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Résumé

Matricaria chamomilla est une plante médicinale appartenant a la famille des Composées.
Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle contre diverses affections cutanées et son
huile essentielle est également utilisee comme agent antirhumatismal. Le but de ce travail est
d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits préparés a partir des parties aériennes de cette
plante. L’extraction par décoction aqueuse a donné le rendement le plus élevé (25%). L’extraction
par macération au méthanol a donné un rendement de 15,2%, et a donné 3,8% par 1’acétate
d’¢éthyle. L’activité antibactérienne de la plante (extraits) a été vérifiée en utilisant sept (7) souches
dont des Gram+ et des Gram—. La technique des puits de diffusion a permis de qualifier la
sensibilité des bactéries étudiées de sensibles a I’ensemble des extraits testés (ZI varie de 8,55 a
14,75 mm). Les CMI ont été déterminées et varient entre 7,43 a 62,5 mg/ml pour I’extrait
méthanolique, de 125 et 250 mg/ml pour les extraits acétate d’éthyle et aqueux respectivement ;
les CMB varient de 31.5 a 125 mg/ml pour I’extrait méthanolique, de 250 et plus de 250 mg/ml
pour les extraits acétate d’éthyle et aqueux respectivement. Les bactéries les plus sensibles sont

Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, et Pseudomonas aeruginosa.

Mots clés - Matricaria chamomilla, Composées, activité antibactérienne, extrait méthanolique,
extrait aqueux.




Abstract

Matricaria chamomilla is a medicinal plant belonging to the Compositae family. It is widely
used in traditional medicine against various skin conditions and its essential oil is also used as an
antirheumatic agent. The aim of this work was to evaluate the antibacterial activity of extracts
prepared from the aerial parts of this plant. Extraction by aqueous decoction gave the highest yield
(25%). Extraction by maceration with methanol gave a yield of 15.2%, and gave 3.8% with ethyl
acetate. The antibacterial activity of the plant (extracts) was verified using seven (7) strains
including Gram+ and Gram—. The wells diffusion technique allowed to qualify the sensitivity of
the bacteria studied as sensitive to all the extracts tested (Z1 varies from 8.55 to 14.75 mm). The
MICs have been determined and vary between 7.43 to 62.5 mg/ml for the methanolic extract, from
125 and 250 mg/ml for the ethyl acetate and aqueous extracts respectively; the MBCs vary from
31.5 to 125 mg/ml for the methanolic extract, from 250 and more than 250 g/mlifor the ethyl acetate
and aqueous extracts respectively. The most sensitive bacteria were Enterococcus faecalis,

Bacillus subtilis, and Pseudomonas aeruginosa.

Key words - Matricaria chamomilla, Compositae, antibacterial activity, methanolic extract,
aqueous extract.
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Introduction

Introduction

Les plantes sont & la base de systemes sophistiqués de médecine traditionnelle qui existent
depuis des milliers d’années et continuent de fournir a I’humanité de nouveaux remeédes. L’homme
a pris conscience des capacités thérapeutiques des plantes de son environnement il y a environ
3000 ans.

La découverte des antibiotiques a constitué un progres médical extraordinaire. Cependant,
une résistance a ces produits s’est rapidement développée et a évolué jusqu’a constituer un
probleme de sante important a 1’échelle mondiale. C’est pourquoi une grande attention a été
accordée aux extraits bruts de plantes, qui commencent a susciter la curiosité des gens en tant que

source potentielle de composeés bioactifs naturels.

A cet effet, nous nous sommes intéressés 1’étude de I’activité antibactérienne Matricaria
chamomilla L., une espece de la famille des composées (Astéracées) qui constitue la plus vaste

subdivision du regne végétal.

Ce travail est composé de deux parties ; une partie bibliographique traitant des généralités
sur les plantes médicinales et leur utilisation dans la vie quotidienne de I’homme, leurs caractéres
thérapeutiques, puis une description générale du genre Matricaria ; et une partie expérimentale
qui consiste en I’application de techniques d’étude de I’activité antibactérienne de la plante
Matricaria chamomilla L., a savoir la préparation d’extraits par décoction et macération, et

I’évaluation de I’activité antimicrobienne de ces extraits vis-a-vis de sept souches microbiennes.

Le travail est achevé par une conclusion.
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1. Généralités sur les plantes médicinales
1.1. Définition des plantes médicinales

Le terme "plantes médicinales” fait référence a une variété d'espéces végétales utilisées en
herboristerie, dont certaines ont des propriétés medicinales. Ces plantes sont considérées comme
une riche source de composants pour la création et la synthése de médicaments. Elles sont
également essentielles au développement des cultures humaines dans le monde entier. En outre,
certaines plantes sont considérées comme des sources importantes de nutrition et, par conséquent,
sont suggerées pour leurs bienfaits médicinaux. Ces plantes comprennent les noix, le gingembre,
le thé vert et quelques autres., D'autres plantes et leurs dérivés sont considérés comme des sources

d’huiles essentielles et de composes actifs utilisés dans I'aspirine et la dentifrice (Rasool, 2012).

Une plante médicinale est toute plante qui contiennent un ou plusieurs composés pouvant
étre utilisé a des fins médicinales ou qui est un précurseur dans la production de produits

pharmaceutiques efficaces (Abayomi, 2010).
1.2. Principes actifs des plantes médicinales

Les effets pharmacologiques de tout echantillon de plante sont dus aux métabolites
primaires, aux métabolites secondaires et aux produits de sécrétion présents dans I'échantillon. Les
produits chimiques phénoliques, les alcaloides, les tanins, les saponines, les sucres, les glycosides,

les flavonoides et les stéroides en sont les types les plus courants (Mradu et al., 2012).
1.3. Usage des plantes médicinales
1.3.1. En médecine

La médecine traditionnelle est pratiquée dans le monde entier et son importance
économique s'accroit rapidement, en grande partie grace a l'utilisation de plantes médicinales, qui
jouissent aujourd'hui d'une réputation respectable, en particulier dans les pays en développement,
ou l'acceés aux soins de santé modernes est trés limité. L'Organisation mondiale de la santé (OMS,
1999) signale que, selon les estimations actuelles, une part importante de la population de
nombreux pays riches pratique encore la medecine traditionnelle, en particulier I'utilisation de
plantes médicinales. Bien que ces pays aient acces a des traitements modernes, I'utilisation de
plantes thérapeutiques est restée populaire pour des raisons historiques et culturelles (Agra et al.,
2008).

Les plantes médicinales sont largement utilisées comme matieres premieres pour extraire les

composants actifs qui sont ensuite utilisés pour synthétiser divers medicaments. Les laxatifs, les
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anticoagulants, les antibiotiques et les antipaludéens contiennent tous des composants d'origine
végetale (Rasool, 2012).

1.3.2. En cosmétologie

Les plantes contribuent a préserver et a accroitre la beauté et le caractére unique de
I'nomme. Il existe 65 especes connues de plantes médicinales qui sont utilisées pour soigner les

affections cutanées et fabriquer des cosmétiques traditionnels (Abbasi et al., 2010).
1.3.3. En alimentation

Les épices forment une composante essentielle de la cuisine humaine ; des substances,
telles que les phénols et les flavonoides, ont récemment été trouvées dans les [égumes et les épices,
en plus des fibres alimentaires et des vitamines, et elles pourraient avoir des effets bénéfiques sur
la santé (Bouba, 2009).

1.3.4. En agriculture

L'une des plantes médicinales les plus importantes du Bangladesh est I'arbre Azadirachta
indica, qui pousse dans tout le sous-continent indien et a une circonférence de 1,8 & 2,4 métres. Sa
circonférence est de 1,8 a 2,4 metres et sa hauteur varie de 12 a 18 métres. Les huiles de cet arbre
sont utiles pour l'agriculture et la lutte contre de nombreux insectes nématodes (vers parasites)
(Mehani, 2015).

1.4. Caractéristiques des plantes médicinales

Lorsqu'elles sont utilisées comme remede, les plantes médicinales présentent de nombreuses

qualités, dont les suivantes :

e Médecine synergique : Les éléments constitutifs des plantes interagissent simultanément,
ce qui permet a leurs applications de compléter, de nuire ou méme de contrecarrer les effets
d'autres utilisations.

e Les composants des plantes se sont révélés trés utiles dans le traitement de cas complexes
tels que les troubles cancéreux.

o |l aété établi que certains composants végétaux se caractérisent également par leur capacité
a retarder I'apparition de certaines maladies. Cela permet d'atténuer les effets néfastes des
traitements synthétiques en réduisant l'utilisation de thérapies chimiques qui sont utilisées

lorsque la maladie est déja présente (Rasool.,2012).
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1.5. Les bactéries

Les bactéries sont des cellules procaryotes dont I'ADN n'est pas localisé dans un noyau.
Beaucoup contiennent des structures circulaires d’ADN extra chromosomique appelées plasmides.
Il n'y a pas d'organites autres que les ribosomes dans le cytoplasme. Plus petites que les cellules
eucaryotes, les bactéries, a I'exception des mycoplasmes, sont entourées de parois complexes qui

different selon qu'elles sont & Gram positif ou & Gram négatif (Hart et Shears,1997).

Les polyméres d'acide téichoique sont reliés a la couche de peptidoglycane, qui constitue
la quasi-totalité de la paroi des bactéries Gram-positives. La paroi des bactéries a Gram négatif est
plus complexe. Par rapport aux bactéries a Gram positif, la couche de peptidoglycane est plus fine
et elle est entourée d'une membrane externe composée de lipopolysaccharides et de lipoprotéines.
Les molécules d'endotoxine (lipide A) sont présentes dans la partie lipopolysaccharide de la paroi
des bactéries Gram négatives et sont impliquées dans la pathogénicité bactérienne (Hart et Shears,
1997).

1.5.1. Culture des bactéries

Les bactéries sont généralement cultivées sur des milieux élaborés a base d'hydrolysats
enzymatiques de viande ou d'extraits de viande. Ces milieux peuvent étre solides (exp. gélose

nutritive) ou liquides (exp. Bouillon nutritif).

Les bactéries peuvent se déplacer librement dans un milieu liquide et leur prolifération
produit un trouble, généralement homogene. Lorsque peu de bactéries sont présentes sur un
substrat solide, chacune d'entre elles peut proliférer instantanément jusqu'a former un amas de

bactéries visible a I'ceil nu, appelé colonie (Nauciel et Vildé, 2005).
1.5.2. Infections bactériennes et antibiotiques

Les infections sont causées par différents types de microorganismes qui sont des agents
pathogeénes tels que les bactéries, les virus, parasites ou champignons. Ces infections ont causé des
millions de morts depuis des années dans le monde entier, en particulier dans les pays en

développement.

La découverte des antibiotiques a conduit a réduire considérablement les infections causées
par différents microorganismes. L’incroyable efficacité de ces antibiotiques étaient accompagnés
d’usage massif et abusif qui a entrainé I’apparition de la résistance bactérienne (Ganfon et al.,
2019).

Un antibiotique est un agent antibacterien d'origine biologique (champignons et bactéries),

ou d'origine chimique, capable de stopper la croissance ou d'éradiquer d'autres microorganismes.
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Par exemple : le champignon Penicillium notatum produit la pénicilline ; le chloramphénicol est

un antibiotique produit chimiquement.

Les antibiotiques sont définis par leur action antimicrobienne ou spectre d'activité qui
distingue les antibiotiques, leur mode d'action, leur activité des milieux organiques, et leur

diffusion et absorption dans I’organisme (Yala et al., 2001).
1.6. Activité antimicrobienne

Avant que I'nomme ne découvre I'existence des microbes, prévalait I'idée que certaines
plantes possédaient des pouvoirs curatifs ou contenaient ce qu'on appelle aujourd'hui des principes
antimicrobiens. Depuis I'Antiquité, les humains utilisent les plantes pour traiter les infections
courantes. Certains de ces remédes traditionnels font encore partie du traitement régulier de
diverses affections. Le traitement des infections par exemples des voies respiratoires est décrit
dans divers manuels de phytothérapie, mais la mélisse (Melissa officinalis), I'ail (Allium sativum)
et I'arbre a thé (Melaleuca alternifolia) sont décrits comme antibiotiques a large spectre (Rios et
Recio, 2005).

Les plantes sont au cceur des medicaments traditionnels utilisés par exemple pour traiter les
infections locales et systémiques causées par des micro-organismes (exp. cicatrisation des plaies).
La plante a été préparée comme médicament a base de plantes ou comme extrait peut avoir des

propriétés antibactériennes (Heinrich et al., 2017).

L'augmentation du nombre de microorganismes résistants aux antibiotiques a donné un élan
supplémentaire a la recherche de nouveaux composés antibactériens. Les polyphénols d'origine
végétale ont montré une activité antibactérienne. Un nombre d'entre eux sont également connus

pour leurs effets synergiques avec les médicaments antimicrobiens existants (Ncube et al., 2008).

Dans la littérature, il est courant de voir l'activité antioxydante et l'activité antibactérienne
rapportées simultanément, en particulier lorsque le fractionnement guidé par la bioactivité est
impliqué (Tan et Lim, 2015).

1.6.1. Activité antibactérienne

Tout matériau utilisé pour éliminer les microbes ou arréter leur croissance est appelé "agent
antimicrobien", y compris les agents antibactériens. Les agents antimicrobiens sont utilisés depuis
de nombreuses années pour traiter les maladies contagieuses et arréter les infections. Lorsqu'un
agent antimicrobien empéche les bactéries de se multiplier, il est dit bactériostatiques ; et lorsqu’il

éradique totalement les bactéries, on dit qu'il est bactericide (Sablonniere, 2006).
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1.6.1.1. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne
1.6.1.2. Méthode des disques

Un disque imprégné d'antibiotique est placé sur un tapis de gélose ou la suspension
bactérienne a été préalablement étalée. L’antibiotique se diffuse uniformément dans la gélose, de
sorte que sa concentration est inversee proportionnellement a la distance autour du disque. Aprés
18-24 h d'incubation, la croissance bactérienne est observée sur toute la surface de la gélose,
excepté dans des zones circulaires autour du disque d’antibiotique ; ce sont les zones d'inhibition
a diamétre mesurable. Plus la zone d'inhibition est grande, et plus la bactérie testée est sensible
(Monier, 2017).

1.6.1.3. Méthode des puits

Le principe de cette méthode est similaire a celui de la méthode des disques : il consiste &
réaliser des puits dans la gélose de 2.5 mm de profondeur, qui sont par la suite remplis d’extraits

ou d’antibiotique a tester (Clarke, 2004).
1.6.1.4. CMIl et CMB

Dans les méthodes de concentration minimale inhibitrice (CMI), on détermine la sensibilité
des organismes a des dilutions en séries d'agents dans la gélose ou le bouillon. Les tests quantitatifs
déterminent la CMI, qui est définie comme la concentration la plus faible de I'agent qui empéche
une population microbienne de se développer. La concentration bactéricide minimale (CMB) est
la concentration la plus faible qui tue 99,9 % de la population. Dans les laboratoires cliniques, les
méthodes CMI sont utilisées pour tester la sensibilité des organismes qui donnent des résultats
équivoques dans les tests de diffusion, pour les tests sur des organismes pour lesquels les tests sur
disque peuvent ne pas étre fiables, comme pour les organismes a croissance lente, ou lorsqu'un
résultat plus précis est nécessaire pour la prise en charge clinique. Les méthodes de CMI sont
acceptées comme la norme par rapport a laquelle les autres méthodes sont évaluées et pour tester
de nouveaux agents. Les CMI peuvent également étre dérivées de la taille de la zone d'inhibition
dans les tests de diffusion en utilisant une courbe de régression produite en tracant le diametre de
la zone d'inhibition en fonction de la CMI d'une série de souches d'une espece donnée. Dans
certains cas, il est nécessaire de connaitre la CMB d'un organisme. Celle-ci est déterminée en sous-
culturant le bouillon des tubes ne présentant pas de turbidité lors d'un test de CMI sur un milieu
exempt d'agent antimicrobien et en observant la croissance apres une nouvelle incubation (Corry,
2004).
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1.6.2. Mécanismes de ’activités antifongique
1.6.2.1. Altération de la structure de la paroi fongique

La paroi cellulaire fongique a une structure rigide constituée de polysaccharides. Le (1,3)-B-
D-glucane est le composant majeur de la paroi fongique. L'inhibition de ce dernier perturbe

I'intégrité de la paroi cellulaire (Bernard et Latge, 2001).

Certaines substances antifongiques empéchent la synthese de I'ergostérol en inhibant la
déméthylation (14-déméthylase) du lanostérol ou en interagissant directement avec l'ergostérol, ce
qui affecte la structure de la membrane lipidique et augmente sa perméabilité. La création de pores
aqueux par lesquels le matériel cytoplasmique vital pénetre, éliminant ainsi le gradient de protons

qui pourrait autrement conduire & la mort de la cellule (Biabiany, 2011).

La croissance des champignons peut étre empéchée par I’inhibition de la chaine respiratoire
mitochondriale, agir sur les microtubules impliqués dans la division cellulaire (métaphase), ou
inhibition de la production d'acides nucléiques (ADN, ARN) et, par conséquent, de la production

de protéines (Brans, 2015).
1.7. Généralités sur les matricaires

Le genre Matricaria appartient a la famille des Asteraceae (ou Compositae). Les plantes
ayant pour nom de genre Chamomilla sont aujourd'hui au sein du genre Matricaria. Par contre, les
plantes nommées « Camomille » en francgais n'ont pas a voir avec ce genre. Seule Matricaria
recutita (également connue sous le nom de Matricaria chamomilla) peut étre nommée «
Camomille sauvage » en raison de sa ressemblance avec les plantes cultivées et des usages
similaires (Gherboudj, 2014).

1.7.1. Répartition géographique

Le genre Matricaria comporte une trentaine d’espéces principalement des régions
tempérées d’Europe, d’Amérique, d’Asie et d’Afrique, dont quelques especes naturalisées en
Australie (Gherboudj, 2014).

1.7.2. Description botanique

Les matricaires sont des plantes annuelles de 50 cm a 1,5 m de hauteur, a tige dressée,
rameuse. Les feuilles, alternes, sessiles, épaisses, charnues, sont tres divisées, en lanieres. Les
fleurs, jaunes au centre, blanches a la circonférence, trés odorantes, sont groupées en capitules
solitaires au sommet des rameaux. Le fruit est trés petit, blanc jaunatre, légérement arqué
(Gherboudj, 2014).
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1.7.3. Usages traditionnels

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques a la
Matricaire (Chamomille allemande) qui ont été souvent discutées. Parmi les principales propriétés,
il y avait 1’'usage en tant qu’antispasmodique, fébrifuge, antispastique des organes de la digestion,
emménagogue, antinévralgique, antiallergique et bactéricide. En usage externe, la matricaire est
un antiinflammatoire, un cicatrisant de la peau et des muqueuses. Elle est prescrite contre les
inflammations de la bouche, des oreilles, des yeux et contre diverses affections cutanées. L’huile

essentielle est également utilisée comme agent antirhumatismal (Benkiki, 2006).

La matricaire est couramment employeée dans les préparations capillaires destinées a eéclaircir
la nuance des cheveux dont elle stimulerait aussi la croissance. C’est la plante la plus utilisée en

cosmétologie ou elle se montrerait émolliente, adoucissante, protectrice (Benkiki, 2006).
1.7.4. Systématique

La classification botanique de cette plante est décrite comme suit (Makhloufi, 2010) :

e Embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotylédones

e Sous-classe : Gamopétales

e Ordre : Astérales

e Famille : Compositae

e Genre : Matricaria.

e [Espeéce : Matricaria chamomilla
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1. Matériel et Méthodes

La partie expérimentale a eté réalisée au niveau des laboratoires de microbiologie et
biochimie, université Mohamed Boudiaf de M’sila. Elle consiste & la préparation des extraits de
Matricaria chamomilla, la préparation et la purification de souches bactériennes disponibles au
niveau du laboratoire de microbiologie, et application des tests d’activité antibactérienne vis-a-vis

des bactéries vérifiées.
1.1. Matériel végetal

La plante (Matricaria chamomilla L.) poussant a I’état spontané a été récoltée au mois de
Mars 2022 au niveau du campus du pdle universitaire de M’sila auprés du département des
sciences de la nature et de la vie (Figure 1). Apres étre séchées a 1’ombre dans un endroit sec et
aeré, les parties aériennes (feuilles et fleurs) sont récupérées dans des sacs de papier propres puis

conservées jusqu’a utilisation.
1.2. Broyage de la plante

Le matériel végétal a été broy¢ a I’aide d’un broyeur électrique. Le procédé de broyage se

fait toujours juste avant les procédé d’extraction (Figure 2).

Figure 1.. Matricaria chamomilla L. poussant au campus Figure 2. Le matériel végétal broyé de M.
du pole de I'université de m’sila. chamomilla.

1.3. Procédés d’extraction
1.3.1. Extraction par macération (par le Méthanol et I’Acétate d’éthyle)

Les extraits méthanolique (EM) et d’acétate d’éthyle (EAE) ont été obtenus par macération ;
500 ml de méthanol ou d’acétate d’éthyle ont été ajoutés a 50 g des parties aériennes broyées de

la plante d’étude et le mélange a été maintenu sous agitation pendant 24 h a température ambiante.
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L'extrait a été filtré a travers du papier Whatman, puis concentré sous vide a 40 °C a I’aide d’un
évaporateur rotatif (Figure 3 ). Aprés séchage dans une étuve (40 °C), I’extrait sec a été récupéré,
pesé et conservé a 4 °C jusqu’a son utilisation. Le rendement en extrait est exprimé en pourcentage

par rapport au poids sec de la plante et est calculé par la formule suivante (Atere et al., 2018):

Macération

A Filtration Evaporation
Matériel végétal
+

Méthanol/Acétate d'éthyle l

sous agitation 24 h

Conservation

= -
congélateur

Séchage

Figure 3. Les différentes étapes de I'extraction par macération.

1.3.2. Extraction par décoction

L’extrait aqueux (EA) de la plante a été obtenu par décoction ; 20 g de plante en poudre ont
été ajoutés a 200 ml d'eau distillée, puis portés a ébullition avec agitation pendant 30 minutes. Le
décocté a éte filtré a lI'aide de papier filtre Whatman (Figure 4). L'extrait aqueux a été concentré
par séchage dans une étuve a 40 °C, puis recueilli et stocké a 4 °C a I'abri de la lumiére jusqu'a son
utilisation (Akassa et al., 2019).

Filtration

materiel végétal + eau Décoction

Conservation
au
congélateur

PN

Séchage —

Figure 4. Les différentes étapes de I'extraction par décoction.
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1.3.3. Calcul du rendement

Le rendement en extrait est exprime en pourcentage par rapport au poids sec de la plante et

est calculé par la formule :
Rendement (R)% = M gx /M gcn X 100

Ou
M e«: Masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en g.
M ech: Masse de 1’échantillon végétal en g.

1.4. Activité antibactérienne
1.4.1. Bactéries testés

Les bactéries soumises a 1’action des extraits EM, EAE et EA de M. chamomilla sont des
bactéries de référence disponibles au niveau de laboratoire de microbiologie du département de
Microbiologie et Biochimie : MRSA (Methicillin résistant Staphylococcus aureus) ;
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Enterococcus
faecalis ATCC 51299 ; Salmonella typhimirium ATCC 13311 ; Klebsiella Pneumoniae ATCC
700603 ; Bacillus subtilis ATCC9372.

1.4.2. Tests confirmatifs de la pureté des souches

Nous avons tenu a verifier leur pureté. Apres ensemencement de bactéries sur la gélose
nutritive, la coloration de Gram a été réalisée apres 24 heures d’incubation a 37°C, ce qui a permis

ainsi I’observation de la forme des cellules bactériennes et de leur mode de regroupement.

La pureté des bactéries a été vérifiée par le repiquage successif a partir des cultures inclinées

stockées au laboratoire.

- Une revivification par ensemencement dans le bouillon nutritif pendant 24 heures a 37 °C.

- Ensemencement par stries sur gélose nutritive pendant 24 heures a 37 °C.

- Examen macroscopique basé sur les critéres morphologiques tels que 1’aspect des colonies,
leur couleur et les odeurs particuliéres.

- Examen microscopique aprés la réalisation de la coloration de Gram.
1.4.3. Préparation des solutions d’extraits

Les solutions des extraits EA, EM et EAE, aux concentrations souhaitées, ont été préparées
par la dissolution de I’extrait sec dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) pour les tests de disques et

les puits de diffusion.

11
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Pour les tests de la détermination des CMI et CMB, les extraits ont été dissouts dans le
bouillon nutritif (BN) au DMSO (2% v/v).

1.4.4. Préparation de I’inoculum

Les bactéries ont été ensemencées dans un bouillon nutritif et incubées a 37 °C pour 24 h.
Elles sont ensuite ensemencées, par stries, sur la gélose nutritive et incubées a 37 °C pendant 24h.
A I’aide d’une anse de platine, quelques colonies, bien isolées et identiques de chacune des souches
bactériennes a tester, sont prélevées et puis introduites dans 9 ml d’eau physiologique stérile. Aprés
agitation, I’inoculum a été ajusté a une turbidité standard de 0.5 McFarland, ce qui correspond a
une densité optique de 0.08-0.13 a une longueur d’onde de 620 nm. La concentration finale de

I’inoculum est approximativement de I’ordre de 108ufc/ml (Figure 5).

Colonies transferred aseptically
99.5mL of H,SO, 0.5 mL of BaCL,*2H,0
\ Vortexing 0.36 N 0.048 M

/f\ N

\
24 h-old pure agar culture 0.5 McFarland Scale
BasSO, (2)

Sterile Saline (0.85 %)

\
/ \ “ -
{\ \ Turbidity adjusted to 0.5 McFarland (1)

& \ 14
‘\(, - Both methods give a microbial suspension of :
* (1-2)x108 CFU/mL for bacteria

Turbidity adjusted spectrophotomecally to
0.08-0.12 at 625 nm

Figure 5. Préparation de I'inoculum microbien McFarland 0.5 (Balouiri et al., 2016). .

1.4.4.1. Ensemencement

L’ensemencement a été effectué directement a partir de la dilution obtenue (0.5 McFarland)
a I’aide d’un écouvillon stérile immergé dans la suspension bactérienne. L’étalement a été réalisé
par stries serrées a trois reprises sur la surface entiére de la gélose, en tournant la boite a environ

60°, apres chaque application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum.
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1.5. Techniques appliquées
1.5.1. Méthode des disques de diffusion

L’effet des extraits EA, EM et EAE sur de la croissance bactérienne a été déterminé par la
méthode des disques de diffusion sur gélose nutritive (GN). Le milieu GN coulé en boites de Pétri
(90mm) est ensemencé par écouvillonnage de suspension bactérienne de 108germes/ml, préparée
comme ci-dessus. Dans des conditions aseptiques chaque disque de papier Whatman steérile
(@6mm), a été trempé dans une solution de 1’extrait végétal (300mg/ml), puis placé a la surface
des milieux (précédemment ensemencés) a trois points equidistants du centre et des bords de la
boite de Pétri, et des disques d’antibiotiques ont été déposés aux centre des boites ensemencées
(Figure 6). La capacité de croissance et de reproduction de chaque culture dépend de sa sensibilité
a l'extrait étudié. Donc, si I'effet existe, une zone transparente claire se forme autour des disques
de papier indiquant qu'il n'y a pas de croissance de microorganismes (Stanojevic et al., 2017). Les
boites ont été maintenues a 4°C pendant 2 heure pour que 1’extrait puisse diffuser, et elles ont
ensuite été incubées pendant 24 heures a 37°C. La mesure des diametres des zones d’inhibition (y
compris le diamétre de disque de @6mm) a été effectuée (trois répétitions) et les valeurs moyennes

ont été calculées. L’extrait a été remplacé par le DMSO dans les témoins.

disque/puits + extrait
zone d'inhibition

antibiotique
® temps de
croissance
® ® 24-48h a 37°C
croissace bactérienne
Avant croissance Apreés croissance

Figure 6. . Schéma représentant la technique des disques / puits de diffusion appliquée.

1.5.2. Méthode des puits de diffusion

Avec un emporte-piéce, des puits de 6mm sont creusés dans la gélose nutritive coulée dans

des boites de Pétri (a trois points equidistants du centre et des bords de la boite) et ensemencée par
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écouvillonnage de suspension bactérienne de 108germes/ml, préparée comme ci-dessus. Dans des
conditions aseptiques I’EM (I’EA ou ’EAE) a été dissout dans le DMSO, pour atteindre une
concentration finale de 600 mg/ml et 30ul de cette concentration sont incorporés dans chaque
puits. Les boites ont été maintenues a 4°C pendant 2 heure pour que 1’extrait puisse diffuser, et
elles ont ensuite été incubées pendant 24 heures a 37°C. Les diametres d'inhibition sont ensuite
mesurés autour des puits. L’extrait a été remplacé par le DMSO dans les témoins et I’antibiotique

a été utilisée comme controle positif.

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition (ZI) autour de chaque
puits, ou de I’antibiotique. La réponse de la bactérie vis-a-vis de de 1’extrait est qualifi¢é de non
sensible (—) pour les diamétres de 8mm (pas d’inhibition autour du disque); sensible (+) pour les
diametres de 9 a 14mm ; tres sensible (++) pour les diameétres de 15 a 19mm ; extrémement

sensible (+++) pour les diametres plus de 20mm (Ponce et al., 2003).
1.5.3. Deétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La technique consiste a préparer les extraits séparément aux concentrations définies, puis les
introduire dans le milieu de culture dans des microplaques de 96 puits. Les extraits ont d’abord été
dissous dans le bouillon nutritif au DMSO pour I’EM et pour I’EA, et au DMSO/Ethanol/Acétate
d’¢éthyle (4 :1:1, v/v/v) pour ’EAE. Les suspensions bactériennes ont été préparées a partir des
cultures jeunes de 18 h sur gélose nutritive et elles ont ensuite été ajustées a une turbidité standard
de 0.5 McFarland.

Les valeurs de la CMI des extraits contre les souches bactériennes ont été déterminées par
la méthode de microdilutions sur microplaque. Briévement, les microplaques a 96 puits ont été
préparées en distribuant dans chaque puits 95ul de bouillon nutritif et 5ul des inoculums. Cent
(100) ul de la solution mére des extraits initialement préparés ont été ajoutés dans les premiers
puits. Ensuite, 100ul de leurs dilutions ont été transférés dans sept puits consécutifs. Le dernier
puits contenant 195ul de bouillon nutritif sans extraits et 5ul d'inoculum a été utilisé comme
contréle négatif. Le volume final dans chaque puits était 200pl et les concentrations finales dans
le bouillon étaient de 500 a 3.90mg/ml pour I’extrait. Les microplagues ont ensuite été incubées a
37°C pendant 24h. Les concentrations, dans les puits au niveau desquels aucune croissance n’est

observée a I’ceil nu, sont considérées comme des CMI (Sokmen et al., 2004).

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en
extrait capable de tuer plus de 99.9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0.01 % de
survivants). Afin de déterminer cette concentration, 0.1ml de chaque puits dans lequel aucune

croissance n’est observée est ensemenceé sur gélose nutritive puis incubé a 37°C pendant 24h. Les
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concentrations, dans les boites qui ne présentent aucune croissance, sont considérées comme
CMB.

1.6. Analyse statistique

Toutes les analyses de I’activité antibactérienne sont faites en trois répétitions et la
comparaison des moyennes est réalisée par analyse de la variance (ANOVA), suivi du test a
comparaisons multiple de Tukey. Pour I’ensemble des données, la significativité a été admise avec
une erreur de 5% (p < 0.05).
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1. Résultats et discussion
1.1. Rendement en extraits de la plante

Les rendements de Matricaria chamomilla en extraits sont résumés dans le Tableau 1. Les
rendements d’extraction sont exprimés en pourcentage (%) de masse d’extrait par rapport a la

masse initiale du matériel végétal.

Tableau 1. Rendement d'extraction.

Extrait Le poids (g) Rendement (%)
Aqueux (EA) 5.1 25
Méthanolique (EM) 7.6 15.2

Ethyle acétate (EAE) 1.9 3.8

L’extrait aqueux représente le rendement le plus élevé, suivie par I’extrait du méthanol, et
le rendement le plus faible est obtenu par I’acétate d’éthyle. On peut conclure que le rendement de
la plante étudiée augmente avec la polarité des solvants d’extraction. Le rendement de 1’extraction
peut varier selon plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction, la durée de macération du
matériel végétal dans le solvant, la température, le solvant utilisé et la nature chimique de
1’échantillon (Su et al., 2006).

1.2. Activité antibactérienne
1.2.1. Méthode des disques

Ce test a été basé sur I’imprégnation de disques de papier Whatman stérile (d6mm) dans
une solution de I’extrait végétal (300 mg/ml), puis placé a la surface du milieu GN ensemencé en
bactéries. Apres incubation des cultures aux temps et température appropriés, on a remarqué qu’il
n'y a aucune zones d'inhibition autour des disques imprégnés d’extrait ; ceci peut s’expliquer par
le fait que les disques n’ont pas absorbé une concentration suffisante pour inhiber les bactéries

testées. Les antibiotiques ont donné des zones d’inhibition claires.

Cependant, le test du mélange des deux extraits EM/EAE (1:1, m/m) a la concentration 300
mg/ml, sur les bactéries testées avait un effet inhibiteur sur seules les bactéries S. typhimirium et
MRSA avec les zones d’inhibition 12,22 + 1,20 12,66 £+ 0,57, respectivement ; ce qui montre que
ces bactéries sont sensibles. Mais n’avait pas d’effet contre les autres bactéries ; ce qui les qualifie

résistantes au mélange des extraits EM et EAE de la plante.
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1.2.2. Méthode de diffusion des puits

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien de I’EA et ’EM et ’EAE de Matricaria
chamomilla par la méthode des puits de diffusion en milieu GN. L’activité antimicrobienne des
extraits a été estimée en termes de diameétre de la zone d’inhibition autour des puits contenant les

extraits a tester vis-a-vis de 07 souches bactériennes.

Les témoins utilisés sont des antibiotiques utilisés comme contréle positif et le DMSO utilisé

comme contrdle négatif pour 1I’évaluation de 1’activité antibactérienne.

Les résultats obtenus sont montrés dans les Tableaux 2 et 3 :

Tableau 2. Diamétres des Zones d’inhibition illustrant I’activité antibactérienne des extraits
EM, EM et EAE (600mg/ml) *.

EM EA EAE

S. aureus 10,35+0,81% 11,65+2,25% 14,65+ 0,16
MRSA 10,35+ 0,813 14,75+ 2,333P +

B. subtilis 9,6 +0,542 + 8,55+0,52¢
P. aeruginosa + + 10,2 +1,32
K. Pneumoniae 11,15+ 0,75" 14,65+0,57%>  9,9+0,92°
E. faecalis + + +

S. typhimirium 14,55 + 3,45 + +

+ : croissance totale.
* Dans chaque colonne, les valeurs ayant la méme lettre indique qu’il n’y a pas de différence
significative selon le test de comparaisons multiple de Tukey. (p < 0.05) , (n=moyenne % SD)

Tableau 3. Diamétres des Zones d’inhibition des souches testés vis-a-vis des
antibiotiques.

antibiotique zone d’inhibition

S. aureus Penicilline G 10ug 39 +0

MRSA Teicoplanin 30ug 21,33+ 0,57

B. subtilis Teicoplanin 30ug 22+1

P. aeruginosa Pefloxacin 5ug 14,66 + 0,57

K. Pneumoniae Aztreonam 30ug 10,5+0,70

E. faecalis Teicoplanin 30ug 24,33 + 0,57

S. typhimirium Pefloxacin 5ug 28,33+ 1,52
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D’aprés les résultats obtenus (Tableau 2), les différents extraits de M. chamomilla ont
présenté un effet antibactérien diversifié selon le type d’extrait, d’une part et la souche bactérienne
d’autre part. Les bactéries testées, dans I’ensemble, peuvent étre qualifiées de sensibles, a
I’exception de E. faecalis qui a présenté une résistance aux extraits testés. Cette bactérie est trés
sensible a I’antibiotique TEC (ZI = 24mm). Selon le nombre de bactéries sensibles, les extraits
peuvent étre classés selon ’ordre EM> EAE > EA avec un effet sur 5, 4 et 3 bactéries,
respectivement ; I’extrait EM a montré un effet antibactérien contre les souches S. aureus, MRSA,
B. subtilis, K. Pneumoniae et S. typhimirium, mais n’avait pas d’effet sur P. aeruginosa et E.
faecalis ; I’extrait EAE n’a exercé son effet antibactérien que contre les souches S. aureus, B.
subtilis, P. aeruginosa et K. Pneumoniae ; et ’extrait EA avait une activité considérable contre les
souches S. aureus, MRSA et K. Pneumoniae ; ces 02 derniéres peuvent étre qualifiées de trés

sensibles a 1’extrait EA.

Sur le plan sensibilité élevée, quatre (04) bactéries peuvent étre classées comme trés
sensibles (Z1 > 14mm), celle-ci sont aussi trés sensibles aux antibiotiques, exception faite pour K.
Pneumoniae (Tableau 3).

Du point de vue efficacité antimicrobienne, la plante parait efficace car, sous forme
d’extraits différents, elle affecte 6/7 des bactéries testées ; soit 85,71%, et avec des niveaux de

sensibilité différent en fonction du type d’extrait testé.

Dans une étude réalisée par Abdalla et Abdelgadir (2016) sur ’activité antibactérienne de
I’extrait méthanolique et d’éthyle d’acétate de la plante Matricaria chamomilla, 1’extrait
méthanolique était trés actif contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et avec une zone
d’inhibition de 17+1.0 mm et de 17+0.0 mm respectivement & une concentration de 100 mg/ml.

Par contre, I’extrait d’éthyle acétate n’a montré aucune efficacité contre ces mémes souches.

Le mode d’action des extraits dépend du type de microorganisme, du type d’extrait et de
sa concentration. En général, les bactéries Gram™ sont plus résistantes que les bactéries Gram™ et
ce grace a la structure de leur membrane externe (Poole et al., 2001). Les Gram™ sont dotées d’une
couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et 1’assise externe composée de
lipopolysaccharides et de protéines et constituerait ainsi une barriére imperméable aux substances

susceptibles d’entrer et d’empécher la croissance des bactéries Gram™ (chao et al.,2000).
1.2.3.Résultats de la Détermination CMI et CMB

La CMI correspond a la concentration minimale dans une série de concentrations ou on
n’observe pas de la croissance visuelle de bactéries, et la CMB consiste en la concentration

minimale dans une série de concentrations qui empéche totalement la croissance bactérienne
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autrement dit qui tue la bactérie exposée a cette concentration. Ses valeurs sont déterminées en
exposant les souches bactériennes a plusieurs concentrations décroissantes de 500 mg/ml a 7,8

mg/ml des trois extraits végétaux séparément.

Les valeurs des CMI et CMB des extraits de M. chamomilla sont présentées dans le Tableau

Tableau 4. Résultats des CMI et CMB de extraits EM, EA et EAE de M. chamomilla.

CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
EM EA EAE EM EA EAE
MRSA 62,50 250 125 125 >250 250
S. typhimirium 62,50 250 125 125 >250 250
P. aeruginosa 31,25 250 125 125 >250 250
B. subtilis 31,25 250 125 31,25 >250 250
E. faecalis 7,83 250 125 31,25 >250 250

Les résultats montrent que les bactéries examinés dans le milieu liquide sous I’effet des
extraits EM, EA et EAE a différentes concentrations sont sensibles ; néanmoins la sensibilité varie
les concentrations en extrait, mais surtout selon le type d’extrait. L’EM parait le plus fort (valeurs
représentatives de 7,83 a 62,5), suivie de I’extrait EAE (une seule valeur représentative ; 125) et
enfin I’extrait aqueux (une seule valeur représentative ; 250). Les bactéries varient dans leur
sensibilité vis-a-vis de I’extrait méthanolique est selon 1’ordre E. faecalis plus sensible puis les 02

bactéries B. subtilis et P. aeruginosa et enfin les 02 bactéries S. typhimirium et MRSA.

Les CMB correspondent aux concentrations des extraits de M. chamomilla par rapport
auxquelles on observe 1’absence totale de la croissance bactérienne apres l'ensemencement d’un
volume du bouillon, ou les CMI sont observées, sur la surface d’une gélose nutritive exempte

d’extrait et une incubation pour une seconde période.

Selon le Tableau 4 les valeurs des CMB les plus remarquables sont celles qui concernent I’extrait
méthanoliques (valeurs représentatives de 31,25 a 125), I’extrait EAE présentent un effet
bactéricide avec sa valeur maximale ; 250 mg/ml. La valeur CMB de D’extrait aqueux est
supérieure de 205 mg/ml. Les bactéries les plus affectées sont B. subtilis et E. faecalis. La
concentration 31,25mg/ml de I’extrait méthanolique serait bactéricide pour B. subtilis ; ce qui

implique que la CMI pour cette bactérie serait inférieure a 31,25mg/ml.
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Selon QOuattara et al. (2017), le type d'activité antibactérienne peut étre révélé par le rapport
CMB/CMI ; I'activité bactéricide et bactériostatique absolue est indiquée par ces valeurs :
- CMB/ CMI < 2 : bactéricide ;
- CMB / CMI > 2 : bactériostatique

Ce qui implique les résultats du Tableau 5 :

Tableau 5. L’effet bactériostatique/bactéricidedes extraits EM et EAE M. chamomilla.

Extrait EM Extrait EAE
CMI CMB CMB/CMI Effet CMI CMB CMB/CMI Effet
MRSA 62,50 125 2 Bactéricide 125 250 2 Bactéricide
S. typhimirium 62,50 125 2 Bactéricide 125 250 2 Bactéricide
P. aeruginosa 31,25 125 4 Bactériostatique 125 250 2 Bactéricide
B. subtilis 31,25 31,25 1 Bactéricide 125 250 2 Bactéricide
E. faecalis 783 31,25 4 Bactériostatique 125 250 2 Bactéricide

Sur la base de ces résultats, il est clair que I’extrait méthanolique exerce une activité
bactéricide contre les bactéries B. subtilis, S. typhimirium et MRSA (CMB/CMI < 2) et

bactériostatique sur les bactéries P. aeruginosa et E. faecalis (CMB/CMI > 2).
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Conclusion

Aux cours de notre travail, nous avons entrepris 1’étude de I’activité antibactérienne, contre
des bactéries Gram-positives et d’autres Gram-négatives, des extraits de Matricaria chamomilla

L. (Astéraceae).

L’extraction par deux méthodes a permis d’obtenir trois extraits dont I’extrait méthanolique
et acétate d’éthyle par macération, et I’extrait aqueux par décoction. Les rendements étaient de 25,
15,2 et 3,8% pour I’extrait aqueux, l’extrait méthanolique et I’extrait d’éthyle acétate,

respectivement.

L’activité antibactérienne a été vérifiée par deux méthodes préliminaires ; disques de
diffusion et puits de diffusion en milieu solide. La concentration utilisee a atteint 600 mg/ml, et la
sensibilité varie selon 1’extrait d’une part, et selon la souche bactérienne d’autre part. De méme

pour les CMI et les CMB.

En conclusion, les trois extraits exercent une activité antibactérienne dépendante de la

technique appliquée et de la concentration en extrait.

Matricaria chamomilla poussant a 1’état spontané aux environs de M’sila présente une
activité antibactérienne sur au moins 05 bactéries. D’autres techniques d’étude de I’activité

antimicrobienne peuvent étre entreprises pour confirmer les vertus de cette plante locale.
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Annexes

Milieux de culture utilises "composition”.

e Bouillon nutritif (BN) (g/1)

Peptone 10¢
Extrait de viande 59
Extrait de levure 29
Chlorure de sodium 50

Eau distillée 1000 ml
pH 7.2

e Gelose nutritive (GN) (g/l)

Peptone 50
Extrait de viande 1g
Extrait de levure 290
Chlorure de sodium 50
Agar 159
Eau distillée 1000 ml

pH 7.4
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Abstract

Matricaria chamomilla is a medicinal plant belonging to the Compositae family. It is widely used in traditional
medicine against various skin conditions and its essential oil is also used as an antirheumatic agent. The aim of this
work was to evaluate the antibacterial activity of extracts prepared from the aerial parts of this plant. Extraction by
aqueous decoction gave the highest yield (25%). Extraction by maceration with methanol gave a yield of 15.2%, and
gave 3.8% with ethyl acetate. The antibacterial activity of the plant (extracts) was verified using seven (7) strains
including Gram+ and Gram—. The wells diffusion technique allowed to qualify the sensitivity of the bacteria studied
as sensitive to all the extracts tested (ZI varies from 8.55 to 14.75 mm). The MICs have been determined and vary
between 7.43 to 62.5 mg/ml for the methanolic extract, from 125 and 250 mg/ml for the ethyl acetate and aqueous
extracts respectively; the MBCs vary from 31.5 to 125 mg/ml for the methanolic extract, from 250 and more than 250
g/mlfor the ethyl acetate and aqueous extracts respectively. The most sensitive bacteria were Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, and Pseudomonas aueruginosa.

Key words - Matricaria chamomilla, Compositae, antimicrobial activity, methanolic extract, aqueous extract.

Résumé

Matricaria chamomilla est une plante médicinale appartenant a la famille des Composees. Elle est largement
utilisée en médecine traditionnelle contre diverses affections cutanées et son huile essentielle est également utilisée
comme agent antirhumatismal. Le but de ce travail est d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits préparés a partir
des parties aériennes de cette plante. L’extraction par décoction aqueuse a donné le rendement le plus élevé (25%).
L’extraction par macération au méthanol a donné un rendement de 15,2%, et a donné 3,8% par 1’acétate d’éthyle.
L’activité antibactérienne de la plante (extraits) a été vérifiée en utilisant sept (7) souches dont des Gram+ et des
Gram—. La technique des puits de diffusion a permis de qualifier la sensibilité des bactéries étudiées de sensibles a
I’ensemble des extraits testés (ZI varie de 8,55 a 14,75 mm). Les CMI ont été déterminées et varient entre 7,43 a 62,5
mg/ml pour I’extrait méthanolique, de 125 et 250 mg/ml pour les extraits acétate d’éthyle et aqueux respectivement ;
les CMB varient de 31.5 & 125 mg/ml pour I’extrait méthanolique, de 250 et plus de 250 mg/ml pour les extraits
acétate d’éthyle et aqueux respectivement. Les bactéries les plus sensibles sont Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, et Pseudomonas aeruginosa.

Mots clés - Matricaria chamomilla, Composées, activité antimicrobienne, extrait méthanolique, extrait aqueux.






