. En 1943, avant méme que l'utilisation de la
pénicilline ne soit approuvée, des bactéries résistantes a la production de B-lactamases ont
été décrites. Par conséquent, des souches résistantes apparaissent rapidement avec chaque

nouvel antibiotique, quel que soit le mécanisme (Urban-Chmiel et al., 2022).

Des combinaisons de plusieurs antibiotiques peuvent traiter diverses infections,
éliminant ainsi le besoin de développer de nouveaux antibiotiques jusqu'a I'émergence
d'entérobactéries multi-résistantes ou de Pseudomonas multi-résistants et de Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (Bush, 2004). Dans les années 1980, I’une des premiéres
pompes a efflux décrites était capable de libérer de la tétracycline du cytoplasme
d’Escherichia coli (McMurry et al., 1980).

Le tractus gastro-intestinal humain est constitué d'une communauté hautement
structurée dans laquelle des micro-organismes multi-résistants peuvent se développer et se
propager, et le microbiome intestinal contient environ 10 micro-organismes (Thursby,

2017). Les bactéries entériques multi-résistantes telles qu’Escherichia coli et Klebsiella
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pneumoniae sont les plus préoccupantes parmi les bactéries multi-résistantes (BMR). Ce sont
les bactéries du tractus gastro-intestinal qui sont responsables de nombreuses infections
(Institut Pasteur, 2019).

En outre, la prévalence de souches bactériennes multi-résistantes dans I'environnement
est élevée et les genes de résistance aux médicaments sont partagés entre différentes espéces
bactériennes, notamment les commensaux et le microbiote pathogéne tels que les bactéries
responsables  d'intoxications alimentaires (Escherichia coli, Campylobacter spp.,
Enterococcus spp., et Salmonella spp., Listeria spp. et Staphylococcus spp.) facilitent la
propagation rapide de la multi-résistance bactérienne chez les humains et les animaux (Urban-
Chmiel et al., 2022), en particulier a I'ére de la pandémie de COVID-19 (Picot et al., 2021).

La multi-résistance des bactéries intestinales est une cause majeure d’infections
humaines, et 1’intestin humain joue un réle clé dans 1I’émergence et la propagation de micro-
organismes multi-résistants dans 1’environnement (Wallace et al., 2020 ). Effectivement, la
consommation ¢levée et la mauvaise utilisation d’antibiotiques contribuent a I’émergence et a

la propagation de bactéries résistantes.
2. Résistance aux antimicrobiens chez les pathogénes entériques

Les micro-organismes comprennent les bactéries, les virus, les champignons et les
parasites. A ce jour, des médicaments antimicrobiens, tels que les antibiotiques, ont été

utilisés avec succes pour traiter les patients infectés.

Au fil du temps, de nombreux micro-organismes infectieux se sont adaptés aux
médicaments congus pour les tuer, les rendant moins efficaces (OMS, 2014). Résistance aux
antimicrobiens (RAM), le terme est utilisé pour décrire la capacité des bactéries et autres
micro-organismes a résister aux effets nocifs des agents antimicrobiens auxquels ils étaient
auparavant sensibles (Selvarajan et al., 2022). Ce phénomeéne constitue un probleme
important et grave pour les organismes responsables des maladies diarrhéiques. Bien que la
plupart de ces maladies soient spontanément résolutives et ne doivent pas étre traitées avec
des antibiotiques, les infections agressives ou de longue durée nécessitent une chimiothérapie
et sont généralement traitées de maniere empirique. Bien que la thérapie de réhydratation
orale ait considérablement réduit la mortalité due a la maladie, la diarrhée infectieuse

prolongée a des effets a long terme sur le développement physique et cognitif (OMS, 2021).
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Peu de rapports ont étudié I'épidémiologie des agents pathogénes diarrhéiques, et encore
moins ont abordé la résistance aux médicaments. Les infections causées par des bactéries
résistantes sont désormais trop courantes, et des agents pathogénes résistants a plusieurs

familles d’antibiotiques sont signalés dans le monde entier.

Les agents pathogenes oro-fécaux sont mal contrélés dans de nombreux pays. La
résistance aux antibiotiques se produit chez Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis et
Escherichia coli. L'incidence des infections causées par E. coli et d'autres agents pathogenes
augmente. Les humains, qui subissent la plupart des infections causées par ces micro-
organismes, sont les plus touchés par les maladies a long terme et la mortalité accrue due a la
résistance (OMS, 2021).

De plus, ’émergence de parasites pharmaco-résistants constitue 1’une des plus grandes
menaces dans la lutte contre le paludisme, entrainant une augmentation de la morbidité et de

la mortalité associées a cette maladie (OMS, 2021).

En outre, la prévalence des infections fongiques résistantes aux medicaments augmente,
ce qui rend la situation therapeutique encore plus difficile. De nombreuses infections
fongiques posent des problémes de traitabilité, notamment de toxicité, en particulier chez les

patients présentant d'autres infections sous-jacentes (telles que le VIH) (OMS, 2021).

Jusqu’a récemment, les effets négatifs des maladies infecticuses étaient graves dans de
nombreux pays. De nombreuses maladies bactériennes et parasitaires peuvent potentiellement
étre traitées avec des antimicrobiens peu codteux, mais récemment, I’émergence et la
propagation de bactéries résistantes ont rendu les traitements plus colteux et moins efficaces
(Kon et Rai, 2016).

La résistance aux antimicrobiens est un probleme important et sérieux dans les maladies
infectieuses qui représentent la majorité des maladies, telles que le paludisme, la tuberculose,
I'infection par le VIH, les maladies respiratoires et les maladies diarrhéiques. De plus, les
jeunes enfants sont particulierement sensibles aux infections intestinales résistantes, qui
peuvent entrainer des effets secondaires moins évidents mais a long terme (Livermore, 2004;

Laxminarayan et al., 2006).

Certaines propriétés des antibiotiques ont été transférées a des médicaments utilisés
pour traiter les infections virales, parasitaires et fongiques, justifiant plus largement la

résistance aux antimicrobiens (OMS, 2015).
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2.1. La résistance bactérienne a ’antibiothérapie

Si une souche bactérienne est capable de se développer en présence d’un antibiotique,
on dit qu’elle est résistante a cet antibiotique. Il existe deux causes principales de résistance
bactérienne aux antibiotiques; naturelle et acquise. La premiére est programmée au niveau du
pool génomique, et la seconde est développée en fonction des conditions métaboliques
(Bouyahia et al., 2017).

2.1.1. Types de la résistance bactérienne
La résistance acquise est différenciée de la résistance naturelle.
2.1.1.1. La résistance naturelle

En effet, tout type de bactérie peut étre naturellement résistant a un ou plusieurs types
d’antibiotiques, donc, ils sont multi-résistants. Cette résistance affecte toutes les souches au
sein d'une espéce, permettant de définir le spectre d'action des antibiotiques. La résistance
naturelle peut étre inhérente (toujours exprimée au sein d'une espece) ou induite (les genes
sont naturellement présents dans la bactérie, mais ne s'expriment a un niveau de résistance
qu'apres exposition a un antibiotique). La résistance intrinséque peut étre définie comme un
trait commun au sein d’une espece bactérienne, indépendant de I’exposition antérieure aux
antibiotiques et du transfert horizontal de genes. Les mécanismes les plus courants chez les
bactéries impliquées dans la résistance intrinséque sont la réduction de la perméabilité de la
membrane externe (en particulier les lipopolysaccharides (LPS) chez les bactéries a Gram
négatif) et lactivité naturelle des pompes a efflux. Les pompes a efflux multi-drogues

constituent également un mécanisme courant de résistance induite (Reygaert, 2018).
2.1.1.2. La résistance acquise

L'acquisition de matériel génétique conférant une résistance est possible par toutes les
principales voies par lesquelles les bactéries acquierent du matériel génétique: transformation,
transposition et conjugaison (toutes appelées transfert horizontal de genes). Les bactéries
peuvent muter leur ADN chromosomique. Cette acquisition peut étre temporaire ou
permanente, et bien que le transfert de génes de résistance médié par les plasmides soit la voie
la plus courante d'acquisition de matériel génétique externe, le transfert de bactériophages est
extrémement rare. Certaines bactéries, comme Acinetobacter spp., parce qu’elles sont

naturellement compétentes, elles sont capables d’acquérir du matériel génétique directement a
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partir de I’environnement extérieur. En interne, les séquences d'insertion et les intégrines
peuvent deplacer le matériel génétique, et les facteurs de stress sur les bactéries (famine,
lumiére UV, produits chimiques, etc.) sont des sources courantes de mutations génétiques
(substitutions, délétions, etc.). Le taux de mutation moyen chez les bactéries est d’une
mutation pour 10° & 10° divisions cellulaires, et la plupart de ces mutations sont délétéres pour
la cellule. Les mutations qui contribuent a la résistance aux antimicrobiens ne surviennent
généralement que dans quelques génotypes. Certains codent pour des cibles de médicaments,
certains codent pour des transporteurs de médicaments, certains codent pour des facteurs de
régulation qui contrdlent les transporteurs de médicaments et certains codent pour des
enzymes modifiant les antibiotiques. De plus, de nombreuses mutations provoquant une
résistance aux antibiotiques ont un colGt pour I’organisme. Par exemple, lorsque
Staphylococcus aureus acquiert une résistance a la meéthicilline, le taux de croissance

bactérienne est considérablement réduit (Reygaert, 2018).

Le grand mystére de la résistance aux antibiotiques est que lutilisation de ces
médicaments entraine une résistance accrue. Méme lorsque des concentrations faibles ou tres
faibles d’agents antimicrobiens (inférieures aux inhibiteurs) sont utilisées, les générations
successives de bactéries peuvent sélectionner des niveaux elevés de resistance, en
sélectionnant des souches bactériennes hypervariables (augmente le taux de mutation). Cela
peut augmenter la capacité d’acquérir une résistance a d’autres agents antimicrobiens et

faciliter le mouvement des éléments géenétiques mobiles (Reygaert, 2018).
. Les voies de I’émergence de la résistance acquise

Les genes de résistance aux médicaments sont mobiles. Ceux-ci peuvent étre transférés
entre bactéries de différents groupes taxonomiques et écologiques via des composants
génétiques mobiles tels que les bactériophages, les plasmides, I'ADN nu et les transposons. En
regle générale, ces genes ciblent une seule famille ou classe d'antibiotiques, mais de
nombreux genes (chacun contenant un seul trait de résistance aux médicaments) peuvent
s'accumuler dans le méme organisme, et les mécanismes de résistance peuvent dépendre de
l'antibiotique. Normalement, en I’absence de plasmides et de transposons induisant une
résistance élevée, les modifications chromosomiques font passer séquentiellement les
bactéries d’une résistance faible & une résistance élevée. En raison de changements dans le

ciblage des enzymes et de I'expression accrue des protéines membranaires qui exportent les
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médicaments de la cellule, E. coli et d'autres souches de bactéries entériques deviennent plus
résistantes aux fluoroquinolones et a d'autres antibiotiques (Kon et Rai, 2016).

L’apparition d’un geéne de résistance chez une bactérie peut résulter de plusieurs

mécanismes:
A. Mutations sur des génes chromosomiques, spontanées ou induites
e Mutations naturelles

Il s'agit de changements naturels, rares et héréditaires qui affectent la séquence nucléotidique

du génome bactérien.
e Mutation induite

Adaptation des bactéries a des conditions défavorables a la croissance bactérienne

(notamment présence d'antibiotiques).
B. Acquisition de genes de résistance a partir dautres souches bactériennes

e Par conjugaison

Les génes sont acquis d'une bactérie a une autre via des plasmides ou des transposons
(transposons interspécifiques, souvent issus d'agents pathogénes environnementaux non

bactériens transmis aux bactéries).
e Par transduction

Les genes sont transferés d'une bactérie a une autre via les bactériophages (transfert intra-

spécifique).
e Par transformation

Le transfert d’/ADN nu entre deux bactéries (transfert intra-spécifique ou interspécifique). Le
transfert de genes d'une bactérie a une autre via des éléments génétiques mobiles (transfert
horizontal) est le principal mécanisme responsable de la propagation des génes de résistance
au sein de la communauté bactérienne et influence la résistance aux antibiotiques dans 80 cas
(Ploy et al., 2005; Muller, 2017).
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2.2. Causes

Ce phénoméne a été signalé en raison de trois éléments principaux: l'augmentation
réguliere des phénotypes de RAM chez les microbes en réaction a l'emploi répandu des
antimicrobiens, la vaste population humaine mondialement interconnectée qui donne aux
agents pathogenes accés a I'ensemble de I'hnumanité, et enfin, l'usage intensif et souvent
superflu d'antimicrobiens par les humains créant une forte pression sélective responsable de la

réponse évolutive dans le monde microbien (Michael et al., 2014).

Tout d’abord, la manifestation complexe de la résistance aux antibiotiques trouve
encore ses racines dans plusieurs facteurs. Ces facteurs incluent l'usage excessif et abusif
d'antibiotiques, un diagnostic erroné, une thérapie antibiotique inappropriée, diminution de la
sensibilité chez les patients, recours a l'automédication par les patients, des conditions de
soins de santé inadéquates, une hygiene personnelle insuffisante et l'utilisation répandue

d'antibiotiques en agriculture (Selvarajan et al., 2022).

De plus, la résistance aux antifongiques, notamment celle a Candida spp, s'est
intensifiée en raison de l'accroissement progressif du risque d'infection par Candida et de

I'usage croissant de traitements antifongiques (Hossain et al., 2022).

Ensuite, il existe des motifs raisonnables de dévoiler que 1’usage non maitrisé de
médicaments antiparasitaires chez les animaux pourrait entrainer la sélection de
Cryptosporidium résistant aux médicaments qui pourraient infecter les humains par le biais

d’une transmission zoonotique ou alimentaire (Picot et al., 2021).

De plus, lors d’une infection virale naturelle et sous I'influence d'un traitement
antiviral, le pourcentage de virus sauvage décroit considérablement tandis que le variant
résistant, soit comme un variant mineur préexistant ou comme un mutant nouvellement formé,
devient dominant (Vere Hodge et Field, 2010).

2.3. Mécanismes d’action

Les bactéries peuvent étre résistantes a un seul antibiotique ou a plusieurs antibiotiques,
une condition connue sous le nom de résistance multiple aux médicaments (BMR). Bien que
cela soit trés rare, dans des cas extrémes, les bactéries peuvent devenir résistantes a tous les
antibiotiques que prennent les humains. Cela peut conduire a une impasse thérapeutique,

appelée pan résistance, ou aucun traitement supplémentaire n’est possible. Les BMR les plus
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préoccupants sont les entérobactéries multi-résistantes. Les entérobactéries, telles
qu’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, sont des bactéries gastro-intestinales
responsables d'un grand nombre de maladies infectieuses. Le Staphylococcus aureus résistant
a la méthicilline, le Mycobacterium tuberculosis multi-résistant et méme le bacille de la
pyocyanine et I'Acinetobacter baumannii peuvent infecter les poumons des patients atteints de
mucoviscidose et provoquer des infections nosocomiales (infections contractées dans les

établissements de soins, en particulier les hopitaux et les cliniques) (Institut Pasteur, 2020).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est due a différents mécanismes d'action
dont la nature et l'efficacité dépendent de la bactérie et de l'antibiotique utilisé pour se

protéger des effets toxiques de cette molécule.

Il s'agit notamment de réduire la concentration intracellulaire d'antibiotiques en
diminuant la perméabilité membranaire ou les pompes d'efflux, en modifiant le site cible par
mutation ou changements enzymatiques, ou en remplacant ou en contournant completement le
site cible, soit par protection de la cible avant I'inactivation de la molécule antibiotique, soit
par altération chimique de l'antibiotique, soit par dégradation de la molécule antibiotique
(Figure 6). Les mécanismes développés par les bactéries ont un impact significatif sur la
capacité réduite des humains et des animaux a combattre les infections bactériennes (Urban-
Chmiel et al., 2022 ). En plus de ces mécanismes, il existe un autre meécanisme appelé
«altruisme ». Les bactéries hautement résistantes peuvent synthétiser de trés grandes quantités
d’indole pour répondre aux besoins des bactéries sensibles. Seuls quelques individus tres
résistants se sont distingués, et ces mutants (moins d'un au total) ont surpassé les autres en
produisant des indoles qui aident les cellules a combattre le stress oxydatif et a éliminer les
antibiotiques. Cela évite aux plus faibles de mourir et leur laisse le temps de résister. Ce
composé organique posséde deux fonctions de résistance: éliminer les antibiotiques et activer
les voies métaboliques qui empéchent la synthese de radicaux libres qui peuvent étre favorisés

par les antibiotiques (Urban-Chmiel et al., 2022).
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Figure 6: Principaux mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Bouyahya et al, 2017)
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Tableau 3: Mécanismes d’action de résistance chez les bactéries pathogenes entériques

Espece
Entéropathogénes invasifs

Campylobacter. sp

Shigella. sp

Salmonella enterica

Vibrio cholerae

(Wallace et al., 2020)

Mécanisme d’action

Amélioration de la pompe d'efflux

multidrogue CmeABC

Mutations dans I'emplacement
cible QRDR dans gyrA

Modification du site cible
ribosomique des Macrolides 17

Meéthylation de I'ARNr 23S
médiée par ermB

Ilots génomiques du MDR

Mutations dans les sites cibles
QRDR et gnrS médiés par les
plasmides

Augmentation de l'efflux médiée
par les plasmides via QepAB et
OqxAB et surexpression du géne
de la pompe d'efflux acrA

Plasmide IncF portant les génes
erm ou mphA

BLSE telles qu’OXA, AmpC et
CTX-M

Variations gnr médiées par les
plasmides et mutations
chromosomiques QRDR

0(qxAB et gepA médiés par des
plasmides

Tle génomique 1 de Salmonella
qui code pour ACSSuUT

Génes mobiles de résistance a la

colistine médiés par des plasmides

Genes BlaCMY médiés par des
plasmides

Résistance conférée

Macrolides, fluoroquinolones,
tétracyclines

Fluoroquinolones
Macrolides
Famille MLSB, linézolide

Aminoglycosides, macrolides,
fluoroquinolones

Fluoroquinolones

Fluoroquinolones

Macrolides

fB-lactamines

Fluoroquinolones

Fluoroquinolones, aminosides et 3-
lactamines

Ampicilline, florfénicol, florfénicol,
streptomycine, chloramphénicol,
spectinomycine, antifolates et tétracycline

Colistine

Céphalosporines
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Clostridioides difficile

Pathobionts

Les bactéries du groupe
Bacteroides fragilis

Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium

Escherichia coli

Pompes a efflux de la famille vex
RND

Eléments SXT

Mutations sur le site cible QRDR

Transfert Tn5398, Tn6194,
Tn6215 ou Tn916 de genes ermB
ou cfr

Modifications des voies
métaboliques, notamment
I'absorption du fer et la réparation
de 'ADN

Altérations de la voie de
production du peptidoglycane,
trés probablement MurG

Mutations dans rpoB

Activation du géne via une
séquence d'insertion

Activation des transposons
conjugatifs par un mécanisme de
régulation a deux composants, a
savoir CTnDOT

Pompe a efflux bmeABC

Méthylation de 'ARNr 23S
causée par les genes erm

fourgon opéron

Mutations dans les sites cibles
LiaFSR, gpdD, cls et YycFG

Meéthylation de I’ARNr 23S ou
mutation cible

AmpC B-lactamase

Carbapénémases, telles que OXA,
KPC et NDM

Régulation positive des mutations

Erythromycine, novobiocine, pénicillines
et polymyxine B

Antifolates, streptomycine, acide
nalidixique, tétracycline et autres

Fluoroquinolones

Famille MLSB et linézolide

Meétronidazole

Vancomycine

Fidaxomicine, rifamycine

Carbapéneéme, B-lactamine, métronidazole
et macrolides

Tétracyclines et érythromycine

B-lactamines, carbapénémes, céphemes,
métronidazole, quinolones, etc.

Famille MLSB

Glycopeptides

Daptomycine
Linézolide
Céphalosporines
Carbapénemes

Fluoroquinolones
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ponctuelles QRDR et acrAB Colistine

Genes mobiles de résistance a la
colistine médiés par les plasmides
(mcrl-9)

QRDR: région déterminant la résistance aux quinolones; MLSB: macrolides, lincosamides, streptogramines B;
MDR: multi-résistance aux médicaments; BLSE: B-lactamase a spectre étendu; ACSSuT: résistance a I'ampicilline,
au chloramphénicol streptomycine, au sulfaméthoxazole, a la tétracycline; RND: résistance-nodulation-division;
NDM: métallo-B-lactamase de New Delhi; KPC: carbapénémase de Klebsiella pneumoniae; OXA: oxacillinase

La résistance aux antifongiques continue d'augmenter et d'accroitre, rendant le
traitement plus difficile en exercant différents mécanismes. Ces stratégies comprennent les
modifications de la cible des médicaments, les modifications de la biosynthése des stérols, les
réductions de la concentration intercellulaire des enzymes cibles ainsi que la surexpression de
la cible des médicaments antifongiques (Hossain et al., 2022). En effet, la résistance du genre
Candida aux dérives azolés implique des modes affectant l'efflux a travers des pompes
membranaires (Figure 7). Contrairement a la resistance aux échinocandines qui se réalise par
une mutation altérant par la suite la cible moléculaire de cet antifongique (Figure 8)
(Vandiputte et al., 2011).
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Figure 8: Mécanismes de résistance fongique aux échinocandines
(Garnaud et Cornet, 2020)
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Malgré de nombreuses stratégies de réplication et de propagation virales, tous les virus
disposent d’un mécanisme majeur pour acquérir une résistance aux composes antiviraux et
aux vaccins: la sélection mutationnelle aléatoire. L'analyse des séquences d'ADN ou d'’ARN
indique qu'un mutant résistant particulier peut présenter un ou plusieurs changements de base
provoquant une résistance (généralement des mutations dirigées vers un site dans un contexte

de type sauvage) (Vere Hodge et Field, 2010).

D'autres mutations peuvent étre des changements aléatoires qui n'affectent pas
spécifiquement la viabilité du virus. Par exemple, ’acide aminé codé ne change pas et des
changements de base peuvent se produire sans entrainer de changements significatifs dans la
structure secondaire de I’ARN. Dans les virus a ADN, ces mutations sont appelées
«polymorphismes». Pour les virus a ARN a mutation rapide, le grand nombre de variantes

sont appelés «quasi-espéces» (Hossain et al., 2022).

Par ailleurs, un traitement antiviral a long terme favorise le développement de
résistances et conduit fréquemment a I’échec de ce traitement, notamment chez les patients
immunodéprimés présentant une charge virale importante et persistante. Effectivement, les
premiéres données sur la résistance au HAdV ont été observees avec le brincidofovir (BCV).
Une résistance mutationnelle a été démontrée in vitro en présence de concentrations

croissantes de BCV, donnant naissance a cing mutants du HAdV (Feghoul, 2017).
2.4. Conséquences

En 2013, les Centers for Disease Control (CDC) des Etats-Unis ont déclaré que
I’humanité entrait désormais dans une ere «post-antibiotiques» (CDC 2013). En mai 2014,
I’organisation mondiale de la santé a déclaré que la crise de la RAM devenait grave (OMS,
2014).

Les maladies non mortelles se propagent également plus souvent a un plus grand
nombre de personnes et mettent plus de temps a guérir. De plus, I'incidence accrue de
maladies débilitantes et mortelles aura un impact sur la société humaine. La maladie a
toujours été une caractéristique des sociétés humaines, mais sans le bénéfice d'antimicrobiens
efficaces, I'impact futur de la maladie sur une population humaine croissante sera diversifié et
significatif (Michael et al., 2014).

D'une part, l'impact économique d'une augmentation du nombre de maladies

infectieuses incurables sera important, puisque les personnes hautement productives seront
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exclues du travail pendant une longue période, et d'autre part, le nombre de personnes
souffrant augmentera, ce qui exercera une pression supplémentaire sur leurs familles et leurs
communautés, et le systétme de santé dans son ensemble sera confronté a un déclin de la
productivité des populations de la plupart des pays, avec des déclins sociaux et culturels
inférieurs aux niveaux actuels. Outre ces effets cumulatifs provoqués par une morbidité
accrue, I’'impact potentiel d’une pandémie incurable, virulente et mortelle serait considérable

(Michael et al., 2014).

Mesurer I'impact de la résistance acquise aux antibiotiques chez les bactéries en termes
de morbidité et de mortalité représente un enjeu majeur de santé publique. Les maladies
diarrhéiques nécessitent rarement un traitement aux antibiotiques et la maladie peut étre
stoppée en maintenant un environnement de vie hygiénique. Cependant, les antimicrobiens
largement utilisés restent la pierre angulaire de 1’antibiothérapie empirique. Cette utilisation
compromet l'efficacité des antibiotiques peu codteux et disponibles et constitue un probléeme
majeur lorsqu'un traitement antibiotique est nécessaire (DeJSosa et al., 2009).

Les pathogenes entériques développent généralement une résistance lorsqu’ils sont
exposés a des bactéries résidentes résistantes qui colonisent le tractus intestinal des humains et
des animaux. Alternativement, ils peuvent acquérir une résistance provenant d’autres sources

environnementales avant d’infecter 1’hote (Kon et Rai, 2016).

Plusieurs études ont montré I'émergence alarmante de résistances multiples d'importants
pathogenes entériques tels qu’Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella, Vibrio cholerae et
Trichophyton, face a presque I'ensemble des antibiotiques couramment utilisés. 1l est donc

important d’inverser cette équation (Kon et Rai, 2016).

Les infections résistantes aux antibiotiques sont associées a une durée d'hospitalisation
deux fois plus longue, a un taux de mortalité deux fois plus élevé, a une efficacité réduite du
traitement et a une morbidité accrue par rapport aux infections sensibles aux médicaments.
Les taux sont susceptibles de doubler, ce qui pourrait entrainer une augmentation des codts
(Kon et Rai, 2016).

Le pathogene Salmonella typhi est a I’origine d’environ 21,7 millions de maladies dans
le monde. De plus, une résistance a 1’azithromycine a été trouvée dans pres de 25 souches de
Campylobacter testées. Chaque année, Vibrio cholerae provoque des maladies chez environ 3

a 5 millions de personnes dans le monde et plus de 100 000 déces. En effet, une résistance aux
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tétracyclines et a d’autres agents antimicrobiens a ¢té démontrée chez V. cholerae dans des
contextes endémiques et épidémiques de choléra. Un facteur de risque possible de RAM est
’utilisation généralisée d’antibiotiques, y compris leur distribution massive a des fins

prophylactiques chez les individus asymptomatiques (Kon et Rai, 2016).

De nouvelles stratégies doivent étre envisagées a fin de confronter et pallier le probleme
de I’émergence du phénomene de résistance aux traitements antimicrobiens ainsi que
I’émergence des souches résistantes visant a trouver une nouvelle source d’agents

antimicrobiens tels que les plantes médicinales.
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1. Introduction

La phytothérapie, étymologiquement, vient des mots grecs « phyton », signifiant plante
et «therapeia», signifiant traitement. La phytothérapie est l'utilisation des plantes a des fins
thérapeutiques. Les plantes médicinales sont utilisées dans des pratiques de la médecine

traditionnelle établies depuis 1’antiquité et dans plusieurs pays (Leite et al., 2021).

La médecine traditionnelle est la somme totale des pratiques fondées sur des théories, de
croyances et expériences de différentes cultures et époques. Elles sont souvent inexplicables
et utilisées pour maintenir et améliorer la santé, ainsi que dans la prévention, le diagnostic et
le traitement des maladies. L'organisation mondiale de la santé a établi des directives
définitives concernant la méthodologie de la recherche clinique et I'évaluation de I'efficacité

de la médecine traditionnelle (Castronovo et al., 2021).

L'étude des plantes médicinales a permis de determiner les mécanismes d'action
régissant les propriétés thérapeutiques concédées par l'usage traditionnel, et a également
ouvert la voie a l'utilisation de produits d'extraction ou de synthése. Ces derniers révelent une
activité a la fois plus importante et reproductible, la ou les plantes médicinales avaient pu
présenter de plus grandes variabilités d'efficacité qualitativement et quantitativement (Kon et
Rai, 2016).

En outre, les plantes médicinales en tant qu'outils thérapeutiques ont alors été peu a peu
reléguées au statut de simples matieres premieres au profit de l'utilisation de principes actifs
purifiés, hémi-synthétisés ou synthétisés qui sont dans la plupart du temps des métabolites
secondaires. Ces derniers représentent une source inexploitée d'antimicrobiens efficaces et
respectueux de l'environnement. Le principal avantage de [l'utilisation d'antimicrobiens
d'origine vegétale a des fins medicales est qu'ils ne présentent aucun effet secondaire souvent

associé aux produits chimiques synthétiques (Kon et Rai, 2016).

Par ailleurs, aucun rapport de résistance antimicrobienne envers ces composes
phytochimiques n'a été documenté jusqu'a présent, probablement en raison de leurs multiples
mécanismes d'action, qui empéchent le développement de microbes résistants. En effet, ils
peuvent également jouer un réle important contre linsurrection de la résistance aux
antibiotiques a la fois directement pour leurs activités antimicrobiennes (par exemple, activité

antibactérienne, antivirale, antifongique et antiparasitaire) et indirectement en réduisant la
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résistance contre les antibiotiques (Castronovo et al., 2021). Alors, il s’est avéré que les
souches résistantes peuvent étre luttées par des métabolites secondaires.

2. Principales formes d’utilisation des plantes médicinales

En phytothérapie, les plantes médicinales peuvent étre utilisées en vrac ou sous forme

de préparations galéniques (Gagnon et al., 2010).
2.1. En vrac

Les tisanes sont préparées a partir de plantes séchées ou fraiches en vrac suivant divers
modes d’utilisation (Christophe, 2014).

2.1.1. Infusion

Une infusion s’¢labore généralement avec les fleurs et les feuilles de plantes, mais dans

certains cas, il est possible de faire également infuser des racines et des écorces.
2.1.2. Décoction

Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de la plante, comme

les racines, et aux écorces, qui libérent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion.
2.1.3. Macération

La macération consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide pendant plusieurs

heures.
2.1.4. Digestion

La digestion se réalise en recouvrant la drogue végétale d’eau froide et porter le tout a
une température supérieure a la température ambiante, mais sans attendre 1’ébullition, et ce

pendant 1 a 5 heures.
2.1.5. Infusion a I’huile froide

Cette technique consiste a remplir de plantes un grand bocal en verre, puis a les couvrir
d’huile (Nogaret-Ehrhart, 2008).
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2.1.6. Infusion a I’huile chaude

Pour fabriquer des cremes, des onguents, ou des huiles de massage, les herbes peuvent
étre infusées dans de I’huile chaude (Nogaret-Ehrhart, 2008).

2.2. Formes galéniques

Parmi les différentes formes galéniques utilisées en phytothérapie figurent les poudres,
les extraits, les teintures, les alcoolatures, les alcoolats, les macérats glycérinés et les
suspensions intégrales de plantes fraiches.

2.2.1. Les poudre

Elles sont obtenues a partir de plantes séchées servant notamment a la fabrication de

teintures, de gélules ou de comprimés (Sgczyk et al., 2024).
2.2.2. Les extraits végétaux

Selon la 8éme édition de la Pharmacopée Européenne, les extraits végetaux sont définis
comme étant des préparations liquides, de consistance semi-solide (extraits mous ou fermes et
oléorésines) ou solides (extraits secs), obtenus a partir de drogues végétales généralement a
I’état sec. lls sont obtenus en utilisant de 1’alcool ou un mélange d’cau et d’alcool
(Christophe, 2014).

2.2.3. Les teintures

Elles sont obtenues par action dissolvante de 1’alcool sur des plantes seches, tandis que
les alcoolatures (ou teintures meres) sont obtenues par action dissolvante de I’alcool sur des
plantes fraiches (Jaafreh et al., 2019; Di Vito et al., 2020).

2.2.4. Les alcoolats

IIs sont obtenus en distillant de 1’alcool en présence de substances aromatiques
(Deschamps, 1868).

2.2.5. Les maceérats glycérinés

Ils sont élaborés a partir des bourgeons, des jeunes pousses, des racines les plus fines et

d’autres tissus végétaux, broyés a 1’état frais et mis a macérer dans un mélange d’eau, d’alcool

et de glycérine (Létard et al., 2015).
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2.2.6. Des suspensions intégrales de plantes fraiches

Il faut congeler des plantes dans I’azote liquide, moins de 24 heures apres leur récolte,
puis les broyer finement et les mettre en suspension dans I’alcool a 30°. Ce procédé permet de

préserver I’intégralité des principes actifs de plantes (Christophe, 2014).

A fin d’étudier les substances bioactives, une méthodologie structurée se déroule en

diverses étapes (Figure 9).
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EXTRACTION PAR SOLVANTS ORGANIQUES OU AQUEUX
Macération, infusion, percelation, décoction, extraction
Soxhlet EAM, EAU,ESA,FFS

Screening phytochimique
Réaction colorimétrique ou de précipitation spécifique pour
différentes classes de MS

Purification

CCM, Chromategraphie sur
colonne, CLHP

Ehucidstion des structures | Caractérisation biochimique

chimiques
Activité bieclogiquein vifro/ in
SM,LFTIR, RMN-H1, RMN- vive ef dosages de toxicité-
C13 cytotoxicité

Figure 9: Méthodologie de 1’étude des substances bioactives (métabolites secondaires) (Mera et al., 2019)

EAM: Extraction assistée par micro onde, EAU: Extraction assistée par ultrasons, EAS: Extraction
accélérée par solvant, EFS: Extraction par fluide supercritique, CCM: Chromatographie sur couche mince,
CLHP: Chromatographie liquide haute performance, SM: Spectrométrie de masse, FTIR: Fourier
transformer la spectroscopie infrarouge, RMN-H1: Résonance magnétique nucléaire de proton, RN-C13:
Résonance magnétique nucléaire de carbone
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Ces produits a structure chimique souvent complexe sont tres disperses et trés variés
selon les espéces. lls pourraient jouer un réle dans la défense contre les herbivores, et dans les
relations entre les plantes et leur environnement (Welte et Gould, 2017; Kopcewicz et al.,
2021).

Les extraits de plantes sont depuis longtemps utilisés comme compléments alimentaires,
exhausteurs de godt et conservateurs alimentaires pour conserver les aliments et favoriser une
bonne santé. De plus, la phytothérapie et la médecine alternative ont utilisé des composants a
base de plantes pour traiter diverses maladies (Kenedy et Wightman, 2011; Naboulsi et al.,
2018).

Les métabolites secondaires offrent actuellement une variété de médicaments hautement
bénéfiques qui sont nécessaires pour traiter des conditions telles que le diabéte, les maladies
cardiovasculaires, ainsi que les infections bactériennes et fongiques. De nombreuses donnees
suggerent que les thérapies a base de métabolites secondaires qui ont été soigneusement
explorees et administrées correctement sont non seulement stres mais aussi efficaces (Kenedy
et Wightman, 2011; Naboulsi et al., 2018).

Ces phytoconstituants compris dans les plantes medicinales favorisent une variete de
processus physiologiques et biochimiques dans le corps humain. Ce sont des composés non
nutritifs utilisés pour traiter certaines maladies infectieuses. De plus, ils offrent des qualités

préventives contre les maladies (Kenedy et Wightman, 2011; Naboulsi et al., 2018).

De nombreux composés actifs de plantes médicinales ont été découverts grace aux
améliorations des techniques phytochimiques et sont maintenant utilisés comme médicaments
importants dans les systéemes médicaux modernes. La majorité de l'activité pharmacologique
d'une plante médicinale se trouve dans ses métabolites secondaires, qui sont généralement
moins abondants que les composants primaires comme les glucides, les protéines et les lipides
(Mickymaray, 2019).

Selon de nombreux experts et professionnels de la santé, le développement de la
résistance aux antibiotiques synthétiques chez les bactéries est une préoccupation majeure
pour la médecine moderne et l'industrie pharmaceutique. Une méthode utilisée pour lutter
contre la résistance aux medicaments est la création de tous nouveaux médicaments contre les

infections bactériennes. Cette stratégie comprend la recherche de nouveaux métabolites
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secondaires pharmacologiquement actifs, comme de nouveaux antibiotiques pour une

application pharmaceutique.

Par ailleurs, le développement des techniques biotechnologiques permet de produire a
moindre codt de végétation riche en métabolites secondaires, tels que des plantes médicinales
ou des champignons, facilitant considérablement la fabrication en masse de futurs
medicaments pour ameéliorer la santé humaine (Nawrot-Chorabik et al., 2022). Plusieurs
meétabolites secondaires sont issus de différentes plantes médicinales, les majeures familles de

ces phytoconstituants sont regroupées dans la figure 10.
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Métabolites secondaires des plantes
Terpénes Phénols Composés Composés
contenant N contenant S
Monoterpéncs Coumarines Alcaloides Glutathion
Sesquiterpéncs Furano-coumarines Glyc()%id_ﬂs Cyano- Glucosinolates
géniques
Diterpénes Lignine Acides aminés non Phytoalexines
1&i
Sesterterpénes Flavonoides pro’eid Thionines
Triterpenes Iso-flavonoides Défensines
Sesquarterpencs Tani Alliine
Tetraterpénes
Polyterpénes

Figure 10: Grandes classes des métabolites secondaires (Twaij et Hasan, 2022)
N: azote; S: soufre

3.1. Métabolites secondaires a effet antimicrobien

L’activité antimicrobienne des plantes médicinales est souvent attribuée a leurs
métabolites secondaires. Ces composés peuvent étre utilisés pour créer de nouveaux agents
antibactériens et antifongiques sans danger pour les humains (Nawrot-Chorabik et al.,

2022).

Les métabolites secondaires a grand potentiel antimicrobien comprennent les
flavonoides (flavones, flavonols, flavanols, isoflavones, anthocyanes), les acides

phénoliques (acides hydroxybenzoique et hydroxycinnamique), les stilbénes, les lignanes,
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les quinones, les tanins, les coumarines (coumarines simples), les terpénoides
(sesquiterpenes, lactones, diterpenes, triterpénes, polyterpénes), les alcaloides, les
glycosides, les saponines, les lectines, les stéroides et les peptides (Mickymaray, 2019).

3.2. Mécanismes d’action

Les plantes médicinales sont des sources importantes de métabolites secondaires ayant
de forts effets antimicrobiens, comme le démontrent plusieurs tests in vitro (Mickymaray et
al., 2016; Dewapriya et al., 2018; Casciaro et al., 2019). Ces antibiotiques de faible poids
moléculaire fournis par les plantes peuvent étre divisés en deux catégories: les
phytoalexines (généralement des antioxydants, synthétisés de novo par les plantes en
réponse a des infections microbiennes) et les phytoalexines (impliquées dans les effets

inhibiteurs microbiens) (Sukalingam et al., 2017; Sukalingam et al., 2018).

Les métabolites secondaires antimicrobiens des plantes sont genéralement divisés en
trois grandes catégories: les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides. De
nombreuses études ont démontré l'activité antimicrobienne des extraits de plantes et de leurs
composés actifs, avec le potentiel de favoriser la rupture et la lyse de la paroi cellulaire,
d'induire la production d'espéces réactives de I'oxygéne, de prévenir la formation de biofilm,
d'empécher la construction de la paroi cellulaire, la réplication de I'ADN microbien, la
synthése d'énergie et le transfert de toxines bactériennes a I'n6te. De plus, ces composés
préviennent la résistance aux antimicrobiens et les synergies aux antibiotique tuant
finalement les micro-organismes pathogenes (Kuete et al., 2011; Awolola et al., 2014;
Ganesan et Xu, 2017; Gorniak et al., 2018).
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Composants
Inhiber 1a réplication Induire production des
de I’ADN microbien espéces réactives

d’oxygéne
Inhiberla : Inhiber la
synthése Reverser la résistance formation de
& énergie antimicrobienne et 1’effet biofilm
synergétique de
I’antibiotique
Inhiber le transfert Inhiber la
des toxines construction de
bactériennes a paroi cellulaire
1"héte
Promouvoir la perturbation
ctla lyse de la paroi
cellulaire

Figure 11: Différents modes d’action des métabolites secondaires antimicrobiens (Mickymaray, 2019)

3.2.1. Promouvoir la perturbation et la lyse de la paroi cellulaire

Les composés phénoliques sont une famille de cycles aromatiques constitués d'un
groupe fonctionnel hydroxyle (-OH) et seraient absolument toxiques pour les micro-
organismes, bien que l'augmentation des réactions d'hydroxylation conduise a la lyse des

cellules microbiennes (Ganesan et Xu, 2018).

Contrairement aux quinones, qui possédent un cycle aromatique et deux molécules
cétoniques, les quinones peuvent former des complexes irréversibles avec des acides aminés

nucléophiles, ce qui leur conféere de meilleures propriétés antimicrobiennes. lls ciblent
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généralement les adhésines de la surface des cellules microbiennes, les peptides liés a la
membrane, les enzymes et, finalement, lysent les micro-organismes (Ganesan et Xu, 2017).

Les flavonoides sont des composes phénoliques hydroxylés qui sont également
capables de se lier aux parois cellulaires et de perturber les membranes microbiennes
(Ganesan et Xu, 2017). Les flavonoides tres actifs, tels que la quercétine, la rutine, la
naringénine, la sophora flavanone, le tiroside et la 2,4,6-trihydroxy-30-méthylchalcone,
réduisent 1’épaisseur et la fluidité de la bicouche lipidique, augmentent la perméabilité
membranaire, soutenant la fuite de protéines intracellulaires et d'ions chez Staphylococcus
aureus et Streptococcus mutans (Tsuchiya et linuma 2000; Sanver et al., 2016). De plus, ils
contribuent aux effets synergiques avec I'ampicilline et la tétracycline (Stepanovié et al.,
2003).

D'autres flavonoides actifs comprennent l'acacétine, l'apigénine, la morine et la
rhamnétine, qui conduisent a l'affaiblissement de la paroi cellulaire bactérienne par
désorganisation et désorientation de la bicouche lipidique, favorisant finalement la fuite des
vésicules (Ollila et al., 2002 ; Matijasevi¢ et al., 2016). Le flavonoide synthétique lipophile
3-aryléne s'est révelé trés actif contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et
Enterococcus faecalis, car l'agrégation des cellules bactériennes affecte l'intégrité de la

paroi cellulaire en raison de la perturbation du biofilm (Budzynnska et al., 2011).

Le tanin est une autre substance phénolique polymere qui a un godt astringent et est
capable d'inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes et les systemes de transport
membranaire (Ganesan et al., 2017; Ganesan et Xu, 2017). Les coumarines sont des benzo-
a-pyrones connues pour stimuler les macrophages et peuvent avoir des effets délétéres sur
I'infection (Krishna et al., 2018; Fotso et al., 2019).

Les terpénes sont des composés organiques contenant des sous-unités isoprene qui
perturbent les membranes microbiennes (Guimardes et al., 2019; Moghrovyan et al., 2019).
Le thymol, l'eugénol, le cinnamaldéhyde, la carvone et le carvacrol brisent la membrane
externe de diverses bactéries a Gram négatif, libérant des lipopolysaccharides et augmentant
la perméabilité (Lambert et al., 2001; F. Silva et Fernand, 2010).
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3.2.2. Inhibition de la formation de biofilm

La principale caractéristique des bactéries formatrices de biofilms est souvent une
résistance aux médicaments antimicrobiens 100 a 1 000 fois plus élevée, associée a leur
forme planctonique habituelle (Kahaliw et al., 2017). En effet, de nombreux chercheurs ont
décrit comment les flavonoides provoquent I’agrégation de complexes multicellulaires
bactériens et inhibent la croissance bactérienne lors de I’agrégation, ce qui suggere que les
flavonoides sont de puissants composeés anti-biofilm. Les flavonoides bioactifs, tels que la
galangine, l'isovitexine, 'EGCG et la 3-O-octanoyl épicatéchine, ainsi que les 5, 7 et 40-
trihydroxyflavanols, induisent une pseudo-agrégation multicellulaire de Staphylococcus
aureus et Streptococcus mutans (Stapleton, 2004; Awolola et al., 2014). En outre, la
détection du quorum implique des molécules de signalisation cellulaire appelées auto-
inducteurs présentes dans Escherichia coli, Vibrio cholerae et Salmonella enterica sérovar

Typhi, qui sont d'importants régulateurs de la formation de biofilm (Vikram et al., 2010).

Les substances bioactives telles que l'apigénine, le kaempferol, la quercétine et la
naringénine sont de puissants antagonistes de la signalisation intercellulaire (Vikram et al.,
2010; Prasad et al., 2014), et il a été démontré qu'elles inhibent la formation de biofilms
entéro-agrégatifs chez Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa de maniere dépendante

de la concentration (De Souza Barboza Thiago et al., 2016; Ouvang et al., 2016).

En outre, la chrysine, la phlorétine, la naringénine, le kaempférol, le gallate
d'épicatéchine, les proanthocyanidines et 'EGCG inhibent le QS médié par la N-acyl-
homosérine lactone (Ulrey et al., 2014; Roy et al., 2017).

Les flavonoides hydrophiles tels que la 6-aminoflavone, la 6-hydroxyflavone,
I'apigénine, la chrysine, la daidzéine, la genistéine, l'aurinol et la phlorétine ont des effets
inhibiteurs sur la formation de biofilm d'E. coli (Oteiza et al., 2004; Vasconcelos et al.,
2014).

De plus, la phlorétine inhibe la formation de fimbriae chez E. coli en réduisant
I'expression des genes curli (csgA, csgB) et des génes de toxines (hémolysine E, Shiga
toxine 2) (Mickymaray et Alturaiki, 2018), qui peuvent inhiber la formation de biofilm. Par

conséquent, la phlorétine est connue comme un composeé résistant aux antibiotiques.
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La pinocine, I'EGCG et les flavonoides prénylés améliorent la perméabilité
membranaire d'Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Porphyromonas gingivalis, ce qui est cohérent avec ses effets

en tant qu'inhibiteur de la pompe a efflux et anti-formation de biofilm (Mickymaray, 2019).
3.2.3. Inhibition de la construction de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire bactérienne est responsable de I'osmo-régulation, de la respiration,
des mécanismes de transport et de la biosynthése des lipides. Pour I’exécution de ces
fonctions, I'intégrité de la membrane est trés importante, et sa perturbation peut conduire
directement ou indirectement a un dysfonctionnement métabolique et donc a la mort

bactérienne (Reygaert, 2014).

Les catéchines attirent la bicouche lipidique des membranes cellulaires par différents
mécanismes. Ces substances forment des liaisons hydrogéne qui attirent les groupes de tétes
polaires des lipides vers le bord de la membrane. L'épicatéchine et TEGCG modifient les
phospholipides, modifiant ainsi la structure de la membrane cellulaire. De plus, ces
catéchines peuvent favoriser I'inactivation ou l'inhibition de la synthese des enzymes

intracellulaires et extracellulaires (Reygaert, 2014).

En géneral, l'inhibition des enzymes biosynthétiques des acides gras constitue une
excellente cible pour les agents antimicrobiens afin de prévenir la croissance bactérienne, en
particulier I’inhibiteur de I'enzyme clé synthase Il des acides gras (FAS-II), qui est tres
important en tant que médicament antimicrobien. Il a été démontré que la quercétine,
I'apigénine et le sakuranétine inhibent la 3-hydroxyacyl-ACP déshydratase d'Helicobacter
pylori. De plus, la naringénine et la taxagénine inhibent la 3-cétoacyl-ACP synthase

d’Enterococcus faecalis (Jeong et al., 2009).

Les flavonoides tels que 'EGCG, 5, 6, 7, 40, 50- pentahydroxyflavone et 5-hydroxy-40,
7-diméthoxyflavone inhibent la malonyl CoA-acyl protéine porteuse transacylase qui régule
le FAS-11 bactérien (Elmasri et al., 2017).

L'EGCG inhibe la 3-cétoacyl-ACP réductase et I'énoyl-ACP réductase et prévient la
biosynthése. Le quercétine, kaempférol, 4, 20, 40-trihydroxychalcone, fisétine, morine,
myricétine, baicaléine, lutéoline, EGCG, butéine et isoliquirtigénine inhibent diverses

enzymes impliquées dans la synthése des acides gras, notamment le FAS-II, I'énoyl-ACP-
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réductase, p-cétoacyl-ACP réductase et p-hydroxy acyl-ACP déshydratases chez
Mycobacterium sp (Brown et al., 2007). L’EGCG, galangine, baicalein, kaempféride, DL-
cyclosérine, quercétine, apigénine et le kaempféride-3-O-glucoside inhibent la synthese du
peptidoglycane, qui est un composant de la paroi cellulaire bactérienne, entrainant des
dommages a la paroi cellulaire (Fujita et al., 2005; Vijayakumar et al., 2018).

3.2.4. Inhibition de la réplication de I'ADN procaryote

Les alcaloides sont des composés azotés caractérisés par leur nature alcaline qui
favorise I'inhibition de la respiration cellulaire, s'intercale dans I'ADN et inhibe diverses
enzymes impliquées dans la réplication, la transcription et la traduction (Vijayakumar,
2019).

Les composés bioactifs d'origine vegétale tels que la quercétine, la nobiletine, la
myricétine, la tangerétine, la genistéine, l'apigénine, la chrysine, le kaempférol et la
3,6,7,30,40-pentahydroxyflavone ont été reconnus comme des inhibiteurs importants de
I'ADN gyrase, essentielle a la réplication de I'ADN chez les procaryotes, en particulier
Vibrio harveyi, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium tuberculosis et
E. coli (Plaper et al., 2003; Wu et al., 2008; Vijayakumar et al., 2018).

Ces composés bioactifs se lient a la sous-unité B de la gyrase et bloquent par
conséquent la poche de liaison a I'ATP, contribuant ainsi a I'activité antimicrobienne. Les
composés bioactifs interviennent dans le dysfonctionnement de I'ADN gyrase, conduisant a
une division cellulaire altérée et/ou a l'achévement de la réplication chromosomique,
inhibant ainsi la croissance bactérienne (Verdrengh et al., 2004), ainsi que la lutéoline, la
morine et la myricétine, qui inhibent les hélicases d'E. coli (Xu, 2001). L'hélicase est une
autre enzyme de réplication importante responsable de la séparation et/ou du réarrangement
de I'ADN double brin (Shadrick, 2013). De plus, la myricétine et la baicaléine sont
considérées comme de puissants inhibiteurs de nombreuses ADN et ARN polymérases ainsi
que des transcriptases inverses virales, inhibant ainsi la croissance bactérienne (Bhosle et
Chandra, 2016). L'EGCG, la myricétine et la robinétine ont été testés comme inhibiteurs de
la dihydrofolate réductase chez Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas vulgaris,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis et E. coli (Mickymaray, 2019). La

dihydrofolate réductase est une enzyme clé pour la synthése des anneaux purine et
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pyrimidine des acides nucléiques, entrainant une réduction de la synthése de I'ADN, de
I'ARN et des protéines (Raju et al., 2015).

3.2.5. Inhibition de la production d'énergie

La production d’énergie ou synthése d’ATP est la condition la plus importante pour
I’existence et le développement des bactéries, car ces produits chimiques sont la principale
source des systemes vivants. Le traitement des flavonoides (par exemple, l'isobavachalcone
et la 6-prénylapigénine avec Staphylococcus aureus) provoque une dépolarisation
membranaire, conduisant a la lyse de la paroi cellulaire bactérienne (Kuete et al., 2011). De
méme, les licochalcones ont inhibé la consommation d'oxygene de Micrococcus luteus,
perturbant le systéme de transport des électrons et tuant finalement la bactérie (Mickymaray
et Alturaiki, 2018). Des flavonoides tels que la baicaléine, la morine, la silibinine, la
quercetine, l'isoquercétine, la quercétrine et la silymarine ont été décrits pour inhiber le
systeme F1FO ATPase d'E. coli et conduit au blocage de la synthése de I’ATP (Walker et
al., 2000; Chinnam et al., 2010). De plus, 'EGCG, 40, 50, 5-trihydroxy-6, 7-
diméthoxyflavone et les proanthocyanidines inhibent également Streptococcus mutans,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus grace a l'activité enzymatique de la
F1FO ATPase, respectivement (Mickymaray, 2019).

3.2.6. Inhibition des toxines bactériennes

Les catéchines et autres flavonoides peuvent endommager les parois cellulaires
bactériennes, entrainant l'incapacité d'excréter les toxines (Shah et al., 2007; Lee et al.,
2010). Les catéchines, pinocembrine, kaempferol, EGCG, gallocatéchine gallate, kaempférol-
3-O-rutinoside, genistéine, glycoside de quercétine et les proanthocyanidines neutralisent
Vibrio cholerae, E. coli, Staphylococcus aureus, Vibrio vulnificus, Bacillus anthracis,

Neisseria gonorrhoeae et Clostridium botulinum (Cho et al. 2007; Ahmed et al. 2016).

La hyaluronidase bactérienne est une enzyme formée par des bactéries Gram-positif et
des bactéries Gram-négatif. Elle affecte négativement et interagit directement avec les tissus
de I'hdte, provoquant la perméabilité du tissu conjonctif et réduisant la viscosité des fluides
corporels en raison de la dégradation médiée par I'hyaluronidase (Girish et Kemparaju,
2007). Des flavonoides tels que la myricétine et la quercétine ont été identifiés comme
inhibiteurs de 1’acide hyaluronique lyase chez Streptococcus equisimilis et Streptococcus
agalactiae (Hertel et al., 2006).
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3.2.7. Inhibition des mécanismes de résistance antibactérienne

Les bactéries pathogénes regoivent généralement la résistance a divers antibiotiques par
différents mécanismes (voir partie 01 chapitre 01).

L'émodine (1,2, 8-trihydroxy-6-méthylanthraquinone) est un dérivé de l'anthraquinone
qui empéche la transformation des génes de résistance chez Staphylococcus aureus (Yan et
al., 2017). De plus, la baicaléine est un puissant inhibiteur de I'expression des genes SOS,
RecA, LexA et SACOL 1400 et previent les mutations résistantes a la rifampicine chez
Staphylococcus aureus (Peng et al., 2011). D'autres composés phénoliques, tels que l'acide
carnosique et l'acide rosmarinique, inactivent les génes cmeB, cmeF et cmeR chez

Campylobacter jejuni (Klan“cnik et al., 2012).
3.2.8. Action antimicrobienne avec génération d'especes reactives de I'oxygene

Une réduction partielle de I'oxygéne moléculaire peut former des especes réactives de
I'oxygéne (ROS), exercant ainsi une activité antimicrobienne et aidant I'n6te a se défendre
contre diverses maladies. La meéthode proposée pour l'activité antimicrobienne des
catéchines implique d'augmenter la production de stress oxydatif (ROS et RNS), qui peut
altérer la perméabilité membranaire et entrainer des dommages a la paroi cellulaire
(Fathima et Rao, 2016). Cependant, les catéchines peuvent endommager les liposomes car
elles contiennent de grandes quantités de lipides chargés négativement et sont susceptibles
d'étre endommagees (Cushnie et al., 2008). En outre, une étude antérieure a montré que les
catéchines favorisent les fuites de potassium et perturbent le systéeme de transport
membranaire du Staphylococcus aureus resistant a la méthicilline. Il a également été
démontré que 3-O-octanoyl-épicatéchine acylée, un composé lipophile, donne des résultats

supplémentaires en termes d'activité antibactérienne (Gérniak et al., 2018) (Tableau 4).
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Tableau 4: Quelques métabolites secondaires a propriété antimicrobienne et leurs

mécanismes d’action (Vaou et al., 2021)

Nom de la plante

Rauwolfia
serpentine

Piper nigrum

Berberis vulgaris

Camellia sinensis

phénoliques/Polyphénols

Cedrusdeodara

Ferulago
campestris

Prangos hulusii

Classe du composé

Composé
Reserpine

Piperine
Conessine

Alcaloides Berberine

Tomatidine

Rhamentine

Gallate

d'épigallocatéchine
Composants

Acide chebulinic

Acide 3-p-Trans-
coumaroyl-
2-hydroxyquinique
Apigenine

Coumarines Egélinole

Agasylline

4-
sénécioiloxyosthol

Osthole

Mécanisme
d’action
Inhibition de
pompe d’efflux
Inhibition de
pompe d’efflux
Inhibition de
pompe d’efflux
Inhibition de
synthése de
protéine et d’ADN

Inhibition
d’ ATPsynthétase

Inhibition de
pompe d’efflux

[B-ketoacyl-
réductase

Inhibition d’ADN
gyrase

Destruction de
cellule
membranaire

d-Alanine ligase

Inhibition
d’ADNgyrase

Inhibition
d’ADNgyrase

Inhibition
d’ADNgyrase

Micoorganisme ciblé

Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp.,
Micrococcus sp.,
Staphylococcus aureus
résistante a la
méthicilline,

Staphylococcus aureus

Pseudomonas
aeruginosa
Escherichia coli,
Candida albicans

Listeria, Bacillus
Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Mycobactrium
tuberculosis

Staphylococcus aureus

Helicobacter
Escherichia coli

pylori,

Salmonella
entericatyphi,
Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus

Salmonella
entericatyphi,
Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori
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Inhibition Bacillus subtilis
3 d’ADNgyrase ] .
Epoxyde de Bacillus subtilis,
bergamotine
Furnesol Inhibition de MRSA
Mesua ferrea pompe d’efflux

(4R)-carbone

Terpenes
Thymol

Thymus vulgaris

Carvacrol

Cinnamaldehyde

Perturbation de
membrane
cellulaire
Perturbation de
membrane
cellulaire

Inhibition (H+)-
ATPase

de membrane
cellulaire,

Perturbation de
membrane
cellulaire

EP inhibitor de
pompe d’efflux

Perturbation de
membrane
cellulaire

Inhibition de
pompe d’efflux

Perturbation de
membrane
cellulaire

MRSA

Staphylococcus aureus

Cambylobacter jejuni,
Enterococcus faecalis,
Escherichia coli,
Candida albicans,

Candida glabrata,
Candida crusei,
Escherichia coli,
Staphylococcus aureus,

Pseudomonas
aeruginosa,

Aspergillus niger,
Aspergillus flavus,
Fusarium oxysporum

Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes,
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas
aeruginosa,

Salmonella typhimarium.
Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus,
Epadosporium spp.,
Rhizopusoryzae

Helicobacter pylori
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4. Antimicrobiens naturels et le systtme immunitaire humain

Cibler I'environnement microbien pathogene et stimuler les défenses immunitaires
innées de I'nGte sont des stratégies émergentes pour prévenir et résoudre les infections face a
une vaste gamme de micro-organismes (bactériennes, virales et fongiques) a laide
d'immuno-modulateurs. Des molécules qui induisent I'expression de peptides
antimicrobiens, des antibiotiques produits naturellement par les cellules épithéliales
humaines (tissus tapissant la muqueuse du corps) qui limitent la sécrétion de substances pro-
inflammatoires pour maintenir l'intégrité de la muqueuse. En criblant une bibliotheque de
composés naturels, trois molécules ont été identifiées a partir de plantes médicinales qui
stimulent sélectivement la transcription du géne codant pour la 3-défensine-3, un peptide au

potentiel d'activité antimicrobienne extrémement élevé (Sechet et al., 2018).
Les plantes médicinales contenant ces molécules sont:

e Andrographis paniculata (roi des bitters ou chirette verte, originaire d'Inde et du Sri
Lanka) est une plante utilisée pour réduire les fievres et sa principale molécule
active est le diterpénoide labdane (I’andrographolide).

e Rabdosia rubescens (originaire de Chine et d'Asie de I'Est), une plante utilisée pour
traiter certains cancers en inhibant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins,
contient un diterpénoide purifié (I’oridonine).

e Glycyrrhiza glabra (la réglisse), que I'on trouve couramment en Europe et en Asie,
possede des propriétés anti-inflammatoires et ses racines contiennent de

I'isoliquiritigénine, un flavonoide (Sechet et al., 2018).

Apres avoir traité les cellules épithéliales intestinales avec ces composés, les
scientifiques ont traduit les mécanismes moléculaires soutenant I'induction de ce géne et ont
démontré des capacités bactéricides et bactériostatiques améliorées contre des agents
pathogenes tels que Listeria monocytogenes, Salmonella enterica et Pseudomonas

aeruginosa (Sechet et al., 2018).
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Tableau 5: Plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement des

Nom botanique

Barleria prionitis

Adhatoda vasica

Pellaea calomelanos

Sambucus australis

infections microbiennes (Mickymaray, 2019)

Famille

Acanthacées

Acanthacées

Adiantacées

Adoxacées

Partie
utilisée

Feuilles

Ecorces

Feuilles

Feuilles

Rhizome

Feuilles
Ecorces

Gram*

Bacillus subtilis,

Micrococcus
luteus,Bacillus
cereus,
Streptococcus
mutans,

Staphylococcus
aureus,

Lactobacillus
sporogenes

Bacillus spp.,
Streptococcus
mutans,
Staphylococcus
aureus,
Mycobacterium
tuberculosis,
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus

aureus, methicillin-

resistant,
Staphylococcus

aureus,
Staphylococcus

aureus, résistante a

la méthicilline-
gentamycine

Staphylococcus
epidermidis,

Propionibacterium

acnes

Staphylococcus
aureus,
Streptococcus
agalactiae

Gram’

Salmonella typhi,
Vibrio Cholera,
Micrococcus luteus,
Citrobacter,
Providencia

Pseudomonas spp

Escherichia coli,
Salmonella typhi

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli,
Salmonella
typhimurium,
Klebsiella pneumoniae

Champignon

Saccharomyces
cerevisiae
Candida
albicans

Trichophyton
mentagrophytes,
Microsporum
canis

Candida
albicans
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Carpobrotus edulis Aizoacées

Achyranthes aspera Amaranthacées

Alternanthera Amaranthacées
sessilis

Amaranthus Amaranthacées
caudatus

5. Plantes médicinales et résistance aux antimicrobiens

Feuilles

Racines
Feuilles
Tiges

Feuilles

Feuilles

Streptococcus
mutans,
Streptococcus
sanguis,
Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus casei

Staphylococcus
aureus, Bacillus
subtilis,

S. pyogenes

S. aureus, Bacillus
spp.

Porphyromonas
gingivalis,
Fusobacterium
nucleatum

Escherichia coli,
Porteus vulgaris,
Klebsiella
Pneumoniae

Salmonella typhi

Escherichia coli,
Salmonella typhi,
Porteus mirabilis

Candida
albicans
Candida
glabrata
Candida krusei

Les extraits de plantes sont couramment étudiés comme agents modificateurs de

résistance (AMR) potentiels. Les AMR ont plusieurs modes d'action suggéres pour restaurer

I’efficacité des antibiotiques contre les bactéries résistantes.

5.1. Mécanisme d’action

5.1.1. Action sur les sites cibles modifiés

Un processus partagé de résistance bactérienne aux antibiotiques altére les sites cibles,

ce qui se manifeste dans le cas des tétracyclines, des béta-lactamines et des glycopeptides. La

résistance des espéces de Streptococcus aux macrolides, a la streptogramine B et au

lincosamide est due a la méthylation de I'amino N-6 dans un résidu d'adénine de I'ARNr 23S

(Sibanda et Okoh, 2007).

Par ailleurs, la résistance aux béta-lactamines se manifeste en ciblant les enzymes de

liaison a la pénicilline (PBP) présentes dans les parois cellulaires des bactéries. Les souches

de SARM ont développé cette résistance en acquérant et exprimant le géne mecA, qui code

pour une transpeptidase PBP2a modifiée ayant une affinité réduite pour la pénicilline (De

Abreu et al., 2012).
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Toutefois, l'inhibition des PBP entraine un effet thérapeutique notable assuré par
certains agents, utilisés seuls ou en synergie, qui interviennent en entravant les cibles le long
de la voie métabolique, déclenchant de ce fait la mort cellulaire. Certains antibiotiques
présentent une efficacité supérieure contre la PBP2a, notamment les céphalosporines, le
trinem et les carbapénemes. En revanche, les antibiotiques glycopeptidiques sont efficaces
contre les bactéries Gram-positif qui résistent a la vancomycine et a la teicoplanine. Un autre
mode d’action dont les AMR agissent en inhibant les enzymes bactériennes qui rendent les
antibiotiques inefficaces. La béta-lactamase, qui dégrade la méthicilline et ses antibiotiques
proches, est lI'exemple le plus fréquemment cité d'une telle inactivation (De Abreu et al.,
2012).

5.1.2. Inhibition des enzymes pour protéger les antibiotiques et prolonger leur effet

Un exemple de ceci est I'acide clavulanique, qui se fixe aux béta-lactamases avec une
forte affinité (De Abreu et al., 2012). Ce mécanisme de résistance est aussi utilise par les
bactéries Gram négatif contre les amino-glycosides (Sibanda et Okoh, 2007). Un élément
suppresseur de l'opéron béta-lactamase chez Staphylococcus aureus Blal lie spécifiquement
les deux zones de symétrie dyade (les opérateurs) dans la région blaZ-blaR1 située entre les
genes. Le remplacement d'une lysine au niveau N-terminal ou l'effacement de I'acide aminé
23 compromet fortement la capacité du répresseur a sattacher a I'ADN, donc les deux bouts
sont essentiels pour le fonctionnement. Le répresseur Blal présente une liaison de méme
affinité avec les régions en amont du gene mecA dans le Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM), suggérant une interaction deja observée entre ces deux systémes
(Gregory, 1997).

5.1.3. Perméabilisations membranaires

La résistance aux antibiotiques peut se manifester chez les bactéries suite a une
modification des protéines de la membrane externe, ce qui diminue la perméabilité de la
membrane aux antibiotiques. Il a été rapporté ce type de résistance dans des souches qui
résistent aux béta-lactamines, aux carbapénémes, aux tétracyclines, aux sulfamides, au

chloramphénicol et aux fluoroquinolones.

Les AMR qui affectent I'intégrité de la membrane en raison de leur nature lipophile
augmentent non spécifiquement la perméabilité de la membrane aux composés

extracellulaires tels que les antibiotiques (De Abreu et al., 2012). Il a été associé la galangine,
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le kaempféride et le kaempféride-3-O-béta-D-glucoside a I'amoxicilline et ils les ont étudiés
en relation avec la résistance d'E. coli a l'amoxicilline. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de I'amoxicilline, du kaempféride-3-O-B-D-glucoside, de la galangine et
du kaempféride étaient supérieures a 1 000, 500, 500 et 600 ug/ ml, respectivement. Quand
I'amoxicilline a été associée a l'un de ces flavonoides, une synergie a €été constatée.
L'association de I'amoxicilline & une concentration de 10 ug/ ml et du kaempféride a 40 ug/
ml ou du kaempferide-3-O-B-D-glucoside & 50 pug/ ml a diminué le nombre de cellules
bactériennes a 4 x 10% et 1 x 10% ml suite & un traitement de six heures, respectivement. En
outre, I'amoxicilline a une concentration de 10 pg/ ml et la galangine a 40 ug/ ml ont diminué
le nombre de cellules a 1 x 103 en 6 heures, et ce nombre n'est pas revenu a son niveau normal
apres 24 h (Eumkeb et al., 2010).

Quand la galangine a été combinée a I'amoxicilline, une microscopie électronique en
transmission a mis en lumiére un détachement de la membrane externe des cellules.
L'hypothése envisagée est une dégradation de la couche interne du peptidoglycane.
De plus, certaines bactéries manifestaient des régions sans ribosomes dans le cytoplasme. Il
semblait que la majorité des bactéries traitées étaient plus grandes que les cellules de
réféerence. 1l y avait une différence croissante entre [I'extérieur et les membranes
cytoplasmiques pour I'amoxicilline et le kaempféride ou le kaempféride-3-O-B-D-glucoside.
Ces cellules ont aussi montré des altérations morphologiques au niveau de la paroi cellulaire
et de leur forme. Plusieurs parois cellulaires de diverses bactéries ont été détruites (Eumkeb et
al., 2010).

C'est pourquoi I'amoxicilline ou les flavonoides pris individuellement n'ont pas réussi a
altérer la perméabilité membranaire, contrairement a leurs mélanges. L'association de
I'amoxicilline avec le kaempféride ou le kaempféride-3-O-B-D-glucoside s'est révélée plus

efficace que celle de I'amoxicilline avec la galangine (Eumkeb et al., 2010).
5.1.4. Inhibition des pompes d'efflux

Plusieurs systemes d'efflux identifient divers composés, contribuant ainsi a la résistance
aux multiples medicaments (Sibanda et Okoh, 2007; De Abreu et al., 2012).
Méme si les systemes d'efflux de médicaments sont exprimés de fagon constitutive chez les
bactéries, une exposition prolongée au substrat provoquera une majoration de leur expression

(Sibanda et Okoh, 2007). Les systémes d'efflux sont classés généralement en cing catégories:
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la superfamille des facilitateurs majeurs (SFM), la famille de la résistance-nodulation-division
(RND), le groupe de résistance multi-médicaments (PRM), la cassette de liaison a I'ATP
(CLA) et la famille d'extrusion multiple d'antibiotiques et de toxines (EMAT) (De Abreu et
al., 2012).

En regle générale, l'efflux chez les micro-organismes Gram positif s'effectue via SFM,
PRM ou CLA, alors que chez les micro-organismes Gram négatif, il se fait par RND et PRM.
Quelques systemes d'efflux se sont distingués comme un facteur crucial de la résistance aux
multi-médicaments. Parmi celles-ci figure la protéine NorA chez la bactérie Staphylococcus
aureus résistant a plusieurs médicaments, qui est responsable d'au moins 10 % des souches de
SARM (De Abreu et al., 2012). Ce microorganisme posséde également d'autres systémes
d'efflux actifs, a savoir MsrA qui s'oppose aux macrolides et TetK qui résiste a la tétracycline.
Le BMR chez Bacillus subtilis est actif contre la tétracycline (De Abreu et al., 2012) ainsi que
le MexAB-OprM chez Pseudomonas aeruginosa est le mécanisme sous-jacent qui lui permet
de résister aux béta-lactamines, tétracyclines, triméthoprime et quinolones; il fait partie de la
famille RND (Sibanda et Okoh, 2007; De Abreu et al., 2012). De méme, AcrAB-TolC, un
membre de la famille RND chez les Enterobacteriaceae, est responsable de la résistance aux
tétracyclines, au chloramphénicol et aux fluoroquinolones (De Abreu et al., 2012). Les AMR
répondent en inhibant I'efflux des pompes pour restaurer la sensibilité aux antibiotiques, et par
une autre méthode qui consiste a synthétiser des analogues d'antibiotiques que les systémes

d'efflux ne parviennent pas a identifier (De Abreu et al., 2012).

L’elacridar (GG918), un inhibiteur d'efflux récemment développé, est un composé
synthétique qui s'est montré aussi efficace que la réserpine (un alcaloide) dans I'augmentation
de lefficacité antibiotique de la norfloxacine et de la ciprofloxacine contre la bactérie
Staphylococcus aureus. Dans une lignée présentant une surexpression de NorA SA-1199B, le
GG918 a été capable de diminuer les CMI des fluoroquinolones de 4 a 8 fois. Ces effets ont
été observés dans le SA-K2068 qui exprime un efflux lié a la pompe, distinct de NorA. Il a
également été observé que le GG918 et la réserpine peuvent réduire les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de 2 a 4 fois chez les souches témoins sensibles aux
fluoroquinolones, ainsi que dans celles exprimant MsrA et TetK, ce qui suggére une inhibition
de pompes pour lesquelles la norfloxacine et la ciprofloxacine sont des substrats (Gibbons et
al., 2003).
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Figure 12: Rdle de quelques composés bioactifs (métabolites secondaires) dans la résistance

6. Applications des métabolites secondaires dans la lutte contre la résistance aux

antimicrobiens

L'antibiorésistance est un enjeu complexe principalement causé par l'abus
d'antimicrobiens dans les domaines médical, agricole et alimentaire. Explorer des options
autres que les antibiotiques dans ces secteurs pourrait diminuer la sélection de phénotypes
résistants chez les microbes, ce qui permettrait de gérer I'évolution de la résistance.
La chimiothérapie antimicrobienne est un pilier essentiel dans le traitement des infections
microbiennes en médecine humaine et vétérinaire. Toutefois, face a l'accroissement de la
résistance des microbes, I'emploi d'antibiotiques pour une thérapie efficace s‘avere de plus en
plus complexe. Il faut trouver des substituts antimicrobiens capables de compléter, diminuer

ou remplacer les antibiotiques en usage, sans nuire a la santé de I'hote.

L'utilisation d'antimicrobiens issus de plantes est une approche viable grace a leurs
multiples effets pharmacologiques. Les composés phytochimiques et les extraits de plantes
présentent un potentiel encourageant pour des applications thérapeutiques contre les bactéries

résistantes (Kumar et Pandey, 2013).
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6.1. Augmentation de la sensibilité des microbes résistants aux antimicrobiens

L'efficacité des antimicrobiens d'origine végétale a été examinée pour renverser les
résistances medicamenteuses chez les microbes pathogénes et accroitre leur sensibilité aux

antimicrobiens actuellement en usage (Aiyegoro et Okoh, 2009).
6.1.1. Chez les Enterobactériacées

Plusieurs études ont prouvé l'efficacité de certains métabolites secondaires pour
renforcer la sensibilité¢ des bactéries aux antibiotiques (Brehm-Stecher, 2013). Les
scientifiques ont noté que des concentrations faibles de sesquiterpénes (comme le nérolidol,
l'apritone et le bisabolol) amplifiaient la sensibilité des Escherichia coli résistants a la
ciprofloxacine, a la clindamycine, a la vancomycine et a la tétracycline. Dans le méme ordre
d'idees, Dickson et ses collaborateurs ont constaté que les extraits de Mezoneuron
benthamianum, Securinegavirosa et Microglossapyrifolia augmentaient la sensibilité des
souches resistantes a la norfloxacine telles que Salmonella sp, Klebsiella sp et Pseudomonas

aeruginosa (Dickson et al., 2006).

En outre, l'association d'extraits de racines et de graines de Peganum harmala avec la
novobiocine a démontre un effet synergique contre Escherichia coli et Klebseilla pneumoniae
(Darabpour et al., 2011). L'association de ces extraits avec la colistine a révélé une puissante
action antibactérienne méme contre les souches d'E. coli et de Listeria monocytogenes

résistantes a la colistine (Darabpour et al., 2011).

Selon une autre recherche, le géraniol derive de l'extrait d'Helichrysum italicum a
renforcé l'efficacité antimicrobienne des quinolones, du chloramphénicol et des B-lactamines
face aux agents pathogenes multi-résistants (Lorenzi et al., 2009). Un effet synergique
comparable a été noté entre les antibiotiques et les métabolites secondaires dérives de
Camellia sinensis (Aqil et al., 2005; Kondo et al., 2005), Caesalpinia spinosa (Chan et al.,

2011), Scutellaria baicalensis et I'huile de Croton zehntneri (Rodrigues et al., 2009).
6.1.2. Chez Clostridium difficile

Il existe peu d'études qui ont examiné I'impact des métabolites secondaires sur la
résistance aux antibiotiques ou les caractéristiques de virulence de Clostridium difficile. Selon
une recherche, il a été observé que le carvacrol et le trans-cinnamaldéhyde diminuaient la

production et la cytotoxicité de Clostridium difficile en laboratoire (Mooyottu et al., 2014).

69



Chapitre 1 Plantes médicinales et infections entériques microbiennes

6.2. Effets sur les mécanismes de résistance chez les microbes

L'aptitude des métabolites secondaires a renforcer la sensibilité des micro-organismes
aux antibiotiques pourrait résulter de leur capacité a ajuster les mécanismes de résistance aux
medicaments chez ces micro-organismes. Les microbes utilisent principalement trois
stratégies pour résister aux antibiotiques: I'inhibition des pompes a efflux (Nikaido, 1994), la
modification des sites d'action des antibiotiques (Spratt, 1994) et la décomposition
enzymatique des agents antimicrobiens (Davies, 1994). Les pompes efflux diminuent
l'accumulation de médicaments dans le cytoplasme en transférant les composés de la

membrane interne vers I'espace péri-plasmique ou directement vers le milieu extérieur.

Dans les microbes Gram positif, les principales pompes d'efflux appartiennent a la
classe PRM (Alvarez-Ortega, 2013). Cependant, pour les microbes Gram négatif, la famille
RND qui crée un passage efficace entre la membrane interne et l'espace péri-plasmatique,
ainsi que les pompes AcrAb-TolC, contribuent a I'¢jection des composés antimicrobiens
(Horiyama, 2010; Alvarez-Ortega, 2013).

De nombreuses recherches ont démontre l'efficacité des antimicrobiens issus des plantes
pour diminuer l'activité de la pompe a efflux des bactéries Gram positif et Gram négatif
(Piddock, 2006; Chérigo et al., 2008; Kumar et al., 2008; Holler et al., 2012). Selon une
recherche, cing composés dérivés de plantes (a savoir, le trans-cinnamaldéhyde, le carvacrol,
le thymol, I'eugénol et l'acide PB-résorcylique) accroissent la sensibilité de Salmonella

typhimurium DT104 a cing antibiotiques (Johny et al., 2010).

De plus, le trans-cinnamaldéhyde et le thymol a des concentrations sous-inhibitrices ont
diminué I'expression des genes responsables de la résistance a lI'ampicilline (blaPSE), au
chloramphénicol (floR), a la streptomycine (aadA2), au sulfaméthoxazole (sull), a la
tétracycline (tetG) ainsi que les génes d'invasion (hilA, hilD, invF, fliZ et ygiX) (Kon et Rai,
2016).

Comme l'interaction entre des antibiotiques particuliers et la pompe d'efflux AcrAB-
TolC joue un réle majeur dans le mécanisme de résistance de Salmonella typhimurium
DT104, il est possible que les composés végétaux précédemment cités modifient ces pompes
d'efflux afin d'accroitre la sensibilité du pathogéne aux antibiotiques (Quinn et al., 2006). La
B-lactamase est une enzyme générée par des micro-organismes qui ont développé une

résistance aux medicaments, leur conférant ainsi une résistance aux antibiotiques de la famille

70



Chapitre 1 Plantes médicinales et infections entériques microbiennes

des B-lactamines (Frere, 1995). Plusieurs composés vegéetaux qui exercent un effet inhibiteur
sur les B-lactamases ont été identifiés (Jimenez-Valera et al., 1987). Garcinia lucida et
Bridelia micrantha, deux plantes médicinales présentes au Cameroun, ont montré une activité
anti-p-lactamase significative due a des extraits de ces derniéres (Gangoué-Piéboji et al.,
2007). De méme, une activité anti-pénicillinase a été notée dans ’EGCG. Ce dernier s'est
révélé étre capable d'accroitre la sensibilité de Staphylococcus aureus a la pénicilline et de
renforcer l'efficacité antimicrobienne de I'ampicilline et du sulbactam contre le SARM (Zhao
et al., 2002).

Quelques extraits de polyphénols ont été identifiés comme étant capables d'inhiber la
diarrhée provoquée par les entérotoxines thermolabiles (Verhelst, 2013). Les alcaloides
possedent principalement des caractéristiques antimicrobiennes en s'insérant dans la
membrane cellulaire et 'ADN des bactéries. La quinine, un alcaloide présent dans I'écorce des
arbres de quinquina, est utilisée comme reméde contre le paludisme (Aiyegoro et Okoh,
2009). La papavérine, un alcaloide benzylisoquinoline, exerce une puissante action inhibitrice
sur la réplication du cytomégalovirus, du virus de I'immunodéficience humaine et du virus de

la rougeole (Aiyegoro et Okoh, 2009).
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Tableau 6: Plantes médicinales a effet antimicrobien contre les bactéries multi-résistantes

Plante

Alkanna tinctoria

Rhazya stricta

Holarrhena antidysenterica

Allium sativum

Oxalis corniculata

Coula edulis

Mangifera indica

Citrus sinensis

Moringa oleifera

Matricaria
recutita

Partie

Feuilles

Feuilles

Fruit

Feuilles

Fruits

Ecorces

Pelures

Feuilles

Fleurs

(Jubair et al., 2021)

Composant actif

Alcaloides
Flavonoides
Glucides

Alcaloides

Alcaloide
Conessine

Allicine

/

Alcaloides,
Flavonoides,
Saponines,
Glycosides
cardiaques

Caroténoides
Tannins
Catéchine
Polyphénols

Polyphénols,
Catéchine,
Glucides

Alcaloides,
Polyphénols,
Flavonoides

Anthraquinones

Coumarine

Tannins, Saponines
Terpenes, Stérols

/

Mécanisme
d’action
/

Perturbation de

membrane
cellulaire

Inhibition de

pompe a efflux

/
/

Inhibition de

pompe a efflux

Inhibition de

pompe a efflux

Inhibition de

pompe a efflux

Microorganisme

SARM, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

SARM, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, ERV

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi multi-
résistante, Klebsiella
pneumoniae

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella spp.
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella spp.
Escherichia coli

SARM: Staphylococcus aureus résistant a la méticilline; ERV: Entérocoque résistant a la vancomycine
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Les antimicrobiens issus de plantes médicinales sont naturels, durables et plus sdrs que
les alternatives synthétiques. Ils sont accessibles au sein des communautés locales,
économiques, simples a administrer et ont le potentiel d'apporter des bénéfices thérapeutiques
significatifs tout en offrant un traitement plus abordable. Par ailleurs, ces antimicrobiens
naturels peuvent représenter une option thérapeutique bénéfique en présence de divers effets
indésirables et résistance aux traitements médicamenteux (Vaou et al., 2021).

Il faut mettre en évidence le potentiel de l'utilisation d'antimicrobiens naturels comme
une stratégie prometteuse pour controler le développement de la résistance aux antimicrobiens

chez les micro-organismes.

Bien que leur innocuité, leurs effets biologiques diversifiés et leur adéquation a
différentes applications favorisent [l'utilisation des métabolites secondaires. Des études
complémentaires sont  nécessaires pour mieux caractériser leurs  propriétés
pharmacodynamiques et pharmacocinétiques pour développer des agents antimicrobiens

naturels, efficaces et sdrs.
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Chapitre 2 Monographies des plantes étudiées

1. Apium graveolens L.

1.1. Introduction

Depuis l'antiquité, les plantes médicinales ont été utilisees pour soigner des maladies
courantes. Elles sont favorisées en raison de leur abondance en propriétés thérapeutiques, de
leur moindre co(t et de la rareté des effets secondaires négatifs.

Les plants d’Apium sont trés appréciés dans la société contemporaine car ils constituent
une alternative abordable aux médicaments chimiques colteux qui ont souvent des effets

nefastes sur la santé humaine (Salehi et al., 2019).

Effectivement, l'analyse phytochimique quantitative des plantes d'Apium a révélé la
présence d'un large éventail de composants, contenant des glucides, des alcaloides, des
glycosides, des flavonoides, des saponines, des stéroides, des tanins et la plupart des macro et
oligo-éléments, bien que les terpénoides soient présents en quantités faibles, voire
inexistantes. Des alcools sesquiterpéniques, des acides gras et des huiles volatiles ont
également été détectés, ainsi que des phénols et des furanocoumarines (Zujovic et al., 2015).
Cette richesse en phytoconstituants bioactifs assure une diversité de propriétés

pharmacologiques de plantes d’Apium.

Les plantes médicinales introduisent de nouvelles sources d’agents antimicrobiens et
antifongiques naturels (Shad et al., 2011). Plusieurs enquétes épidémiologiques ont montré
que les effets antibactériens et antifongiques des plants d’Apium jouent un réle clé dans
I'inhibition de la croissance microbienne (Kooti et Daraei, 2017). De plus, de nombreuses
études in vitro ont démontré I’activité antimicrobienne des plantes d’Apium (Salehi et al.,
2019).

Ce genre appartient a la famille des Apiacées et se compose principalement de plantes
aromatiques. Il comprend environ 20 especes de plantes a fleurs, réparties dans le monde

entier. L'espéce la plus connue est le céleri ou Apium graveolens L. (Salehi et al., 2019).
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1.2.Etude botanique de la plante

1.2.1. Systématique de la plante

Le tableau suivant représente la classification botanique classique d’Apium graveolens L. selon

Cronquist (1981)

Tableau 7: Systématique botanique d’Apium graveolens L. (Cronquist, 1981)

Regne
Sous-régne
Division
Classe

Sous-classe
Ordre

Famille
Sous-famille
Tribu
Genre

Espéce

Systématique

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Rosidae
Apiales

Apiaceae
Apioideae
Apieae
Apium

Apium graveolens
L., 1753
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Figure 13: La plante Apium graveolens L.

1.2.2. Description botanique de la plante

Le celeri est une plante bisannuelle ramifiée aux branches épaisses et denses pouvant
atteindre un métre de longueur. Les feuilles sont triangulaires, en forme de losange ou en
forme de lance, mesurant environ 5 a 50 mm de long. Les bords des feuilles sont lobés et
dentés (Lim, 2015). Les tiges de cette plante sont ramifiées, humides et nervurées. La forme
des racines est équestre. Les fibres racinaires s'étendent latéralement a partir de la base de la
tige sur un rayon d'environ 5 a 9 cm. Les racines peuvent pénétrer jusqu'a 30 cm dans le sol.
Le fruit est brun avec des rayures noires sur la couche externe, de 1 a 2 mm de diamétre,
presque rond, parfumé, schizocarpeux, avec deux schizocarpes (Rastogi et al., 1990). Les
graines sont brunes, dentelées, oblongues, de 1,5 a 2 mm de large. Il y a une graine dans
chaque carpelle, ou deux carpelles reliés au fruit. Les fleurs sont blanc verdatre, de forme
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ovale et comportent cing pétales (Amirghofran, 2010).

Le céleri a un arébme unique et agréable grace a la molécule 3NB (3, n-butylphtalide)
présente uniquement dans cette plante, qui est responsable de sa nature et de son odeur
uniques (Gupta et al., 2019). Certaines parties du céleri sont utilisées pour aromatiser les
aliments, comme les tiges, les feuilles, les oléorésines et les graines (Sowbhagya, 2014).

Le celeri peut étre cultivé toute l'année. Mars est un bon mois pour les semis et la
récolte a lieu en novembre. Il pousse mieux dans les zones fraiches et légérement chaudes. Le
celeri peut pousser dans une variété de sols, a I'exception des sols alcalins, tandis que les sols
argileux et gorgés d'eau sont favorables a sa culture. Cette plante réagit de maniére tres
sensible au sol, le seuil de pH du sol doit donc étre compris entre 5 et 7 (Fazal et Singla,
2012).

1.2.3. Variétés de la plante

Le synonyme d’Apium graveolens est Apium petroselinum Linn. En culture, le celeri est

différencié en quatre variétes:

e Apium graveolens var. graveolens: l'ache des marais

e Apium graveolens var. dulce: le celeri-branche, celeri a cotes, céleri cultive, céleri
simple

e Apium graveolens var. rapaceum: le céleri-rave, celeri-navet

e Apium graveolens var. secalinum: le celeri a couper, celeri a feuille (Gupta et al.,
2019).

1.2.4. Dénomination vernaculaire de la plante

L’appellation de celeri differe d’un pays a ’autre, ou bien d’une langue/dialecte a
I’autre (Tableau 8).
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Tableau 8: Quelques dénominations de céleri dans quelques langues/dialectes (AL Asmari et al., 2017;
Naushad et al., 2020).
Langue Dénomination vernaculaire
Arabe Habb-ul-Karafs, Samarul Karafs, Karafs,
Tukhm-e-Karafs, Fitra Saliyun

Algérien Krafes, Lekrafez

Unani Karafza, Saalyun

Anglais Celery, Marsh Parsley, Smallage, Wild
Celery, Apium

Francais Api, Api bausguas, Ache, Ache cultivée

Espagnol Apio, Apio comun

Allemand Eppich, Sellerie, Sumpfeppich,Wassereppich,
Wassermark, Wasserpeterlein, Wildersellerie

Italien Appio, Sedano

Persan

Tukhm-e-Karafs, Karafs, Karafsh, Karash,
Tukhm-e-Karasb, Karafskohi

Russe
Dikiy Selderei

Turc Kereviz

Chinois Qincai

Romain Baatrakhiyun

Grec Udasaliyon

Hindi
Karafs, Ajmod, Ajmad, BariAjmod, Ajmud,
Boriajmud, Ajmoda

Sanskrit
Ajmoda, Andha Patriki, Brahmakoshi,
Dipyaka,
Gandhadala, Mayura, Shikkimoda,
Ugragandha,
Vastamoda, Vishali

Ourdou Tukhm-e

Karafs, Ajmod
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1.2.5. Répartition géographique

Le celeri provient de plantes marécageuses et sauvages largement répandues en Asie et
en Europe (Turner et al., 2011; Gupta et al., 2019). 1l est principalement distribué dans le sud
de I'Europe, cultivé en France, également distribué en Italie, et s'étend en Suéde, en Egypte,
en Algérie et en Ethiopie (Gupta et al., 2019), mais jusqu'a présent, le céleri est consommé et
cultive partout dans le monde (Kairula et al., 2021).

Cette plante nécessite une humidité élevée pour pousser. Par conséquent, elle peut
pousser de maniére optimale dans les régions aux climats a la fois froids et chauds (Roper et
al., 2017). Le céleri a également besoin d'ombre pour pousser, car une forte lumiere inhibe sa
croissance (Gruda, 2005).

Figure 14: Répartition géographique du celeri-rave dans le monde
(https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/83195, consulté le 27.02.2023 a
15h 22m) @ Présent
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1.3. Composition chimique

L’Apium graveolens L. est une plante médicinale qui incorpore des constituants

chimiques trés variés avec de différentes structures (Tableau 9).

Tableau 9: Composition chimique d’Apium graveolens L. (Gupta et al., 2019; Naushad et al., 2020; Knez et al.,

2022)
Composant Exemple
Phénols Pyrogallol, acide gallique, acide 4-amino-

benzoique, acide protocatchuique, catéchine,
catéchol, acide chlorogénique, épicatéchine, acide p
OHbenzoique, caféine, acide caféique, acide
vanillique, acide p-coumarique, acide férulique,
acide iso-férulique, acide ellagique, acide alpha-
coumarique, acide benzoique, coumarine, acide
3,4,5 triméthoxy-cinnamique, acide salycilique,
acide cinnamique, protocatechuic, acide
chlorogénique, acide syringique, acide férulique,
chrysine

) Lutéoline 6-arbinose 8-glucose, lutéoline 6-glucose
Flavonoides 8- arbinose, apigénine 6 rhamnose 8-glucose,
apigenine  6-glucose  8-rhamnose,  lutéoline,

hespéridine, rutine, acide rosmarinique, apigénine

7-0-néohespéroside, kaempferol 3, 7-dirhamoside

apigenine  7-glucose, quercétrine, hespéritine,

kaempférol, rhamnétine, apigénine, lutéoline,

chrysoeriol,  quercétine,  seéseline,  osthénol,

apigravine, célerine, hespéritine, acide

rosmarinique, daidzéine, génistéine, isorhamnétine

Coumarines L . .
Isopimpinelline, marmesine, khelline,

methylumbelliferone, isofraxidine,
coumarine olignoide, cleomiscosine A, esculine,
bergaptene, osthénol, apiumoside, isoimperatorine
isopimpinelline, 8-hydroxy méthoxypsoraléne,
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1.4. Utilisation thérapeutique de la plante
1.4.1. Utilisation médicale empirique

Le celeri est une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle. Elle
est utilisée pour traiter les douleurs d'estomac et les spasmes et est également laxative,
diurétique et sédative. Cette plante peut également étre utilisée comme cardiotonique pour
abaisser la tension artérielle (Lans, 2006).

De plus, des recherches montrent que le céleri peut traiter les problemes articulaires
(Fazal et Singla, 2012) et que ses graines peuvent également étre utilisées pour augmenter la
production de lait maternel (Hardani et al., 2015).

1.4.2. Utilisation médicale scientifique

Le celeri peut étre utilisé pour traiter les problemes rénaux car il contient des composes
actifs qui peuvent réduire les niveaux d'acide urique (Kooti et al., 2015). Ses tiges et ses
graines agissent comme antiseptique, anti-inflammatoire, hypotenseur, carminatif,
antiseptique urinaire, sédatif, antirhumatismal et antispasmodique (Asif et al., 2011). De plus,
cette plante est utilisee comme laxatif, stimulant, diurétique, aphrodisiaque, emmenagogue,
carminatif, antispasmodique et vermifuge (Fazal et Singla, 2012). De plus, cette plante est
fortement recommandée pour soulager les flatulences et les douleurs abdominales (Larijani et
al., 2016) comme elle traite I'insomnie et I'cedéme post nasal (Gupta et al., 2019). En outre, le
celeri peut étre combiné avec du jus de carotte pour traiter les maladies chroniques (Georgiana
et al., 2013), et ses graines peuvent étre utilisées pour traiter les problémes d'estomac et les

déséquilibres chimiques du corps (Kooti et al., 2015).
1.5. Propriétés pharmacologiques
1.5.1. Activité anti-inflammatoire

Les capacités anti-inflammatoires du céleri ont été évaluées dans un modele
expérimental de test d’oreille de souris induit par I’huile de celeri. Les résultats ont montré
que les souris induites par ’huile de céleri présentaient une activité anti-inflammatoire sept
fois inférieure a celle du médicament standard, I’indométacine. Ce mécanisme peut se
produire en raison de l'activité inhibitrice du composé apiine sur la production d'oxyde
nitrigue (NO) inductible et d'oxyde nitrique synthase (NOS) (Mencherini, 2007). Le
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polysaccharide présent dans le céleri, I'apiuman, peut augmenter la production d'interleukine
10 (IL-10), diminuer I'IL-1pB et réduire la migration des neutrophiles, entrainant une activité
anti- inflammatoire (Ovodova, 2008). De plus, les extraits aqueux de branches de céleri
contiennent des composeés polaires ayant une activité anti-inflammatoire (Lewis et al., 1985).

1.5.2. Activité anticancéreuse

L'huile de celeri contient des composés actifs importants appelés phtalides qui peuvent
protéger contre le cancer, le cholestérol et I'nypertension artérielle. Le composé phtalide le
plus actif est le sedum, qui peut combattre les tumeurs chez les patients cancéreux. L'huile de
graines contient deux composés actifs principaux, la lactone de sedum et le 3-n-butylphtalide,
qui peuvent stimuler les enzymes détoxifiantes dans les tissus tumoraux cibles appelées
glutathion S-transférase (GST) (Koken et al., 2016). Le céleri peut également réduire la
mutation des cellules cancéreuses en combattant les radicaux libres présents dans les cellules
endommagées, réduisant ainsi le risque de mutation de ces cellules en cellules cancéreuses.
D’autres composés actifs du céleri, a savoir la coumarine, ont également montré cette activité.
Etant riche en potassium et en sodium, il peut &tre utilisé comme boisson & base de jus comme
puissant substitut d’électrolyte. Le celeri controle également les niveaux de cholestérol et de

cancer apres une desintoxication accrue (Sowbhagya, 2012).
1.5.3. Activité antiulcéreuse

L'extrait éthanolique de graines de celeri protége efficacement contre les ulceres
gastriques chez le rat induits par I'indométacine et les agents destructeurs de cellules. L'extrait
a preservé la sécrétion de la muqueuse gastrique et a renforcé les facteurs de sa défense,
probablement grace a son potentiel antioxydant, qui peut étre affecté par les composés
antioxydants (tanins et flavonoides) présents dans l'extrait éthanolique de graines de céleri
(Al-Howiriny et al., 2010).

1.5.4. Activité antioxydante

Le céleri contient de nombreux composés phénoliques et constitue une excellente source
d'antioxydants (Jung, 2011). Effectivement, I'activité antioxydante des feuilles de céleri a été
étudiée en piégeant l'activité radicalaire de la 1,1-diphényl-2- trinitophénylhydrazine (DPPH),
elle est donc considérée comme un antioxydant naturel en inhibant le processus oxydatif

(Nagella, 2011), qui est associé a dautres composés antioxydants, notamment le L-
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tryptophane et les dérivés de la méthoxy phénylchroménone (Momin et Nair, 2002). D'autres
etudes in vivo sur la toxicité induite par le CCls ont également montré une activité

antioxydante significative du céleri (Popovi¢, 2006).
1.5.5. Activité antidiabétique

Pour étudier l'activité antidiabétique contre le modéle de diabete de rat induit par la
streptozotocine, une étude utilisant I'extrait de n-butanol de graines de celeri pour améliorer le
statut antioxydant et la peroxydation lipidique a été menée. Les résultats ont montré que cet
extrait (60 mg/ kg de poids corporel) ou le traitement & I'insuline comme médicament standard
module l'activité de toutes les enzymes antioxydantes, favorise la prise de poids, améliore les
complications de stress accompagnant le diabéte et maintient une glycémie normale (Gupta,
2014; Al-Kurdy, 2016).

1.5.6. Activité anti-infertilité

Une étude a montré que l'extrait de céleri a une activité protectrice contre la toxicité
testiculaire induite par le valproate de sodium chez le rat. Ce résultat a été fortement étaye par
I’analyse histopathologique. L'apigénine, l'un des principaux composés actifs du celeri,
pourrait jouer un réle dans cette activité (Hamza et Amin, 2007). D'autres études ont montré
que I'extrait de céleri avait une activité dans I'élimination des dommages testiculaires d'origine
chimique dans les testicules de rat (Madkour et al., 2012; Kooti et al., 2014a; Kooti et al.,
2014b).

1.5.7. Activité antiplaquettaire

L'extrait de celeri a une forte activité antiplaquettaire, grace a l'apigénine, qui joue un
réle dans linhibition de l'agrégation plaquettaire induite par l'adénosine diphosphate, le

collagene et l'acide arachidonique (Teng et al., 1988).
1.5.8. Activité anti-spasmolytique

L'extrait d'éthanol de celeri a une puissante activité antispasmodique car il supprime les
concentrations iléales de maniere dose-dépendante. Les composeés actifs tels que I'apigénine et
les flavonoides présents dans les extraits éthanoliques de céleri peuvent jouer un réle dans
cette activité (Gharib Naseri et al., 2007).
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1.5.9. Activité hépato-protectrice

L'extrait méthanolique de graines de céleri a une forte activité hépato-protectrice
contre les lésions hépatiques induites par le paracétamol (Singh et Handa, 1995) et le
tétrachlorure de carbone (Ahmed et al., 2002). Comparé au médicament standard; la
silymarine, l'extrait de celeri a réduit le risque de développer une hépato-toxicité,
notamment l'alanine amino-transférase, I'albumine, la phosphatase alcaline, I'aspartate
amino-transférase et les protéines totales. L'analyse histopathologique a également montré
que l'extrait méthanolique de graines de celeri pouvait restaurer les changements structurels
induits par le paracétamol dans les tissus hépatiques. Dans une autre expérimentation, la
consommation alimentaire de celeri, d'orge et de chicorée a réduit les niveaux de

triglycérides, de cholestérol total et d'enzymes hépatiques sériques (EI-Mageed, 2011).
1.5.10. Activité cardio-protectrice

Dans une étude, des lapins ont été nourris avec des extraits aqueux et éthanoliques de
celeri, la pression artérielle moyenne et les contractions auriculaires des animaux ont été
mesurées. Il a ét¢ démontré que I’extrait éthanolique de celeri a une plus grande activité
hypotenseur que I’extrait aqueux. L'activité hypotensive des extraits aqueux et éthanoliques
de celeri peut étre bloquee par induction avec de I'atropine (0,3 mg/ kg) (Brankovic et al.,
2010).

1.5.11. Activité neuro-protectrice

L'activité antidépressive a été évaluée a l'aide d'un modéle expérimental in vivo
d'extrait méthanolique de graines de céleri. Les extraits testés (100 mg/ kg et 200 mg/ kg de
poids corporel) ont montré une activité antidépressive significative lors du test de
suspension de la queue de la souris, du test de nage forcée et de l'action de la souris. Ces
résultats se sont révélés similaires a ceux obtenus avec le médicament standard;
I'imipramine. L'extrait a montré une activité antidépressive plus forte a une dose de 200
mg/ kg de poids corporel par rapport a des doses plus faibles (Srinivasa et al., 2012). Dans
une autre étude, les lactones de sedum et le 3, n-butylphtalide isolés de I'huile de céleri ont
montré une faible activité sédative et ont induit le sommeil immédiatement apres que les
souris se soient rétablies d'un traitement précédent aux barbituriques (Bjeldanes et Kim,
2006).
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1.5.12. Activité cyto-protectrice

La lactone de sedum est I'un des principaux composés actifs de I'huile de céleri et est
largement utilisée dans le traitement des rhumatismes et de la goutte en raison de la toxicité
in vitro du peroxyde d'hydrogéne et de I'hnydro-peroxyde de tert-butyle. L'activité cyto-
protectrice a été évaluée a l'aide de cellules d'hépatome humain hautement différenciées et
de cellules d'adénocarcinome du célon. La viabilité cellulaire a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre. Le pourcentage de cellules viables a été évalué par dosage au micro-
tétrazolium. La viabilité des entérocytes est supérieure a celle des hépatocytes, ce qui
explique les effets toxiques de fortes concentrations de sedum sur les hépatocytes (Woods
etal., 2001).

1.5.13. Activité hypo-lipémiante

Afin de déterminer I'activité hypo-lipidémique in vivo, des souris ont recu de ’extrait
éthanolique de celeri (213 mg/ kg et 425 mg/ kg) par voie orale pendant 60 jours. Les
résultats de cette étude ont montré que cet extrait peut réduire les taux seriques de
cholestérol total, de triglycérides, de lipoprotéines de basse densité et augmenter les taux
de lipoprotéines de haute densité. Cette étude confirme I’activité hypo-lipidémiante du
celeri, utilisé depuis longtemps pour cet effet. Les mécanismes possibles comprennent la
suppression de la faim, la réduction de I'apport énergétique alimentaire, I'augmentation de
la dépense énergétique et la prévention de I'absorption des nutriments par le tube digestif
(Dyer, 1994; Hirscbberg, 1998).

1.5.14. Activité analgésique

L'extrait éthanolique de graines de céleri avait une forte activité analgesique chez les
rats induits par I'acide acétique par la méthode de la plaque chauffante et le test de torsion
(Atta et Alkofahi, 1998). Cet effet est lié a I'implication du celeri dans le cytochrome P450,

qui s'est avéré réduit dans les homogénats de foie (Jakovljevic et al., 2002).

1.5.15. Activité antimicrobienne

Les extraits éthanoliques de feuilles et de racines de céleri ont montré une activité
antibactérienne contre diverses bactéries telles qu’Enterococcus faecalis, Enterobacter

aerogenes, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Citrobacter freundii, Proteus
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vulgaris, Listeria monocytogenes, Hafnia alvei et Staphylococcus aureus. De plus, I’extrait
éthanolique de feuilles de celeri était plus puissant que ’extrait éthanolique de celeri-raves
séche. Des doses plus elevées de ces extraits ont montré une activité antimicrobienne plus
élevée. Par ailleurs, I'extrait de céleri inhibe la croissance de Citrobacter freundii et de
Proteus vulgaris (Sipailiene et al., 2005). Une autre étude a démontré les effets
antimicrobiens de I'huile essentielle de celeri contre Helicobacter pylori, Staphylococcus
aureus et différentes souches de Listeria (Salehi et al., 2019).

1.5.16. Activité antifongique

L'extrait de celeri dans différentes proportions a montré des effets antifongiques
contre plusieurs champignons et levures, tels que Fusarium solani, Aspergillus flavus,
Trichophyton longum, Microsporum canis, Candida parapsilosis, Candida Krusei,
Candida glabrata et Candida albicans (Salehi et al., 2019; Khairullah et al., 2021).

1.5.17. Activité antiparasitaire

L'huile de graines de celeri a une puissante activité antiparasitaire (larvicide et
anthelminthique) contre les larves du vecteur de la dengue; Aedes aegypti (Choochote et
al., 2004; S. Kumar et al., 2014). Dans une autre étude, I'huile de céleri (contenant 5 % de
vanilline) était plus efficace contre les moustiques que les anti-moustiques commerciaux
(Al Snafi, 2014).

2. Petroselinum crispum (Mill.)

2.1. Introduction

Parmi les plantes regroupées sous le genre Apium, I’espéce Petroselinum crispum
(Mill.) Nyman ex A. W. Hill 1925, populairement connu sous le nom du persil. Cette plante
médicinale est reconnue par ses vertus thérapeutiques depuis I’antiquité. Elle est largement
utilisée en Méditerranée depuis plus de 2000 ans, d’abord par les anciens grecs dans des rites
religieux jusqu’a ce que ‘Hippocrate’ a classé cette plante comme un diurétique (Punosevac et
al., 2021) ainsi qu’elle a été documentée comme un laxatif, diurétique et substitut de quinine
par la Pharmacopée des Etats-Unis en 1850. Aujourd’hui, en plus de son usage médical, le

persil est utilisé comme une épice dans le monde entier (Punosevac et al., 2021).
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2.2. Présentation botanique de la plante
2.2.1. Taxonomie de la plante

Le tableau suivant représente la classification botanique classique de la plante Petroselinum
crispum selon Cronquist (1981):

Tableau 10: Taxonomie de Petroselinum crispum (Cronquist, 1981)

Taxonomie
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Sous-famille Apioideae
Tribu Apieae
Genre Petroselinum
Espéce Petroselinum crispum

(Mill.) Nyman ex A. W. Hill 1925
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Figure 15: La plante Petroselinum crispum
(Mill.)

2.2.2. Description botanique de la plante

Si le persil est cultivé pour ses feuilles, ses tiges ou racines, la récolte de ces dernieres se
fait lors de la premiere année. De méme, la floraison a généralement lieu pendant les mois
chauds de juin et juillet (Teuscher, 2005). Selon la variété, le persil peut atteindre plus d’un
meétre de hauteur. C'est une plante herbacée bisannuelle qui mesure genéralement entre 25 et
80 cm, avec un parfum distinctif et fortement aromatique lorsqu'elle est froissée. Ses tiges
présentent des stries et ses feuilles glabres peuvent étre lisses, brillantes et ondulées, avec une

teinte variant du jaune clair au verdatre (Sarwar et al., 2016).

Ces derniéres sont habituellement divisées deux fois, particulierement celles provenant
de la base, les feuilles du haut étant souvent pourvues de trois lobes fins et allongés. Les
feuilles, organisées de maniére alternée et composées, sont subdivisées en deux a trois
folioles. En pleine floraison, les fleurs arborent une teinte jaune verdatre qui tire sur le blanc
et se regroupent en ombelles composées comportant de huit a vingt rayons. Les ombellules
possedent un involucelle riche en bractées (Wicht et Auton, 1999). La période de floraison
habituelle se trouve dans les mois les plus chauds, et la température idéale pour le processus

de pollinisation et la production de graines oscille entre 29 et 30 °C (Teuscher, 2005). Les
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graines de persil nécessitent environ trois semaines pour germer, période durant laquelle leur

tégument s'adoucit (Peter, 2004).

Par ailleurs, les racines peuvent étre minces ou épaisses, fusiformes ou tubéreuses et
orientées verticalement (Farzaei et al., 2013). La racine étendue de type pivotant, de couleur
jaune clair et dotée d'une odeur aromatique prononcee, présente une forme semblable a celle
d'une carotte. Elles ont la capacité d'atteindre une longueur de 20 cm et une largeur de 5 cm.
Le persil racine de Hambourg, qui a des racines plus volumineuses, est fréqguemment employé
dans la gastronomie européenne (Teuscher, 2005). Il est possible de confondre le persil a
feuille plate avec la petite cigué (Aethusa cynapium), une plante toxique appartenant a la
méme famille (Sarwar et al., 2016). La petite cigué a une apparence similaire au persil du fait
de ses feuilles, cependant, elle se différencie par des marques rouges a la base des tiges et par
son odeur désagréable (Wicht et Auton, 1999).

2.2.3. Variétés de la plante

Le persil est sous différentes désignations scientifiques: Petroselinum crispum Mill.,
Petroselinum sativum Hoffm., Petroselinum hortense Hoffm., Apium crispum Mill. (PunoSevac
et al., 2021).

Les varieteés cultivées du persil les plus courantes dans le monde sont:
e Petroselinum crispum var. crispum; persil frisé (a feuilles frisées).

e Petroselinum cispum var. neapolitanum; persilplat,persil de

Naples (a feuilles plates).

e Petroselinum crispum var. tuberosum; persil tubéreux (a

racines de navet) (Liberal et al., 2020; Punosevac et al., 2021).
2.2.4. Nomenclature vernaculaire de la plante

Différentes nominations de la plante Petroselinum crispum (Mill.) sont présentées

dans le tableau 11.
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Tableau 11: Nomenclature vernaculaire de persil

Noms Nomenclature vernaculaire

Arab Makdounes.

Algérien Maadnous, Imzi.

Anglais Parsely, Garden parsley, Common parsley,
Curled parsley, Moss curled parsley, Turnip
rooted parsely.

Francais Persil commun (p. simple), Persil Jaubert,
Persil a grosse racine, Persil bulbeux (p.
tubuleux), Persil des jardins, Persil odorant,
Persil cultive.

Espagnol Perejil

Italien Prezzemolo.

Allemand Petersilie, Garten-Petersilie, Garteneppich,
Petersil, Peterle, Peterlin, Peterling, Peterli,
Bittersilche.

Suédois Persilja

Turc Maydanoz.

Hindi Ajmood

2.2.5. Distribution géographique

Le persil trouve ses origines dans le sud-ouest de I'Europe et I'Asie occidentale, ou de
maniére plus générale dans la zone méditerranéenne (Figure 16). Actuellement, il est cultivé

globalement en tant qu'épice culinaire (Dziki et al., 2022).
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Figure 16: Répartition géographique du persil dans le monde
(https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/112821,1e27.02.2023317":45™)
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2.3. Composition chimique
Le Petroselinum crispum (Mill.) est une plante médicinale riche dans sa composition

chimique (Tableau 12).

Tableau 12: Composition chimique de Petroselinum crispum (Mill.) (Liberal et al., 2020; Ebrahimi et al.,
2024; Moftah et al., 2024)

Composant Exemple

Phénols Acide gallique, catéchine, acide vanillique,
myricétine,  quercétine, acide p-OH
benzoique, acide cinnamique, acide
protocatéchique, pyrocatéchol, acide 2,5
dihydroxybenzoique, acide p-coumarique,
acide caféique, acide férulique, acide
chlorogénique, gallate de méthyle, acide
ellagique, acide rosmarinique

Flavonoides Apigénine, apigénine-7-oglucoside, lutéoline
7-oglucoside, chrysoériol, apiine,
rutine, naringénine, daidzéine, kaempférol,
hespérétine

Coumarines Ombelliféron, esculétine, scopolétine

2.4. Vertus thérapeutiques de la plante
2.4.1. En médecine traditionnelle

L'utilisation du persil en médecine traditionnelle varie selon les pays (Farzaei et al.,
2013). Le persil a de multiples usages, ses racines sont bénéfiques pour la dysménorrhée, la
nycturie chez les enfants et servent également de tonique digestif (Wichtl, 2002; Kovacevi¢,
2004). 1l est utilisé pour traiter les problemes digestifs, la jaunisse, les affections rénales,
I'inflammation, et comme diurétique et emménagogue (Wichtl, 2002; Heber, 2007). L'action

spasmolytique du fruit de persil pourrait étre bénéfique en cas de dysménorrhée. Par ailleurs,

92



Chapitre 2 Monographies de plantes étudiées

il joue un réle d'emménagogue, de galactagogue, de stimulant de I'estomac et de tube digestif,
et s'est également révélé bénéfique pour la fonction troublée des reins et des voies urinaires
inférieures (Wichtl, 2002; Heber, 2007).

L'usage de la feuille de persil s'étend au traitement des infections et troubles urinaires,
ainsi qu'a la prise en charge de la rétention d'eau corporelle (Savikin et al., 2013). Cette plante
est utilisée comme carminatif, astringent, gastro-tonique, antidote et aussi pour les calculs
rénaux, l’'inflammation, I'aménorrhée, I’halitose ainsi que pour favoriser la digestion. La
feuille de persil est réputée pour ses propriétés épicées, diurétiques et antitussives. Par
ailleurs, elle pourrait avoir un réle crucial dans le traitement de la dermatite, des troubles de la
vue, des otites, entre autres et agit également comme désinfectant, anticoagulant,

antihypertenseur, anti-hyper-lipidémique et abortif (Farzaei et al., 2013).

De plus, la feuille a démontré des effets positifs sur le diabéte, les affections cardiaques
et rénales, les calculs rénaux, les douleurs abdominales, I'hyper-uricémie, les maladies
cutanées, le lumbago, I'eczéma, les troubles de I'appétit, les saignements de nez, les pigdres
d'insectes, l'anémie, la constipation, la calvitie ainsi que l'odontalgie. Elle est également
bénéfique pour I'aménorrhée et la dysménorrhée (Farzaei et al., 2013; Craft et Setzer, 2017).
Les parties aeriennes du persil ont une application abortive, alors que les graines sont utilisées

comme carminatives et dans le soin de la gastrite (Farzaei et al., 2013).

La racine et l'huile essentielle de persil sont utilisées comme diurétiques dans les
affections des voies urinaires, pour l'irrigation ou la prévention et le traitement des calculs
urinaires. L'huile essentielle est rarement utilisée a des fins de traitement, contrairement aux
tisanes ou aux médicaments a base de plantes (PunoSevac et al., 2021). Les racines et la
feuille de persil traitent les infections urinaires et les calculs rénaux. Leurs formulations
homéopathiques sont destinées a traiter de I'inflammation des voies urinaires et la sensibilité

de la vessie (PunoSevac et al., 2021).
2.4.2. En meédecine moderne

Le persil est reconnu pour sa richesse en antioxydants et anti-inflammatoires (ses
feuilles renferment des quantités importantes de polyphénols et de flavonoides). Ces effets
pourraient étre a la base de plusieurs indications thérapeutiques du persil (Derouich et al.,
2020a; Derouich et al., 2020b; Soliman et al., 2020).
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Le persil est un remede naturel bénéfique qui pourrait étre employé comme anti-
inflammatoire (diminue [l'inflammation, notamment au niveau des articulations), anti-
hyperglycémiant (réduit le taux de glucose sanguin chez les rats diabétiques), anti- hyper-
lipidemique (améliore le profil lipidique dans le sérum), antihypertenseur (I'effet diurétique
participe aussi a la réduction de la pression artérielle), hypo-uricémique (la forte concentration
de substances antioxydantes aide a diminuer I'hyper-uricémie et a atténuer l'impact de la
goutte sur le foie, les reins et d'autres tissus) et agent antimicrobien (EIRabey et al., 2017,
Ajebli et Eddouks, 2019; Soliman et al., 2020)

De surcroit, il présente des propriétés hépato-protectrices et cardio-protectrices. Son
effet sur la diminution des symptdémes d‘allergie, de bronchite chronique, de maladies
cutanées, de cystite, de thrombose, d'accident vasculaire cérébral et de la maladie d'Alzheimer
est prometteur. Cependant, les recherches sur I'étre humain sont insuffisantes (PunoSevac et
al., 2021).

2.5. Effets biologiques
2.5.1. Effet diurétique

Des études in vivo sur des souris et des rats ont démontré que le fruit du persil posséde
un effet diurétique, ceci étant dd a l'action irritante de I'huile essentielle et des flavonoides sur
le tissu rénal (PunoSevac et al., 2021). En outre, des recherches in vivo ont démontré que
I'extrait aqueux de fruit de persil stimule le volume urinaire et la prise d'eau, ce qui conduit a
une augmentation du flux urinaire tout en freinant l'activité Na*/K*-ATPase rénale. Une
inhibition plus prononcée est décelée contre I'ATPase corticale (94,7 % contre 55 % pour
I'ATPase médullaire). Cette inhibition provoque une réduction de la réabsorption de K* et Na*
depuis la lumiere tubulaire; lI'eau accompagne ces ions, engendrant un effet diurétique
(Kreydiyyeh et Usta, 2002).

Par ailleurs, les flavonoides présents dans les feuilles de persil, comme la quercétine, le
kaempférol et la naringénine, exercent une action antagoniste sur les récepteurs d'adénosine
Al, entrainant ainsi un effet diurétique. 1l est a noter que les diurétiques standards conduisent
souvent a une hypokaliémie, cependant le persil, riche en potassium, n'occasionne pas cet
effet indésirable (Al-Yousofy et al., 2017). La racine de persil posséde aussi un effet

diurétique, cependant il est moins marqué que celui procuré par la graine (Wichtl, 2002).
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2.5.2. Effet spasmolytique

Les composés derivés du fruit, de la racine et de I'nerbe de persil possédent un effet
spasmolytique. L’apiol et la myristicine, qui sont des composants des huiles essentielles,
agissent principalement sur l'utérus (Wichtl, 2002). Le fruit de P. crispum (Mill.), sous forme
d'extrait éthanolique, diminue les contractions provoquées par le KCI et le CaCl. dans l'iléon
isolé du rat en inhibant les canaux de calcium voltage-dépendants. Les extraits aqueux et
éthanoliques des parties aériennes ont aussi démontré une action spasmolytique sur la
contraction de I'iléon isolé du rat, que ce soit induit spontanément ou par l'acétylcholine, et ces
deux actions sont dépendantes de la dose (Moazedi et al., 2007; Brankovi¢ et al., 2010), tout

comme la racine de persil qui a aussi un effet antispasmodique léger (Kovacevi¢, 2004).
2.5.3. Effet anti-urolithiase

Plusieurs recherches in vivo sur des rats atteints de calculs urinaires induits ont montré
un effet anti-urolithiase du persil, avec des résultats comparables. Dans le contexte de la
lithiase urinaire provoquee par I'éthylene glycol (EG), I'extrait aqueux des parties aériennes et
des racines de P. crispum (Mill.). a diminué les niveaux sériques d'urée et d'acide urique tout
en augmentant les taux sériques de Mg?*, ce qui a entrainé une réduction du nombre de dép6ts

d'oxalate de calcium (Nirumand et al., 2018).

Dans le contexte de la lithiase urinaire provoquée par I'EG et le NH4Cl chez des rats
males albinos, I'extrait éthanolique du fruit de P. crispum (Mill.) a contribué a réduire le Ca®*
urinaire, I'élimination des protéines et le pH de I'urine, ainsi qu'a diminuer la quantite, la taille
et la précipitation des cristaux d'oxalate de calcium. Des recherches ont proposé que les
modes d'action potentiels du persil contre I'anti-urolithiase pourraient étre associés a sa riche
concentration en chlorophylle (qui freine la production de l'oxalate de calcium déshydraté,
contribuant ainsi a prévenir la formation des calculs rénaux) et a sa teneur en Mg?* (qui se lie
aux oxalates intestinaux et diminue la disponibilité du calcium pour produire des calculs
d'oxalate de calcium) (Al-Yousofy et al., 2017; Nirumand et al., 2018).

Il est probable que les composés actifs dotés de propriétés antioxydantes (tels que la
rutine, la quercétine, I'hyperoside et la diosmine) soient principalement a l'origine de I'effet

anti-urolithiase (Nirumand et al., 2018).
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2.5.4. Effet hypo-uricémique

Dans une recherche in vivo effectuée sur des souris souffrant d’hyper-uricémie, I'impact
de I'extrait aqueux de feuilles de persil a été prouvé par différents processus. L'emploi de ce
produit entraine une diminution significative du taux d'acide urique, d'azote uréique sanguin,
d'aspartate transaminase (AST) et d'alanine transaminase (ALT), ainsi qu'une réduction de
I'activité sérique et hépatique de la xanthine oxydase (enzyme productrice de l'acide urique)
(Soliman et al., 2020).

De plus, il combat le stress oxydatif observé chez les souris hyper-uricémiques en
diminuant les niveaux de (IL-1B) et du (TNF-a) (cytokines inflammatoires), tout en
augmentant le taux de (IL-10) (cytokines anti-inflammatoires) dans le sérum. Il réduit
également le niveau de (MDA), une substance nefaste pour les tissus, tout en améliorant la
capacité antioxydante par l'augmentation des niveaux d'enzyme catalase et de glutathion
peroxydase, ainsi qu'en réduisant la concentration de glutathion. En outre, il facilite la

régenération de la structure rénale normale (Soliman et al., 2020).
2.5.5. Effet antioxydant

Les composés phénoliques, y compris les flavonoides, sont capables de prévenir des
affections telles que l'athérosclérose, les altérations dégénératives et neurodegénératives
chroniques, les Iésions dues aux radicaux libres ainsi que les conséquences du vieillissement.
Ils ont également la capacité de bloquer divers processus métaboliques dans l'organisme et
d'agir comme fournisseurs d’hydrogene pour les radicaux libres (De Menezes Epifanio et al.,
2020). Les extraits de feuilles de persil comprennent la concentration la plus élevée en
flavonoides (Wichtl, 2002).

De multiples recherches in vitro ont démontré que les extraits de feuilles a polarité
variable, les parties aériennes, les racines et les huiles essentielles des fruits du persil
détiennent des caractéristiques antioxydantes significatives. Les composés de cette plante
(principalement en solutions méthanoliques et agqueuses), contenant de l'apigénine comme
ingrédient actif, montrent une remarquable capacité a neutraliser les radicaux 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH). De plus, ils présentent une forte affinité pour la chélation du fer Fe?*,
une grande capture des radicaux hydroxyles et une inhibition notable de la peroxydation

lipidigue in vitro. Ces effets sont liés a la dose en excédant les normes évaluées (Wichtl, 2002;
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Farzaei et al., 2013; Marin et al., 2016).

Bien que I'huile essentielle du fruit, constituée principalement de myristicine et d'apiol,
manifeste également une activité antioxydante, celle-ci est moindre comparée a celle des

extraits précités et d'autres substances de référence (Zhang et al., 2006).

Par ailleurs, les sesquiterpénes pourraient avoir un réle significatif dans l'effet
antioxydant de I'huile essentielle de persil (Marin et al., 2016). Divers extraits de feuilles ont
stimulé l'activité d'enzymes comme la glutathion peroxydase, la xanthine oxydase et la
catalase, ou ont réduit la peroxydation lipidique, démontrant un effet antioxydant sur le
cerveau, le foie et le sang prélevés chez les rats (Fejes et al., 2000; Popovi¢ et al., 2007).

Quand des feuilles de persil ont été intégrées a l'alimentation de 14 individus (sept
hommes et sept femmes) pendant une semaine, une augmentation notable des niveaux de
glutathion réductase et de superoxyde dismutase dans les globules rouges a été observée
comparativement au groupe contréle qui suivait une alimentation classique. L'apigénine est la

cause principale de cet effet (Nielsen et al., 1999).
2.5.6. Effet anti-inflammatoire

Une recherche in vitro a été menée sur leffet anti-inflammatoire de [lextrait
méthanolique de persil, qui est riche en flavonoides et d'autres polyphénols. Tous les effets de
cet extrait ont été associes a la concentration en flavonoides, mais pas a la quantité totale de

polyphénols, ce qui souligne I'importance des flavonoides dans I'action anti- inflammatoire.

Les extraits de persil offrent un potentiel considérable pour neutraliser les radicaux
libres de l'oxyde nitrique (NO), un puissant effet anti-dénaturation sur les protéines, ainsi
gu'une grande capacité a stabiliser la membrane, comparativement au diclofénac-sodium qui
sert de réference. En effet, des recherches (tests utilisant la p-lactoglobuline, lI'albumine du
sérum bovin et la glycine de soja) montrent que l'interaction entre les flavonoides et les
protéines accroit la stabilité thermique de la protéine en affectant sa structure secondaire. Cela
explique le phénomene d'anti-dénaturation. Par ailleurs, les flavonoides ont la capacité de
former des liaisons hydrogéene avec les tétes hydrophiles de la bicouche lipidique de la
membrane. Cela permet de diminuer sa fluidité tout en augmentant sa rigidité, ce qui garantit

son intégrité et sa stabilisation (Derouich et al., 2020Db).
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2.5.7. Effet hypolipidémiant

L'extrait méthanolique & 20 % de fruit de persil a démontré son effet hypolipidémiant in
vivo chez des rats alimentés avec un régime riche en graisses et en cholestérol.
L'administration d'extrait de persil pendant huit semaines aux rats présentant une
hypercholestérolémie a entrainé une réduction significative du cholestérol total, des
triglycérides, des lipoprotéines de basse densité (LDL) et des lipoprotéines de tres basse
densité (VLDL), ainsi qu'une augmentation du taux de lipoprotéines de haute densité (HDL)
dans leur circulation sanguine. En outre, les biomarqueurs des tissus cardiaques et hépatiques
ont été bien surveillés. L'application de cet extrait réduit le niveau de toutes les enzymes, y
compris la lactate déshydrogénase (LDH), la créatine kinase-MB (CK-MB), I'ALT, I'AST et
les phosphatases alcalines (ALP). L'analyse des organes (comme le foie, le cceur et les
vaisseaux sanguins) effectuée sur les rats ayant recu un traitement a base d'extrait a révelé une
structure tissulaire presque normale, avec moins de dommages comparativement aux organes

de rats souffrant d’hyperlipidémie (El Rabey et al., 2017).

Effectivement, l'effet hypolipidémiant du persil pourrait étre attribué a des éléments
comme les protéines végétales, la bétalaine, les glucosinolates et dautres eléments
antioxydants. Quant a I'effet organo-protecteur, il est probablement le résultat de l'action de
substances antioxydantes telles que les flavonoides, les caroténoides et les composés
phénoliques (El Rabey et al., 2017).

2.5.8. Effet antihypertenseur

L'effet antihypertenseur de I'extrait aqueux de la partie aérienne du persil a été évalué in
vivo sur des rats présentant une pression artérielle normale, ainsi que sur d'autres soumis a une
hypertension induite par I'éther N-nitro-l-arginine méthyl. Les résultats ont été obtenus suite a
une unique utilisation d'extrait de persil (traitement aigué) et apres usage récurrent du méme

extrait (traitement subchronique).

Suite a l'administration d'une dose de l'extrait aqueux, une baisse des niveaux
systoliques et diastoliques a été observée chez les rats souffrant d'hypertension, tandis que cet
effet n'a pas été constaté chez les rats a tension normale. Avec une administration répétée, une
baisse de la pression artérielle dans les deux groupes a été décelée, l'effet hypotenseur étant

plus prononcé chez les personnes souffrant d'hypertension.
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Pour élucider le mécanisme d'action, une analyse in vitro a été effectuée sur l'aorte
prélevée d'un rat. Un effet prononcé de vasodilatation dépendant de la dose sur les
contractions induites par le KCI et I'épinéphrine a été démontré, en inhibant I'entrée de Ca?
extracellulaire dans les cellules musculaires lisses de la paroi aortique, a travers les récepteurs

des canaux de Ca?* régis par le voltage.

L'extrait de persil a induit un effet vaso-relaxant qui n'était pas dépendant de
I'endothélium et n'était pas médié par les canaux potassiques, les récepteurs -adrénergiques,
la cyclooxygénase vasculaire ou les voies NO-cGMP. Il est probable que I'effet diurétique du
persil a contribué a son effet antihypertenseur. En outre, cette étude a révélé l'effet de
potentialisation du L-NAME (un inhibiteur de la synthase du NO) sur la vasodilatation induite
par l'extrait de persil a faible dose, un aspect qui mérite une analyse plus détaillée (Ajebli et
Eddouks, 2019).

L’extrait aqueux et éthanolique des feuilles de persil a réduit la pression artérielle
observée dans l'artere carotide des rats anesthésiés, cependant, I'extrait d'éthanol a démontré
un effet hypotenseur plus puissant. Une diminution de la force d'impulsion et de la fréquence
cardiaque a éte observée dans la cavité cardiaque du rat qui a été isolee par la suite, et cet effet
était plus marqué avec l'extrait éthanolique. Ces résultats révelent I'action antihypertenseur et
les effets inotropes et chronotropes négatifs des extraits de feuilles de persil (Farzaei et al.,
2013).

2.5.9. Effet antidiabétique

De nombreuses recherches ont examiné l'effet antidiabétique de I'extrait aqueux des
feuilles de persil. Par conséquent, il a été prouvé que l'extrait réduit les taux de glucose
sanguin, d'ALP et d'ALT sériques tout en ayant des propriétés hépato-protectrices et cardio-
protectrices chez les rats diabétiques induits par la streptozotocine. L'effet anti-
hyperglycémiant n'est pas attribué a la régénération des cellules B pancréatiques, étant donné
gu'aucune modification morphologique du pancréas n'a été notée suite au traitement par
I'extrait de feuilles de persil. 1l est plutét di a l'activité antioxydante des flavonoides, des
¢léments phénoliques et de l'acide ascorbique contenu dans cet extrait (PunoSevac et al.,

2021).
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2.5.10. Effet cestrogénique

L’extrait méthanolique de la partie aérienne du persil montre une activité proliférative
(effet cestrogénique), comparable a celle des glycosides d'isoflavone de soja, sur la lignée
cellulaire de tumeur mammaire dépendante aux cestrogenes. Cette action est principalement di
aux flavonoides glycosidiques‘6-acétylapiine, apigénine, diosmétine et kaempférol. Par ailleurs,
I'administration par voie orale de I'extrait entraine une perte significative de masse utérine lors de
l'ovariectomie chez la souris. Cette action est attribuée a l'apiine et a I'apigénine (Y oshikawa et
al., 2000; Teuscher et al., 2006; Hozayen et al., 2016).

2.5.11. Effet immuno-modulateur

Selon une recherche, il a été prouvé que I'huile essentielle de graines de Petroselinum
crispum (Mill.) inhibe la fonction des splénocytes et des macrophages, entrainant une

suppression de la reponse immunitaire humorale et cellulaire (Sarwar et al., 2016).

2.5.12. Effet antiplaquettaire

L’extrait aqueux de feuilles de persil testé in vitro possede une forte action antiplaquettaire,
dont les principes actifs responsables sont I'apigénine et la cosmosine (Chaves et al., 2011).
Incorporés précedemment dans les plaquettes humaines, les aglycones de kaempférol et
d'apigénine réduisent leur adhésion a la surface revétue de collagéne et bloquent l'agrégation
dépendante de la dose dans divers modeles in vitro (induction par I'ADP, le collagene et la
thrombine) (Gadi et al., 2012). Par ailleurs, I'administration par voie orale de l'extrait aqueux a
des rats a inhibé l'agrégation plaquettaire in vivo et diminué de maniere significative le temps de

saignement ex vivo (Gadi et al., 2009).
2.5.13. Effets sur le tractus gastro-intestinal

Les constituants présents dans I'huile essentielle de persil favorisent la production des
fluides biliaires et gastriques, ce qui participe a une digestion améliorée (Teuscher et al., 2006).
L'extrait éthanolique de feuille a démontré des bénéfices sur l'ulcére peptique chez le rat grace a
ses propriétés anti-sécrétoires et cyto-protectrices, attribuées aux tanins, flavonoides et tri-
terpenes (Al-Howiriny et al., 2003). Néanmoins, I'eau extraite des graines de persil a démontré

une action laxative in vivo en bloquant I'absorption du sodium et de l'eau en inhibant la pompe
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Na*/K*- ATPase dans le cdlon (Kreydiyyeh, 2001).

2.5.14. Effet antimicrobien

Une étude a montré que linhibition de la croissance d'Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Listeria innocua et Erwinia carotovora a été observée grace a lutilisation de
feuilles de persil lyophilisees (de 0,12 a 8 %) (Teuscher et al., 2006). En outre, les extraits
meéthanoliques et aqueux provenant des feuilles et des tiges exercent une action antibactérienne
contre Bacillus subtilis et Escherichia coli. Cet effet est aussi attribué a la présence de
furanocoumarines. Les extraits de feuilles montrent une plus grande efficacité en ce qui concerne
les lésions cellulaires des deux bactéries, alors que les extraits de tiges possédent une capacité
d'inhibition supérieure sur la prolifération des deux bacteries (Wong et Kitts, 2006).

De plus, I'extrait méthanolique de feuille montre aussi une action antimicrobienne in vitro
contre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et
Saccharomyces cerevisiae (Ojala et al., 2000). Par contre, I'extrait de feuille d'éthanol freine la

prolifération de Lactobacillus plantarum et Leuconostoc mesenteroides (Farzaei et al., 2013).
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1. Etude phytochimique des extraits
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Apium graveolens L.

La plante Apium graveolens L. a été récoltée en mois de Décembre 2021 de la région
d’El Maarif, Tighennif, dans la wilaya de Mascara. Cette espéce a été identifiée par des
experts. Aprés la sélection du matériel sain, il a été nettoyé et bien séché par la suite dans une
température ambiante, a I’abri de ’humidité et de la lumicre. La conservation a été réalisée

sous des conditions hermétiques et a I’abri de la lumiére et de la chaleur.

Tableau 13: Données géographiques de la zone de récolte

Plante Zone Latitude longitude  Superficie  Altitude Etage
bioclimatique
Apium graveolens L.  Tighennif ~ 35°25'0" 0°19'59" 108 km? 503 m Semi-aride, sec
Nord Est et froid
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Figure 18: La plante étudiée Apium graveolens L.
A- Feuilles, B- Graines
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1.1.2. Petroselinum crispum (Mill.)

La plante Petroselinum crispum (Mill.) a été cueillie en mois de Décembre 2021 de la
région de Ben Si Ahmed, Kheireddine, dans la wilaya de Mostaganem. Cette espéce a été
identifiée par des experts. Le matériel a été bien sélectionné et traité sous des conditions
optimales de la récolte, du nettoyage, du séchage et de la conservation.

Tableau 14: Données géographiques de la zone de récolte

Petroselinum  Kheireddine  35°58'52" 0°10'08"” 45 km? 183 m Semi-aride sec et
. nord est
crispum chaud
(Mill.)

O 56 bel Abbés

Figure 19: Carte géographique de la ville de Kheireddine
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Figure 20: La plante étudiée Petroselinum crispum (Mill.)

A- Feuilles, B- Graines

1.2. Préparation des extraits

L’extraction a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de bioconversion, génie
microbiologique et sécurité sanitaire (LBGMSS) au niveau de la faculté de sciences de la

nature et de la vie a 'université de Mascara.

L’extrait méthanolique a été préparé par une macération pendant 24 h. Une quantité de
50 g de poudre vegétale a éte mélangée avec 500 mL de méthanol (80 %) a température
ambiante, a I’abri de la lumicre et sous une agitation continue par un agitateur magnétique.
Apreés la filtration sous vide, I’extrait obtenu a subi une évaporation par un évaporateur rotatif,
I’extrait a été lyophilisé par un lyophilisateur et conservé a 4 °C jusqu’ a son utilisation

postérieure.

Le rendement de I’extrait méthanolique brut de la plante représente le rapport entre la
masse de ’extrait sec obtenu (lyophilisat) et la masse du matériel végeétal traité, il est calculé

selon la formule suivante :
R%= (M/ Mo) x 100

e M: masse en grammes de I’extrait sec résultant;

e Mpo: masse en grammes du matériel végetal traité.
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1.3. Screening phytochimique

Les extraits méthanoliques (EMs) de plantes a étudier ont été criblés poursuivant

plusieurs techniques et méthodes:
1.3.1. Test des phénols

Un volume de 2 mL de ’EM a été traité par une goutte de la solution de chlorure
ferrique (FeClz a 2 %). La formation de la couleur verte ou noire bleutée indique la présence
des phénols (Adou et al., 2017).

1.3.2. Test des tannins

Trois millilitres de ’EM ont été diluées avec du chloroforme et 1 mL d'anhydride
acetique a été par la suite ajouté. Un volume de 1 mL d'acide sulfurique a été versé sur le
mélange mais avec prudence. L’apparition de la couleur verte traduit la présence de tanins

(M.A. Hossain et al., 2013).
1.3.3. Test des flavonoides

L’extrait méthanolique (0.5 mL) a été traité par 10 gouttes d'acide chlorhydrique
concentré et quelques milligrammes de magnésium de tournesol. Aprés trois minutes
d’incubation, D’apparition de la couleur rose-rouge ou jaune indique la présence des
flavonoides (Haddouchi et al., 2016).

1.3.4. Test des saponines

L’extrait méthanolique sec a ¢été dilué dans de I’eau en secouant avec vigueur. La
formation stable de la mousse (pendant 5 min) est un indicateur de la présence des saponines
(Joshi et al., 2013).

1.3.5. Test des alcaloides

Un mélange de ’EM (0,5 g) et 5 mL d'acide chlorhydrique aqueux a 1 % a été mis dans
un bain-marie. Pour 1 mL de filtrat, quelques gouttes de réactif de Dragendorff ont été
ajoutées. La formation de la précipitation ou la turbidité traduit la présence des alcaloides
(Ismail et al, 2014).
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1.3.6. Test des anthraquinones

e Anthraquinones libres

Une quantité de 0,5 g de I'EM a été agitée avec 5 mL de chloroforme (CHCIs) pendant
10 min puis filtré. Ce filtrat a été mélangé avec 5 mL de I’'ammoniaque (NH4OH). L apparition de la

couleur rose a la fin affirme la présence d'anthraquinones libres.

e Anthraquinones combinées

L'extrait méthanolique sec (1 g) a été mélangé avec 5 ml d'acide chlorhydrique (HCL) a
10 % et maintenu a 1’ébullition pendant 5 min. Le filtrat froid a été dilué avec du chloroforme
et mis dans un tube a essai. Un volume égal d'ammoniaque a 10 % a été ajouté a I'extrait de
chloroforme. La couleur rose, rouge ou violette exprime la présence d'anthraquinones
combinées (Abodunrin et al., 2015).

1.3.7. Test des glycosides cardiaques

L’ajout d’un volume de 2 ml d'acide acétique glacial contenant une goutte de solution
de chlorure ferrique (FeClz) et 1 ml de I’acide sulfurique (H2SO4) a ’EM. L’anneau brun

indique la présence de glycosides cardiaques (Ismail et al., 2014).

1.4. Analyse chromatographique de contenu polyphénolique par chromatographie

liquide a haute performance a détecteur a barrettes de diodes (CLHP-Diode)
1.4.1. Protocole expérimental

Dans le but d'évaluer le profil polyphénolique de I'extrait testé, I'analyse a été réalisée en
utilisant Il'identification par une chromatographie en phase liquide a haute performance
(CLHP-Diode) avec YL Clarity Chromatography. L'instrument de la CLHP était fourni avec
une colonne C18 et des détecteurs a barrette de diodes. La phase mobile était composée d'eau
acidifiée a (1 %) acide formique/ acétonitrile et du méthanol a été appliqué comme solvant. La
concentration de I'extrait était de (5 mg/ mL) et les composites ont été détectés a 254 nm sous
un débit de (1 mL/ min) avec un mode gradient, puis les volumes d'injection ont été fixés a 20
pL. L'identification et la quantification des constituants phytochimiques ont été évaluées par
comparaison avec des standards. La quantité de chaque phytocomposant a été exprimée en

fonction de la surface du pic sans facteurs de correction (Annexe 1).
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La figure 21 montre les différentes étapes de 1’étude phytochimique.

Choix dela plante
Matériel v
végétal Recolteet nettoyage
Macération(méthanola Sechageet conservation
80%)
Filtration Extraction
solide-liquide
Evaporation l
Lyophilisation

Extrait Brut =3 Conservationi4°C

|

Screening phytochimique

l

Profiling phytochimique
(Chromatographie liquide &
hante performance)

Figure 21: Schéma représentatif de 1’étude phytochimique

108




Chapitre 1 Materiels et Méthodes

2. Etude expérimentale
2.1. Activité antimicrobienne in vitro
2.1.1. Souche bactérienne

Le microorganisme utilisé dans cette expérimentation est la bactérie Escherichia coli (E.
coli ATCC 25922), il a été fourni par la faculté des sciences de la nature et de la vie, a

I’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

A fin de confirmer I’identification de la souche bactérienne et d’étudier sa sensibilité
vis-a-vis des antibiotiques, nous avons opté a réaliser des analyses par le systeme

d’identification microbienne Vitek 2 de BioMérieux (BioMérieux, Lyon, France).
2.1.2. Protocole expérimental
2.1.2.1. Technique de diffusion sur milieu solide

La technique de diffusion en milieu gélose a été adaptée pour effectuer le test de
sensibilité de la bactérie aux différents EMs in vitro (NCCLS, 1997; Rebecca et al., 2011).

A. Préparation des concentrations des extraits méthanoliques

Dans cette étude, les concentrations efficaces a effet antimicrobien des EMs ont été
sélectionnées en fonction de tests préliminaires, utilisant une gamme de concentrations

ascendantes préparees par dilutions binaires.

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) a 10 %, qui ne possede aucun effet antimicrobien, a été
utilisé pour solubiliser les extraits. La filtration des solutions préparées est réalisée avec des
filtres stériles de porosité de 0.22 um dans un environnement aseptisé pour prévenir toute

contamination externe.

B. Préparation de I'inoculum

Une suspension bactérienne, correspondant a un standard de 0,5 McFarland, a été
préparée dans une solution saline stérile (0,8 % NaCl) a partir d'une culture agée de 18 h.
Cette densité équivaut a une concentration finale de 10° a 102 bactéries (CLSI, 2006; Noumi
etal., 2011).
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La suspension bactérienne jeune a été inoculée en réalisant des stries serrées sur la
surface de la gélose Mueller Hinton a l'aide d'un écouvillon. Des disques buvards stériles de 6
mm de diameétre ont été saturés avec 20 uL d'extrait par disque (C1 = 200 mg/ mL, C2 = 100
mg/ mL, C3 = 50 mg/ mL et C4 = 25 mg/ mL), les disques témoins négatifs ont été traités
avec du DMSO a 10 %.

Les boites ont été conservées a 4 °C pendant 2 h, puis incubés a 37 °C durant 18 a 24 h.
L’évaluation de ’effet inhibiteur des EMs étudiés a été réalisée a travers la mesure des

diameétres de zones d’inhibition de la croissance bactérienne en comparaison avec le controle

positif (Mighri et al., 2010; Choi et al., 2006).

La qualification d’une substance comme étant inefficace si son diamétre d'inhibition est
inférieur a 8 mm, tandis qu'elle est considérée comme efficace si ce diametre se situe entre et
14 mm. Toutefois, elle est considérée comme hautement efficace lorsque le diametre varie

entre 15 et 19 mm, et d'une efficacité exceptionnelle si le diamétre dépasse les 20 mm.
2.1.2.2. Technique de microdilution

2.1.2.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La CMI a été établie en suivant la technique de microdilution proposée par Howaida et

al., (2002), en utilisant des plaques de microtitration disposant de 96 puits.

Un bouillon Mueller Hinton a été utilise comme milieu de culture. Une quantité de 50
uL de ce bouillon a été ajoutée dans chaque puit. De plus, une quantité de 50 puL de I'extrait a
étudier a une concentration élaborée a été ajoutée dans la premiere cupule pour obtenir une
concentration de 200 mg/ mL (une solution mere de 400 mg/ mL a été préparée en diluant 20
mg de chaque extrait dans 50 pL. de DMSO a 10 %).

Dans la seconde cupule, une quantité de 50 pL du mélange (bouillon-extrait) a été
ajouté (C2 = 100 mg/ mL) puis 50 pL du mélange ont été transférés de la seconde vers la
troisieme (C3 =50 mg/ mL), et ainsi de suite jusqu'a la huitieme cupule (C8 = 1,56 mg/ mL),

dans le but d'effectuer une série de dilutions a Y.

L'étape finale consiste a incorporer 50 puL de la suspension bactérienne, ajustée a une

densité de 0,5 Mc Farland, dans chaque cupule. Les microplaques ont été incubées a 37 °C
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apres couverture avec un couvercle stérile.

La CMI représente la concentration minimale capable d'empécher toute culture visible,
a partir d'un inoculum standard et suite a 18 h d'incubation a 37 °C, fournissant ainsi une

indication de son effet bactériostatique (Courvalin et Leclercq, 2006; Li, 2000).
2.1.2.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide

Selon la CMI, les puits qui n'ont présenté aucune croissance microbienne observable a
I'eeil nu sont ré-isolés sur de la gélose Mueller Hinton. L'incubation se déroule a une
température de 37 °C pendant une durée de 24 heures. La concentration minimale bactéricide
(CMB) est définie comme la plus faible concentration a laquelle aucune colonie microbienne
n'est observée (99,99 % de destruction).

2.2. Test de toxicité

Afin d’évaluer la toxicité des EMs a étudier, un test a été réalisé in vivo.

2.2.1. Principe

Ce test vise a étudier les effets toxiques de I'extrait méthanolique sur la base des criteres
établis par I'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) (OCDE,
2008).

Les principaux résultats, tels que les postures corporelles, les mouvements, les
tremblements ainsi que la sensibilité au toucher, le réflexe de redressement, le comportement

alimentaire, etc., seront mentionnés tout au long des sept jours de I’expérimentation.

2.2.2. Matériel biologique

La présente étude a été réalisée sur des rats males et femelles de la souche Wistar pesant
200 = 25 g. Ces animaux sont élevés au niveau de la station de la faculté de sciences de la
nature et de la vie a 'université de Mascara. Avant le test, les rats sont pesés, marqués et

soumis a jeline, une nuit avant leur utilisation.

2.2.3. Protocole expérimental

Pour réaliser ce test, un effectif de 30 rats a été sélectionné au hasard et répartis en 05

groupes, ces animaux sont mis a jelne 12h avec un acces libre a 1’eau. Chaque groupe recoit
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per os la solution test a différentes doses:
» Groupe 01: Recoit de I’eau physiologique (NaCl a 0,9 %)

» Groupe 02: Recoit de I’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.
(FAG)
a une dose de 100 mg/ kg

» Groupe 03 : Recoit de I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.
(GAG)

a une dose de 50 mg/ kg

» Groupe 04: Recoit de I’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.)

(FPC) a une dose de 100 mg/ kg

» Groupe 05 : Recoit de I’extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
(GPC) a une dose de 50mg/ kg

Les animaux ont été observés pendant les sept jours suivants I'administration de I'extrait,
la mortalité, les changements de couleur de la peau, de la membrane et de la pupille ont été
enregistreés.

2.3. Activité antimicrobienne in vivo

2.3.1. Matériel biologique

2.3.1.1. Animaux expérimentaux

Les animaux expérimentaux utilisés dans cette investigation étaient des rats Wistar de
sexes male et femelle pesant (220 + 25 g) (n = 42). IIs ont été élevés a I’animalerie de la
faculté des sciences de la vie et de la nature, a I’'université de Mascara. Les animaux ont été
hébergés dans des conditions standard optimales de température (25 £ 2 °C) et d’humidité
relative (60 % a 70 %) avec un rythme nycthéméral (cycle lumiére/obscurité de 12 h). lls
expérimentaux ont été manipulés en accord avec le principe de la directive 2010/63/UE
concernant la protection des animaux a des fins de recherche scientifique (2010). Cette étude
expérimentale a été réalisée aprés un jeline d'une nuit, avec ’acces libre a l'eau. Toutes les

expérimentations ont été réalisées sous des conditions aseptiques.
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2.3.1.2. Souche bactérienne
Le microorganisme utilisé dans cette expérimentation est la bactérie Escherichia coli (E.
coli ATCC 25922), fourni par la faculté des sciences de la nature et de la vie, a I'université

Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.

2.3.2. Protocole expérimental

2.3.2.1. Induction de Pinfection entérique

Pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne, l'extrait méthanolique a été étudié

sur un modéle d'infection intestinale induite par Escherichia coli (Yunana et al., 2018).
2.3.2.1.1. Préparation de la suspension bactérienne

A fin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques de plantes
étudiees, une suspension bactérienne a été préparée a partir de jeunes colonies a la phase de

croissance exponentielle. Ces colonies sont obtenues apres incubation de 18 a 24 h a 37 °C.

Pour cela, de pures colonies ont été diluées dans de 1’eau physiologique stérile (0,9 %)
pour avoir une suspension bactérienne calibrée a 0,5 Mac Farland qui correspond a une

concentration de 108 UFC/m.
2.3.2.1.2. Injection de la suspension bactérienne

L’injection de 1 mL de la suspension bactérienne d’E. coli fraichement préparée a été
réalisée par voie intra-péritonéale pour tous les groupes expérimentaux sauf le groupe controle
négatif (CN) (Figure 22).
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Figure 22: Injection intra-péritonéale de la suspension
bactérienne

2.3.2.2. Confirmation de Pinfection

Pour assurer I’infection a E. coli chez les rats expérimentaux, des hémocultures ont été
effectuées 24 h apres I’induction. Un prélévement sanguin par la queue a été réalisé. Le sang a
été mis en cultures sur un milieu de culture de Mac Conkey. Les boites ont été ensuite
incubées pendant 24 h a 37 °C.

2.3.2.3. Traitement des rats

48 heures apres I’induction et la confirmation de I’infection, le traitement par voie orale

des différents groupes de rats expérimentaux a été réalisé (Figures 23 et 24).

» Groupe contréle négatif (CN): non infecté non traité, recoit une solution saline
(0,9 %)

» Groupe contréle positif (CP): infecté non traité, recoit de une solution saline
(0,9 %)
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>

Groupe contrdle positif amoxicilline + acide clavulanique (CPAC): infecté
traité, recoit de ’antibiotique (amoxicilline + acide clavulanique) a une dose de
4 mg/kg

Groupe (CFAG): infecté traité, regoit de I’extrait méthanolique de feuilles
d’Apium graveolens L. & une dose de 100 mg/ kg

Groupe (CGAG): infecté traité, regoit de I’extrait méthanolique de graines
d’Apium graveolens L. & une dose de 50 mg/ kg

Groupe(PFPC): infecté traité, recoit de I’extrait méthanolique de feuilles de
Petroselinum crispum (Mill.) a une dose de 100 mg/ kg

Groupe(PGPC): infecté traité, recoit de ’extrait méthanolique de graines de
Petroselinum crispum (Mill.) a une dose de 50 mg/ kg
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Répartition des groupes
Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe Groupe
CN CP CPAC CFAG CGAG PFPC PGPC
(0—6) (n—6) (0=6) (0—6) (n—6) {n=6) {n=6)

|

Induction de I’infection entérique par injection intra-péritonéale
(1 ml de 1a suspension bactérienne d’E. cofi 108 UFC/ml)

v

Traitement par
admanistration orale
(0.4 ml)
Groupe Groupe CPAEC CFA?}C Gronpe PFP(I;e Groupe
CN cpP CGAG 100 PGPC
. . (Antibioti 100
Salin: Salin 50 50
(Saline) (Saline) que) mg/ks mg/kg me/ke mg/kg

Figure 23: Diagramme de la répartition des groupes expérimentaux

-étude in vivo-
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Figure 24: Diagramme de I’activité antimicrobienne -étude in vivo-
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2.3.2.4. Evaluation de Pactivité antimicrobienne in vivo

2.3.2.4.1. Examen clinique

Le suivi clinique des animaux expérimentaux pendant toute la durée de 1’étude a permis
de contréler le comportement et I’état de santé de chaque animal pour mieux évaluer I’activité
antimicrobienne des extraits étudiés. L’étude symptomatologique comprenant I’observation
de P’aspect des selles, I’évolution pondérale et la mesure de la température rectale a été

effectuée quotidiennement.

2.3.2.4.2. Examen sanguin

2.3.2.4.2.1. Détection de la bactérie Escherichia coli

Dans le but d’évaluer I’activité antimicrobienne, la détection d’E. coli, pendant la duree
de I’investigation, a été réalisée par des hemocultures pour tous les groupes expérimentaux,
24 h et 72 h apres I’induction de I’infection. Cette procédure a été régulierement répétée trois

fois, pendant 48, 72 et 144 h respectivement.

2.3.2.4.3. Examen microbiologique

2.3.2.4.3.1. Evaluation de la translocation bactérienne
2.3.2.4.3.1.1. Protocole expérimental

A. Echantillons

A la fin de I’expérimentation, aprés un jeun d’une nuit les rats ont été anesthésiés par
I’hydrate de chloral (C2H3Cl302) a 10 % et sacrifiés et les différents organes ont été prélevés
(I'iléon, le foie, le rein et la rate). Une partie des organes a été conservée dans 1’eau
physiologique stérile (0,9 %) et I'autre partie a ét¢ maintenue dans du formol (10 %). Le

travail a été réalisé dans des conditions aseptiques.

B. Méthodes

L’examen microbiologique a été effectué pour évaluer la translocation bactérienne dans
les organes internes stériles. Les échantillons (le rein et la rate) ont été rincés dans une

solution saline stérile a fin d’éliminer toute trace de sang.
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Pour préparer des cultures microbiennes, chaque échantillon a été immédiatement
homogénéisé dans 0,9 mL de solution Ringer stérile. Une quantité de 0,1 mL de chaque
échantillon a été cultivée sur I'agar Mac Conkey (pour E. coli), Columbia (pour les aérobies),
Sabouraud (pour C. albicans), Bile-Esculine-Azoture (BEA) (pour les entérocoques), Viande-
Foie (VF) (pour les anaérobies) et Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (pour les lactobacilles). Pour
chercher les germes aéro-anaérobies, les boites de culture ont été incubées pendant 24 448 h a
37 °C et pendant 72 h a la méme température dans des jarres d’anaérobiose pour identifier des
germes anaérobies. La translocation bactérienne a été considérée comme positive si le nombre

dépassait 100 colonies formant des unités par gramme de tissu (Li et al., 2009).

2.4. Etude histologique

A fin d’évaluer I’activité histologique des extraits méthanoliques étudiées, une étude
histopathologique a été menée au niveau du service d’anatomie pathologique a I’hopital

militaire régional universitaire d’Oran (HMRUO).

2.4.1. Protocole expérimental

2.4.1.1. Echantillons
Apres le sacrifice, 1’étude anatomopathologique a été effectuée sur les organes prélevés

(’iléon, le foie, le rein et la rate).

2.4.1.2. Méthodes

A. Fixation
Les organes préleves sont fixés dans du formol dilué a 10 %.
B. Macroscopie

> Réalisation des fragments pour chaque organe,
> Introduction de ces fragments dans des cassettes d’inclusion, ces

derniéres ont été marquées sur leur bord.
C. Circulation

Introduction des cassettes dans un appareil de circulation ou de déshydratation durant 24

119



Chapitre 1 Materiels et Méthodes

heures en passant par 12 bacs comme suite:

Bacl: formol a10 % durant une heure et demi-heure,
Bac2: alcool éthanol a 50°durant une heure,

Bac3: alcool éthanol a 60°durant une heure,

Bac4: alcool éthanol a 70°durant une heure,

Bach: alcool éthanol a 80°durant une heure,

Bac6: alcool éthanol a 90°durant une heure,

Bac7: alcool éthanol a 96°durant une heure,

Bac8: xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
Bac9: xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
Bac10: xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,

Bacl1: paraffine liquide durant deux heures,

vV V.V V V V V V V V V V

Bacl2: paraffine liquide durant deux heures.
D. Inclusion et enrobage

Le paraffinage a lieu grace a un appareil muni d’un compartiment alimenté en chaleur
pour faire couler la paraffine (56 °C-58 °C), et d’une plaque refroidissante sur laquelle est mis
un moule métallique contenant les cassettes ou les piéces sont mises. Une fois les piéces
couvertes de paraffine liquide, elles sont laissees refroidir sur une plaque a froid (- 2 °C),
ainsi, ’obtention des blocs qui seront utilisés pour donner de fines coupes. Les blocs sont

conservés au froid jusqu’a la coupe des piéces.

E. Coupe

Des coupes de4 um sont réalisées a 1’aide d’un microtome, le ruban fractionné est porté
sur une lame de verre. La lame est mise sur une plaque chauffante pour permettre un bon
étalement et éviter la formation des plis. Les lames sont marquées sur leur bord par un stylo a
diamant. Elles sont ensuite mises dans un plateau et I’incubation est effectuée sous une

température de (50 °C-56 °C) pendant toute la nuit.
F. Coloration

La coloration a lieu dans un appareil spécifique avec de ’Hématoxyline Eosine, les

120



Chapitre 1 Materiels et Méthodes

échantillons sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme suit :

3Bacs de xyléne durant 5min chacune,

3Bacs d’éthanol de concentration de 50°,60°,90°,

1Bac d’eau distillée pendant 5 min,

1Bac d’hématoxyline d’Harris durant 8 min,

1Bac de solution de lavage, pour faire laver les lames pendant 5 min,
1Bac d’alcool-acide durant 3s,

1Bac de solution de lavage,

1Bac d’eau ammoniacale durant15 s,

1Bac de solution de lavage durant 5 min,

1Bac d’¢osine durant 3 min suivi par un lavage pendant 5 min,

2Bacs d’éthanol de 5 min pour chacun,

YV V.V V V V V V V V V V

2Bacs de xyléne de 5 min pour chacun.
J. Montage

Une goutte d’une solution (EUKITT) est déposée permettant 1’adhésion sur la lame, en
présence d’une lame propre et séche en inclinant progressivement cette derniére de fagon que
la solution s’étende peu a peu et recouvre la coupe sans emprisonner les bulles d’air. La

lamelle est adhérente et la préparation est préte pour 1’observation microscopique.
H. Lecture microscopique

La lecture est réalisée par un photo-microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,

Allemagne) ou chaque coupe est photographiée (Annexe 06).
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Figure 25: Schéma représentatif de I’activité antimicrobienne -étude in vivo-
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3. Etude in silico

3.1. Activité antimicrobienne et anti-inflammatoire in silico (le docking

moléculaire)

Apres les études expérimentales, une étude in silico (le docking moléculaire = amarrage
moléculaire) a été exécutée a fin d’étudier les mécanismes d’action des biomolécules

comprises dans les extraits méthanoliques de plantes étudiées (Figure 26).
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Représentation du site de liaison
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Pendant docking et
scoring

Visualisations des interactions

Figure 26: Protocole général du docking moléculaire (Dekir, 2023)
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3.1.1. Protocole expérimental

Les structures cristallines initiales de la dihydropteroate synthase (DHPS) (Yan et al.,
2012) et de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Rowlinson et al.,2003) utilisees dans cette étude
ont été extraites de la banque de données sur les protéines du RCSB (http://www.pdb.org),
aveclesidentifiantsPDB3TZFet1PXX(Structurecristallinedudiclofénacliéausiteactifde la
cyclooxygénase de la COX-2), respectivement. Ces protéines ont été sélectionnées comme
récepteurs pour les études de docking et ont été préparées et minimisées en énergie a l'aide de

I'outil Protein Preparation Wizard de la suite Schrodinger (Sastry et al., 2013).

Les composés analysés dans ce travail ont été traités avec LigPrep (Release, 2015) pour
garantir des états de protonation et un typage atomique corrects. Au cours de cette étape, des
atomes d'hydrogene ont été ajoutés et des ordres de liaison ont été attribués en conséquence.
Une grille de docking a ensuite été générée a l'aide du protocole Receptor Grid Generation
dans Maestro (Friesner et al., 2004), les centroides des ligands co-cristallises étant definis
comme les centres de la grille. Les paramétres par défaut ont été appliqués pour la génération
de la grille. Enfin, des simulations de docking flexibles ont été réalisées en mode simple
précision (SP) (Friesner et al., 2006).

4. Etude statistique

L’¢étude statistique a ¢été réalisée selon I’analyse d’ANOVA. Les résultats ont été
exprimes en moyenne + écart type et les valeurs ont été considérées significatives pour P <
0,05.
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Figure 27: Schéma représentatif de la présente étude
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1. Extraction

Les extraits méthanoliques (EMs) obtenus a partir de différentes parties de plantes
étudiées sont des extraits lyophilisés a différents rendements avec couleurs, aspects et odeur
diversifiés (Tableau 15) et (Figure 28).

Tableau 15: Rendements des extraits méthanoliques de plantes étudiées

Plante Partie Extrait Rendement  Couleur Aspect Odeur
méthanolique (%)
Apium Feuille FAG 35,68 Vert Visqueux Piguante-
graveolens L. fraiche
Graine GAG 11,74 Marron Poudre Piguante-
humide prononceée
Petroselinum Feuille FPC 13,32 Vert Visqueux Piquante-
crispum fraiche
(Mill.) Graine GPC 12,86 Marron Poudre Piquante-
clair séche prononcee

Figure 28: Extraits méthanoliques de différentes parties de plantes étudiées

FAG: Extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG: Extrait
méthanolique de graines d’Apium graveolens L., FPC: Extrait méthanolique de feuille
de Petroselinum crispum (Mill.); GPC: Extrait méthanolique de graines de
Petroselinum crispum (Mill.)
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2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une méthode a souligner les familles chimiques
incorporant les métabolites secondaires qui rentrent dans la composition chimique d’une
plante médicinale, et d’avoir une idée sur ses propri¢tés pharmacologiques assurées par ces

molécules bioactives.

A fin de mettre en évidence ces phytoconstituants, différentes techniques ont été
manipulées sur les de plantes étudiées. L’analyse qualitative des EMs montre la présence de
plusieurs familles chimiques avec différentes intensités a savoir: les phénols, les tanins, les
flavonoides, les saponines, les alcaloides et les glucosides cardiaques tandis que les
anthraquinones sont absents dans tous les EMs testés (Tableau 16).

Tableaul6: Screening phytochimique des extraits methanoliques de plantes étudiees

Phytoconstituants FAG GAG FPC GPC
Phénols ++ ++ ++ ++
Tanins + + + +

Flavonoides ++ ++ ++ ++
Saponines + + + +
Alcaloides + + + +

Anthraquinones - - - -
libres
Anthraquinones - - - -
combinés
Glucosides + ++ + ++

cardiaques

FAG: Extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG: Extrait méthanolique

de graines d’Apium graveolens L.; FPC: Extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum

crispum (Mill.); GPC: Extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.); +:
Résultat positif; -: Résultat négatif
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3. Analyse par chromatographie a haute performance a detecteur a barrettes de

diodes

La chromatographie a haute performance a détecteur a barrettes de diodes (CLHP-
Diode), la méthode qui a été réalisée pour conduire a la qualification et la quantification de la

composition chimique des EMs des deux plantes etudiées.

Les chromatogrammes de différents EMs d’A. graveolens L. et de P. crispum (Mill.)

révélent la présence de diverses biomolécules avec différentes quantités.
Les tableaux et les figures suivants montrent les résultats de la CLHP-Diode.

Tableau 17: Composition phytochimique de I’extrait méthanolique de feuilles d’Apium
graveolens L.
Temps de Rétention  Surface

Pic Nom du composant

[min] [%0]
1 4,413 3,8 acide ascorbique
2 11,627 44 vanilline
3 16,290 4,8 rutine
4 17,977 16,9 myricétine
5 19,573 12,7 acide hydroxyanisole butylé
6 29,860 57,3 quercétine

Total 100,0
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25,860

Temp:

Figure 29: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.

Tableau 18: Composition phytochimique de I’extrait méthanolique de graines d’Apium

graveolens L.

Temps de Rétention  Surface

Pic [min] [%] Nom du composant
1 3,093 49,9 acide sinapique
2 3,820 25,4 acide ascorbique
3 19,567 6,1 acide hydroxyanisole butylé
4 26,777 7,6 /
5 27,300 2,6 /
6 29,540 8,2 quercétine
7 34,817 0,2 /
Total 100,0
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ansa

E

Figure 30: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens
L.

Tableau 19: Composition phytochimique de I’extrait méthanolique de feuilles de

Petroselinum crispum (Mill.)

Pic Temps de _Rétention Surface Nom du
[min] [%%6] composant
1 0,853 0,1 /
2 3,260 81,9 acide sinapique
3 20,070 7,2 epicatéchine
4 29,530 10,8 quercétine
Total 100,0
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Figure 31: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum
crispum (Mill.)

Tableau 20: Composition phytochimique de I’extrait méthanolique de graines de

Petroselinum crispum (Mill.)

Pic U2 ([j:ﬂF;; tention Su[(r;)aice Nom du composant

1 3,547 15 nicotinamide

2 4,347 0,3 acide ascorbique

3 16,597 52,7 rutine

4 18,363 2,6 myricétine

5 22,657 3,2 acide hydroxyanisole butylé
6 28,767 37,5 quercétine

7 30,133 2,0 catéchine

8 34,363 0,1 /

Total 100,0
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Figure 32: Chromatogramme de 1’extrait méthanolique de graines de Petroselinum
crispum (Mill.)

Chaque phytoconstituant possede une structure chimique spécifique qui lui assure un
réle spécifique. La figure 33 représente les structures chimiques des molécules détectées par
I’analyse chromatographique appartenant a la composition chimique des EMs d’A.graveolens
L. et de P. crispum (Mill.).
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Figure 33: Les structures chimiques de quelques phytocomposants des extraits
méthanoliques d’Apium graveolens L. et Petroselinum

crispum (Mill.)
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4. Evaluation de P’activité antimicrobienne in vitro

Une étude in vitro a été réalisée pour évaluer I’effet antimicrobien des EMs de deux

plantes étudiées sur la bactérie Escherichia coli.

Cette évaluation a été menée selon deux méthodes complémentaires; l'essai de diffusion
sur gélose, apportant des données qualitatives sur l'efficacité des EMs des plantes étudiées
face au micro-organisme testé, en observant la présence ou I'absence de zones d'inhibition etla
méthode de dilution, permettant I’évaluation quantitative de la sensibilité aux EMs, en
identifiant la concentration minimale inhibitrice (CMI), ou la concentration la plus faible de

I’extrait qui peut inhiber visiblement la croissance microbienne.
4.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

L’étude in vitro du pouvoir antimicrobien des EMs a été procedee en utilisant la

méthode de diffusion sur disques/ puits sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton).

Cette activité est évaluée en fonction du diamétre de la zone d'inhibition de la croissance
bactérienne observée autour des disques contenant les échantillons a tester en regard d’une
souche bactérienne Gram négative (E. coli); aprés une incubation de 24 heures a une
température appropriée de 37 °C. La lecture des zones d'inhibition s'effectue sur le revers des

géloses. Les diametres d'inhibition sont mesurés en millimetres a I'aide d'une régle.

Les résultats montrent que ’EM (FAG) d’A. graveolens L. ne présente aucune
inhibition quelle que soit la concentration (pas de barre visible), contrairement a ’EM (GAG)
de la méme plante, une inhibition a été démontrée autour de 9 a 10 mm jusqua la
concentration de 50 mg/ mL. Par ailleurs, ’EM (FPC) de P. crispum (Mill.) présente une zone
d’inhibition de 10 al1 mm a 200 et 100 mg/ mL respectivement, puis aucune inhibition n’a
¢été décelée a 50 et 25 mg/ mL. De plus, ’EM (GPC) de la méme plante affiche une inhibition
de 8 mm a 200 mg/ mL et de 6 mm a 100 mg/ mL (Tableau 21, Figure 34).
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Tableau 21: Diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne (mm) obtenus par

de différentes concentrations des extraits méthanoliques

Concentration (mg/ mL) Diameétre d’inhibition contre Escherichia coli (mm)
FPC FAG GPC GAG
200 10 0 8 9
100 11 0 6 10
50 0 0 0 9
25 0 0 0 0

FAG: extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG: extrait méthanolique de
graines d’Apium graveolens L ; FPC: extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum
(Mill.); GPC: extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)

Zone moyenne d'inhibition
11

FPC

Extralt
GAG

8.0 6.0

GPC

200 100 50

Concentration (mg/ mL})

Figure 34: Activité antimicrobienne des extraits méthanoliques contre la bactérie testée (Effet
concentration-zone d’inhibition) (FAG: extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens
L.;GAG: extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; FPC: extrait méthanolique de
feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); GPC: extrait méthanolique de graines de
Petroselinum crispum (Mill.)
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4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide

Les résultats prouvent que 'EM (FAG) d’A. graveolens L. n’est pas représenté
graphiquement car la CMI > 100 mg/ mL ainsi que la CMB, confirmant le manque d'activité
antimicrobienne observé avec la méthode de diffusion, par contre 'EM (GAG) de la méme
plante montre que la CMI est plus basse (loge =~ 0,5—CMI =~ 3mg/ mL) et la CMB est de 50
mg/ mL. Cependant, ’EM (FPC) de P. crispum (Mill.) indique une CMI plus grande (logio =
1,4 — CMI = 25 mg/ mL), et une CMB supérieure & 100 mg/ mL. En revanche, la CMI de
I’EM (GPC) est moins grande (logio = 0,8 — CMI =~ 6 mg/ mL) et la CMB est de 50 mg/ mL
(Tableau 22, Figure 35).

Ces résultats sont confirmes par ceux de la figure 36 qui indiquent que la zone la plus
petite est celle de ’EM (GAG) d’A. graveolens L. qui est située en bas et a gauche, mais
possédant la meilleur CMI (la plus petite), cependant la zone étendue de ’EM (FPC) de P.

crispum (Mill.) est située en haut et a droite avec une CMI élevée (Figures 36 et 37).

Tableau 22 : Concentration minimale inhibitrice et bactéricide de différents extraits

méthanoliques vis-a-vis de la bactérie testee

Souche microbienne FPC FAG GPC GAG
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Escherichia coli 25 >100 >100 >100 6,25 50 3,125 50

FAG: extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG: extrait méthanolique
de graines d’Apium graveolens L.; FPC: extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum
crispum (Mill.); GPC: extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.);
CMI: concentration minimale inhibitrice (mg/ mL); CMB: concentration minimale
bactéricide (mg/ mL)
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Figure 35: Activité antimicrobienne des extraits méthanoliques vis-a-vis de la bactérie testée
(Zone d’inhibition-concentration minimale inhibitrice) (FAG: extrait méthanolique de feuilles
d’Apium graveolens L.; GAG: extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; FPC:
extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); GPC: extrait méthanolique

de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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Figure 36: Activité antimicrobienne des extraits méthanoliques d’Apium graveolens L. et de
Petroselinum crispum (Mill.) vis-a-vis de la bactérie testée (Zone d’inhibition-concentration
minimale inhibitrice) (FAG: extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG:
extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; FPC: extrait méthanolique de
feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); GPC: extrait méthanolique de graines de
Petroselinum crispum (Mill.). Les barres indiquent le

Log 1o (CMI); les barres inférieures= CMI inférieure en mg/ mL
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Figure 37: Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques d’Apium
graveolens L. et de Petroselinum crispum (Mill.) vis-a-vis de la bactérie testée (FAG: extrait
méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; GAG: extrait méthanolique de graines d’Apium
graveolens L.; FPC: extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); GPC: extrait

méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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5. Test de toxicité

L'observation des animaux d'essai n'a démontré aucun effet virulent ou létal. Cette étude
révele que l'administration des EMs de feuilles ou de graines des deux plantes étudiée; A.
graveolens L. et P. crispum (Mill.) a différentes doses (50 mg/ kg et 100 mg/ kg) n'a provoqué
aucun symptome de toxicité ou de déces chez le rat tout au long de la période
d'expérimentation. L'extrait méthanolique n'induit pas tout comportement anormal également.
Aucune mortalité n'a été observée pendant sept jours apres le traitement avec les EMs

(Tableau 23).
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Tableau 23: Test de toxicité des extraits méthanoliques de plantes étudiées

Paramétres
Vigilance
Agitation
Toilettage

Réponse tactile
au toucher
Réponse a la
douleur
Tremblements
Reflux redressé
Salivation
Papilles
Urination
Prise de
nourriture

Prise d’eau

Convulsion
Se tordant
Saisissant

Couleur de

peau
Perte de
fourrure/densité
Reflex cornée

Mortalité

Groupe01
Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituels
Habituel
Habituelle
Habituelle
Habituelle
Habituelle

Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituel

Pas de

mortalité

Groupe02
Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituels
Habituel
Habituelle
Habituelle
Habituelle
Habituelle

Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituel

Pas de

mortalité

Groupe03
Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituels
Habituel
Habituelle
Habituelle
Habituelle
Habituelle

Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituel

Pas de

mortalité

Groupe04
Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituels
Habituel
Habituelle
Habituelle
Habituelle
Habituelle

Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituel

Pas de

mortalité

Groupe05
Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituels
Habituel
Habituelle
Habituelle
Habituelle
Habituelle

Habituelle
Habituelle
Habituel
Habituel
Habituelle

Habituelle

Habituel

Pas de

mortalité

Groupe 01: témoins; Groupe 02: traité par 1’extrait méthanolique de feuilles d’Apium
graveolens L.; Groupe 03: traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens
L.; Groupe 04: traité par I’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.);

Groupe 05: traité par I’extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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6. Evaluation de Pactivité antimicrobienne in vivo

La recherche in vivo sur un modéle d'infection induite offre une perspective fascinante
et complexe, car elle permet d'étudier les interactions entre un agent pathogene et un

organisme hote dans un environnement vivant.

6.1. Signes cliniques

Pour toute infection, les signes cliniques sont les premiers points a déclarer. En effet,

I’infection entérique a E. coli est une pathologie a différentes manifestations.

Apres I'induction de I’infection, les principaux signes cliniques observés chez le groupe
infecté non traité (CP), sont représentés principalement par l'apathie, la dépression, la
tendance a se regrouper ensemble, diarrhée aqueuse avec coloration brun jaunatre. Cette
diarrhée a persisté durant toute la durée de I’expérimentation avec de différents degrés.
Pendant cette période, les groupes traités ont montré une amélioration progressive et une
diminution des signes cliniques avec degrés. En revanche, aucune mortalité n’a été décelée

chez les rats expérimentaux (Tableau 24).

Tableau 24: Signes cliniques enregistrés chez les animaux experimentaux

Signes cliniques CN clR CPAC CFAG CGAG EERE
Mobilite Habituelle  Réduite Réduite ~ Habituelle Habituelle  Habituelle
Aspect diarrhéique Absence Présence Présence Présence Absence Absence
Vomissement Absence Absence Absence  Absence Absence Absence
Perted’appétit Absence Absence Absence  Absence Absence Absence
Mortalité Absence Absence Absence  Absence Absence Absence

PGPC
Habituelle
Absence
Absence
Absence

Absence

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté traité par I’antibiotique;
Groupe CFAG: infecté traité par ’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; Groupe CGAG: infecté
traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC: infecté traité par 1’extrait
méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté traité par I’extrait méthanolique de

graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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6.2. Evolution pondérale

A fin d’évaluer I’activité antimicrobienne, le poids corporel a été suivi quotidiennement
durant I’expérimentation pour tous les rats expérimentaux. La variation moyenne du poids
avant I’induction de I’infection (début) (JO) et a la fin de I’expérimentation (J°7) (fin - début)

ont été calculés pour chaque groupe expérimental et selon le sexe.
6.2.1. Interaction sexe x temps (significative)

Les résultats ont montré que 1’évolution du poids du jour (JO) au jour (J°7) dépend

fortement du sexe.

Les femelles ont montré une augmentation de poids statistiquement significative de JO a
J’7. Cependant, les mdles n’ont pas montré de changement significatif alors qu’ils ont
représenté significativement plus de poids a JO, cette différence n’était plus significative a J’7

en raison de la prise de poids des femelles (Figure 38).

Effet de I'interaction sexe x temps sur le poids

——$— Femelle
- Male
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220
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(mean + SEM)

Polds

210

205

Poids _JO N J7
Temps

Figure 38: Effet d’interactions sexe x temps sur le poids corporel

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté traité par
’antibiotique; Groupe CFAG: infecté traité par 1’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.;
Groupe CGAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC:
infecté traité par ’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté

traité par I’extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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6.2.2. Interaction groupe x sexe x temps (significative)

Les résultats prouvent que la variation du poids au fil du temps dépend de la
combinaison unique du groupe de traitement et du sexe du rat.

Le graphique démontre des tendances divergentes en matiere de variation pondérale
selon les différentes combinaisons groupe/sexe, confirmant ainsi I’interaction. Les résultats

indiquent que ces différences sont statistiquement significatives (Figure 39).
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Figure 39: Effet de I’interaction groupe x sexe x temps sur le poids

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté traité par
I’antibiotique; Groupe CFAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.;
Groupe CGAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC:
infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté

traité par 1’extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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6.3. Température rectale

La température rectale a été mesurée quotidiennement pendant toute la durée de
I’expérimentation (JO & J’7) pour chaque groupe et sexe. La température moyenne est calculée

pour chaque jour, groupe et sexe, afin d’observer les tendances au fil du temps.

Les résultats examinent l'influence du sexe, du groupe et de leur combinaison

(interaction sexe/ groupe) sur la température.

6.3.1. Effet principal du sexe

Un effet principal du sexe sur la température est hautement significatif. En moyenne sur
tous les groupes traités, il y a une différence significative de température corporelle entre les

rats males et femelles.
6.3.2. Effet principal du groupe

Les résultats indiquent un effet principal statistiquement significatif du groupe sur la
température. En moyenne, pour les deux sexes, il y a une différence significative de
température corporelle entre au moins deux groupes expérimentaux (CN, CP, CPAC, CFAG,
CGAG, PFPC, PGPC) (Figure 40).
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Répartition de la tempérahure des rats par groupe et sexe

Temperature (°C)
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Figure 40: Effet de I’interaction groupe x sexe x temps sur la température

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté traité par I’antibiotique;
Groupe CFAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.; Groupe CGAG: infecté
traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC: infecté traité par I’extrait
méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté traité par 1’extrait méthanolique de
graines de Petroselinum crispum (Mill.)

6.3.3. Effet de P’interaction sexe / groupe

Les résultats montrent que l'effet des différents traitements des groupes expérimentaux
sur la température est cohérent chez les males et les femelles. La variation (ou l'absence de
variation) de la température entre les groupes est a peu pres la méme pour les deux sexes.
Cependant, la différence de température entre les males et les femelles ne varie pas
significativement selon le groupe traité.

Les rats femelles présentaient systématiquement des températures corporelles

significativement plus élevées que les rats males dans toutes les conditions expérimentales.
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Les traitements expérimentaux de différents groupes ont eu un effet significatif sur la

température corporelle des rats.

Plus précisément, le groupe CGAG présente des températures corporelles moyennes
significativement plus basses que celles des rats infectés non traités (CP) et des rats infectés
traités a I’antibiotique (CPAC). Aucune autre différence significative entre les moyennes des

groupes n’a ¢été détectée. L’effet des traitements était similaire pour les deux sexes (aucune

interaction significative) (Figure 41).
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Figure 41: Effet de I’interaction sexe / groupe sur la température

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté traité par
’antibiotique; Groupe CFAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles d’Apium graveolens L.;
Groupe CGAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de graines d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC:
infecté traité par ’extrait méthanolique de feuilles de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté

traité par I’extrait méthanolique de graines de Petroselinum crispum (Mill.)
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7. Résultats des hémocultures

Les résultats des hémocultures chez le groupe infecté non traité (CP), pour les rats
males et femelles ont révelé une culture bactérienne intense durant les quatre premiers

préléevements suivie par une légére diminution au dernier jour.

Tandis que les hémocultures des rats traités par 1’antibiotique (CPAC), ont montré une
culture bactérienne intense chez les males et un peu moins intense chez les femelles et cela au
premier jour du prélevement sanguin. Par la suite, une diminution continue dans I’intensité
bactérienne a été remarquée pour tous les rats de ce groupe (CPAC) jusqu’au dernier jour de

I’expérimentation ou des boites stériles on été récupéré.

Par ailleurs, au premier prélévement sanguin, 1’observation des hémocultures du groupe
traité par ’EM de graines d’A. graveolens L. (CGAG) a indiqué une culture bactérienne
intense pour les deux sexes de rats (males et femelles). Pour les méales de ce groupe, une
diminution importante de nombre de colonies bactériennes a été décelée lors des deux
prélevements suivants (deuxiéme et troisieme prélevement), de plus, une stérilité a été notee
dans les deux dernieres hémocultures. Contrairement au sexe des femelles qui ont présenté
une stérilité dés le deuxieme prelevement sanguin et jusqu’au dernier jour de

I’expérimentation.

De plus, l'observation des hémocultures du groupe traité par ’'EM de feuilles de P.
crispum (Mill.) (PFPC) a indiqué une culture bactérienne intense pour les femelles et moins
intense pour les males au premier prélévement. Dans 1’autre cas, les hémocultures des males
ont montré une stérilité des le deuxieme prélévement sanguin (J'3) et jusqu'au dernier jour de
I'expérimentation. En revanche, pour les femelles de ce groupe, une diminution significative
du nombre de colonies bactériennes au prélevement a (J°3) et elles ont montré une stérilité dés

la troisiéme hémoculture (J’5).

Une stérilité a été remarquée chez les males du groupe (CFAG) des le quatriéme
prélevement (J°6)et dés le deuxiéme prélévement (J°3) pour les femelles alors qu’une stérilité
des hémocultures réalisées pour le groupe (CGAG) a été décelée dés le deuxieme prélevement
(J°3) pour les femelles et le quatrieme prélévement (J°6) pour les males ainsi qu’une stérilité
des hémocultures réalisées pour le groupe (PFPC) a été dévoilée a partir du deuxiéme

prélevement (J°3) pour les males et du troisiéme prélévement (J’5) pour les femelles.
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Contrairement au groupe (PGPC) dont la stérilité a été survenue chez les femelles des le

deuxiéme prélévement (J°3) en comparaison au groupe (CPAC) (Tableau 25).

Tableau 25: Résultats des hémocultures pour tous les groupes expérimentaux

Groupe

Groupe
CN
Groupe
CP
Groupe
CPAC
Groupe
CFAG
Groupe
CGAG
Groupe
PFPC
Groupe
PGPC

Sexe

Male
Femelle
Male
Femelle
Male
Femelle
Male
Femelle
Male
Femelle
Male
Femelle
Male

Femelle

J0

++++
++++
++++
+++
++++
+++
++++
++++
++
+++
++++

++++

J’3

++++

++++

++

++

++

++++

J’5 J’6 J’7
++++ ++++ +++
++++ ++++ +++

++ + -

++ + -
++ - -
+ - -

++++ ++++ +++

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté

traité par ’antibiotique; Groupe CFAG: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles
d’Apium graveolens L.; Groupe CGAG: infecté traité par 1’extrait méthanolique de graines
d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles
de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté traité par 1’extrait méthanolique de

graines de Petroselinum crispum (Mill.)

+++ +: beaucoup pour compter; +++:beaucoup; ++: moyenne; +: faible; -: Stérile
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8. Détection de la translocation bactérienne

Cette étude a été conduite pour évaluer I’effet d’E. coli d’un coté et I’effet des EMs

étudiés d’un autre sur la translocation bactérienne.

Les résultats présentés dans le tableau 26 ont montré une présence de la TB dans le rein

tandis que dans la rate aucune translocation n’a été décelée.

Tableau 26: Détection de la translocation bactérienne

Organe/groupe CN CP CPAC CFAG CGAG PFPC PGPC

Rein - + + + + + +

Rate

Groupe CN: non infecté non traité; Groupe CP: infecté non traité; Groupe CPAC: infecté
traité par I’antibiotique; Groupe CFAG: infecté traité par 1’extrait méthanolique de feuilles
d’Apium graveolens L.; Groupe CGAG: infecté traité par ’extrait méthanolique de graines
d’Apium graveolens L.; Groupe PFPC: infecté traité par I’extrait méthanolique de feuilles
de Petroselinum crispum (Mill.); Groupe PGPC: infecté traité par 1’extrait méthanolique de

graines de Petroselinum crispum (Mill.)

+: présence; -: absence

9. Etude histologique

L'étude histologique des tissus est cruciale pour comprendre I’infection bactérienne

entérique et ’efficacité des extraits méthanoliques étudiés.

9.1. Etude histologique du tissu ileal

L’¢étude anatomopathologique de I’iléon du groupe (CN), soit pour les males ou les
femelles, révele une inflammation intense marquée par un infiltrat inflammatoire contenant
des leucocytes polynucléaires éosinophiles et des lymphocytes, une congestion vasculaire et

un remaniement des ganglions lymphatiques, ce qui traduit une iléite.

L’examen microscopique de I’iléon chez les rats du groupe (CPAC) permet d’observer
une inflammation dite iléite notée par un infiltrat inflammatoire et une congestion vasculaire
chez les deux sexes. De plus, I’architecture histologique de ce groupe est modifiée par une

nécrose cellulaire des villosités bien marquée.
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L’observation microscopique des tissus de I’iléon des rats males et femelles du groupe
(CFAG) démontre un aspect morphologique normal et une architecture conservée avec un
relief conservé des villosités et un chorion si¢ge d’un infiltrat inflammatoire discret qui rentre

dans la normale.

L’histologie iléale du groupe (CGAG) montre un aspect morphologique normal et
conservé similaire a celui du groupe témoin (GT), avec une muqueuse et un tissu épithélial
normaux, et une architecture et un relief des villosités bien conservés, ainsi qu’un chorion
normal, siege d’un léger infiltrat qui rentre dans la normale chez les males et pas de
visualisation d’une congestion vasculaire ou un remaniement nécrotique pour les males et les

femelles qui ne représentent aucune inflammation.

Chez les rats du groupe (PFPC), la coupe histologique de 1’iléon des males représenteun
léger infiltrat inflammatoire dont la présence de quelques cellules éosinophiles avec une
congestion vasculaire ainsi qu’un remaniement nécrotique inflammatoire moins intense, mais

le relief des villosités est régulier et ’architecture histologique est conservée.

Pas d’observation de modification structurale et une architecture histologique conservée
décelée au niveau des tissus des rats du groupe (PGPC) pour les deux sexes (male et femelle).
Cependant, les femelles de ce groupe représentent une iléite modérée traduite par un infiltrat
inflammatoire et des villosités remaniées mais moins intense que celle remarquée chez les rats
du groupe infecté (CP) (Figure 42).
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Figure 42: Coupes histologiques du tissu iléal

CN: 1A (male);1B (femelle), CP: 2,CPAC: 3A (male); 3B (femelle), CFAG: 4A (male);
4B (femelle), CGAG: 5A (male); 5B (femelle), PFPC: 6A (méale); 6B (femelle), PGPC:
7A (male); 7B (femelle)

V: villosité; GL: ganglion lymphatique; L: lymphocyte; LPE: les polynucléaires
éosinophiles; GLR: ganglion lymphatique remaniée; CV: congestion vasculaire; 1l:
infiltrat inflammatoire; RI: réaction inflammatoire; CC: cellule caliciforme; VN: villosité
nécrosée (Coloration hématoxyline-éosine; grossissement x100)
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9.2. Etude histologique du tissu hépatique

L’étude histologique du tissu hépatique du groupe infecté (CP) révele une congestion
vasculaire centrolobulaire et une dilatation des vaisseaux de 1’espace porte chez les maéles.
Tandis que les femelles montrent un léger infiltrat inflammatoire polymorphe, septal et péri-
vasculaire en plus d’une congestion et une dilatation vasculaires centrolobulaires, mais
I’architecture des hépatocytes des rats de ce groupe est bien conservée. Concernant le groupe
trait¢ par I’antibiotique (CPAC), une inflammation modérée marquée par un infiltrat
inflammatoire modéré dans 1’espace porte est décelée chez les males indiquant la présence
d’une hépatite ainsi que des congestions et des dilatations vasculaires sont observées chez les

males et les femelles avec un aspect morphologique normal du parenchyme hépatique.

La lecture microscopique du tissu hépatique du groupe (CFAG) (males et femelles) ne
dévoile qu’une légere congestion vasculaire plus d’une légere dilatation présente dans un

endroit. De plus, I’architecture histologique des hépatocytes est conservée.

Par ailleurs, I’histologie du foie du groupe (CGAG) ne représente aucune manifestation
d’une inflammation sauf une légere congestion vasculaire chez les males. Contrairement aux
femelles qui démontrent un léger infiltrat inflammatoire fait des lymphocytes avec une Iégere

congestion vasculaire alors que la morphologie des hépatocytes est bien préservée.

L’¢étude anatomopathologique du tissu hépatique du groupe (PFPC) détecte un discret
infiltrat inflammatoire avec une congestion vasculaire et dilatation des veines centrolobulaires
chez les males, alors que les femelles ne montrent qu’une légeére congestion vasculaire.

L’architecture histologique est maintenue.

Cependant, I’observation microscopique du tissu hépatique du groupe (PGPC) montre
un aspect morphologique normal soit pour les males ou les femelles et aucun infiltrat
inflammatoire n’est décelé, alors qu’une congestion et une dilatation vasculaire sont observees

chez les males (Figure 43).
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Figure 43: Coupes histologiques du tissu hépatique

CN: 1A (male); 1B(femelle), CP: 2, CPAC: 3A(male); 3B(femelle), CFAG: 4A(méle);
4B (femelle), CGAG: 5A (male); 5B (femelle), PFPC: 6A (méale); 6B (femelle), PGPC:
7A (méle); 7B (femelle)

VP: veine porte; AH: artere hépatique; EP: espace porte; H: hépatocyte; VCL.: veine
centrolobulaire; VPD: veine porte dilatée; AHD: artere hépatique dilaté; CVC:
congestion vasculaire centrolobulaire; LII: léger infiltrat inflammatoire; LCV: Iégere
congestion vasculaire; CV: congestion vasculaire; VC: veine centrolobulaire; 11D:
infiltrat inflammatoire discret (Coloration hématoxyline-éosine; grossissementx100)
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9.3. Etude histologique du tissu rénal

L’étude anatomopathologique du rein du groupe infecté (CP) révéle une structure
anatomique normale, mais avec I’observation d’un infiltrat inflammatoire
lymphoplasmocytaire signifiant une néphrite interstitielle chez les femelles, tandis que les

males ne présentent qu’une congestion vasculaire.

En outre, I’observation du tissu rénal du groupe traité par I’antibiotique (CPAC) montre
un infiltrat inflammatoire interstitiel pouvant rentrer dans le cadre d’une glomérulonéphrite

(néphrite interstitielle) chez les males avec la visualisation d’une congestion vasculaire.

L’analyse des coupes histologique du tissu rénal du groupe (CFAG) démontre une
architecture histologique conservée pour les méles et de méme pour les femelles ainsi
qu’aucun signe d’inflammation ou d’une pyélonéphrite n’est observé; les capsules sont

intactes et les glomérules sont normaux.

L’histologie du tissu rénal du groupe (CGAG) ne présente aucune inflammation ou
Iésion rénale et reflete un aspect morphologique normal similaire a celui du groupe non

infecté (CN) pour les deux sexes.

De méme pour les groupes (PFPC) et (PGPC), bien qu’une congestion vasculaire soit

visualisée chez les males de ce dernier groupe (Figure 44).
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Figure 44: Coupe histologique du tissu rénal

CN: 1A (male); 1B (femelle), CP: 2, CPAC: 3A (méle); 3B (femelle), CFAG: 4A (méle);
4B (femelle), CGAG: 5A (male); 5B (femelle), PFPC: 6A (méle); 6B (femelle), PGPC:
7A (méle); 7B (femelle)

GR: glomérule rénal; TR: tubule rénal; CV: congestion vasculaire; NI: néphrite
interstitielle; IILP: infiltrat inflammatoire lymphoplasmocytaire; CI: capsule intacte
(Coloration hématoxyline-éosine; grossissement x100)
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9.4. Etude histologique du tissu splénique

L’étude anatomopathologique de la rate du groupe infecté (CP) montre une architecture
histologique conservée avec 1’observation de follicules lymphoides primitifs (tissu lymphoide
inactif) au niveau de la pulpe blanche chez les femelles et les méles qui montrent de cellules
géantes polynucléées. De plus, I’histologie du groupe traité par I’antibiotique (CPAC) figure
aussi un aspect morphologique normal avec la visualisation de cellules géantes polynucléées

dispersées au sein du tissu splénique des femelles.

L’observation microscopique du tissu splénique du groupe (CFAG); males et femelles,
permet de différencier les deux tissus composant la rate; la pulpe rouge et la pulpe blanche
intégrant des follicules lymphoides qui sont primitifs dans ce cas, de plus, aucune constatation
de cellules géantes polynucléées n’est établie. L’architecture histologique de ce groupe est

normale.

De tels résultats sont encore obtenus pour le groupe (CGAG) et pour les deux sexes;

males et femelles.

L’examen histologique des coupes tissulaires spléniques du groupe (PFPC) indique que
la structure anatomique de la rate est bien préservée en distinguant la pulpe rouge de la pulpe
blanche pour les deux sexes, bien qu’un follicule lymphoide soit révélé actif avec la détection

de quelques cellules géantes plurinucléées au sein du tissu des femelles.

En ce qui concerne le groupe (PGPC), I’histologie de la rate dévoile de cellules geéantes
plurinucléées dispersées chez les males, tandis que les femelles montrent un nombre

important de ces cellules, mais I’aspect morphologique de la rate est normal (Figure 45).
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Figure 45: Coupes histologique du tissu
splénique

CN: 1A (male); 1B (femelle), CP: 2, CPAC: 3A (male); 3B (femelle), CFAG: 4A
(male); 4B (femelle), CGAG: 5A (male); 5B (femelle), PFPC: 6A (male); 6B (femelle),
PGPC: 7A (male); 7B (femelle)

PB: pulpe blanche; PR: pulpe rouge; CGPN: cellule géante polynuclée; FLP: follicule
lymphoide primaire; FLA: follicule lymphoide actif (Coloration hématoxyline-éosine;
grossissement x100)
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10. Evaluation de Pactivité antimicrobienne et Pactivité anti-inflammatoire in

silico (le docking moléculaire)

L'approche de conception de médicaments basée sur la structure, comme le docking
moléculaire, est couramment utilisée pour anticiper les interactions entre les ligands de petites
molécules et leur cible appropriée (Muhammed et Aki-Yalcin, 2022). Cette approche intégrée
permet d'optimiser le processus de recherche et d'augmenter I'efficacité des développements

futurs.

10.1. Contre I'enzyme dihydroptéroate synthase

Afin de valider les résultats expérimentaux, des simulations de docking moléculaire ont
été reéalisées sur les molécules identifiees dans les EMs contre plusieurs cibles biologiques.
Ce processus vise a identifier les composeés responsables de l'activité biologique et a élucider

leur mode d'interaction.

Les analyses ont révelé une forte affinité et une excellente stabilité de ces composes
envers lI'enzyme dihydroptéroate synthase (DHPS). Par conséquent, une étude de docking
moléculaire détaillée a été menée spécifiquement sur la DHPS, une enzyme essentielle a la
voie de biosynthese bactérienne du folate, cruciale pour la production d'acides amines (Slock
et al., 1991). Zhao et al. (2016) ont identifié des résidus d'acides aminés critiques impliqués
dans la liaison aux fractions ptérine et pABA de lI'enzyme DHPS. Plus précisement, Asp96,
Asnl15, Aspl85, Lys221 et Arg255 se sont révélés essentiels pour la liaison a la fraction
ptérine, tandis que Phel90, Lys221 et Ser222 ont été mis en évidence comme essentiels pour
les interactions avec la fraction pABA (Zhao et al., 2016; Dekir et al., 2023).

Pour garantir la fiabilité de notre protocole de docking, le re-docking du ligand co-
cristallisé a été établi, obtenant un RMSD (Ecart quadratique moyen des positions atomiques)
inférieur & 1 A, comme illustré dans la figure 46. Ce résultat confirme la précision et la

robustesse de notre méthodologie de docking.
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Figure 46: Superposition de la position de re-docking du ligand co-cristallisé avec sa conformation
cristallographique dans le site actif de I’enzyme dihydroptéroate
synthase
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Tableau 27: Classement des molécules apres étude de docking moléculaire

Noms des composes Score de docking (kcal/mol)

Dihydroptéroate Synthase  Cyclooxygénase-2(COX-2)

(DHPS)
Epicatéchine -6,668 -8,961
Nicotinamide -6,562 -6,338
Vanilline -6,491 -5,325
Quercétine -6,383 -7,465
Acide sinapique -6,166 -6,828
Myricétine -5,910 -7,989
Acide hydroxyanisole butyle -5,889 -6,898
Acide ascorbique -5,868 -5,721
Rutine -5,669 -4,256
Ligandco-cristalisé -6,100 -8,994

Aprés l'analyse de docking moléculaire, les composés identifies a partir de l'extrait
vegétal ont présenté une bonne stabilité au sein du site actif de la DHPS, en particulier cing
composes: I'épicatéchine, le nicotinamide, la vanilline, la quercétine et I'acide sinapique. Ces
composes ont enregistré des scores de docking inférieurs a ceux du ligand co-cristallisé,
comme indiqué dans le tableau 27. Les modes d'interaction de ces cing molécules ont été
détaillés dans les figures 47, 48, 49, 50 et 51, ou des interactions clés avec des résidus

critiques du site actif de la DHPS ont été observées.

166



Chapitre2 Résultats

35.8 N eH
PRO de—
64
. ARG
763 )
) Charged (negative) Polar Distance —e Pi-ation
) Charged (positive) & Unspecified residue » H-bond — Saltbridge
Glycine Water » Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Meial cordination
o Metal X Hydration site (displaced) e— Pi-Pi stacking

Figure 47: Position de liaison de 1'épicatéchine dans le site actif de I’enzyme dihydroptéroate synthase:
interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes cyan
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Figure 48: Position de liaison du nicotinamide dans le site actif de I’enzyme dihydroptéroate synthase:
interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes cyan
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Figure 49: Position de liaison de la vanilline dans le site actif de 1’enzyme dihydroptéeroate synthase:
interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes cyan
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Figure 50: Position de liaison de la quercétine dans le site actif de I’enzyme dihydroptéroate synthase:
interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes cyan
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Figure 51: Position de liaison de 1’acide sinapique dans le site actif de I’enzyme dihydroptéroate synthase:
interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes cyan

10.2. Contre la cyclooxygénase-2

Afin d'évaluer le potentiel des composes étudiés, nous avons réalisé une analyse de
docking moléculaire au site actif de la COX-2, évaluant leur stabilité de liaison et leurs
interactions. La fiabilité de notre protocole de docking a été confirmée par le re-docking du
ligand co-cristallisé, le diclofénac, qui a donné un écart quadratique moyen (RMSD) inférieur

a1 A, comme illustré a la figure 52.

Suite a la simulation de docking moléculaire des composes identifiés dans I'extrait de la
plante étudiée, nous avons constaté que la plupart d'entre eux présentent une affinité
significative pour la cible COX-2, comme l'indiquent leurs scores de docking. Les modes
d'interaction des cing principales molécules avec les résidus du site actif de I'enzyme COX-2

ont été ensuite analysés (Figures 53, 54, 55, 56, 57).
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Figure 52: Superposition de la position de re-docking du ligand co-cristallisé
(diclofénac) avec sa conformation cristallographique dans le site actif de la tyrosine
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Figure 53: Position de liaison de I'épicatéchine dans le site actif de la tyrosine kinase EGFR: interactions de
liaison hydrogeéne représentées par des lignes violettes
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Figure 54:Position de liaison de la myricétine dans le site actif de la tyrosine kinase EGFR: interactions de
liaison hydrogeéne représentées par des lignes violettes
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Figure 55: Position de liaison de la quercétine dans le site actif de la tyrosine kinase EGFR: interactions de
liaison hydrogeéne représentées par des lignes violettes
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Figure 56: Position de liaison de 1’acide hydroxyanisole butylé dans le site actif de la tyrosine kinase
EGFR: interactions de liaison hydrogene représentées par des lignes violettes
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Figure 57: Position de liaison de I'acide sinapique dans le site actif de la tyrosine kinase EGFR: interactions de
liaison hydrogeéne représentées par des lignes violettes
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Notre travail a pour but d’étudier le profil polyphénolique de deux plantes médicinales de
la région ouest algérien; Apium graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.), pour valoriser la
flore ouest algérienne d’intérét thérapeutique utilisée pour le traitement des infections
intestinales microbiennes d’une part et d’évaluer ’activité antimicrobienne des extraits bruts de
ces plantes suivant des approches expérimentales (in vitro et in vivo) et des approches in silico

(le docking moléculaire) d’autre part.

Dans notre étude, I’extrait a ét¢ obtenu apres plusieurs étapes d’extraction puis il a été
Iyophilisé. La méthode de macération a froid a été choisie a fin de conserver au maximum le
contenu polyphénolique de cet extrait. En effet, le type et la concentration du solvant, la
température, le temps, le pH, les rapports solide-liquide, la pression et la taille des particules
de la plante ont été identifiéss comme des facteurs importants affectant I'efficacité de
I'extraction des composes bioactifs végéetaux (Abu Bakar et al., 2020).

Selon plusieurs études, I'efficacité antimicrobienne de chaque extrait variait d'un extrait
a l'autre, et le méthanol était le meilleur solvant pour extraire les composés antimicrobiens des
plantes Apium par rapport a d'autres solvants (Salehi et al., 2019). Par ailleurs, le processus de
séchage utilisé dans notre étude était la lyophilisation, qui est une excellente technique pour
sécher les extraits de plantes en préservant leur qualité, et en prolongeant leur conservation
(EINaker et al., 2021).

Nos résultats montrent que ’EM des feuilles d’A. graveolens L. (FAG) présente un
rendement de 35,68 %, ces résultats ne concordent pas avec ceux d’Al aboody (2021) ayant
reporté un rendement de 8,94 % de I’extrait éthanolique des feuilles d’A. graveolens L. récolté
de I’Arabie Saoudite. D’autres part, le rendement de ’'EM des graines d’A. graveolens L.
(GAG) de notre étude indique une valeur de 11,74 %, cette valeur est plus importante que
celle obtenue par Minaiyan et al. qui est de 8,4 % (Minaiyan et al., 2021). En outre, d’autres
travaux au Yémen ont présenté un rendement moins important (13,67+1.44 %) de I’extrait
méthanolique des graines de celeri en utilisant le Soxhlet (Al jawfi et al., 2014). Par ailleurs,
I’EM des feuilles de P. crispum (Mill.) (FPC), donne un rendement de 13,32 % et I’EM des

graines de cette plante (GPC) donne un rapport de 12,86 %. Ce résultat ne s’accorde pas avec
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celui de Lamponi et Baratto qui indique que I’extrait éthanolique de feuilles de persil a donné
un pourcentage de 5,6 % (Lamponi et Baratto, 2020). Plusieurs travaux ont montré que le
rendement de I'extrait et la composition chimique des extraits varient en fonction du processus

d'extraction ainsi que de la composition du solvant (Silva et al., 2022; Burdejova et al., 2023).

Sur un autre plan, le screening phytochimique préliminaire de différents EMs de plantes
étudiées révele la présence de différents groupes polyphénoliques qui sont les tanins, les
flavonoides, les phénols, les saponines, les alcaloides et les glucosides cardiaques, tandis que
les quinones sont absentes dans la composition de tous les EMs de plantes étudiées. Nos
résultats confirment plusieurs travaux qui ont reporté que la phytochimie des plantes
médicinales est influencée par un certain nombre de facteurs, notamment les parties de la
plante (feuilles, tiges ou graines), I'emplacement géographique, les applications
agronomiques, le moment et le stade de la récolte, ainsi que la procédure post-récolte (Sorour
et al., 2015; Minaiyan et al., 2021; Chaudhry et al., 2022).

De plus, I’analyse chromatographique d’A. graveolens L. indique la survenue de
certaines molécules dans ’EM (FAG) de cette plante (acide ascorbique, vanilline, rutine,
myricétine, acide hydroxyanisole butylé, quercétine) et de certains composés sont présents
dans '’EM (GAG) de sa graine (acide sinapique, acide ascorbique, acide hydroxyanisole
butylé, quercétine). En effet, Ashoush et al. ont reporté que le pyrogallol était la principale
molécule phénolique trouvee dans les feuilles de céleri, avec des concentrations élevées de
caféine, d'acide e-vanillique, ellagique, benzoique, chlorogenique, férulique et d'acide P-OH-
benzoique (Ashoush et al., 2017). D’autre part, notre étude montre que la composition
chimique de graines d’A. graveolens L. est similaire a celle présentée dans 1’étude
deMarbaniang et al. (Marbaniang et al., 2020). Par contre, selon Kim et al. il n'y a pas de
présence de cette composition chimique dans I'extrait éthanolique et dans la fraction d'acétate
d'éthyle des graines de céleri, qui ont été identifiées par un détecteur sélectif de masse par
chromatographie gazeuse (Kimetal., 2021). Toutefois, l'acide sinapique et la quercétine ont
été découverts dans I'extrait de graines d'A. graveolens L. analysé dans I'étude de Ghoname et
al. (Ghoname et al., 2023). Ces métabolites sont impliqués dans I’activité antimicrobienne,

anti- inflammatoire et antioxydante d’A. graveolens L.
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Par ailleurs, la composition phytochimique de P. crispum (Mill.) utilisée dans notre
étude montre la présence de (acide sinapique, épicatéchine, quercétine) dans la feuille, tandis
que le contenu de la graine renferme de (nicotinamide, acide ascorbique, rutine, myricétine,
acide hydroxyanisole butylé, quercétine, catéchine). En effet, ’extrait hydroéthanolique de
feuille de P. crispum (Mill.) a révélé la présence de sept composants autres que ceux trouvé
dans la composition chimique de I’EM de feuille de P. crispum (Mill.) étudié qui sont les
dérivés de I’apigénine et de kaemphérol (Liberal et al., 2020). De plus, plusieurs études ont
démontré la présence de divers composeés tel que I'apigénine, I'isorhamnétine, la diosmétine et
leurs dérivés (El-Zaeddi et al., 2016; Slimestad et al., 2020), des dérivés d'apigénine et de
kaemphérol, desdérivésde la lutéoline, du chrysoériol, de la quercétine, et del’isorhamnétine
(Epifanio et al., 2020), de I’acide gallique, de la catéchine, de I’acide vanillique, dumyricétine
et de la quercétine (Ebrahimi et al., 2024). En outre,il a été découvert que la poudre de feuilles
de persil contient de plusieurs phytoconstituants et I’acide chlorogénique était le composant le
plus élevé, par contre, I’acide rosmarinique était la biomolécule la plus abondante dans
I’extrait méthanolique de graines de persil dans 1’étude de Tadros et al. (Tadros et al., 2017;
Moftah et al., 2024).

Les résultats de I’activité antimicrobienne in vitro indiquent que les EMs de deux
plantes étudiées possedent des effets antimicrobiens de degrés variés contre la souche testée.
En effet, les EMs (GAG et FPC) montrent les activités les plus notables par la méthode de
diffusion sur milieu gélosé. Ces résultats mettent en évidence des variations significatives
dans l'activité antimicrobienne des extraits testés contre E. coli. Cependant, ’'EM (FAG) ne
montre aucune activité notable, alors que les autres EMs (FPC, GPC et GAG) présentent des
capacités d'inhibition. En particulier, TEM(GAG) d’A.graveolens L. savére étre I'extrait le
plus prometteur avec la plus faible CMI, suggérant une forte activité inhibitrice contre la

souche bactérienne testée.

De méme, les résultats de I’étude de Nuningtyas et al. ont montré que I’extrait
éthanolique d’A. graveolens L. a exercé un pouvoir inhibiteur vis-a-vis de la bactérie E. coli
(Nuningtyas et al., 2020). Dans I’étude de Ahmed et Almagboul., I’extrait méthanolique de P.

crispum (Mill.) a montré un effet antimicrobien partiel contre E. coli ATCC 25922 par rapport

175



Discussion

aux autres micro-organismes (Ahmed et Almagboul, 2016).

D’autre part, les résultats du test de toxicité aigue des plantes étudiées montrent que les
EMs (FAG) et (GAG) d’A. graveolens L. a doses de 100 mg/ kg et 50 mg/ kg de poids
corporel respectivement ainsi que les EMs (FPC) et (GPC) de P. crispum (Mill.) a les mémes
doses respectivement n’ont révélé aucun effet nocif chez les rats testés pendant les sept jours
d’expérimentation, ce qui exprime que ces deux doses ne sont pas toxiques. Des résultats
d’une étude menée par Powanda et Rainsford ont suggéré qu’il n’y a pas d’effets sub-
chroniques toxicologiquement significatifs de I’extrait hydro-alcoolique de graines d’A.
graveolens chez le rat a la dose de 5000 mg/ kg (Powanda et Rainsford, 2011). De plus,
conformément a nos résultats, une autre étude a noté que la toxicité aigue de I’extrait aqueux
de feuilles de P. crispum (Mill.) a la dose unique de 5000 mg/ kg de poids corporel de rat (per.
0.S) était non seulement pas toxique, mais avait un effet hépato-protecteur (Jackes et al.,
2021). Des résultats similaires ont €té rapportés par I’étude de Gnintoungbe et al. qui ont
mentionné que I’extrait aqueux de feuilles de persil n’est pas toxique jusqu’a la dose unique

de 5000 mg/ kg de poids corporel de rat per os (Gnintoungbe et al., 2023).

Sur un autre plan, les signes cliniques manifestées apres 1’induction de I’infection
entérique chez les groupes traités parles EMs de deux plantes étudiées en comparaison avec le
groupe infecté non traité (CP), montrent une différence entre les deux groupes apres
traitement, les rats étaient apparemment normaux apres le traitement par les différents EMs de
plantes testées. Sun et al. ont reporté que l'infection du tractus gastro-intestinal due a des
virus, des bactéries ou des parasites représente la raison la plus courante de la diarrhéecausées
par la bactérie E. coli Oiniqui a augmenté I’index de diarrhée et I’altération des tissues

intestinaux chez les rats infectés (Sun et al., 2018).

D’autre part, nos résultats soulignent que I'évolution du poids corporel au cours de la
durée de I’expérimentation est influencée par le sexe, et cette relation est nuancée par le
groupe de traitement. Ces différences suggerent que I’infection et les traitements affectent le
poids difféeremment selon le sexe, avec une perte de poids chez les males et un gain chez les
femelles. En2016, une étude a révelé que les souris minces soumises a E. coli par voie nasale

ont montré une diminution graduelle de leur poids corporel, alors que les souris obéses ont
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affiché une baisse plus significative de poids total 72 heures apres avoir été infectées avec la
méme concentration de bactéries (Wan et al., 2016).

Par ailleurs, nos résultats de la température moyenne du groupe infecté traité (CGAG)
sont significativement plus bas, ceci suggere que I’EM (GAG) a un effet thérapeutique plus
puissant en comparaison avec l’antibiotique standard. Dans le méme cadre, une étude a
démontré que l'impact des LPS sur la température corporelle differe chez le rat. La variabilité
devrait étre influencée par la quantité et le sérotype des LPS. Les données indiquent aussi que
les LPS déclenchent une réaction hypothermique, qu'il y ait ou non de la fievre, chez le rat. En
effet, I'nypothermie provoquée par les LPS ne serait peut-étre pas une réaction secondaire due
a un stress potentiel associé, par exemple, a la méthode de mesure (Dogan et al., 2000).

L’étude de I’activité antimicrobienne pour tous les groupes experimentaux a travers des
hémocultures réalisées quotidiennement pendant toute la durée de I’expérimentation révele
que tous les groupes traités par les extraits de plantes étudiées montrent une diminution
significative dans la culture bactérienne jusqu’a la stérilit¢é des hémocultures a 100%. Ce
résultat serait en relation avec la composition phytochimiques des extraits, en effet, les
polyphénols et leurs produits de deégradation représentent une nouvelle famille efficace de
médicaments anti-inflammatoires qui pourraient contribuer a prévenir et traiter la septicémie
(Balazs Veres, 2012).

Les EMs d’A. graveolens L. et de P. crispum (Mill.) contiennent des flavonoides, des
alcaloides et des saponines, qui sont associés a leur action antibactérienne. Les flavonoides
possédent une activité antibactérienne basée sur plusieurs mécanismes: inhibition de la
membrane cytoplasmique, inhibition de la synthése des acides nucléiques, métabolisme
énergétique. En revanche, les alcaloides agissent par une intercalation dans la paroi cellulaire
et/ou 'ADN. Par contre, les saponines sont associées a la pénétrabilité des membranes

cellulaires bactériennes (Silva et Fernandes Junior, 2010; Husnul Khotimah et al., 2020).

Effectivement, la quercétine s'est avérée étre un puissant agent antibactérien in vitro
contre les isolats d'E. coli qui produisent la B-lactamase OXA-48 (Majumdar et Mandal,

2024). Ce phytocomposant stoppe la croissance d'E. coli en ajustant l'activité de l'adénosine
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triphosphate (Qi et al., 2022). De plus, la quercétine perturbe ou décompose les membranes
plasmiques, obstrue les voies menant a bloquer les voies de l'intervention de la population,
met fin a I'adhésion bactérienne et supprime les pompes d'efflux, ce qui entrave la production
d'acides nucléiques (Qi et al.,, 2022). De méme, l'acide sinapique posséde une activité
antibactérienne significative contre S. aureus et E. coli jouant un role dans la suppression de
la pompe d'efflux NorA (Singh et al., 2022).

Nos résultats de la translocation bactérienne (TB) montrent une présence de la
translocation dans le rein tandis que dans la rate aucune translocation n’a été décelée. Ce
résultat peut étre expliqué soit par I’absence de la translocation des microorganismes a la rate
soit par la destruction de ces micro-organismes in situ a travers I'immunité médiée par les
lymphocytes T inhibant la TB, ce quia empéche leur culture a partir de cet organe. La TB est
un processus de défense qui garantit au systéeme immunitaire une interaction constante avec

des antigenes extérieurs (Nikitenko et al., 2011).

Sur un autre plan, le groupe (CFAG) traité par ’EM (FAG) montre une histologie iléale
normale. Le méme résultat a été observé chez les rats du(CGAG) traités par I’EM (GAG), cet
aspect est plus apparent que celui des rats traités par I’antibiotique (CPAC), ce qui suggere
que I’EM aurait traité¢ ’infection d’un coté et d’un autre il aurait protégé I’organe contre des
Iésions, des destructions et des nécroses cellulaires et stimulerait son fonctionnement et sa
flore microbienne en améliorant le systéme immunitaire, battant contre 1’agent pathogene,
traitant I’inflammation et luttant I’oxydation cellulaire. De méme, l'apparence de la structure
anatomique conservée des sections iléales chez les rats du (PFPG) traités par I’EM (FPC) est
plus prononcée que celle des rats traités avec ’EM (GPC), ce qui impliquerait que l'extrait
aurait traité l'infection et préservé l'organe des Iésions, des dommages et de la nécrose
cellulaire. Par contre, notre résultat note la présence d’un léger infiltrat inflammatoire chez le
groupe (PFPC) traité par D’extrait (FPC) et d’une iléite modérée chez les rats du (PGPC)
traités par ’EM (GPC) mais moins intense que celle remarquée chez le groupe infecté (CP)
sans la visualisation d’une nécrose cellulaire et avec aucun changement dans la morphologie

iléale.

En effet, le celeri possede un grand potentiel pour combattre les LPS et d'autres toxines.
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Cette plante a démontré une action protectrice contre les LPS, qui entrainent différentes
formes de stress oxydatif. Ce résultat a mis en évidence le role protecteur du céleri dans la
lutte contre les troubles comportementaux et biochimiques (Abu taweel, 2020). De plus,
I’activité antimicrobienne d'A. graveolens L. pourrait également étre due a la présence
importante de polyphénols (Husnul Khotimah et al., 2020). Zhao et al. ont reporté que la
vanilline possede de fortes propriétés anti-inflammatoires et a inhibé avec succés le
développement de l'inflammation induite par les LPS (Zhao et al., 2017). Une étude récente a
montré que l'acide ascorbique possede a la fois des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires dans le traitement des infections des voies urinaires causées par E. coli
(Hassuna et al., 2023).

Par ailleurs, nos résultats montrent une organisation normale du foie est celle
d'hepatocytes issus de la veine centrale formant une colonne et séparés par une ou plusieurs
sinusoides. De plus, I’étude histologique du tissu hépatique des animaux des groupes traités
par les EMs de plantes étudiées (CFAG, CGAG, PFPC, PGPC) ne révele aucune hépatite, ces
résultats affirment que les EMs contiennent des biomolécules présentant un effet protecteur
et/ou traiteur du foie contre I’inflammation et I’oxydation causées par I’infection bactérienne

et ne possédant aucun effet toxique vis-a-vis de cet organe.

En effet, de nombreuses études in vitro et in vivo chez l'animal, ont révélé que les
polyphénols possedent des effets antioxydants et anti-inflammatoires dans l'axe cerveau-foie-
intestin. Les polyphénols ont prouvé leur action sur les différentes étapes de la cascade
inflammatoire afin de diminuer la gravité de l'inflammation (Li et al., 2022). De méme, les
travaux de Luo et al. ont reporté qu’une augmentation de I’apport alimentaire en acide
ascorbique est bénéfique pour améliorer la fonction hépatique et le métabolisme du glucose
(Luo et al., 2022).

L’observation d’une glomérulonéphrite (néphrite interstitielle) et la visualisation d’une
congestion vasculaire chez le groupe (CPAC) affirme la translocation bactérienne et que le
tissu rénal a été infecté par la bactérie E. coli présente dans la circulation sanguine. Ces
résultats prouvent que I’antibiotique n’a pas pu protéger le rein de I’infection bactérienne et de

la septicémie. En plus, il se peut que l’antibiotique ait provoqué une néphrotoxicité. En
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revanche, les animaux de tous les groupes traités par les EMs de plantes étudiées (CFAG,
CGAG, PFPC, PGPC) montrent des structures histologiques rénales normales avec absence
de tous signes d’inflammation. Ces résultats suggeérent que les EMs de plantes étudiées ont
prévenu l’atteinte par une néphrite et ont exercé une protection rénale contre toute
inflammation di a I’infection bactérienne présente ou a la septicémie et méme contre la TB.

En outre, ces résultats confirment que les EMs n’ont aucun effet toxique sur le rein.

Les résultats de I’¢tude menée par Xu et al. ont démontré que 1’acide ascorbique agit en
éliminant les radicaux libres et en empéchant I'accumulation de produits d'oxydation, qui
peuvent tous deux nuire aux reins (Xu et al., 2021). Nos résultats concordent avec ceux
obtenus par Afolabi et al. qui ont démontré des améliorations significatives de [I'état
histologique rénal, notamment un glomérule normal et une dégradation modeérée des tubules
contournés proximaux et distaux avec une diminution de I'espace urinaire apres un traitement
a la caféine et a la vanilline (Afolabi et al., 2023). De plus, la myricétine abaisse les niveaux
d'indicateurs néphrotoxiques (azote uréique du sang et créatinine sérique) et de médiateurs
inflammatoires (Nrf-2, TNF-o0, NF-xB, COXI, COXII et IL-6) (Song et al., 2021), la
quercétine semble trés prometteuse pour réduire la toxicité rénale (Chen et al., 2022) et les
catéchines possedent des effets réno-protecteurs, tres probablement grace a des propriétés

antioxydantes et anti-radicalaires (Diniz et al., 2021; Xu et al., 2021; Sawhney et al., 2021).

D’autre part, I’étude histologique du tissu splénique indique I’absence des cellules
géantes polynucléées dans le tissu splénique de groupes (CFAG) et (CGAG) suggeérant que les
EMs (FAG) et (GAG) d’A. graveolens L. ont pu protéger 'organe de 1’envahissement
bactérien comme ils ont pu diminuer I’oxydation et I’inflammation en exercant leurs effets
antioxydants et anti-inflammatoires. De plus, ces extraits ont pu gérer I’'immunité innée en

supprimant la réponse immunitaire de la rate.

Ces résultats concordent avec ceux d’une autre étude indiquant que I’huile essentielle de
persil pourrait étre capable de supprimer la réponse immunitaire cellulaire et humorale. 11 peut
également supprimer a la fois la production de NO et les fonctions des macrophages en tant
que principales cellules immunitaires innées. Ces résultats peuvent suggérer que I’huile

essentielle de persil est un inhibiteur approprié pour différentes applications (Yousofi et al.,
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2011). Par ailleurs, le traitement par le nicotinamide a atténué 1’hépato-splénomégalie et les
dommages en réduisant considérablement ’activation de la réponse immunitaire hyperactive

chez les souris infectées par le parasite Leishmania infantum (Zhou et al., 2024).

Nos résultats du docking moléculaire démontrent que les cing molécules a savoir:
I'épicatéchine, le nicotinamide, la vanilline, la quercétine et l'acide sinapique, ont montré des
interactions clés avec des résidus critiques du site actif de la DHPS; une enzyme essentielle a
la voie de biosynthése bactérienne du folate, cruciale pour la production d'acides aminés
(Slock et al., 1991), ce qui suggére un potentiel inhibiteur prometteur.

L'épicatéchine s'est révélée étre le composé le plus stable au sein du site actif de la
DHPS parmi toutes les molécules testées, y compris le ligand co-cristallisé, avec un score de
docking le plus faible. Cette molécule a établi un total de cing interactions clés: quatre liaisons
hydrogene avec les résidus SER222, GLY189 et PRO64 via ses groupes hydroxyle (OH), et
une interaction d'empilement n-n hydrophobe entre son cycle aromatique et le résidu PHE2S.
Le nicotinamide a également montré une forte affinité de liaison avec un score de docking de
-6,562 kcal/mol. 1l a formé quatre interactions similaires a celles du ligand co-cristallisé: une
liaison hydrogéne avec SER222 via I'atome d'oxygene de son groupe carbonyle (C=0), deux
interactions d'empilement n-m entre son cycle aromatique et les résidus PHE28 et PHE190, et
une interaction m-cation avec LYS221. La vanilline a également montré une stabilité
favorable, avec un score de docking de -6,491 kcal/mol. Elle s'est engagée dans deux liaisons
hydrogene avec SER222 via les atomes d'oxygene de ses groupes méthoxy et hydroxyle, ainsi
gu'une interaction hydrophobe entre son cycle aromatique et PHE28. La quercétine a
démontré une affinité de liaison comparable, enregistrant un score de docking de -6,383
kcal/mol. Elle a formé quatre liaisons hydrogene avec les résidus ARG235 et GLY 189 via ses
groupes hydroxyles, ainsi qu'une interaction d'empilement n-m entre son cycle aromatique et
PHE?28. L'acide sinapique a également affiché une performance de docking notable, avec un
score de -6,166 kcal/mol. Il a formé deux liaisons hydrogene avec ARG235 etGLY189 via les
atomes d'oxygéne de ses groupes carbonyle et hydroxyle, ainsi qu'une interaction hydrophobe

avec PHE28 via son systeme aromatique.
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La cyclooxygénase-2 (COX-2) est une enzyme inductible qui joue un réle clé dans la
réponse inflammatoire. Contrairement a son homologue constitutive, la cyclooxygénase-1
(COX-1), qui est continuellement active et participe au maintien de fonctions physiologiques
normales, la COX-2 est spécifiqguement exprimée en réponse a des stimuli pro-inflammatoires
tels que les cytokines et les interférons. Sa principale fonction est de catalyser la production
de prostaglandines, médiateurs de la douleur, de l'inflammation et de la fievre (Kurumbail et
al., 1996). Dans le contexte du développement de médicaments anti-inflammatoires, cibler
sélectivement la forme inductible de la cyclooxygénase (COX-2) permet de minimiser les
effets secondaires généralement associés a l'inhibition de son isoforme constitutive, la COX-
1, tels que les complications gastro-intestinales ou rénales. Les inhibiteurs sélectifs de la
COX-2 peuvent réduire efficacement l'inflammation sans interférer significativement avec la

synthese plaquettaire de thromboxane médiée par la COX-1.

Parmi les cing principaux composés, I'épicatéchine qui s'est avérée la plus stable, avec
un score de docking de -8,961 kcal/mol, tres proche de celui du ligand de référence
« diclofénac» (-8,994 kcal/mol). L'épicatechine a formé quatre liaisons hydrogene fortes avec
les résidus du site actif SER530, TYR385, GLN192 et TYR355, par l'intermédiaire de
groupes hydroxyles attachés a ses cycles aromatiques. La myricétine a également démontré
une bonne stabilité au sein du site actif, avec un score de docking de -7,989 kcal/mol. Elle a
établi trois liaisons hydrogene avec les résidus SER530, TYR355 et LEU352, via des groupes
hydroxyles sur ses cycles aromatiques. Classée troisiéme en termes de stabilité, la quercétine a
formé une seule liaison hydrogéne entre un groupe hydroxyle et le résidu LEU352, mais a
¢galement participé a trois interactions hydrophobes: deux interactions 7-cation entre ses
cycles adjacents et ARG120, et une interaction d'empilement ©—m entre son cycle aromatique
et HIS90. Le quatrieme composé, l'acide hydroxyanisole butylé, a formé deux liaisons
hydrogene avec les résidus SER530 et TYR385, via un seul groupe hydroxyle attaché a son
cycle aromatique. Enfin, l'acide sinapique n'a formé qu'une seule liaison hydrogene avec

LEU352, via le groupe hydroxyle de sa fonction carboxylique.

182



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Notre recherche vise a mettre en évidence le profil polyphénolique et a évaluer I’activité
antimicrobienne in vitro, in vivo ainsi qu’in silico (le docking moléculaire) des extraits
meéthanoliques lyophilisés issus d’une extraction a froid liquide-solide; une macération dans le
méthanol a 80 % d’Apium graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.) (Feuilles et graines)

choisies de I’ouest algérien.

En effet, les rendements d’extraction du contenu polyphénolique de ces plantes sont
apparus trés importants, et la plante Apium graveolens L. a donné des rendements plus élevés

que ceux obtenus de la plante Petroselinum crispum (Mill.).

Par ailleurs, le screening phytochimique démontre une variété de phytoconstituants
inclus dans ces deux plantes tels que les tanins, les flavonoides, les phénols, les saponines, les

alcaloides et les glucosides cardiaques.

L’étude in vitro des extraits méthanoliques de plantes étudiees dévoile des variations
significatives dans leur activité antimicrobienne contre E. coli. Les extraits (GAG et FPC)
montrent les activités les plus notables par la méthode de diffusion sur milieu gelosé tandis
que les extraits (FPC, GPC et GAG) présentent des capacités d'inhibition et 1’extrait (GAG)

d’Apium graveolens L. s'avere étre I'extrait le plus prometteur avec la plus faible CMI.

La toxicité aigue chez les rats ne révele aucun effet toxique aux doses testées pour les
extraits méthanoliques d’Apium graveolens L. et de Petroselinum crispum (Mill.) (Feuilles et
graines). Les résultats de ’activité antimicrobienne in vivo évaluée sur des rats Wistar, des
modeéles d’infection entérique induite par Escherichia coli, montrent 1’efficacité de tous ces
extraits vis-a-vis de I’infection entérique. Les hémocultures indiquent une réduction
significative des cultures bactériennes jusqu’a atteindre 100% de stérilité pour I'ensemble des
groupes soumis aux traitements par les extraits méthanoliques de deux plantes. La stérilité des
hémocultures soutient que le pouvoir antimicrobien de leurs phytoconstituants dépasse celui

de l'antibiotique standard.

L’étude anatomopathologique des organes cible dévoile que les extraits méthanoliques
d’Apium graveolens L. et de Petroselinum crispum (Mill.) ont influencé positivement sur la
fonction et la structure de 1’organe, ils ont pu traiter I’infection entérique en battant
I’oxydation cellulaire et en traitant I’inflammation et par la suite en préservant I’architecture

histologique d’iléon, du foie, du rein et de rate.

183



Conclusion et perspectives

L'analyse de docking moléculaire de composés naturels sélectionnés contre le site actif
de la dihydroptéroate synthase (DHPS) fournit des informations précieuses sur leurs affinités
de liaison et leurs schémas d'interaction. Parmi toutes les molécules testées, I'épicatéchine a
montré la plus forte affinité de liaison, surpassant méme le ligand co-cristalliseé,
principalement grace a de multiples liaisons hydrogene et une interaction clé d'empilement n—
n. Le nicotinamide, la vanilline, la quercétine et I'acide sinapique ont également présenté des
profils de liaison prometteurs, soutenus par une combinaison de liaisons hydrogéne et
d'interactions hydrophobes. Ces résultats suggérent que ces composés naturels, en particulier

I'épicatéchine, pourraient servir d'inhibiteurs potentiels de la DHPS.

L'analyse de docking révéle que plusieurs composés phytochimiques de l'extrait végétal
étudie présentent de fortes affinités de liaison avec le site actif de la COX-2, suggerant leur
potentiel comme agents anti-inflammatoires naturels. Parmi eux, I'épicatéchine a montré la
plus grande stabilité, comparable a celle du diclofénac, un médicament de référence. Ces
composes peuvent étre considéerés comme des candidats prometteurs pour le développement

d'inhibiteurs sélectifs de la COX-2 présentant moins d'effets secondaires.

L’ensemble des données confirment que les extraits méthanoliques de plantes Apium
graveolens L. et Petroselinum crispum (Mill.) possedent des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes, donc, ils peuvent étre utilisés comme des agents

antimicrobiens dans 1’industrie pharmaceutique.

Les perspectives de la présente recherche offrent une vue d'ensemble enrichissante et
complexe, permettant une meilleure compréhension du sujet étudié et ouvrant la voie a de

futures recherches.

¢+ Utilisation des extraits de plantes en synergie pour améliorer leur efficacité.

%+ Optimisation des méthodes d'extraction pour garantir la constance et I'efficacité
des extraits utilisés.

¢ Application d’autres méthodes in silico.

% Utilisation des techniques avancées telles que les techniques d'imagerie:
Imagerie par résonance magnétique (IRM), tomographie par émission de

positons (TEP) pour visualiser les processus biologiques en temps réel.

X3

2

Utilisation des technologies avancées comme de modeles 3D et de systémes de

micro-fluidique pour simuler des infections plus réalistes.
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Développement de traitements basés sur les réponses individuelles des patients
aux infections.

Initier des études cliniques impliquant un grand nombre de participants et des
périodes d'observation étendues pour étayer l'usage de l'extrait, les informations
cliniques pertinentes, y compris la toxicité, afin de déterminer sa dose
thérapeutique spécifique et optimiser son utilisation chez les patients.
Application des techniques de la biologie moléculaire.

Réalisation des études histopathologiques spécifiques.

Réalisation des analyses d’immunohistochimie.
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Annexe 01. Analyse chromatographique

Figure. Systeme de chromatographie a haute performance a détecteur a barrettes de diodes
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Annexe 02. Identification de la souche bactérienne

Figure. Systeme d’identification microbienne Vitek 2
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Annexe 03. Composition de milieux de cultures

Milieu: Mueller-Hinton

Infusion de viande de beeuf 300 ml
Peptone de caséine 1759
Amidon de mais 159
Agar 179
pH 7,4

Milieu: Mac Conkey

peptone pancréatique de gélatine 17
lactose 10
chlorure de sodium 5
peptone pancréatique de caséine 1,5
peptone peptique de viande 1,5
sels biliaires 1,5
rouge neutre 30
violet de gentiane 1
agar 13,5
pH 7,1+0,2

Milieu: Columbia

peptones 17 g/l
Peptone pancréatique de coeur 34/l
Amidon de mais 149/l
Chlorure de sodium 59/l
Extrait de levure 39/l
Agar 13,5 g/l
pH 7,3+/-0,2

Milieu: Sabouraud

peptone 109
Glucose massé 209
Agar-agar 159
Eau distillée 1000 ml
Vitamines et facteurs de croissance /
pH 6
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Milieu: BEA (bile-esculine-azoture)

Peptone 179

Peptone pepsique de viande 30

Extrait de levure 5¢

Esculine 19

Citrate de sodium 19
Citrate de fer ammoniacal 059
Bile de beeuf déshydratée 10 g
Azoture de sodium 0,259

Chlorure de sodium 509
Agar 139

Milieu: Viande foie (VF)

Base viande foie 309
Glucose 29
Agar 69

pH 7,4

Milieu: MRS (Man, Rogosa, Sharpe)

Peptone 10 g

Extrait de viande 8¢

Extrait de levure 49

Glucose 20 g

Acétate de sodium trihydraté 59

Citrate d’ammonium 29
Tween 80 1ml

Hydrogénophosphate de potassium 290
Sulfate de magnésium heptahydraté 0,2¢g
Sulfate de manganese tétrahydraté 0,059
Agar 10 g

pH 6,2



https://fr.wikipedia.org/wiki/Esculine
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Azoture_de_sodium
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Annexe 04. ldentification biochimique de la souche bactérienne

98% de probabilité Escherichia coli

/
CemestReOnnE. | bochimique: MISGIOELIGR Fiabiit : Exellnt denificaton

Germes identifiés ot tests discriminants :

Commentaire sur "ident. ;

Tests a "encontre
Escherichia coli dTAG(22),

Détails biochimiques

2 lama L 3 |aD0 |- |4 [y | 5 |uRL | |7 ldcEL (|- [0 [BGAL |+
0 [H2S |- (11 [BNAG |- |12 |AGLTp |- [13 “|dGLU |+ |14 |GGT |- |15 |OFF |
17 [BOLU [- 118 [dMAL [+ [19 |dMAN [+ |20 [dMNE [+ [ [BXYL . |- |22 [BAlap
% oA |- D6 (L |- |27 ILE |- |29 [TwA (¢ I {URE |- 132 |dSOR |+
B (SAC |- M |dTAG [+ |38 [dTRE [+ [36 [CIT 3OIMNT | |39 [3KG

40 [ILATK |- |41 [AGLU |- 42 [SUCT |+ |43 INAGA |- |4 |AGAL |+ [45 |PHOS

S
ER

f
s
" |

+

-+
e
R

|
1 {0vA |- |47 [obC |+ {48 [LDC g+ |53 [HISa {- S loMT BGLR
o L0129k 1+ 159 [GGAA |- 160 IMLTa |- 62 [ELLM | LATa |- |

+
b
<N
4=

Figure. Résultats de I’identification biochimique d’Escherichia coli par le systeme Vitek 2




Annexe 05. Antibiogramme de la souche bactérienne
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Figure. Résultats de I’antibiogramme d’Escherichia coli par le systéeme Vitek 2
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Annexe 06. Etude histopathologique

Automate de déshydratation Microtome a paraffine

Photo-microscope Automate de coloration

Figure. Quelques instruments utilisés dans 1’étude histopathologique
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ABSTRACT

The purpose of the currentinvestigation is to evaluate the methanolic extract from Apium graveolens seeds for chemical composition and in vivo antimicrobial activity,
supported by a histological study. The chemical profile of the methanolic extract was identified using high-performance liquid chromatography diode array detector
analysis. The toxicity and antimicrobial effects of the methanolic extract were examined through in vivo experiments on rats weighing 220 + 5 g. The histological stud
was conducted using the rats’ ileum. The methanolic extract (80%) contained sinapic acid (49.9%), ascorbic acid (25.4%), butylated hydroxyanisole acid (6.1%), and
quercetin (8.2%), with a yield ratio of 11.74%. The dose of 50 mg/kg of the methanolic extract did not lead to animal lethality or toxicity symptoms. Two days after
treatment, the blood cultures of all females treated with the methanolic extract at 50 mg/kg showed sterility (100%). The same result appeared on the fifth day after
treatment in all males of the same group. Histopathological examination revealed normal and well-preserved architecture of the ileum in both sexes. The study
concludes that the methanolic extract of Apium graveolens possesses significant antimicrobial capacity.
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1. Introduction According to the Iiterétgre, h.owe\)('ert no in vivo studiesb have been
conducted on the antimicrobial activity of the methanolic extract of

Enteric infections are a growing public health problem, posing a A. graveolens seeds from the Mascara region in western Algeria. The

critical threat across the world. objective of this investigation is to study the polyphenolic profile of

One particular international public health concern is the struggle the methanolic extract of A. graveolens seeds, evaluate its in vivo

against Escherichia coli (£ col)) infections, which cause intestinal antimicrobial activity against intestinal infection induced by the

diseases and bleeding. Such bacteria, which can be found in food and pathogen £. colj; and conduct a histological study.

drinking water, can cause acute intestinal inflammation and chronic

diarrhea (Pokharel er al, 2023 and Xiao eral, 2022). £. coliis the most 2. Materials and Methods

common gram-negative bacterium associated with bloodstream

infections (Kolesnichenko er af, 2021). Such infections are thought to 2.1. Sampling:

be responsible for more than 2 million deaths per year (Cheng et al, For the presentinvestigation, Apium graveolensseeds (Figure 1) were

2024). The use of antibiotherapy has been crucial in preventing collected in May 2021from El Maarif in the Tighennif plain, which

microbial infections. Nevertheless, the global expansion of antibiotic extends over an area of 108 km? and is located 20.70 km from

resistance highlights the need for novel therapies. Mascara in western Algeria (latitude 35°24'55.56 N; longitude

A new supply of natural antimicrobial substances is provided by 0°19'46.72 E) (Figure 2). The plant materials were authenticated by

medicinal plants, which are important in addressing basic health experts for the present research.

demands. Furthermore, several natural materials, including essential
oils originating from edible and medicinal plants, spices, and herbs have
been declared to possess antimicrobial potency and perform as natural
antimicrobials against a variety of pathogenic microbes, as well as food
spoilage (Khalil er af, 2015). Apium graveolens, popularly known as
celery, belongs to the family Apiaceae, which primarily consists of
aromatic plants, including the genus Apium. These plants are grown
worldwide for their petioles, bulbous roots, seeds, and green leaves (
Mezeyova er al, 2018 and Roslon er al, 2010) and possess in vitro
antimicrobial properties (Salehi et al, 2019). Indeed, in some
investigations, A. graveolens has shown modest antibacterial efficacy
against multi-drug-resistant Sa/monella typhi (AI—Aboody, 2021; Rani
and Khullar, 2004). Other studies have reported that methanol is the
best solvent for extracting antimicrobial compounds from Apium plants
(Edziri er al, 2012 and Penna er a/, 2001). Moreover, recent research
has revealed positive antibacterial effects of these plants against
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus in vitro and in vivo
(Prakoso eral, 2020).

Figure 1: Seeds of Apium graveolens

Corresponding Author: Imane Abdelsadok 00213777568478, imane.abdelsadouk i ara.dz
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Figure 2: Location of the Tighennif plain
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2.2. Bacterial Strains:

The pathogenic agent Escherichia coli(E. coliATCC 25922) utilized in
this investigation was acquired from the Faculty of Nature and Life
Sciences at the University of Mostaganem, Algeria. To validate the
test microorganism and test its susceptibility, the VITEK microbial
identification system adapted by bioMérieux (bioMérieux, France)
was chosen.

2.3. Extraction and Preparation of Plant Sample:

The dried plant materials were macerated with 500 ml of methanol
(80%) for 24 h at room temperature. The extract was filtered and
dried at a temperature of 40 °C under reduced pressure (Chouikh er
al, 2020). The crude extract was lyophilized and maintained at 4 °C
for further analysis (EINaker er al, 2021).

2.4. High Performance Liquid Chromatography Diode
Array Detector (HPLC-DAD) Analysis:

Following the aim of evaluating the polyphenolic profile of the tested
extract, the analysis was performed using HPLC identification with
the YL9100 HPLC system (Young Lin, Anyang, Korea). The HPLC
instrument was supplied with a C18 column and diode array detector.
The mobile phase consisted of acidified water at 1% formic
acid/acetonitrile, and methanol was applied as a solvent. The extract
concentration was 5 mg/ml, and the composites were detected at 254
nm under a flow rate of 1 ml/min with a gradient mode; injection
volumes were then set at 20 pl. The identification and quantification
of phytochemical constituents were assessed by comparison with
standards. The quantity of each phytocomponent was expressed
based on peak area without correction factors.

2.5. Experimental Animals:

The experimental animals utilized in this research were Wistar rats of
both sexes weighing 220 + 5g. These test rats were raised in the
Animal Care Facility of the Faculty of Nature and Life Sciences,
Mustapha Stambouli University, Mascara, Algeria.

Animals were housed under optimal standard conditions of
temperature (25 + 2 °C) and relative humidity (60%—70%) with a

nychthemeral rhythm (12 h light/dark cycle); standard food and
water were given adlibitum. All experimental studies were performed
following an overnight fast, but free water access was available. The
test animals were assigned at random to several groups to conduct
the different experiments.

All experimental processes and approaches adopted in this
investigation were conducted according to the ethical standards of
the Organization for Economic Cooperation and Developmentand in
compliance with Algerian Law Number 12-235/2012, which is
crucial for safeguarding animals used in scientific research.

2.6. Acute Toxicity:

The study aimed to investigate the toxic effects of the methanolic
extract acquired from A. graveolens seeds in Wistar rats (weighing
220 + 5g) based on the criteria established by the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD, 2008).Two groups
were used: The first group (n = 6) received normal saline (9%) orally
(p-0.) and served as a control group (CG), whose behavior was to be
compared to that of rats from the other group. The second group (n =
6) received individual doses of the methanolic extract of A
graveolensseeds (AGM) (50 mg/kg) p.o. (AGMG).

After treatment, the animals were fasted for 2 hours, after which food
was made available. To conduct this experiment, the test animals
were selected at random. They were observed over 7 days for
mortality, changes in skin color, membranes, and pupils, body
posture, movement, rearing, tremors, and absorption, as well as the
effects of the dose on pain, touch sensitivity, righting reflex, and
dietary behavior.

2.7. In Vivo Antimicrobial Activity:

The methanolic extract was tested for its antimicrobial properties on
an £ cofi-induced intestinal infection model. A total of 18 rats were
divided randomly into three groups (n =6), which were designated as
follows: The negative control group (NCG) received sterile normal
saline (9%); the positive control group (PCG) was treated with a
standard antibiotic (4 mg/kg of amoxicillin and clavulanic acid)
administered p.o.; and the tested group (CSAG) was administered a
dose of 50 mg/kg body weight of A. graveolens seed methanolic
extract (AGM) p.o.

Forty eight hours before the administration of treatment, all animals
were given Tml of saline solution containing 10%cfu/ml of £ coliin
the exponential phase intraperitoneally and then placed in various
cages. After 24 hours, blood cultures were conducted to ensure that
the animals were infected. After 72 hours, blood cultures were
conducted for all groups. This process was carried out regularly after
48, 72, and 144 hours (Yunana er a/, 2018). This investigation was
conducted under aseptic conditions.

2.8. Histological Study and Preparation of Samples:

After 7 days of experiment, a histological evaluation was conducted
on all experimental animals. They were anesthetized, then sacrificed,
and the ileum of each was removed. The ileum was kept in a 10%
formalin buffer solution. Samples were dehydrated with increasing
alcohol percentages from 50% to 99.6% and cleared in xylene; they
were then embedded in paraffin using an embedding machine.

After this, blocks of paraffin-embedded samples were sectioned using
a rotary ultramicrotome, distributed onto glass slides, and dried
overnight. They were stained with hematoxylin and eosin for further
microscopic analysis. Microphotography was conducted using Leica
Microsystems (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)‘

Abdelsadok, I., Ouldyerou, K., Meddah, B., and Sonnet, P. (2024). Histological study and chemical composition of Apium graveolensin vivo antimicrobial activity. Scientific journal of King Faisal University: Basic and Applied Sciences,
25(2), 36—41. DOI: 10.37575/b/sci/240033
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3. Results and Discussion

3.1. Yield and AGM Chemical Composition:

The yield value of AGM was 11.74%, higher than the 8.4% obtained by
Minaiyan et al. (2021). Seasonal and geographical variables and the
postharvest procedure, as well as the extraction solvent, affect the yield
percentage (Burdejova er al, 2023). The HPLC analysis of the AGM
revealed many phytochemicals, of which the most significant were
sinapic acid (49.9%), ascorbic acid (25.4%), quercetin (8.2%), and
butylated hydroxyanisole acid (6.1%). This chemical composition is not
present in the celery seed ethanol extract and celery seed ethyl acetate
fraction identified by gas chromatography-mass selective detector (Kim
er al, 2021). However, sinapic acid and quercetin were found in
A.graveolens seed extract as profiled by Ghoname er a/ (2023). The
phytochemistry of A. graveolens is known to be impacted by various
factors, including the plant parts (leaves, stem, or seeds), climatic
conditions, geographiclocation, agronomic applications, time and stage
of harvest, and postharvest treatment (Chaudhly etal,2022; Malhotra,
2006 and Sorour eral, 2015) (Table 1, Figure 3).

Table 1: Chemical composition of the methanolic extract of A. graveolens seeds.

Peak Retention Time (min) Area (%) Compound Name
1 3.093 499 Sinapic acid
2 3.820 254 Ascorbic acid
3 19.567 6.1 Butylated hydroxyanisole acid
4 26.777 7.6 Unknown
5 27.300 26 Unknown
6 29.540 82 Quercetin
7 34.817 0.2 Unknown
Total 100.0
Figure 3. High performance liquid ct graphy ct g of the methanolic extract of A.
graveolensseeds.
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3.2. Acute Toxicity:

Our findings indicated that the dose of 50 mg/kg of AGM did not
result in any animal death or signs of toxicity throughout the
experimentation period (Table 2).

Table 2: Extract effect on acute toxicity.

Parameters cc AGMG
Alertness usual usual
Restlessness usual usual
Grooming usual usual
Touch response usual usual
Pain response usual usual
Tremors usual usual
Writhing reflux usual usual
Salivation usual usual
Pupils usual usual
Urination usual usual
Food intake usual usual
Water intake usual usual
Convulsion usual usual
Writhing usual usual
Gripping usual usual
Skin color usual usual
Fur shedding/density usual usual
Corneal reflex usual usual
Mortality no mortality no mortality

CG: control group; AGMG: group received the methanolic extract of A.graveolens seeds.

3.3. Antimicrobial Activity Evaluation:

Blood cultures of the NCG (males and females) revealed an intense
bacterial culture during the first four samples, followed by a slight
decrease in the last sample. However, blood cultures of the PCG
showed an intense bacterial culture in males and a slightly less
intense bacterial culture in females on day D'0. A continuous
decrease in bacterial intensity was observed in all specimens of the
PCG across the rest of the experiment.

Observation of the blood cultures of the CSAG indicated an intense
bacterial culture in both sexes in the first sample. In the males of this
group, a significant decrease in the number of bacterial colonies was
detected in the two subsequent blood samples (D'3 and D'5). In D'6
and D'7, the blood cultures were sterile. In the females of the group,
blood cultures showed sterility from the second blood sample
onward. The sterility of the blood cultures carried out for the CSAG
from the second sample for females and the fourth sample for males
suggests, when compared to the PCG, that the components of AGM
are more powerful than the tested antibiotic (Table 3).

Numerous epidemiological investigations have demonstrated that
the genus Apium contributes significantly to avoiding microbial
proliferation thanks to its antibacterial and antifungal properties
(Kooti and Daraei, 2017). The crude extracts of A. graveolens show
notable bactericidal activity against several gram-positive, -negative,
and fungal strains. It has been demonstrated that plant extracts’
potency and their bioactive components, especially flavonoids, have
antimicrobial properties (Al-Aboody, 2021).

Indeed, the outcomes seen here accord with those of Uddin et
al.(2015), performed in vitro, which demonstrated that A. graveolens
extracts had strong antimicrobial effects and exhibited good efficacy
against £ coli; S. aureus, S. typhi, B. subtilis, and P. aeruginosa.
Flavonoids, alkaloids, and saponins are phytoconstituents of
A.graveolens extract that contribute to its antibacterial activity.
Flavonoids’ antibacterial effects can be attributed to a number of
processes, including energy metabolism suppression, nucleic acid
production, and cytoplasmic membrane function, while bacterial cell
membrane permeability is correlated with saponins (Khotimah eral,
2020).

Due to its hydroxyl group’s action on bacterial membranes, quercetin
is aflavonoid that demonstrates antibacterial activity against a variety
of gram-positive and gram-negative bacteria. Quercetin was found to
be a potent antibacterial agent in vitro against isolates of £ colithat
produced OXA-48 B—Iactamase by lowering the minimum inhibitory
concentrations of imipenem and piperacillin when used in
combination (Majumdar and Mandal, 2024). By modulating the
activity of adenosine triphosphate, this phytocomposite inhibits the
growth of £ coli(Qi et al, 2022).

Moreover, the structural integrity of the bacterial cell wall and cell
membrane was compromised by quercetin, which made these more
permeable. The cell's endochylema contents were discharged, which
altered adenosine triphosphate activity. In fact, quercetin impacted
protein expression in the cell, reduced bacterial protein production,
and ultimately caused cell lysis and death (Wang et al., 2018). In
addition, quercetin breaks or modifies plasma membranes, prevents
population intervention pathways, stops bacterial adhesion, and
inhibits efflux pumps, which interrupt the synthesis of nucleic acids
(Qi eral, 2022).

Studies conducted in vitro and in vivo have revealed that vitamin C
works against clinical isolates of £ coli as an antibacterial and anti-
biofilm agent (Hassuna et al, 2023).

The antibacterial action of sinapic acid against £ coliand S. aureusis
substantial. It contributes to the suppression of the NorA efflux pump,
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since it has the highest affinity for the protein NorA and forms
meaningful interactions, including hydrogen bonds with tyrosine
(Singh er al, 2022).

Table 3: Detection of £. coliin blood cultures.

Group Sex D0 D’3 D’5 D’6 D'7
NCG Male e+ e+ e+ e e
Female e e+ e+ e b

PCG Male o+ ++ ++ + -

Female +++ ++ ++ + -

Male - + T — —

CsAG Female 4+ - - - -

++++: t00 NUMerous to count; +++: numerous; ++: moderate; +: low; —: sterile.
NCG: negative control group (infected); PCG: positive control group (infected; treated with antibiotics);
CSAG: infected group treated with the methanolic extract of A graveolens seeds.

3.4. Histological Study:

The anatomopathological study of the ilea of the NCG in males and
females indicated intense inflammation marked by an inflammatory
infiltrate containing eosinophilic polynuclear leukocytes and
lymphocytes, vascular congestion, and remodeling of lymph nodes,
which reflects ileitis; this was probably a consequence of the induced
intestinal infection. This could then be expected, through bacterial
invasion, to translocate to target organs, such as the liver, spleen, and
general blood circulation.

Microscopic examination of the ileum in rats from the PCG revealed
an inflammatory infiltrate and vascular congestion in both sexes. In
addition, the histological architecture of this group was modified by a
well-marked cellular necrosis of the villi. These results show that the
antibiotic had an oxidative effect, causing cell necrosis. Subsequently,
it caused a modification in the architecture of the ileum by affecting
the intestinal microbial flora and the immune system of the ileum in
general, resulting in an imbalance and the persistence of
inflammation. This led to other complications and pathologies.

lleum histology of the CSAG, however, showed a normal and well-
preserved morphological appearance similar to that of the neutral
control group, with normal mucosa and epithelial tissue and well-
preserved architecture and relief of the villi, as well as a normal chorion,
seat of a slight infiltrate, which is normal in males, and no visible
vascular congestion or necrotic remodeling in males or females,
representing no inflammation. This appearance was more conspicuous
than that of the PCG, which suggests, firstly, that the extract treated the
infection and, secondly, that it protected the organ against lesions,
destruction, and cellular necrosis. Indeed, it stimulated its functioning
and its microbial flora by improving the immune system, fighting
against the pathogen, treating inflammation, and fighting cellular
oxidation (Figure 4).

Recent research has examined the anti-inflammatory potential of
chemicals extracted from Apium plants (Al-Asmari er al, 2017;
Powanda and Rainsford, 2011; Vahidi er a/, 2019 and Ziyan er al,
2007). One of these chemicals is quercetin, whose anti-inflammatory
effect was demonstrated by its decreasing the production of
inflammatory molecules such as nuclear factor-kappa B (NF-KB),
reactive C—protein, activator protein 1, mitogen—activated protein

kinase, reactive nitric oxide synthase, and cyclooxygenase-2
(Aghababaei and Hadidi, 2023).

Moreover, due to the presence of vitamins, including vitamin C and
vitamin A, A. graveolens can positively affect the immune system
(Sowbhagya, 2014). A recent study demonstrated the antioxidant
and anti-inflammatory qualities of ascorbic acid in treating urinary
tract infections induced by £ coli with significant increases in
antioxidants (glutathione and total antioxidant capacity) and
decreases in inflammatory mediators (malondialdehyde and NF-KB)
(Hassuna er al, 2023). Furthermore, sinapic acid suppresses the
signaling of activating transcription factor 2 protein and NF-KB by
targeting transforming growth factor beta-activated kinase 1 (Jang er

al, 2023).

These findings also align with the histological results obtained in the
CSAG, where ileitis, the inflammation of the ileum, was not visible.

Plants of the genus Apium are rich in flavonoids and phenolic
components, which are principally responsible for antioxidant
activity. Numerous studies have been performed to demonstrate that
the seeds, roots, and leaves of Apium plants possess antioxidant
capacities both in vitro and in vivo (Al-Asmari er a/, 2017; Liu er al,
2020). Recent investigations have revealed that celery leaves, as
compared to petioles, are an excellent source of natural antioxidants
and free radical scavengers (Liu et al., 2020). Flavonoids and phenolic
chemicals found in celery extract prevent reactive oxygen species
(ROS) from being produced during inflammation (Hussain er al,
2016).

Quercetin is the most potent natural antioxidant. It has been shown
that quercetin exhibits antioxidant properties as an ROS scavenger
(Aghababaei and Hadidi, 2023). By controlling glutathione levels, it
can strengthen the body's antioxidant systems (Qi et al, 2022).
Furthermore, quercetin can reduce oxidative stress in A549 cells by
modifying the expression of genes linked to antioxidants (Qi eral,
2022).

In addition to ascorbic acid, a reducing agent that may decrease and
neutralize ROS, including hydrogen peroxide, sinapic acid is a
promising antioxidant that efficiently reduces oxidative stress
indicators in plasma and tissues while increasing non-enzymatic
antioxidants in plasma (Nithya and Subramanian, 2017).

Such data explain the absence of cellular necrosis, the preservation of
the villus structure, and the well-maintained architecture of the ileum
in the CSAG. They thus confirm the antioxidant effect of this extract.

Figure 4: Histopathological sections of ileum.

l‘ ’ j )?(

. ?

(1) Negative control group (infected); (2) positive control group (infected; treated with antibiotics), (A) male;
(B) female; (3) infected group treated with the methanolic extract of A. graveolens seeds, (A) male; (B)
female (Hematoxylin and eosin staining x 100). VC: vascular congestion; L: lymphocytes; EPL: eosinophilic
polynuclear leukocytes; VN: villi necrosis; V: villi; LN: lymphatic nodes.

4. Conclusion

This study revealed that the methanolic extract of A graveolensseeds
was a rich source of various bioactive molecules (sinapic acid

Abdelsadok, I, Ouldyerou, K., Meddah, B., and Sonnet, P. (2024). Histological study and chemical composition of Apium graveolensin vivo antimicrobial activity. Scientific Journal of King Faisal University: Basic and Applied Sciences,
25(2),36—41. DOI: 10.37575/b/sci/240033



40

[49.9%)], ascorbic acid [25.4%], butylated hydroxyanisole acid
[6.1%], and quercetin [8.2%]). A. graveolens seed extract harvested
from western Algeria was found to be completely safe and non-toxic
at the dose of 50 mg/kg. Furthermore, the in vivo study showed that
this extract was 100% effective in treating £ co/i-induced intestinal
infection in the treated animals.

The efficiency of this extract could be associated with the various
phytochemicals found in the plant. This result is confirmed and
validated by the application of this plantin treating various microbial
infections in traditional medicine. Apium graveolens is an
antimicrobial agent that could be used as an antibiotic or a natural
antimicrobial ingredient in the antibiotic industry. This plant also
possesses anti-inflammatory and antioxidant properties, which
qualify it as an excellent therapeutic substance.

This study suggests that future research should be designed to
investigate the effect of other extraction solvents and techniques on
the phytocomposition of this plant and evaluate its antimicrobial
activity in vitro and in vivo in treating infections and combating
antibiotic resistance. Additionally, clinical trials should be devised
with large sample numbers and extended follow-up periods to
explore the extract’s applicability and acquire relevant clinical data,
including toxicity, to evaluate its specific therapeutic dosage and
improve its application in patients.
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