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Résumé

Malgré le succes de la découverte d’antibiotique, les maladies infectieuses restent la
deuxieme cause de déces dans le monde, tandis que la résistance aux antibiotiques fait partie
des problemes majeurs du XXle siécle. Ces tendances sanitaires négatives appellent une
initiative mondiale pour le développement de nouvelles stratégies de prévention et de
traitement des maladies infectieuses. Depuis plus de 100 ans, les composés chimiques isolés
des plantes médicinales ont servi de modéles pour de nombreux médicaments cliniquement
prouvés, et sont aujourd’hui réévalués en tant qu’agents antimicrobiens. Les raisons de cette
renaissance sont notamment la réduction du nombre de nouveaux médicaments
antimicrobiens, 1’augmentation de la résistance antimicrobienne et le besoin de traitement
pour les nouveaux pathogeénes émergents. Des milliers d’especes végétales ont été testées
contre des souches microbiennes in vitro et de nombreuses plantes médicinales sont actives
contre un large éventail de microbe grace a leur richesse en composés actifs tels que les
alcaloides, les flavonoides, les tanins, les saponines et d’autre ayant des potentiels
thérapeutiques élevés. Les exemples fournis dans cette revue indiquent que les plantes
médicinales offrent un potentiel important pour le développement de nouvelles thérapies

antimicrobiennes et de traitements d’appoint.

Mots clés : Plantes médicinales, Activité antimicrobienne, Extrait de plante, Molécules

bioactives.
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Abstract

Despite the successful antibiotic discovery, infectious diseases remain the second
leading cause of death worldwide, while antibiotic resistance is one of the major problems of
the 21st century. These negative health trends call for a global initiative to develop new
strategies for the prevention and treatment of infectious diseases. For over 100 years,
chemical compounds isolated from medicinal plants have served as models for many
clinically proven drugs, and are now being re-evaluated as antimicrobial agents. The reasons
for this renaissance include the reduction in the number of new antimicrobial drugs, the
increase in antimicrobial resistance and the need for treatment for new emerging pathogens.
Thousands of plant species have been tested against microbial strains in vitro and many
medicinal plants are active against a wide range of microbes thanks to their richness in active
compounds such as alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and d other having high
therapeutic potentials. The examples provided in this review indicate that herbal remedies

offer significant potential for the development of new antimicrobial therapies and adjuncts.

Keywords: Medicinal plants, Antimicrobial activity, Plant extract, Bioactive molecules .
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Introduction

Face au phénomene grandissant de 1’émergence et de la réémergence des maladies
dans le monde, les pays en voie de développement sont les plus vulnérables. Ainsi, les
maladies infectieuses constituent une préoccupation importante de santé publique a cause de
leur fréquence et de leur gravité dans ces pays (Traoré et al., 2012).

Les agents responsables de ces infections sont divers et variés comprenant aussi bien
les champignons, les bactéries, les parasites et les virus. Pour lutter contre ces agressions
microbiennes, le monde scientifique a découvert de nombreux traitements pour soulager les
patients (Traoré et al., 2012). Cependant, 1’acquisition de ces médicaments s’avere
extrémement difficile & cause des codts élevés et rend I’accessibilité aux soins médicaux
caducs pour les populations pauvres. Cela a conduit les populations a avoir toujours recours a
la médecine traditionnelle. Effectivement, les plantes sont utilisées depuis la préhistoire par
I’homme pour des besoins nutritionnels et thérapeutiques et sont la source majeure de
médicament a cause de leur richesse en métabolites secondaires (Nostro et al., 2000).

L’Organisation Mondiale de la Santé(OMS) a estimé en 2007 qu’environ 80% de la
population des pays en voie de développement pouvaient étre soignées a partir des plantes.
Plus de 10000 especes de plantes différentes sont utilisées par les scientifiques sur le plan
thérapeutique et de nombreux médicaments sont élaborés a partir de leurs principes actifs
(Lucienne, 2010).

Il y a également le probleme de I’augmentation de la fréquence des infections
microbiennes au cours des dernieéres années ainsi que l’usage fréquent des antibiotiques
causant 1I’émergence des résistances aux antibiotiques et aux antifongiques de synthese, qui
posent a I’heure actuelle de trés sérieux problémes pour les scientifiques et les cliniciens. En
effet, les maladies causées par les microorganismes sont de plus en plus difficiles a traiter par
les médicaments existants. Fort de ce constant, la communauté scientifique s’est orientée vers
les substances naturelles notamment les plantes médicinales dans 1’optiques de trouver des
nouvelles molécules qui contribueront non seulement a lutter de fagon efficace contre les
affections microbiennes mais également a valoriser la meédecine traditionnelle. Les principes
actifs produit par les plantes médicinales sembles étres une alternative fiable face a la

résistance aux antibiotiques qui constitue un probleme majeur de la santé publigue.

:



Introduction

Aujourd'hui, le potentiel thérapeutique des produits végétaux est reconsidéeré et les
études in vitro ont démontré que les substances bioactives provenant de diverses especes
végétales présentent un large spectre d’activité sur une gamme de flore fongique ;
bactérienne ; virale et parasitaire, c’est pour cette raison que nous nous sommes INtéresses aux
plantes médicinales et & leur production de molécules biologiquement actives, et notre travail
s’est divisé en trois grand chapitres,

Chapitre I : Les plantes médicinales et la phytothérapie.
Chapitre 11 : Les plantes médicinales comme source de molécules antimicrobiennes.

Chapitre 111 : Les techniques d’extraction et d’évaluation des activités antimicrobiennes.

-



Chapitre 7

Les plantes médicinales
et la phytothérapie



I. Les plantes médicinales et la phytothérapie

I.1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales (PMs) sont des plantes possédant une activité
pharmacologique a usage thérapeutique. Cette activité est due a la présence d’un certain
nombre de substances actives dont la plupart agissent sur 1’organisme humain. Elles sont
utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie, ainsi que dans la confection
des boissons, soit nature, soit en préparations galéniques, soit encore sous forme de principes
actifs pour 1’obtention de médicaments (Naghibi,2005; Babulka,2007).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
posséde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composes

présents (Sanago, 2006).

Les PMs sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour la santé
humaine (Dutertre, 2011).En effet, elles sont utilisées de différentes manieres, décoction,
macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées telles que les

racines, feuilles, fleurs... etc. (Dutertre, 2011).

Environ 35000 especes de plantes sont employées dans le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les PMs continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante
du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).Leur champ d'action est vaste et leur
puissance varie. La plupart ont des effets spécifiques sur certaines parties de I’organisme et

sont reconnues pour pouvoir traiter divers cas (Iserin et al., 2001).
1.2. La phytothérapie

La phytothérapie (du grec, Phytos : végétal et Therapein : soigner) est 1’art de soigner
par les plantes (Morel,2008).La phytothérapie est donc une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen
de végétaux, de parties de végetaux ou de préparations a base de végétaux, qu’elles soient

consommees ou utilisées en voie externe (Wichtl et Anton, 2003).

On distingue deux types de phytothérapies :




I. Les plantes médicinales et la phytothérapie

> La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptdmes d’une
affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se base sur I'utilisation de
plantes selon les vertus découvertes empiriquement. Elles concernent notamment les
pathologies saisonnieres allant des troubles psychosomatiques 1égers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).

» La phytothérapie clinique

C'est une approche globale du patient et de son environnement qui est nécessaire pour
déterminer le traitement, ainsi qu’un examen clinique complet. Son mode d’action est basé
sur un traitement a long terme agissant sur le systeme neuro-végétatif. Dans ce type, les
indications sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou
renforcer 1’efficacité d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies
(Moreau, 2003).

1.3. Les principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif (PA) est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou
préventif pour I'homme ou l'animal. Le PA est contenu dans une préparation a base de
produit végétale. Un médicament végétal en 1’état ou sous forme de préparation est considérée
comme un principe actif dans sa totalité, que ses composants ayant un effet thérapeutique
soient connus ou non (Pelt., 1980). Un PA peut étre issu des plantes fraiches ou séchées, des
feuilles, des fleurs ou bien des racines, des écorces, des sommités fleuries ou encore les

graines (Benghanou, 2012).
1.3.1. Les composes phénoliques simples

Le terme polyphénol a été introduit en 1980. Les composés phénoliques ou polyphénols
constituent une famille de molécules organiques largement présentes dans le régne végétal
(Dave-Oomah, 2003).

Ce sont des métabolites secondaires (MSs), caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. (Boizot et
Charpentier, 2006).1ls sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements

phénoligques associés en structures plus ou moins complexes et de haut poids moléculaire.




I. Les plantes médicinales et la phytothérapie

1.3.1.1. Les coumarines

La coumarine tire son nom de kumar( (féve tonka) d’un arbre poussant en Amérique
tropicale, le gaiac de Cayenne (Dipteryxodorata) de la famille des Fabacées. Cette

molécule concentrée a 1-3 %, fut isolée en 1820 par VVogel (George et clark, 1995).

Les coumari constituent un groupe de lactones largement répandues, issues de la
formation d’un cycle fermé a partir de I’acide hydroxy cinnamique (William et Hopkins
1995,1999).

Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les
lactones des acides 2-hydroxy-7-cinnamiques (Bruneton, 1999). Elles se trouvent dans la
nature soit : a 1’état libre ou combinés avec des sucres (=glycoside coumarine). Sous forme
libres, elles sont solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants
chlorés, les formes encore liées a des sucres sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Brunton,
1999).

» Action pharmacologique

La coumarine et ses dérivés ont des actions phytobiologiques (lserin,2001)

bactériostatiques et antifongiques, ils ont également un effet anti cedémateux (Poulton,1990).

La coumarine donne son odeur douceétre caractéristique au foin fraichement coupé.
Elle est également un composant de 1’huile de bergamote, et elle est utilisée pour parfumer le
tabac de pipe, le thé et d’autres produits. La coumarine en soi n’est pas toxique, mais elle
peut I’étre lorsqu’elle est convertie par les champignons, en une toxine le dicoumarol qui est
typiquement présent dans les moisis. Le dicoumarol provoque chez le bétail des hémorragies
fatales en inhibant la vitamine K qui est un facteur essentiel de la coagulation du sang
(William et Hopkins, 1995,1999).

L’association de [I’acide hydroxycinnamique aux coumarines semble avoir
une activité inhibitrice des bactéries a Gram positif. Selon (Cottiglia et al., 2001)
quelques composés appartenant a cette classe montrent une activité vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, Bacillus lentus, Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa.




I. Les plantes médicinales et la phytothérapie

1.3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides (en latin:flavus = jaune) sont la plupart des pigments jaunatres. Ces
composeés sont caractérisés par une structure de type benzo-y-pyrone (ou chromone).lls sont a
I’origine de la coloration des feuilles, fleur, fruit ainsi que d’autres parties végétales. Les
flavonoles, flavonones et flavones sont les trois groupes principaux existants (Kunkele et
Lobmeyer, 2007).

Les flavonoides sont des antibactériennes (Wichtl et Anton, 2009). Ils peuvent étre
exploités de plusieurs manieres dans l'industrie cosmétique et alimentaire, et de 1’industrie
pharmaceutique, comme certains flavonoides qui ont aussi des propriétes anti inflammatoires

et antivirales (Iserin et al., 2001).

La littérature rapporte que les flavonoides ont des cibles cellulaires multiples et
peuvent viser différents composants et fonctions dans la cellule microbienne (Rodrigeuz-
Vaquero et al., 2007 ; Boban et al., 2010). Cushnie et Lamb,( 2005) ont rapporté que les
mécanismes antimicrobiens de plusieurs flavonoides pourraient étre attribués a I’inhibition de
la synthese des acides nucléiques, 1’inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique

ou I’inhibition du métabolisme énergétique.

Les flavonoides sont des substances antimicrobiennes efficaces conte une large
gamme de microorganismes (Basil et al., 1999 ; Ghedira., 2005 ; Al-Momani et al., 2007 ;
Gonzalez-Segovia et al., 2008 ; Orhan et al., 2010).Les flavones sont de forts inhibiteurs
des bactéries a Gram négatif, alors que les flavonoides contenant deux ou trois
groupements hydroxyles sur les cycles A et B sont plus actifs contre les bactéries a Gram
positif (Orhan et al., 2010). Rauha et al., 2000, ont rapporté que la quercétine et la
naringenine sont actives contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

> Action pharmacologique

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médicinal ou on leur reconnait des activités antivirales, anti tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anticancéreuses(Cohe et Chovaniec, 1978).Les flavonoides peuvent
réduire le diabéte ou aussi I’empécher, et cela en inhibant 1’enzyme aldose réductase.
Certains flavonoides peuvent entraver 1’athérosclérose et par conséquent réduire le risque

des maladies cardiovasculaires (Signal et al.,1988).
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Les flavonoides sont présents presque dans tous les organes de la plantes et
jouent un role important en attaquant les radicaux libres comme antioxydants dans le
systeme de defense. Les flavonoides sont des substances antimicrobiennes efficaces conte une
large gamme de microorganismes (Basil et al., 1999 ; Ghedira, 2005 ; Al-Momani et al.,
2007 ; Gonzalez-Segovia et al., 2008 ; Orhan et al., 2010). Leur activité est probablement
due a leur capacité a se complexer avec les protéines extracellulaires et a se complexer avec la
paroi bacterienne. Les flavonoides les plus lipophiles peuvent également perturber les
membranes bactériennes (Cowan, 1999). Plusieurs études ont rapporté 1’effet inhibiteur de
certaines anthocyanines sur les bactéries (Lev-Yadun et Gould, 2009), et de la quercétine

contre Helicobacter pylori in vitro (Gonzalez-Segovia et al., 2008).
1.3.1.3. Les saponines

Le saponoside (ou saponine) est un hétéroside généralement d’origine végétale formé
d’une génine de type triterpéne ou stéroide appelée sapogénine, possédant un ou des
groupements osidiques. Les saponosides sont un vaste groupe de glycosides, largement
distribués chez les plantes supérieures, leurs propriétés tensio-actives les distinguent des
autres glycosides. Ils se dissolvent dans l'eau pour former des solutions moussantes

colloidales par agitation (Tyler et al., 1981).

Ils sont capables d’agir par la perméabilité des membranes cellulaires. Les saponosides
sont généralement connus en tant que composés non-volatils, tensioactifs, elles sont
largement distribuées dans la nature, survenant principalement dans le regne végétal (Lasztity
et al., 1998 ; Oleszek, 2002 ; Hostettmann et Marston, 2005).

Le nom « saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui signifie « savon », parce que les
molécules de saponoside forment des solutions moussantes quand on les mélange avec de
I'eau. Structurellement et chimiquement, ce sont des molécules glycosidiques triterpéniques et
stéroidiques. Cette combinaison structurelle d’éléments polaires et non polaires (caractere
amphiphile), explique leur comportement de savon dans les solutions aqueuses (Oleszek,
2002).

» Action pharmacologique

Des saponosides produits par I’écorce du bois de panama (Quillaja saponaria)ont
été commercialisées et utilisés comme agents tensioactifs dans la fabrication des films

photographiques, des shampoings, des détergents liquides, des dentifrices et des boissons
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(agents émulsifiants).Un saponoside, la glycyrrhizine, extrait de la réglisse (Glycyrrhiza
glabra) a été utilise dans des médicaments, mais aussi comme édulcorant et arome dans
des aliments et les cigarettes ( William et Hop, 1995,1999) .

En pharmacie les saponines sont utilisées comme tensio-actifs et agents mouillants.
Elles ont des propriétés hémolytiques, expectorantes et antitussives, parfois méme anti-
inflammatoires (C.Chkarnat, 2013).

1.3.1.4. Les alcaloides

Le mot « alcaloide » est pratiguement synonyme du mot « drogue ». L’origine de la
dénomination vient de 1I’Arabe « alcali » alcali qui a donné et du grec iode (forme)
(Brossi,1988).La seule caractéristique commune aux alcaloides est la terminaison de leur nom

par le suffixe «ine » (sauf : comptothecin) (Pelletter, 1983).

Les alcaloides sont des composés azotés complexes de nature basique, ayant en
général de puissants effets physiologiques. Pour la plupart d’entre eux, ce sont des poisons
végetaux tres actifs, pourvus d’action spécifique (Volak et Stdola,1983). Ils sont a caractére
alcalin présents essentiellement dans les plantes (Ouahas, 1996).Les alcaloides forment 1’un
des groupes de PA les plus importants de la matiere médicale. Ils formant un groupe trés
large, Les alcaloides sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (ils
sont rares dans le régne animal), Ils sont presque tous des substances azotées a réactions
alcalines (Alcaloide + Acide =Sels). lls sont donc des produits aminés naturels qui ont des

effets physiologiques sur I'organisme humain (Djahra, 2015).

» Action pharmacologique

Les alcaloides ont une activité biologique et donc entrent dans la composition de
nombreux médicaments. Leurs PA sont doués de propriétés physiologiques et toxicologiques
remarquables. Ils sont utilisés comme antalgiques majeurs (morphine), qui est le produit de
référence des analgésiques (médicaments de la douleur : niveau 3).

La codéine (méthyl morphine), est un calmant de la toux (antitussif). Des alcaloides
hémisynthétiques comme la naloxone (Alcaloide semi synthétiques se rattachant a la
morphine), et sont utilisée dans le traitement des toxicomanies (Scmitt, 1976).La codéine et la
morphine sont deux dépresseurs du systéme nerveux central, alors que la caféine en est un

bon stimulant. Au niveau du systéme nerveux autonome sympathomimétique (éphédrine) ou
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sympatholytique (ésérine), anti cholinergiques (atropine), ganglioplégiques (nicotine)
(Bruneton, 1987 ;Bruneton, 1999).

D’autres ont des propretés anesthésiques locales (cocaine), anti forillants (quinidine),
annoebicides (émétine) (Bruneton, 1993). Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux
dans le systeme de défense contre les herbivores et les pathogénes (Bruneton, 1993). La
vinblastine et la vincristine ces alcaloides sont produits utilises dans le traitement du
lymphome de hodgkin, de leucémies ainsi que dans le traitement d’autres formes de cancers
(William et Hopkins, 1995,1999).

1.3.1.5. Les tanins

Le mot Tanin dérive de tan et le suffixe-in. Le tan est la poudre extraite de 1’écorce
du chéne qui sert a tanner les peaux. Ce terme de tan est trés probablement issu du goulois —
tanno-signifiant « chéne » que 1’on peut restituer d’apres le breton tann « chéne rouvre », et le
mot peut prendre un « n » simple ou double tanin ou tannin, mais tous les dérivés s’écrivent
avec deux « n », tannage, tannerie tanner, etc (Brillouet et al., 2013).Le mot tanins vient
d’anciennes pratiques utilisant des extraits de plantes pour « tanner » les peaux d’animaux,
c'est-a-dire pour transformer une peau en cuir (William et Hopkins, 1995,1999).

Les tanins sont des MS de certaines plantes terrestres vasculaires a d’origine organique
que 1’on trouve dans pratiquement tous les veégétaux ; Tous les organes peuvent en fermer :
racine, rhizome, écorce, feuille, fleur, fruits, cynorrhodons, graines, bois (Bruneton,
1999).Mais elles sont particulierement abondantes dans certaines familles comme les
coniféres, les Rosacée, Aceraceae, Ericaceae, Fagaceae (quercus) ,Anacardiaceae,
Genariaceae (rhus)(Ghestem et al., 2001).

Ce sont des substances polyphénoliques, généralement amorphes, et ont pour effet de
transformer la peau en cuir et de précipiter les sels de métaux lourds (plomb et mercure), ainsi
que la plupart des alcaloides (antidote). Il existe deux groupes de tanins: les tanins galliques
(qui sont solubles dans 1’eau) = (hydrolysables) et les catéchiques (Non

hydrolysables)=condensés (Karamali Khanbabaee et Teunis van Ree, 2001).
» Action pharmacologique

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’effet antimicrobien des extraits de plantes
riches en tannins (Luthar, 1992 ; Puupponen-Pimia et al., 2005a ; Al-Momani et al.,
2007 ; Briones-Nagata et al., 2007 ; Cimolai et Cimolai, 2007 ; Liu et al., 2008 ; Shuaibi
et al.,2008 ; Kim et al., 2010).
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Les plantes riches en tannins ont une nature astringente et sont utilisées dans le
traitement des désordres intestinaux tels que les diarrhées et les dysenteries, de ce fait
exhibant une activité antimicrobienne (Sharma et al., 2009). Les tannins hydrosolubles sont
plus toxiques que les tannins condensés et leur toxicité est liée a leur taille moléculaire
(Frutos et al., 2004 ;Widsten et al., 2010). Okuda,(2005) a démontré 1’effet inhibiteur de
plusieurs tannins hydrolysables sur Helicobacter pylori.(Taguri et al.,2006) ont déduit que la
présence de 3, 4, 5-trihydroxyphenyle (groupement pyrogallole) est liée a une forte activité
antimicrobienne. Contrairement au gallotinnins, les ellagitannins sont plus difficiles a étre
dégradés par les microorganismes a cause de leur structure complexe (Scalbert, 1991 ; Min
et al.,, 2008). Puupponen-Pimia et al.,(2005) ont trouvé que Candida albicans et
Campylobacter jejuni sont sensibles aux extraits de mdrier, de framboise et de fraise et de
toutes les baies, suggérant que les ellagitannins sont les principaux composés antimicrobiens
qui sont a I’origine de cette activité.

Les tannins empéchent les substrats a traverser la paroi cellulaire, en diminuant sa
perméabilité en formant des complexes avec les protéines de la paroi cellulaire. lls sont
également responsables des changements morphologiques de plusieurs espéces bactériennes
(Goel et al., 2005). Buzzini et al., (2007) ont postulé que la capacité des tannins a lier les
polymeres extracellulaires des bactéries pourrait étre considérer a 1’origine de D’activité
observée. Néanmoins, malgré la formation des complexes avec des polymeres
extracellulaires, les pro anthocyanidines pénétrent dans la cellule en concentration suffisante
pour réagir avec un ou plusieurs composants internes et empéchent sélectivement la synthése
de la paroi cellulaire (Buzzini et al., 2007).

Akiyama et al.,2001 ont examiné 1’action antibactérienne de plusieurs tannins sur la
coagulation du plasma par S.aureus. Ils ont suggéré que le mécanisme d’action antibactérien
passe par I’inhibition de la formation des fibrines par S.aureus. Ils ont observé que 1’acide
tannique inhibe la croissance de toutes les bactéries testées, mais 1’acide gallique et 1’acide
ellagique n’inhibent aucune d’entre elles. De ce fait, ils ont conclu que la liaison ester entre
I’acide gallique et le glucose (pour former 1’acide tannique) était importante pour le potentiel
antimicrobien de ces composés (Akiyama et al., 2001 ; Widsten et al., 2010).

1.3.1.6. Les stéroides

Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpénes tétracycliques ayant

perdu au moins trois méthyles.Le nombre d'unités isopréniques définit les différentes classes
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de terpénes : monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), ses terterpénes
(C25), triterpénes (C30) et tétraterpenes (C40) (Krief, 2003).

» Action pharmacologique

Les stéroides utilisés en thérapeutique sont : des dérivés du pregnane avec,
généralement, une chaine a 2 C en 17f : progestatifs (exemple : progestérone) et corticoides
anti-inflammatoires (exemple : cortisol); des vitamines du groupe D (exemple
ergocalciférol) qui sont des séco-B-stéroides ; des acides biliaires (exemple : acide cholique)
aussi des anti-aldostérones (exemple : spironolactone) et des sapogénines stéroidiennes

(exemple : ruscogénine) (Eline, 2019).
1.3.1.7. Les hétérosides cardiotoniques

Les hétérosides cardiotoniques sont présents dans plus de 200 espéces appartenant a
55 genres et 12 familles. La digitaline cardiotonique la mieux connue actuellement est sans
doute la digitoxine. Elle est abondante surtout dans les graines, les feuilles et les fleurs de la
digitale pourpre (Digitalispurpurea).Les graines de la digitale pourpre contiennent également

un autre saponoside, digitonine (William et Hopkins, 1995,1999).
» Action pharmacologique

Les glycosides cardiotoniques sont utilisés lors d’insuffisance cardiaque présentant un
trouble du rythme et une cardiopathie. Ils sont inotropes cardiaques et agissent par inhibition
de I’ATP ase membranaire, enzyme responsable du fonctionnement au niveau de toutes les

cellules vivantes de la pompe a sodium (William et Hopkins, 1995,1999).

On distingue deux groupes d’hétérosides cardiotoniques: les cardénolides en 23C
(gamma-lactone) et les bufadiénolides en 24C (delta-lactone).Ces substances ont une action
directe sur le cceur (régulant l'activité cardiaque a des doses infinitésimales, en cas
d'affaiblissement de ce dernier) comme la digoxine. lls sont par contre dangereux chez les
individus non atteints de cardiopathie. On les retrouve dans de nombreuses plantes: la
Digitale, I'Adonis et le Muguet. Leur consommation par I’homme et par les animaux peut leur

étre fatal (Chkarnat, 2013)
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|.4. Avantages de la phytothérapie

Malgre les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier
plan, car I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution
quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu
adaptés aux médicaments et leurs résistent de plus en plus. La phytothérapie qui repose sur
des remedes naturels, est bien acceptée par 1’organisme. Elle connait de nos jours un
renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques
comme 1’asthme ou I’arthrite (Dahmoun et Hamdache, 2016).

L’avantage essentiel de la phytothérapie est d’éviter les effets secondaires graces aux
faibles concentrations et parce que les éléments n’y sont ni dissociés ni epurés. Généralement,
les plantes médicinales d’usage courant ne provoquent que trés peu d’effet indésirable. De
plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui se
tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme (Dahmoun et Hamdache, 2016).

Autres avantages :

v L’accessibilité facile aux plantes pour se soigner surtout dans les régions ou les soins
de santé modernes sont inaccessibles, de ce fait les plantes représentent la seule source
possible de médicament pour plus de 80% de I’humanité (Hallé et Lieutaghi, 2008).

v La thérapie par les plantes repose sur des remedes relativement peu couteux,
disponibles localement et facilement acceptés (Roland, 2002).

v Les traitements sont plus naturels, moins toxiques et plus prés du public. (Hallé et
Lieutaghi, 2008).

v’ La médecine par les plantes a perduré et s’est approfondie, elle a donc des millénaires

de références et de réussites spectaculaires rétrospectives. (Selles, 2012).
1.5. Risques liés a la phytothérapie

Toutes les PM dans les conditions normales de leur utilisation est susceptible de faire
preuve d’effets secondaire. Dans certaines circonstances, 1’usage de la plante peut méme étre
a Dlorigine d’intoxication. Certaines plantes contiennent des substances susceptibles de

provoquer des réactions allergiques (Christophe, 2014).
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1.5.1. Toxicité intrinseque des plantes
1.5.1.1. Effets indésirables

Les effets indésirables induits par les PM sont rares (Bouzoutta, 2016). Posadzki et
al., ont publié en 2013 un article présentant une vue d’ensemble de 50 revues systématiques
concernant 50 PM différentes, en s’intéressant a leurs effets indésirables : la plupart des PM
évaluées dans ces revues systematiques étaient associées a des effets indésirables mineurs ou
modérés. Il peut s’agir de réactions allergiques, de réactions cutanées type
photosensibilisation, ou d’atteintes de différents organes tels que le tractus gastro-intestinal, le

foie, les reins, le ceeur, le systéme nerveux central, etc. (Posadzki et al., 2013).

1.5.1.1.1. Réactions allergiques

Les plantes et leurs dérivés peuvent causer différentes réactions allergiques, allant des
rhino-conjonctivites allergiques aux pollens d’arbres jusqu’aux phytophotodermatoses. Plus
de 500 000 especes végétales ont été répertoriées dans le monde et environ 10 000 peuvent
contenir des substances susceptibles de provoquer des réactions allergiques(Gambillara et
al., 2010).

Parmi ces substances figurent certaines lactones ses quiterpéniques comme par
exemple 1’hélénaline, I’herniarine, la cnicine et la cynaropicrine. Un certain nombre de
familles végétales sont concernées, telles que les Astéracées, Apiacées, Amaranthacées,
Aristolochiacées, Frullaniacées, Lauracees, Magnoliacées, Ménispermacées, etc.(Couteaux et
Allergologue, 2009).

1.5.1.1.2. Photosensibilisation

La photosensibilisation est une hypersensibilité de la peau aux rayons du soleil, a
cause de la présence, dans les petits vaisseaux cutanés, de molécules (substances
phototoxiques) qui rendent la peau sensible a des radiations lumineuses auxquelles elle n'est
habituellement pas sensible (Bouzouita, 2016). Dans certains cas, ces substances
phototoxiques sont contenues dans des PM ou toxiques. Il s’agit de :

e Dérivés acétyléniqgues comme les polyines des Apiacées, des Araliacées, des

Astéracées

e Alcaloides du type béta-carboline présents chez certaines plantes appartenant a la
famille des Cypéracées (Robin, 2011) La photosensibilisation peut étre d’origine
interne si elle survient aprés ingestion de plantes photo-sensibilisantes, ou externe si
elle survient apres contact de la peau avec des plantes photo-sensibilisantes. Les
symptdémes varient selon le type de photosensibilisation allant des plaques rouges

surmontées de petites vésicules et démangeant fortement, vésicules ou bulles aux
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Iésions surgissant soit sur la totalité de la peau exposée au soleil (photosensibilisation
d'origine interne), soit de facon plus localisée (photosensibilisation d'origine externe),
la ou I'agent en cause a été appliqué (Bouzouita, 2016).
1.5.1.1.3. Hépatotoxicité
Des cas de maladie veino-occlusive, voire des hépatites chroniques pouvant évoluer vers
de véritables cirrhoses lors d'utilisations prolongées de PM ont été décrites au fil du temps. Il
faut souligner les risques particuliers qui contribuent a 1’hépatotoxicité des PM (Bouzouta,
2016):
e Mauvaise identification botanique.
e Sélection d’une mauvaise partie de la plante.
e Stockage inapproprié.
e Contamination de la plante par divers agents chimiques, métaux lourds,

microorganismes.

1.5.1.2. Intoxications
“Une plante est considérée toxique lorsqu’elle contient une ou plusieurs substances
nuisibles pour I’homme ou pour les animaux et dont I’utilisation provoque des troubles variés
plus ou moins graves voire mortels”.

Cette définition doit tenir compte des remarques suivantes :

e Le lieu de culture de la plante et le moment de sa cueillette ont une influence sur la
concentration des principes actifs et donc sur sa toxicite.

e Le principe actif d’une plante toxique peut étre réparti dans toute la plante ou
préférentiellement dans une ou plusieurs de ses parties : la racine, les baies, ou les
feuilles.

e La notion de dose est déterminante : certaines plantes utilisées a visée
thérapeutique peuvent, a fortes doses, présenter une menace pour la santé de
I’homme (Asmae et al., 2010)

1.5.2. Risques d’interactions entre plantes médicinales et médicaments
Le mécanisme de ces interactions peut étre d’ordre pharmacocinétique ou

pharmacodynamique (Hussain, 2011).
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1.5.2.1. Interactions pharmacocinétiques
Les interactions pharmacocinétiques consistent soit en une modification de
I’absorption des médicaments associés aux plantes, soit en une modification de leur

métabolisme (Wichtl et Anton, 2003).

1.5.2.2. Interactions pharmacodynamiques
En ce qui concerne les interactions pharmacodynamiques, il peut s’agir soit d’une
synergie d’action lorsqu’une PM potentialise [’action d’un médicament, soit d’un

antagonisme lorsqu’une PM diminue ’efficacité d’un médicament (Hussain, 2011).

1.5.3. Contres indication et précautions d’emploi des plantes médicinales
Il est important pour le pharmacien de connaitre les contre-indications et précautions
d’emploi des PMs, ainsi que le terrain physiologique et pathologique des patients auxquels il

conseille des PMs.
1.6. De la phytothérapie traditionnelle a la phytothérapie moderne

Les PMs représentent depuis des siécles le plus important réservoir thérapeutique. En
I'absence d'outils scientifiques, un ensemble de connaissances s'est constitué par I'observation
et par I'expérience. En effet, les PAs n'ont été isolés qu'au début du X1Xéme siecle, alors que
jusgu'a cette date, les plantes ou parties de plantes étaient utilisées telles quelles, subissant de
moindres transformations (macérations, infusions, alcoolats...) (Jorte, 2015).

L'observation de I'éventuelle activité d'une plante sur l'organisme ne pouvait étre
révélée que par la modification de la symptomatologie du patient. L’approche traditionnelle
revét un caractére « intégral », « global » qui I'éloigne de I'approche médico-scientifique
occidentale actuelle, qui elle, tend davantage vers la purification, vers l'isolement des
substances et a l'identification précise des mécanismes d'action pharmacologique sur des
récepteurs, des cellules ou des organes (Jorte, 2015).

Avec l'avenement de la chimie moderne, I'étude des PMs a permis de déterminer 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 synthese. La
pharmacognosie et, plus récemment, I'ethnopharmacologie et la phytothérapie clinique ont
permis de valoriser l'utilisation des PMs et de réaliser le passage vers une phytothérapie dite
moderne. Celle-ci intégre les données ancestrales et, au niveau scientifique, tient compte des
mécanismes de synergie des différents constituants d'une méme plante et des plantes entre
elles, ainsi que des reactions physiologiques cliniques qu'elles provoquent sur un individu
donné (Jorte, 2015).
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I1. Les plantes médicinales comme source de molécules antimicrobiennes

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues

depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les

scientifiques commencent a s’y intéresser (Haddouche, 2008).

Ces dernieres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les
microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche
des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
les plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles (Sagdic et al.,
2002).

En particulier, I'activité antimicrobienne d'huiles et des extraits de plantes ont formé la
base de beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, médicinales, thérapie naturelle

et la conservation des aliments (Sagdic et al., 2002).
11.1. Molécules antibactériennes

La premiére mise en évidence de 1’action des huiles essentielles (HEs) contre les
bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Plusieurs travaux ont montré que
les HEs du Thym, d’écorce de Cannelle, et deMenthe poivrée sont trés efficacessur les
principaux germes pathogenes responsables des infections respiratoires, notamment
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoneae, Streptococcus pyogenes et
Staphylococcus aureus (Boumaza, 2019). De facon générale, I’activité antibactérienne de
plusieurs HEs testées est plus puissante sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a
Gram négatif (Mehalaine, 2018).

Ammi visnaga est considéré comme une espéce ayant des activités antimicrobiennes.
Généralement, ses activités antimicrobiennes ont été associées a la khelline et a la visnagine.
Ces deux constituants ont été considérés comme des agents antibactériens, antifongiques
et antiviraux (Hashim et al., 2014).L’extrait aqueux et hydroalcoolique de graines et de
tige d'Ammi visnaga ont montré une bonne activité antibactérienne contre le
Streptococcus mutans,  Streptococcus salivarius et, Streptococcus sanguinis —agents
pathogenes buccaux (Al-Snafi, 2013).Une autre étude réalisée par Ghareeb et al., 2011) sur
un extrait éthanolique et un extrait aqueux obtenus d’Ammi visnaga a montré une activité

antibactérienne contre certaines bactéries (Staphylococcus aureus, leuconostoc mésontroides,

.



I1. Les plantes médicinales comme source de molécules antimicrobiennes

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella
pneumoniae). Le 5-(1,5-diméthyl-2-4-hexényl)-méthylphénol) est le composé actif isolé et
identifi¢ a partir des extraits d’acétate d'éthyle, Hexane, Acétone et n-butanol de la
planteCinnamomun inerme appartenant a la famille des Lauraceae. Cette molécule a montré

une activité contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Mustaffa etal.,2011).

En 2012, Xu et al.,ont montré quel’extrait aqueux de la plante Camellia
sinensiscontenait, la Catéchine qui était active contre Streptococcus mutans. Une autre etude a
montré que ’extrai brut de Acacia nilotica de la famille des Fabaceae contenait des

alcaloides actif contre Staphylococcus aureus(Mubarack et al.,2012).

Piper nigrum une plante de la famille des Piperaceae contient de la Pipérine des

extraits aqueux qui sert a inhiber Escherichia coli, Micrococcus luteus (Gazoni et al.,2018).

Le Chondrilla sterol est le composé bioactif contenu dans 1’extrait acétonique de la
plante Vernonia adoensis qui inhibe I’activit¢é de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumonia et Pseudomonas aeruginosa (Mozirandi et al.,2019). Selon Eldeen et al., (2006),
Les racines de Terminalia sericea contiendraient de 1’anolignan B qui est actif contre

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli et Bacillus subtilis.
11.2. Molécules antifongiques

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leur
extension est largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légere des
antifongiques.  Plusieurs études ont montré I’effet antifongique des PMs et de leurs

métabolites secondaires afin de palier a ce probleme.

Lourengdo et al.,(2017) ont monté que I’extrait de I’hexane de Jatropha weddelliana
Baillon contient des composés actifs tels que 1’Acide gallique, kaempférol, acide ellagique,
épicatéchine,vitexine, corilagine inhibant Candida albicans.

Le 1,8-cinéole, le R-thujone, le a-thujone et le camphre sont des composés actifs
retrouvés dans 1’extrait aqueu de Artemisia herba-alba Asso de la famille des Asteraceae, ces
derniers ont un effet contre Trichophyton rubrum et Epidermophyton floccosum (Abu-
Darwishet al.,2015). Une autre étude a montré que Kochia scoparia de la famille des

Chenopodiacea contient de Polyphénols, des flavonoides, des alcaloides et des terpenes dans

.
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son extrait brut qui inhibent Taphrina deformans, Aspergillus flavus, Helminth

sporumcarbonum, Cercospora zeae-maydis et Rhizoctonia solani (Houlihanet al.,2019).
L’extrait brut de Myrtusnivellei Batt et Trab, conteant le 1,8-cinéole, limonéne,

isoamylcyclopentane et ledi-nor-séquiterpénoidesa montré un effet inhibiteur de

Cryptococcus neoformans (Bouzabataet al.,2013).
11.3. Molécules antivirales

L’utilisation des PMs contre les virus est pratiquée depuis longtemps. De nombreuses

PMs sous formes de poudre, de décoction, d’infusion, de pates et de pilules sont utilisées
contre les infections virales (Akram etal., 2018).Dans ce contexte, plusieurs études ont été
fait sur les PMs et leur pouvoir a produire de telles molécules, on citera a titre d’exemple,
I’étude de Porter et Bode en( 2017) qui ont permis I’isolement de trois composés (flavonol ;
flavanones et flavones) actifs a partir des fleurs, fruits de Sambucus nigra, une PM de la
famille Adoxaceae (précédemment Caprifoliaceae), le test de 1’activité antivirale a révélé que
ces molécules inhibaient le virus de la grippe de type A et B ainsi que le virus de I’herpés
simplex de type-1 (HSV-1).
Sharifi-Rad et al., (2017) ont testé 1’activité antivirale de la PM Pulicaria vulgaris Gaertn,
cette derniére produit le thymol qui montré une activité contre le virus HSV-1. Sept autres
nouvelles molécules : acide caféique, acide vanilique, acide férulique, acide rosmarinique,
lutéolol, apigénine et la quercétine produits par la plante médicinale Salvia officinalis
présentaient une activité antivirale contre le virus de I’'immunodéficience humaine type 1
(HIV-1) (Geuenich et al.,2008).

Une autre étude menée par Akram et al., (2018)a permis I’isolement et 1’identification
de quatre nouvelles molécules ; pulcherrimain, homoiso, flavonoides et brazilide a partir des
fruits, des graines, des tiges et des feuilles de Caesalpinia pulcherrima, une PM de la famille
des Fabaceae. Le test antiviral de ces quatre molécules a révélé qu’elles possédent une activité
antivirale contre HSV-1 et HSV-2 et les adénovirus (ADV)- 3, ADV-8, et ADV-11. Parmi les
composés actifs produits par la PM Panax ginseng, le ginseng appelé ginsénosides a montré
au cours des tests antiviraux, une activité puissante contre le virus respiratoire syncytial
(VRS), le virus de I’herpés, et de I’hépatite A(Yoo et al., 2012).

A partir des racines et des feuilles de la PM Glycyrrhiza glabra, quatre molécules :
acide glycyrrhizique,acide glycyrrhétique, glabridine, liquiritine ont été identifiées et leur
pouvoir antiviral testé, ces dernieéres ont montré une bonne activité contre le virus de la

grippe, I’encéphalite japonaise, le HSV, le virus de la stomatite vésiculaire, et le virus de la

.
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maladie de Newcastle (VDN) (Damle, 2014 ; Ashraf et al., 2017 ; Hussain et al., 2017).Une
autre PM ; I’Ocimumsanctum Linn.a été la source de plusieurs composés actifs dont 8
nouvelles molécules , acide 3,4-diméthoxycinnamique ,acide cafféique, diosmétine, lutéoline,
kaempférol,acide rosmarinique, apigénine, genistein (Mondal et al.,2011).

Parmi les six nouvelles molécules produites par Hyphaene thebaica L.; les

nanoparticules deFe,O3 utilisées pour le traitement de 1’asthme ont montré une activité plus
élevée contre le polio virus-1 et le polio virus-2 (Mohamed et al.,2020). Arbab et al.,
2017;Saleem et al., 2020 ont permis I’identification de 8 nouvelles molécules ; (1) O-éthyl-4-
(o-L-rhamnosyloxy) carbamate de benzyle; (2) 4 (a Lrhamnosyloxy)- isothiocyanate de
benzyle (3) niazimicine; (4) niazirine (5) p-sitostérol; (6) glycérol-1-(9- octadecanoate) ; (7) 3
-0- 6 -O-oleoyl- B-Dglucopyranosyl b-sitostérol et (8) p-sitostérol- 3-X-O -B -D-
glucopyranoside produites par la PM Moringa oleiferaLam. au niveau des feuilles , des
graines et des fruits ; ces molécules ont montré une forte activité contre EBV-EA (antigéne
précoce du virus d’epstein-barr).
Les 7 composés, Kuwanon S, mulberroside C, cyclomorusine, eudraflavone B hydroperoxide,
oxydihydromorusine, leachianone G et a-ac étyl-amyrine produits par la PM Morus alba L.
ont montré également une activité antivirale avec un effet contre HSV-1, le virus de la fievre
aphteuse (Du et al., 2003;Akram et al., 2018).

Artemisia annua L., une plante médicinale de la famille des Asteraceae a permis
I’isolement  d’Artémisinine, déoxyartémisinine, acide artémisinique, artéannuine-B,
stigmastérol, friedelin, ces molécules ont montré une activité contre le coronavirus du

syndrome respiratoire aigu sévére (SARS-CoV) (Lin et al., 2014).
11.4. Molécules antiparasitaires

Les maladies parasitaires restent un probléme majeur de santé publique touchant des
centaines de millions de personnes ; notamment dans les pays tropicaux en développement.
Plusieurs études ont montré la capacité des PMs a produire des molécules ayant un effet
antiparasitaire pouvant étre utilisées pour palier a ce probléme ; on citera a titre d’exemple :
L’hydroxytétralone, une nouvelle molécule isolée et identifiée a partir des tiges et racines
d’Aplocera edentula, une PM de la famille des Menispermaceae. Cette molécule a montré une
activité antiparasitaire contre Leishmania amazonensis (Fournet et al., 1994). Les dérivés de
I’acide benzoique produits par Piper glabratum et Piper acutifolia ont été rapportés comme
étant efficaces contre Trypanosoma cruzi et Plasmodium falciparum (flores et al., 2008). Le

principal agent actif de 1’ail est 1’allicin, ce dernier possede des propriétés antiparasitaires

.
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contre Entamoeba histolytica ; le parasite protozoaire intestinales humain (Mirelman et al.,
1987).

Les Anthraquinones obtenu a partir des parties aériennes de 1’arbuste africain
stephania dinklagei (menispermaceae) a montré une activité antileishmanial contre
Leishmania donovani promastigotes et amastigotes (salem et Werbovetz 2006).Les trois
coumarins : canaluculatin ; plumbagin et ismalin isolés de 1’écorce de la tige de diospyros
canaliculata (Ebenaceae) ont démontré une activité contre la souche NF54 de Plasmoduim
falciparum (Lenta et al., 2015). Un dérivé de I’acide ellagique isolé a partir de la plante
Terminalia brownii(Combretaceae) posséde également une activité antiparasitaire et est
utilise comme remeéde contre le paludisme (Mbwambo et al., 2007). Une autre etude de
Torres-Santos et al., (1999) a montré que Flavokavain B et kavapyrone produits par la plante
médicinale Piper rusbyi de la famille des Piperaceae ,possedaient également une activité

antiparasitaire avec un effet contre Leishmania braziliensis.
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I11.1. Techniques d’extraction

Les composés bioactifs des matiéres végeétales peuvent étre extraits par diverses
techniques d'extraction. La plupart de ces techniques sont basées sur le pouvoir d'extraction
des différents solvants utilisés et sur I'application de chaleur et/ou de mélange. Afin d'obtenir
des composes bioactifs a partir de plantes, il y a des techniques conventionnelles (classiques)

et non conventionnelles :
I11.1.1. Techniques d'extraction conventionnelles

111.1.1.1.L"extracteur Soxhlet

Cette technique a été proposée pour la premiére fois par le chimiste allemand Franz Ritter
Von Soxhlet (1879). L'extraction au Soxhlet a été largement utilisée pour l'extraction de
précieux composes bioactifs a partir de diverses plantes. En genéral, une petite quantité
d'échantillon sec est placée dans un cartouche. La cartouche est en suite émise dans un ballon
de distillation qui contient le solvant. Apres avoir atteint un niveau de débordement, la
solution est aspirée par un siphon. Le siphon décharge la solution dans le ballon de
distillation, cette solution transporte I'extrait. Le soluté reste dans le ballon de distillation et le
solvant retourne en contact avec 1’échantillon de la plante. Le processus se répéte jusqu'a ce

que I'extraction soit terminée (Soxhlet, 1879).
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Figure 1 : Extracteur Soxhlet(Anonyme 01).
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111.1.1.2. La macération

La maceration est devenue un moyen populaire et peu codteux d'obtenir des huiles
essentielles et des composés bioactifs. Pour une extraction a petite échelle, la macération se
compose généralement de plusieurs étapes. Tout d'abord, le broyage des matiéres végétales en
petites particules est utilisé pour augmenter la surface de mélange approprié avec le solvant.
Deuxiémement, dans le processus de macération ,un solvant approprié appelé menstruum est
ajouté dans un flacon fermé. Troisiemement, le liquide est filtré mais le marc qui est le résidu
solide de ce processus d'extraction est pressé pour récupérer une grande quantité de solutions.
Le liquide filtré obtenu et le liquide pressé est mélangé et séparé des impuretés par filtration.
L'agitation occasionnelle au cours de la macération facilite I'extraction de deux fagons : (a) en
augmentant la diffusion, (b) en éliminant la solution concentrée de la surface de I'échantillon
pour apporter un nouveau solvant au menstruum pour un meilleur rendement d'extraction
(Azmir et al., 2013).
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Figure 2 : La macération des plantes (Anonyme 02).
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111.1.1.3. L'hydrodistillation

Il existe trois types d'hydrodistillation : la distillation a I'eau, la distillation a I'eau et a
la vapeur (entrainement a la vapeur d’eau) et la distillation directe a la vapeur d'eau (Vankar,
2004). Lors de I'hydrodistillation, tout d'abord, les matieres végétales sont emballées dans un
compartiment immobile, ensuite ; I’eau ajoutée en quantité suffisante est ensuite portée a
ébullition. Sinon, de la vapeur directe est injectée dans I'échantillon de plantes. L'eau chaude
et la vapeur sont les principaux facteurs influengant la libération des composes bioactifs des
tissus vegetaux. Le refroidissement indirect par I'eau condense le mélange de vapeur d'eau et
d'huile. Le mélange condensé s'écoule du condenseur vers un séparateur, ou I'huile et les
composés bioactifs se séparent automatiquement de l'eau (Silva et al., 2005).
L'hydrodistillation implique trois principaux processus physico-chimiques : I'nydro-diffusion,
I'nydrolyse et la décomposition par la chaleur. A une température d'extraction élevée, certains
composants volatils peuvent étre perdus, cet inconvénient limite son utilisation pour

I'extraction de composes thermolabiles.
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Figure 3 : Schéma d’un montage d’hydrodistillation (Anonyme 03).
111.1.2. Techniques d'extraction non conventionnelles

Les principaux defis de I'extraction conventionnelle sont les suivants : un temps
d'extraction plus long, I'exigence d'un solvant colteux et de grande pureté, 1’évaporation de
I'énorme quantité de solvant, faible sélectivité de I'extraction et décomposition thermique des

composés thermolabiles (Luquede Castro et Garcia-Ayuso, 1998). Pour surmonter ces
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limitations d'extraction conventionnelles, de nouvelles techniques d'extraction prometteuses

sont introduites. Ces techniques sont appelées techniques d'extraction non conventionnelles.
111.1.2.1. Extraction par champ électrique pulsé (ECEP)

Le traitement au champ électrique pulsé (ECEP) a été reconnu comme étant utile pour
améliorer les processus de pressage, de séchage, d’extraction et de diffusion au cours de la
derniére décennie (Barsotti et Cheftel, 1998;Angersbach et al., 2000; Vorobiev et al.,
2005; Vorobiev et Lebovka, 2006).

Le principe de ECEP est de détruire la structure de la membrane cellulaire pour
augmenter 1’extraction. Pendant la suspension d’une cellule vivante dans un champ ¢électrique,
un potentiel électrique passe a travers la membrane de cette cellule. Basé sur la nature dipble
des molécules membranaires, le potentiel électrique sépare les molécules en fonction de leur
charge dans la membrane cellulaire. Aprés avoir dépassé une valeur critique d’environ 1 V de
potentiel transmembranaire, la répulsion se produit entre les molécules porteuses de charge
qui forment des pores dans les zones faibles de la membrane et provoque une augmentation
drastique de la perméabilité (Bryant et Wolfe, 1987). Habituellement, un circuit simple avec
des impulsions de désintégration exponentielle est utilisé pour le traitement ECPE des
matériaux végétaux. Il dispose d’une chambre de traitement composée de deux électrodes ou
sont placés les matériaux végétaux. Selon la conception de la chambre de traitement, le
procédé ECPE peut fonctionner en mode continu ou par lots (Puértolas et al., 2010).
L’efficacité du traitement par ECPE dépend strictement des paramétres du procédé, y compris
la force du champ, 1’énergie spécifique absorbée, le nombre d’impulsions, la température du

traitement et les propriétés des matériaux a traiter (Heinz et al., 2003).

Le ECPE a été appliqué pour améliorer la libération de composés intracellulaires a
partir des tissus végétaux et augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire (Toepfl et
al., 2006). Un ECPE a un champ électrique modéré (500 et 1000 V/cm ; pourl04-102 s)
endommage la membrane cellulaire des tissus végétaux avec une faible augmentation de la
température (Fincan et Dejmek, 2002 ; Lebovka et al., 2002). Pour cette raison, le ECPE
peut minimiser la dégradation des composés sensibles a la chaleur (Ade-Omowaye et al.,
2001).

-
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Figure 4 : Extraction par champ électrique pulsé (ECEP) (Anonyme 04).
111.1.2.2. Extraction assistée par enzyme (EAE)

Le prétraitement enzymatique a été consideré comme un nouveau moyen efficace de
libérer des composés et d’augmenter le rendement global (Rosenthal et al., 1996). L’ajout
d’enzymes spécifiques comme la cellulase, 1I’a-amylase et la pectinase pendant 1’extraction
améliore la récupération en brisant la paroi cellulaire et en hydrolysant les polysaccharides
structuraux et les corps lipidiques (Rosenthal et al., 1996; Singhetal., 1999).1l existe deux
approches pour I’extraction assistée par enzyme : (1) ’extraction aqueuse assistée par enzyme
(EAAE) et (2) le pressage a froid assisté par enzyme (PFAE) (Latif et Anwar, 2009).
Habituellement, les méthodes EAAE ont été développées principalement pour I'extraction des
huiles de diverses graines (Hanmoungjai et al., 2001 ; Rosenthal et al., 1996, 2001 ;
Sharma et al., 2002). Dans la technique PFAE, les enzymes sont utilisées pour hydrolyser la
paroi cellulaire de la graine, car dans cesysteme, il n'y a pas de colloide polysaccharide-
protéine, ce qui est évident dans 'EAAE (Concha et al., 2004). Divers facteurs, dont la
composition et la concentration en enzyme, la taille des particules des matiéres végétales, le
rapport solide/eau et le temps d'hydrolyse, sont reconnus comme des facteurs clés pour

I'extraction (Niranjan, 2004).

Bhattacharjee et al., 2006 ont décrit 'PFAE comme une alternative idéale pour

extraire les composants bioactifs des graines oléagineuses, en raison de ses propriétés non
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toxiques et non inflammables. L'huile extraite par des méthodes assistées par enzyme s'est

avérée contenir

une quantité plus élevée d'acides gras libres et de teneur en phosphore que [I'huile
traditionnelle extraite a I'hexane (Dominguez et al., 1995). L'EAE est reconnue comme une
technologie écologique pour l'extraction de composés bioactifs et de I'huile car elle utilise

I'eau comme solvant au lieu de substances chimiques organiques (Puri et al., 2012).
111.1.2.3. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L'extraction assistée par micro-ondes est également considérée comme une nouvelle
méthode d'extraction de produits solubles dans un fluide a partir d'un large éventail de

matériaux en utilisant I'énergie des micro-ondes (Paré et al., 1994).

Le mécanisme d'extraction assisté par micro-ondes est censé comporter trois étapes
séquentielles ; décrite par Alupului en (2012) : premiérement, une séparation des solutés des
sites actifs de la matrice de I'échantillon sous une température et une pression accrue ;
deuxiemement, une diffusion du solvant a travers la matrice de I'échantillon ; troisiemement,
une libération des solutés de la matrice de I'échantillon vers le solvant. Plusieurs avantages de
la EAM ont été décrits par Cravottoa et al. En(2008) tels qu’un chauffage plus rapide pour
I'extraction de substances bioactives a partir des matieres végétales, des gradients thermiques
réduits, une taille de I'équipement et I'augmentation du rendement de l'extrait. Le EAM peut
extraire les composeés bioactifs plus rapidement et une meilleure récupération est possible par
rapport aux procédés d'extraction conventionnels. C'est une technique sélective pour extraire
les composés organiques et organométalliques qui sont plus intacts. La EAM est également
reconnue comme une technologie verte car elle permet de réduire l'utilisation de solvant
organique (Alupului, 2012).Pour I'extraction des polyphénols et de la caféine des feuilles de
thé vert, la EAM a permis d'obtenir un rendement d'extraction plus élevé a 4 min que toutes
les méthodes d'extraction a température ambiante pendant 20 heures (Alupului, 2012).

-
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Figure 5:Montage d’une extraction assistée par micro-onde (Boutamani, 2013)
I11.2. Les méthodes d’évaluation des activités antimicrobiennes

I11.2.1. Activité antibactérienne et antifongique

Ce test est utilisé pour déterminer l'efficacité de nouvelles molécules antimicrobiennes
provenant d'extraits biologiques contre différents micro-organismes. Les différentes méthodes
employées par les chercheurs du monde entier peuvent entrainer des variations dans les
résultats obtenus, car ces méthodes sont largement utilisees aujourd'hui pour cribler les
extraits de plantes pour [l'activité antimicrobienne et pour déterminer la concentration

minimale inhibitrice (CMI) de la substance antimicrobienne.
111.2.1.1. Essai de diffusion sur disque

La technique de diffusion sur disque d'agar a été largement utilisée pour tester l'activité
antimicrobienne des extraits de plantes (Freixa et al., 1996 ; Salie et al., 1996 ; Ergene et
al., 2006). Dans cette méthode, les disques de papiers filtres stérilisés de 6 mm (Whatmann
No. 1) sont saturés de la concentration désirée d'extrait végétal stérilisé par filtration (Salie et
al., 1996).Les disques imprégnés sont ensuite placés sur la surface d'un milieu gélosé solide
approprié comme Mueller Hinton(Mueller et Hinton, 1941), Tryptonsoy agar (Lourens et
al., 2004) ou Nutrient agar (Doughari, 2006) pré-inoculé avec les organismes a tester. La
taille standard de I'inoculum est de 1 x 10® UFC/mI de bactéries pour inoculer les plaques de
diffusion et de 0.4-5x10° spores/mL pour les champignons (Baris et al., 2006), ce qui est
égale a la norme de turbidité McFarland 0,5. Certains chercheurs imprégnent le disque de
papier avec un extrait de plante avant de le mettre sur les plaques inoculées (Lourens et al.,
2004 ; Salie et al., 1996) tandis que d'autres préferent apreés (Nostro et al., 2000 ; Baris et
al., 2006). Le temps de sechage du disque de papier impregné varie de 2 heures a plus d’une

nuit sous une enceinte a flux laminaire (Basri et Fan, 2005).Les boites sont ensuite incubées
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pendant 24 heures a 37°C (bactéries) et 48 heures a 25°C (champignons) (Salie et al., 1996 ;
Baris et al., 2006).Aprés l'incubation, le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en

millimetre.
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mibwbe de Musile essenticlle

Z: zone d'miubition

Cromwsmce nucrobsenme

Figure 6 : Essai de diffusion sur disques (Bourit et boussad, 2016)

111.2.1.2. Essai de diffusion en puits d’agar

Le principe de la diffusion en puits d’agar est similaire a celui de 1'essai de diffusion
sur disque. Une concentration standardisée d'inoculum a volume fixe est étalée de maniére
réguliere sur la surface d'une plaque d'agar gélifiée. Un trou d'un diametre compris entre 6 et8
mm est percé de facon aseptique. Un volume fixe d'extrait végétal est ensuite introduit dans le
puit de gélose percé. Les boites sont incubées a une température et une durée optimale en

fonction du microorganisme testé (Norrel et Messely, 1997).
111.2.1.3. Microdilution en bouillon

La méthode de microdilution sur plaque ou en bouillon a fourni est une technique
potentiellement utile pour déterminer la CMI de grands nombres d'échantillons a tester. En
microbiologie, la CMI est la plus faible concentration d'antimicrobien qui inhibe la croissance

visible des micro-organismes aprés une incubation d'une nuit.

Dans la methode des plaques de microtitration, une solution mére de l'extrait est
d'abord obtenue dans un solvant (Grierson et Afolayan, 1999) généralement dans
Diméthylsulfoxyde (DMSO) (Salie et al., 1996 ; Nostro et al., 2000 ; Baris et al., 2006). Le
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bouillon de Mueller Hinton ou I'eau sont souvent utilisés comme diluant dans les puits de la
plaque de microtitration avant de transférer un volume égal de solution mere dans la plaque.
Des dilutions en série sont effectuées a partir du premier puits pour obtenir une gamme de
concentrations. La taille de I'inoculum pour cette procédure est généralement de 1 x 10°
UFC/mI pour les bactéries et de 0.4- 5x10* UFC/mL pour les champignons (Lourens et al.,
2004 ;Basri et Fan, 2005), ce qui correspond & une culture microbienne avec une densité
optique de 0,4 a 620 nm ou une culture de 12 heures ajustée a une norme de turbidité de 0,5
McFarland(Baris et al., 2006). Un volume égal de culture microbienne est ajouté dans les
puits des plaques, ces derniéres sont incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a
28°C pendant 46 a 50 heures pour les champignons (Lourens et al., 2004). Aprés incubation,
les plaques sont examinées pour détecter les changements de la turbidité, qui est un indicateur
de la croissance. Le premier puits qui apparait clair est considéré comme la CMI de I'extrait.
Certains chercheurs utilisent des indicateurs comme les sels de tétrazolium ou le colorant a la
résazurine (Umeh et al., 2005) ou la spectophotométrie pour déterminer la présence de la
croissance (Devienne et Raddi, 2002 ; Matsumoto et al., 2001). Pour la méthode
spectophotométrique ; I'absorbance est lue généralement a 620 nm avec un contréle négatif a
blanc (Salie et al., 1996). La concentration avec une forte baisse de la valeur de I'absorbance
(Devienne et Raddi, 2002) ou la concentration la plus faible qui donne une lecture de zéro
absorbance (Salie et al., 1996) est la CMI de I'extrait testeé.
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Figure 7 : Technique de la microdilution en bouillon (Anonyme 05).
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111.2.1.4. Bioautographie

La bioautographie est un moyen trés pratique de tester les extraits de plantes et des
composés phytochimiques purs pour leur effet sur les microorganismes pathogenes
(Hostettmann, 1999).

111.2.1.4.1. Diffusion en gélose ou bioautographie de contact

Dans la bioautographie de contact, les antimicrobiens vont diffuser d'une plaque de
chromatographie en couche mince (CCM) a une plaque de gélose préalablement inoculée. Le
chromatogramme est placé sur la couche de gelose inoculée et laissé pendant un certain temps
pour permettre la diffusion. Ensuite, le chromatogramme est retiré et la couche de gélose est
incubée. Les zones d'inhibition sont observées sur la surface de la gélose aux endroits ou les

taches d'antimicrobiens ce sont collées & la gélose (Dac et al., 2010).
111.2.1.4.2. Bioautographie par immersion ou sur gélose

Dans cette méthode, le chromatogramme est recouvert d'un milieu molten agar
préalablement ensemencé. Apres solidification, incubation et coloration (généralement avec
du colorant au tétrazolium), les bandes d'inhibition ou de croissance sont visualisées
(Harborne, 1973, 1989,1992). La superposition de gélose est un hybride de la bioautographie
de contact et la bioautographie directe.

111.2.1.4.3. Bioautographie directe

Dans cette technique, une quantité déterminée d'extrait végetal est appliquée sur des
plaques de gel de silice 60 et développée avec un systeme de solvant approprié pour séparer
les composés phytochimiques. Une suspension de bactéries a tester est pulvérisée sur la
plaque. Certains auteurs ont indiqué qu'ils utilisaient un inoculum d’une absorbance de 0,84 a
560 nm. (Meyer et Dilika, 1996) tandis que d'autres ont rapporté une suspension de 10°
UFC/ml (Schmourlo et al., 2004). Le bioautogramme est ensuite incubé a 25°C pendant 48
heures dans des conditions humides. Pour la visualisation de la croissance microbienne, on
utilise des sels de tétrazolium(Silva et al.,2005), qui sont convertis par les déshydrogénases
des microorganismes vivants en formazen de couleur intense. Ces sels sont pulvérisés sur le
bioautogramme et sont réincubés a 25°C pendant 24 heures (Meyer et Dilika, 1996) ou a
37°C pendant 3 a 4 heures. (Dilika et al., 1996 ; Runyoro et al.,2006). Des zones blanches

claires sur un fond violet sur la plaque indiquent I'activité antimicrobienne de I'extrait.

.
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Micro-organismes vivants

= . ™~ Incubation
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(composés actifs)

Figure 8 : Révélation des zones d’inhibition dans le cas d’une bioautographie directe

(Anonyme 06).
111.2.2. Activité antivirale

La détermination de I’activité antivirale des extraits de plantes est basée sur
I’inhibition de I’effet cytopathique. Pour cela les cellules sont ensemencées dans des plaques
de culture de 96 puits. Aprés 24heures d’incubation, le milieu est ensuite remplacé par 100 pL
du milieu d’égale modifié de Dulbecco de (DMEM), contenant les extraits végétaux au
concentration maximale non toxique (CMNT). 50 pL des dilutions du virus a testé sont
ajoutés, et les plaques sont incubées pendant 3 jours. Les témoins sont constitués de cellules
infectées non traitées, de cellules traitées non infectées et de cellules non infectées non
traitées. Les titres viraux sont calculés de la facon décrite par Reed et Miinch en 1938 et sont
déterminés comme étant 50 % de la dose infectieuse en culture tissulaire (TCID 50/mL).
L’activité antivirale des extraits est ensuite déterminée comme étant le facteur de réduction
logarithmique (log10) du titre viral par rapport aux témoins infectés non traités. Les valeurs
sont exprimeées en titre (TCID50/ml) et en pourcentage d’inhibition (PI), tel que décrit par

Koseki et al., 1990. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule :
(PI)=(1-T/C) x 100

T : est I’antilogue des titres viraux traités a I’extrait.
C : est ’antilogue des titres viraux témoins (sans extrait).

PI : est considérée comme positif si elle était supérieure ou égale a 98 %.
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Afin de confirmer ’activité antivirale, une courbe de réponse a la concentration avec
différentes concentrations d’extrait en présence de différentes TCID50/ml est calculée a 1’aide
du test MTT pour établir la demi-concentration efficace maximale (CE50). Brievement, une
solution de3-(4,5- diméthylthiazol-2-yIMTT a 5 mg/ml dans le tampon phosphate
salin(PBS)est ajoutée 20 pL/puit d’extrait. Apres 4heures d’incubation, 100uL. de DMSO sont
ajouté a chaque puits et mélangé pour dissoudre les cristaux de formazan bleu foncé des
cellules survivantes. La densité optique (DO) résultante est ensuite lue a 540 nm(Mosmann,
1983 et Scudiero et al., 1988).

111.2.3. Activité antiparasitaire

Pour I’activité antiparasitaire la méthode décrite par M'Bongo et al. en 1997 et
Okpekon et al. en2004 est généralement utilisée. En bref ; les parasites sont cultivés dans des
plagues de microtitration a 96 puits a 27°C dans une atmosphere de CO, a 5% dans
l'obscurité, dans un milieu M199 contenant 10 % de sérum de veau feetal (FCS) et complété
par 40 mM solution tampon HEPES, 100M adénosine, 0,5 mg d'hémine/L et 50g de

gentamycine/ml.

200uL du milieu de culture sont placés dans le puits contenant la CMI (C1), et 100 pL
dans les puits suivants (C2-C7 et contrdles) ;une solution d'extrait est ajoutée dans C1 et une
dilution en série dans les puits est ensuite réalisé. Aprés 1 heure a 27°C sous une atmospheére
de CO, & 5%, 100 pL du milieu de culture complété par 1,75 x 10° parasites/ml, provenant
d'une culture en phase logarithmique, sont ajoutés. Aprés une période d'incubation de 72
heures, la viabilité des parasites a été évaluée par la méthode colorimétrique en utilisant le
colorant de tétrazolium (MTT). Les résultats sont exprimés en concentration inhibant la

croissance du parasite de 50% (C150).
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Conclusion

Conclusion

Les communautés pharmaceutiques et scientifiques ont récemment regu 1’attention des
plantes médicinales et diverses publications ont documenté la valeur thérapeutique des
composés naturels pour valider les allégations de leur activité biologique. L’utilisation
abondante d’antibiotique pour la protection des humains est nocive pour la santé humaine.
L’attention a également été attirée sur les propriétés antimicrobiennes des plantes et de leur
métabolite en raison de I’incidence croissant de pathogenes résistants aux medicaments
d’importance clinique. Les plantes médicinales ont leur capacité intrinseéque a résister aux
microorganismes pathogenese, ce qui a conduit les chercheurs & étudier leur mécanisme
d’action et d’isolement de composé actif. Cela a permis I’exploitation des plantes médicinales
pour le traitement des infections microbiennes, tant chez les animaux que chez 1’homme, en
développant de nouveaux agents antimicrobiens. Cette recherche inédite implique une
recherche approfondie et il est donc impératif de suivre des méthodes standard pour
authentifier les allégations d’action antimicrobienne. Le présent document a passé en revue
les méthodes employées antérieurement et récemment dans le cadre de 1’étude de 1’efficacité
antimicrobienne des agents antimicrobiennes, L’efficacité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales. Les protocoles standards des différentes techniques utilisées par

différents auteurs sont également mentionnés.
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Résumé

Malgré le succes de la découverte d’antibiotique, les maladies infecticuses restent la deuxiéme cause de décés dans
le monde, tandis que la résistance aux antibiotiques fait partie des problémes majeurs du XXle siécle. Ces tendances
sanitaires négatives appellent une initiative mondiale pour le développement de nouvelles stratégies de prévention et de
traitement des maladies infectieuses. Depuis plus de 100 ans, les composés chimiques isolés des plantes médicinales ont servi
de modeles pour de nombreux médicaments cliniquement prouvés, et sont aujourd’hui réévalués en tant qu’agents
antimicrobiens. Les raisons de cette renaissance sont notamment la réduction du nombre de nouveaux médicaments
antimicrobiens, 1’augmentation de la résistance antimicrobienne et le besoin de traitement pour les nouveaux pathogénes
émergents. Des milliers d’espéces végétales ont été testées contre des souches microbiennes in vitro et de nombreuses plantes
médicinales sont actives contre un large éventail de microbe grace a leur richesse en composés actifs tels que les alcaloides,
les flavonoides, les tanins, les saponines et d’autre ayant des potentiels thérapeutiques élevés. Les exemples fournis dans cette
revue indiquent que les plantes médicinales offrent un potentiel important pour le développement de nouvelles thérapies

antimicrobiennes et de traitements d’appoint.
Mots clés : Plantes médicinales, Activité antimicrobienne, Extrait de plante, Molécules bioactives.
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Abstract

Despite the successful antibiotic discovery, infectious diseases remain the second leading cause of death
worldwide, while antibiotic resistance is one of the major problems of the 21st century. These negative health trends call for a
global initiative to develop new strategies for the prevention and treatment of infectious diseases. For over 100 years,
chemical compounds isolated from medicinal plants have served as models for many clinically proven drugs, and are now
being re-evaluated as antimicrobial agents. The reasons for this renaissance include the reduction in the number of new
antimicrobial drugs, the increase in antimicrobial resistance and the need for treatment for new emerging pathogens.
Thousands of plant species have been tested against microbial strains in vitro and many medicinal plants are active against a
wide range of microbes thanks to their richness in active compounds such as alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and d
other having high therapeutic potentials. The examples provided in this review indicate that herbal remedies offer significant

potential for the development of new antimicrobial therapies and adjuncts.

Keywords: Medicinal plants, Antimicrobial activity, Plant extract, Bioactive molecules .



	b..page de garde.pdf
	INTRO.pdf
	chapitre 1111.pdf
	chapitre 2.pdf
	b..chapitre 3.pdf
	conc.pdf
	éference.pdf
	MMMM.pdf



