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Résumé

Le monde végétal regorge de principes actifs aux propriétés antibactériennes, recherchées a

la fois dans la médecine alternative et I'industrie agroalimentaire.

L'ortie brdlante, également connue sous le nom scientifique Urtica urens, est une plante qui
pousse naturellement dans tout le bassin méditerranéen, et connu comme plante médicinale

par son effet thérapeutique.

Notre étude porte sur évaluation de I'activité antibactérienne des extraits d'Urtica urens et de
déterminer leur efficacité optimale contre différents types de bactéries. Cing extraits d'Urtica
urens ont été obtenus par macération dans différents solvants : éther de pétrole, éthanol,
dichlorométhane, eau distillée et hexane. L'activité antibactérienne des extraits a été évaluée
par la méthode de diffusion sur gélose contre quatre souches bactériennes : (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa A22, Staphylococcus aureus ATCC 25922 et Staphylococcus
aureus ATCC 43300), suivie par la détermination de la concentration minimale inhibitrice

(CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) par la méthode de dilution.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits possédent une activité

antibactérienne, alors que 1’extrait aqueux ne montre aucun effet inhibiteur.

L'association des extraits avec 1’antibiotique Gentamicine montre une efficacité variable

(synergie,antagonisme) selon les souches testées.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues a partir des souches bactériennes
allaient de 18,75mg/ml a 75mg/ml et la valeur de la concentration minimale bactéricide

(CMB) des extraits a été estimée de 37,5 mg/ml a 75 mg/ml.

Mots clés : plante médicinale, Urtica urens, macération, extraits, activité antibactérienne.



Abstract

The plant world is full of active ingredients with antibacterial properties, sought after in both

alternative medicine and the agri-food industry.

Burning Urtica, also known scientifically as Urtica urens, is a plant that grows naturally
throughout the Mediterranean basin, and is known as a medicinal plant for its therapeutic
effect.

Our study focuses on evaluating the antibacterial activity of Urtica urens extracts and
determining their optimal effectiveness against different types of bacteria. Five extracts of
Urtica urens were obtained by maceration in different solvents: oil ether, ethanol,
dichloromethane, distilled water and hexane. The antibacterial activity of the extracts was
evaluated by the Gélose diffusion method against four strains of bacteria: (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa A22, Staphylococcus aureus ATCC 25922 and Staphylococcus
aureus 43300), followed by the determination of the minimum inhibiting concentration
(CMI) and the minimum bactericidal concentration (CMB) by the dilution method.
The results obtained show that the different extracts have antibacterial activity, while the
aquatic extract shows no inhibitory effect.

The association of extracts with the antibiotic Gentamicin shows a variable effectiveness

(synergy and antagonism)according to the strains tested.

The minimum inhibitory concentrations (MIC) obtained from the bacterial strains ranged
from 18,75 mg/ml to 75 mg/ml and the minimum bactericidal concentration (MBC) value of

the extracts was estimated from 37,5 mg/ml to 75 mg/ml.

Keywords: medicinal plant, Urtica urens, maceration, extracts antibacterial activity
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Introduction

La phytothérapie existe depuis I'Antiquité, certainement a I'époque, Les plantes sont
devenues des médicaments naturels pour les humains (Schauenberg et Paris, 2010).Au
cours des deux derniéres decennies, la recherche en phytothérapie est devenue 1I’une des
questions scientifiques les plus préoccupantes (Nyah et al., 2005).

La phytothérapie est un type de médecine qui utilise les plantes pour traiter des maladies

humaines et animales (Falzon, 2017). Ces plantes sont appelées « plantes médicinales ».

Les plantes médicinales representent la forme la plus ancienne de médication, utilisées depuis
des milliers d'années dans la médecine traditionnelle de nombreux pays a travers le monde.
Les connaissances empiriques sur leurs effets bénéfiques ont été transmises au fil des siecles

au sein des communautés humaines (Khan.H, 2014).

Aujourd'hui, l'integration des plantes médicinales dans le traitement des affections est
devenue l'une des principales voies d'acces aux soins de santé (Nasri, 2016). Les plantes
possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites primaires que

sont les protéines, les glucides et les lipides. (Krief, 2003).

Les métabolites secondaires constituent les molécules les plus couramment utilisées dans les
traitements, car ils jouent un réle clé dans le maintien de la condition physique des plantes,
effectivement ils assurent la protection des plantes contre les infections microbiennes

(champignons et bactéries) et virales, les rayons UV, des oxydations (Aharoni et Galili,
2011).

Les substances élaborées par les plantes sont divisées en deux catégories, les métabolites
primaires qui sont essentiels a la vie végétale et les métabolites secondaires ou spécialisés, de
composition plus complexe et souvent répartis en grandes familles chimiques telles que les
polyphénols, les terpénoides et alcaloides (Ouedraogo et al., 2021).

En médecine traditionnelle, U. urens est utilisé en interne comme reméde hématogéne et
diurétique. Traditionnellement, cette plante est utilisée pour traiter I'arthrite, rhumatismes des
articulations et des muscles, et comme composant de thés antidiabétiques. (Bulut.G, 2009 ;
bnouham.M, 2002).

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, nous sommes intéressés a
I'extraction des extraits Urtica urnes provenant de la région de Ain Témouchent exactement

dans Aoubelil. la plante Urtica urens est classée dans la sous-famille des Rosales,




Introduction

appartenant a la famille des Urticacées. Leurs propriétés benéfiques bien établies pour la

santé humaine étaient principalement liées a leur teneur en phénols.

Ce projet de recherche en laboratoire se concentre sur I'étude des métabolites secondaires des
plantes, avec un intérét particulier pour leur utilisation potentielle dans les domaines
pharmaceutique et agroalimentaire. L'objectif principal est d'extraire ces principes actifs afin
d'évaluer leur activité antimicrobienne. Dans le cadre de ce travail, nous visons a identifier

I'activité antibactérienne des extraits de la plante médicinale Urtica urens et a déterminer son

efficacité optimale dans divers context.
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1 Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules de faible poids moléculaire avec diverses
structures chimiques et activités biologiques. Le nom de métabolites secondaires dérive de
I'observation originale selon laquelle leur production n'est pas essentielle a la croissance et
a la reproduction des organismes, contrairement aux métabolites primaires comprenant les

lipides, les acides aminés, les glucides et les acides nucléeiques. ( Mosunova et al., 2021).

Les métabolites secondaires ont des roles multifonctionnels, principalement impliqués dans la
défense et les interactions avec I'environnement. De plus, ils contribuent a la couleur des
plantes, a leurs parfums spécifiques, a leurs saveurs et a leurs réponses a divers stress. (Reshi
et al., 2023).

2 Biosynthese

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés par quatre voies principales : voie isopréne,
voie des polycétides, voie shikimate celle avec des acides aminés comme précurseurs
(Bentley, 1999). Il s'agit d'une biosynthése complexe qui relie les métabolismes primaire et
secondaire. Ces substances ont une importance capitale dans I'adaptation au stress et dans
différentes fonctions physiologiques, ce qui les rend indispensables pour la survie et la
protection des plantes (Reshi et al., 2023).

Secondary metabolites

T

Shikimate —l

. = o Protein
Aromatic amino acids

Aliphatic amino acids Secondary

metabolites

CARBOHYDRATE TCA cycle compounds,

—_— Pyruvate —_—
: Acetyl-CoA

) > Mevalonate

CcO2

r Steroids
Lipids
‘ Malonyl-CoA '

Secondary metabolites Secondary
metabolites

Figure 1: les quatre voies principales de biosynthése des métabolites secondaire (Bentley, 1999)
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3 Classification

Les métabolites secondaires des plantes sont classés en groupes chimiques distincts en
fonction de leurs voies de biosynthése : composés phénoliques, terpenes et stéroides, et les
alcaloides (ou composés azotés). Ces structures chimiques déterminent la fonction et

1’adaptation au stress des métabolites secondaires (Reshi et al., 2023).

3.1 Polyphénols

3.1.1 Déefinition
Les polyphénols, également appelés composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du regne végétal. Ils forment un vaste ensemble de substances aux structures variées

(bruneton, 1993), regroupant plus de 8000 molécules identifiées (mompon, 1998).

Structurés autour d’au moins un cycle aromatique & 6 carbones portant des fonctions
hydroxyles, ils se répartissent en classes chimiques telles que les anthocyanes, coumarines,
lignanes, flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols
(bruneton, 1993). Présents dans toutes les parties des végétaux, ils jouent un rdle crucial
dans [I’adaptation des plantes a leur environnement, agissant comme signaux de
reconnaissance, agents de défense contre les pathogénes, et contribuent a la tolérance aux

stress (macheix, 2005).

3.1.2 Classification

Selon (Harborne, 1989), les polyphénols peuvent étre divisés en au moins 10 classes
différentes selon leur structure chimique de base et la complexité, le degré et les liaisons

possibles du Squelette de base avec d’autres molécules.
On peut distinguer deux catégories :

» Les composés phénoliques simples (Acides phénoliques, flavonoides, coumarines,
Lignanes ...)

» Les composés phénoliques complexes (Tannins, lignines...).



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Reshi%20ZA%5BAuthor%5D
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Tableau I : les classe des composant phénolique (Macheix etal., 2005).

Squelette Classe Exemple Formule
carboné
- Phénols simples Hydroquinone HOQOH
Acid 0
C6-C1 claes Acide p- HO@—{
hydroxybenzoiques | hydroxybenzoique OH
Acide p- HO o
Acides P %
coumarique -
hydroxycinnamiques
C6-C3
L
Coumarines Ombelliférone HO o g
]
oH O
C6-C4 O/DH
HO._ 2 /l
Stilbénoides trans-resvératrol ﬂ;jm
H
C6-C2-C6 Flavonoides Kempférol )
H O
HO_ _~. O
-C2- |
C6-C2-C6 Daidzéine Grains de soja Tl
o UL
OH
Anthocyanes Delphinidol
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(Ce-Cs) 2 Lignanes Entérodiol o L) oM

(Ce-C3) n Lignines

(C6-C3-C6) ,, Tanins condensés Procyanidol

3.1.2.1 Polyphénols monomériques

a) Acide phénolique
Les acides phénoliques (acides phénols) sont des composés végétaux secondaires de la

famille des polyphénols et sont largement présents dans toutes les plantes (Bialecka. E et al.,

2018). Elles possédent une activité acide et plusieurs activités phénoliques (Haslam, 1994).

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments et divisés en deux
classes : les dérivés de I'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique. Les acides
hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques et comprennent
essentiellement 1’acide p-coumarique, cafeique, férulique et sinapique (Shahidi et al., 1995).

O

HO

HO

[ Figure 2: Structure de 1’acide phenolique (Pandey et Rizvi, 2009).]

b) Flavonoides

Les flavonoides constituent un vaste ensemble de métabolismes secondaires des plantes,
produits travers tous les éléments de la plante, et largement présents dans les aliments et les
boissons de la plante. (Crozier et al., 2006).
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Leur structure comprend de deux cycles aromatiques (A et B) reliées par une trois chaine
carbonée, généralement organisé comme une hétérocyclique oxygéné (C).

o
C
A

[ Figure 3: Structure chimique de flavonoides (Collinet Crouzet, 2011). ]

On a identifié plus de 4 000 espéces de flavonoides, dont beaucoup contribuent aux couleurs
attrayantes des fleurs, des fruits et des feuilles .Les flavonoides se divisent en six sous-
classes en fonction du type d'hétérocycle présent : flavonols, flavones, flavanones, flavanols,

anthocyanes et isoflavones. (Groot H, 1998) (Figure 4).

Chaque groupe se distingue par le nombre et la disposition des groupes hydroxyles, ainsi
que par leur degré d'alkylation et/ou de glycosylation. (Spencer et al., 2008) Les flavonoides
les plus courants incluent la quercétine, la myricétine, les catéchines, et d'autres encore.
(Pandey et al., 2009).

Flavonols Flavanones avanols

Flavones \nlh ocyanins Isoflavones

[ Figure 4: Structures chimiques des sous-classes de flavonoides (Pandey et al., 2009) ]

3.1.2.2 Polyphénols sous forme de polymeres
a) Tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires des polyphénols présents dans les plantes
(Khan babaee et Ree, 2001). lls sont solubles dans 1’eau et largement présents dans les
plantes herbacées et ligneuses supérieures du régne végétal (Akiyama et al., 2001).
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Le terme « tanin » provient de 1’utilisation de cette classe de composés dans le

processus de tannage des peaux d’animaux en cuire (Khanbabaee et Ree, 2001).

Ils sont généralement subdivisés en deux groupes :

» Tanins hydrolysables: Les tanins hydrolysables sont classiquement divisés en
deux sous-types, les ellagitanins et les gallotanins, dont I'hydrolyse donne
respectivement I'acide ellagique et I'acide gallique (Govoni et Danesi, 2022).
Ils sont facilement hydrolysables par les enzymes et plus soluble dans 1’eau (Reed,
1995) (Figure 5).

Tanins condensés : Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines
sont des composes non hydrolysables, issus de la polymérisation de flavan-3-01 lié

par une liaison carbone interflavane (Reed, 1995) (Figure 5).

OH
oy OH
Ho o . U ( CH o /\NO ( j:/
\,l‘ ‘[\ ] - =
\\T/ T OH - Ry OH OH
SO I
POH
PN,
OH  Re >
(a) (b)

Figure 5: Structure Chimique (a) d’un Tanin Condense et (b) d’un Gallotanin (1,2, 3-Tri-O-Galloyl-B-D-
Glucose) (Derbel et Ghedira, 2005)

| |

b) Lignines

Les lignines sont les composants principal de la paroi cellulaire et sont formées par un
processus de couplage oxydatif phénolique (Davin et al., 1997).les macromolécules de

lignine se forment en polymeérisant déshydrogenativement trois monolignols : alcools E-p-

coumaryl, E-p-coniférylique et E-sinapylique (Lewis et Yamamoto,1990) (Figure 6).

Les lignines jouent un role essentiel dans la paroi cellulaire en fournissant un soutien
mécanique et une protection contre les agents pathogénes et les herbivores (Sakagami et al. ,

2005).
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Figure 6: une structure de lignine composée de monolignols: alcool p-coumarylique, alcool coniférylique et
alcool synapylique [1]

|

¢) Coumarines, Stilbénes

Les coumarines

La coumarine tire son nomde la plante Coumarouna odorata (aujourd'hui Dipteryx odorata),
isolé par Vogel en 1820.Les coumarines sont des 1,2-benzopyrones constituées d'un cycle
benzénique lié a un cycle pyrone et sont produites via la voie générale des phénylpropanoides
(Harborne 1999 ; Bourgaud et al., 2006 ). La 2H-1-benzopyran-2-one, également appelée

«coumarine basique», est le noyau structurel des coumarines (Figure 7).

On peut distinguer les coumarines en coumarines complexes et simples. Les composés
hétérocycliques ajoutés au noyau coumarinique de base produisent des coumarines
complexes, qui sont ensuite divisées en furanocoumarines, pyranocoumarines,
phénylcoumarines, dihydrofurocoumarines et biscoumarines (Medina et al., 2015).

5 4

6 ~ 3

7 o o
8

[ Figure 7: structure de coumarine (Matos et al., 2015 ) ]
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Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés non flavonoides, ont une structure carbonée spécifique en
C6-C2-C6. Le nombre et les positions des fonctions hydroxyles sur les cycles phénoliques,
ainsi que la conjugaison avec des sucres et des groupements fonctionnels variés (méthyles,
méthoxyles, etc.) vont varier selon cette structure de base relativement simple (Richard et
al.,2014).

Ces composés se présentent sous deux formes isomeres : E-Stilbénes et Z-Stilbénes.
La forme Z également connue sous le nom de forme cis, est obtenue par chaleur ou

photoisomérisation, tandis que la forme E ou trans est la forme stable et bioactive (Mérillon

et al., 1997).
/N /N [
0y QW
s o=

o=/ — o=
Ho )= Ho W
(
\ /
| trans-stilben gis-stilben

[ Figure 8: Structure chimique du trans-stilbene et du cis-stilbene (Abramczyk, 2005) ]

3.2 Les alcaloides

3.2.1 Définition
Un alcaloide est une substance organique azotée d'origine végétale, caractérisée par une
structure moléculaire hétérocyclique complexe. On les trouve dans les parties florales, les

fruits ou les graines des plantes, a I'emplacement des hétéroatomes. (Krief, 2003).

Les alcaloides sont présents sous forme de métabolites secondaires dans les plantes, les
champignons et certains groupes d'animaux rares. Généralement, ces composés sont des

dérivés d'acides aminés. (Bruneton, 1999 ; Paris, 1976).

3.2.2 Classification
La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, c'est-a-dire de les

classer en trois groupes selon leur précurseur biosynthétique :
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» Les alcaloides vrais.
» Les pseudoalcaloides.

» Les proto—alcaloides

Les alcaloides vrais : Les alcaloides, dérivés d'acides aminés, possedent des hétérocycles
hautement réactifs et une activité biologique importante. Ils sont cristallins et souvent
combinés avec des acides pour former des sels, la plupart ayant un goat amer. (Aniszewski,
2007)

Protoalkaloids : Les alcaloides sont des azotes dérivés d'acides aminés, synthétisés a partir
de L-tryptophane et de L-tyrosine, avec des composants clés comme la yohimbine, la
mescaline et I'hordénine, utilisés pour traiter diverses conditions médicales telles que les

troubles mentaux, la douleur et les névralgies. (Chini et al., 1992).

Pseudoalkaloids : Les pseudoalcaloides sont differents types de véritables alcaloides dont les
structures de base sont synthétisées a partir de précurseurs ou de produits dérivés du
métabolisme des acides aminés via des réactions d'amination ou de transamination. (Dewick,
2002).

Ces composés peuvent également dériver de précurseurs non aminés, tels que la
phénylalanine ou I'acétate. Parmi les pseudoalcaloides, on trouve la capsaicine, la caféine et
I'éphédrine. (Jakubke et al., 1994).

3.2.3 Propriétés physicochimiques

Selon (Facchini et Pierre 2005), les alcaloides sont des composés de faible masse
moléculaire, généralement inférieure a 1 000 Da, qui possedent des fonctions essentielles. La
plupart de ces substances sont des solides cristallins, bien que certaines, comme la nicotine et

la mescaline, soient liquides a température ambiante (Jaber Ali, 2017)

ils réagissent avec les acides pour former des sels souvent solubles dans I'eau. (Badiaga M,
2012) , solubles dans les solvants organiques apolaires et les alcools. La basicité de ces
substances permet de former des sels avec des acides minéraux ou organiques (Bruneton,
1999).

3.3 Terpénoides

3.3.1 Définition
Les terpénoides est un ensemble essentiel de métabolites secondaires, regroupent environ
15000 structures moléculaires diverses, principalement lipophiles (Wichtl et al., 2009). sont
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des molécules organiques constituées par un multiple de 5 atomes de carbone de formule
générale(C5H8)n (Bouaine, 2017).

Ces composeés forment une classe significative de produits secondaires, souvent hydrophobes

et parfois volatils, partageant une origine commune (Seaman, 1982).

3.3.2 Classification

Dans le regne vegetal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le

nombre de répétition de 1’unité de base isoprene.

Les terpénes on distingue :

» Monoterpénes : association de deux isoprénes (10C).
» Sesquiterpénes : association de trois unités isoprénique (15C).
» Diterpenes : association de quatre isoprénes (20C).

» Triterpénes, tetraterpenes, pentaterpenes.

a) Les monoterpénes

Les monoterpénes, présents majoritairement dans les huiles essentielles (90%), sont les
constituants les plus simples des terpenes. Ils se composent de deux unités isopréne (C5H8)

assemblées selon une liaison téte-queue. Ils peuvent

Adopter une structure acyclique, monocyclique ou bicyclique. Ces composés terpéniques sont

associés a divers produits naturels possédant des fonctions chimiques particuliéres (LS

padua et al., 1999).
(0]
(e} o O

Rotundifolone (1) Pulegone epoxide (2) Carvone epoxide (3)

S A

(+)-Limonene (4) (+)-Limonene epoxide (5) (+)-Pulegone (6)

[ Figure 9: Exemples de quelque monotropenes (Cordos et al., 2012) ]
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b) Sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont des terpénoides C15 composés de trois unités isopréene. Les plantes
supérieures et de nombreux autres systémes vivants, comme les organismes marins et les
champignons, sont particulierement riches en eux. Dans la nature, ils sont présents sous
forme d'hydrocarbures ou sous forme oxygénée, tels que les lactones, les alcools, les acides,
les aldéhydes et les cétones. Les sesquiterpénes sont aussi constitués d'huiles essentielles et

de composants aromatiques issus de plantes et possedent de nombreux squelettes de base
dont la nomenclature varie (Awouafack et al., 2013).

c) Diterpenes

Les Diterpénes sont composés de quatre unités d’isopréne (2-méthylbutane) C5H8, ce qui
leur donne une formule générale C20H32 et peuvent étre trouvés dans les plantes, les
champignons, les bactéries et les animaux dans les environnements terrestres et marins
(Sousa et al., 2018).

Les Diterpénes sont obtenus par I'addition de diphosphate d'isopentényle au diphosphate de
farnésyle, ce qui donne naissance au diphosphate de géranylgéranyle (GGPP) (Dewinck et
al, 2001). Le GGPP est cyclisé en diterpénes selon quatre parcours stéréochimiques

distincts, a partir de quatre plis conformationnels distincts (Peters et al., 2010).

d) Triterpénoides et stéroides

Les triterpenes et les steroides sont des composeés lipidiques essentiels présents a la fois dans
les plantes et les animaux. Les triterpénes servent de précurseurs aux stéroides et représentent
une partie importante des lipides végétaux (David.S, 1998). Avec plus de 4000 triterpénoides
identifiés, ils peuvent exister indépendamment, sous forme de glycosides ou dans d'autres
formes combinées (Boar et al., 1973). En revanche, les stéroides sont des constituants
intégraux des membranes végéetales et jouent des rdles cruciaux dans divers processus

biologiques.

Ces composes sont cruciaux pour le bon fonctionnement des organismes vivants et ont été
largement étudiés pour leurs activités biologiques et leurs rbles dans le métabolisme
(Connolly et al., 1972).



https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-4615-4913-0?page=2#author-0-0
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e) Tétraterpénes

Les seuls membres de cette catégorie sont les caroténoides, Les caroténoides sont les seuls
représentant de ce groupe, ce sont des substances colorée en jaune, orange ou rouge,
responsables de la coloration de nombreux fruits et fleurs ; ils se constituent dans les plastes
et se présentent souvent sous forme cristalline. Les caroténoides des pigments assimilateurs
sont synthétises par les chloroplastes, ceux des fleurs et fruits sont synthétisés par les

chromoplastes (Guignard, 2000).

IIs sont majoritairement dans les plantes, les algues, et différents microorganismes (Ayad,
2008).

4 Fonctions et propriétés des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés produits par divers organismes tels que les
plantes, les bactéries, les champignons et certains animaux. Contrairement aux métabolites
primaires, ces substances ne sont pas essentielles aux processus vitaux fondamentaux comme
la croissance ou la respiration, mais elles remplissent des fonctions écologiques cruciales.
Leur utilité varie grandement, allant de la défense contre les prédateurs a l'attraction d'espéces
utiles telles que les pollinisateurs. Ils peuvent aussi faciliter la communication entre les
plantes, par exemple en transmettant des signaux d'alerte. Leur production est influencée par
I'environnement et peut renforcer les mécanismes de défense naturelle ou améliorer la qualité
des plantes. Certains métabolites secondaires sont spécifiquement impliqués dans la

protection contre les rayons ultraviolets et les ravageurs [2].




Chapitre 11

Presentation de la plante étudiée




Synthése Bibliographique

1 Famille urticacée

1.1 Définition

La famille des Urticacées regroupe environ 1000 especes appartenant a une Cinquante
genres, dont « Urtica ». Cette derniere regroupe plus de 80 especes Different (Bertrand,
2010).

Les espéces les plus couramment utilisées sont Urtica dioica L. (la grande ortie) et Urtica
urens L. (la petite ortie), qui sont connues pour leurs nombreuses propriétés médicinales
(Lefief et Alex, 2012).

1.2 Description

Les Urticaceae , ordre des Rosaceae, sont une plante a fleurs dicotylédones de la famille des
Urticaceae. Il existe environ 53 genres et environ 2625 espéces. Elles sont largement réparties
dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées du monde. Les plantes sont
généralement des herbes, des sous-arbrisseaux ou des arbustes, rarement des arbres,

généralement poilus, parfois succulents.
Les feuilles sont alternes ou opposées aux cellules épidermiques avec des spores évidentes.

Les fleurs sont unisexuées. Les plantes sont monoiques ou dioiques, ayant rarement les deux
sexes. Les fleurs males sont des périanthes de 2 a 5 lobes, imbriqués ou en forme de pétales,
les étamines sont hétérogénes et opposées aux tépales, les filaments sont recourbés vers le bas
dans le bourgeon et ont généralement un ovaire abandonne.Les fleurs femelles sont des
périanthes a 3-5 lobes, le fruit est hypertrophié, généralement persistant, les staminodes sont

écailleux ou absents, I'ovaire et le périanthe sont séparés ou joints, 1-loculés, avec 1 ovule.

Le fruit est généralement un akene, généralement entouré de périanthe a feuilles persistantes.
Les graines sont solitaires. L'embryon est dressé, I'endosperme est huileux et les cotylédons

sont charnus, ovales ou presque ronds.(Friis | et al.,1993)
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1.3 Répartition

Les orties poussent dans le monde entier dans des climats doux a tempérés. lls préferent les
habitats ouverts ou partiellement ombragés avec beaucoup d’humidité et se trouvent souvent
dans les foréts, pres des riviéres ou des ruisseaux et au bord des routes. sont répandus en
Europe et en Amérique du Nord, en Afrique du Nord et dans certaines parties de 1’ Asie, mais

ont une présence limitée en Australie. (Kregiel et al., 2018).

y . Présent

j Absent g

[ Figure 10: Carte de répartition géographique mondiale de la famille des Urticacées ]

1.4 Sous-familles
- Urtica urens
- Urtica pilulifera
- Urtica morifolia
- Urtica membranacea
- Urtica dioica
- Urtica atrovirens
- Soleirolia soleirolii
- Parietarieae

- Forsskaolea angustifolia

2 Présentation de la plante Urtica urens

2.1 Position systématique

Le nom d'ortie est issu du latin Urtica signifie « briler » faisant référence aux piqures
brllantes provoquées par ces poils (Kregiel et al., 2018).

La classification botanique de 1’espéce Urtica urens L. selon Angiosperme Phylogeny group
I (APGIII, 2009) est :
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Régne: Plantae
Embranchement: Angiosperme
Classe: Rosideae
Ordre: Rosales
Familles: Urticaceae
Genre: Urtica
Espece Urens L

e Noms vernaculaires

L'espéce Urtica urens L, est connue par d'autres noms vernaculaires (Mostade, 2015),
qui sont :

Francais : petite ortie, ortie bralant, griéche, grec, sauvage, barbare et folle
Anglais: Small Nettle

Arabe (=l 8 &)

2.2 Reépartition géographique
Urtica urens L. préfere pousser dans un sol riche en azote et se rencontre assez souvent dans

des sols riches en nitrates inorganiques et en minerais de fer (Kregiel et al., 2018). Elle se

trouve principalement en Europe, Afrique, en Asie et est largement répandue en Amérique
du Sude (Marassini et al., 2010).

En Algérie, la petite ortie est commune dans tout le Tel Algérien et dans les ravins des
montagnes (exemples : Djurdjura, Atlas de Blida, Ain Témouchent, Boumerdés) (Beloued,
1998).

2.3 Description botanique

Urtica urens L. est une plante annuelle de 10 cm a 50 cm de haut (Burkart, 1987) (figure
11).

Les feuilles de l'ortie brllante sont petites, opposé, ovale, arrondi ou atténué a la base,
dentées, a peine plus longues que larges, avec des poils urticants dispersés sur la face
supérieure, la face inférieure avec des poils urticants sur les nerfs; pétioles généralement plus

courts que la feuille, également avec des poils urticants (Burkart, 1987). Figure (12-a).
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La tige est dressée, anguleuse, ramifiée deés le bas. Il a d'épaisses tiges vert clair, Couvert de
poils urticants jusqu’a 2 mm de long (Couplan, 2008 ; Burkart, 1987). Figure (12-b).

Fleur monoique, pistillée au périgone piquant, jusqu’a 2 mm de long. Les fleurs femelles sont
beaucoup plus nombreuses que les fleurs males. Le fruit de I’ortie est Akéne de 2 mm long,

ovoide, semi-aplati, finement rugueux, sessile, pénicillé (Burkart, 1987).

[ Figure 12: (A) la feuille, (B) la tige (photo original). ]
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La présente étude a été réalisée au laboratoire de Biochimie et au laboratoire de
Microbiologie du Département de Biologie de 1’Universit¢ Belhadj Bouchaib — Ain
Témouchent pendant une durée de 3 mois (08 février a 08 mai 2024).

Ce travail expérimental consiste a étudier les effets des extraits de 1’Urtica urens sur la
croissance bactérienne.

Pour cela, les expériences sont réalisées comme suite :
1. Préparation des extraits a partir de la partie aérienne de la plante

2. Etude in vitro de D’effet antimicrobien des extraits préparés sur des souches

microbiennes.
PARTIE 1 : Préparation des extraits
1  Matériel végétale

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de plante de la famille des Urticacées de 1’Ouest
algérien qui est Urtica urens. Dont la cueillette a eu lieu en moins de février 2024 dans la

région d’ Aoubelil wilaya d’ Ain Témouchent.

[ Figure 13: Urtica urens (photo original). ]
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[ Figure 14: Région de la récolte ]

2  Séchage de la plante

Le matériel vegétal Urtica urens a subi un processus de séchage a température ambiante, en
étant protégé de la lumiére solaire pendant 15 jours, dans le but de préserver I’intégrité
maximale des molécules. Apres cette phase de séchage, les échantillons sont placés dans des

sacs en plastique.

[ Figure 15: Partie aériennes séche d’Urtica urens ]

3 Préparation des extraits

La préparation des extraits pour notre étude s’effectue selon la méthode d’extraction par
macération. Les échantillons séchés d’Urtica urens sont d’abord réduits en poudre a I’aide

d’un moulin a café électrique. Ensuite, les extraits sont préparés, comprenant 1’extrait
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organique (utilisant de I’éther de pétrole, de I’éthanol et du dichlorométhane), 1’extrait

aqueux et I’extrait d’huile totale.

[ Figure 16: Broyage de la plante « Urtica urens » seche ]

3.1 Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

Conformément au protocole d’extraction décrit par (Biallo et al., 2004 ; Falleh et al., 2008),
une quantité de 40g de poudre de matériel végétal a été macérée dans 200 ml de solvant
absolu, sous agitation mécanique, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire
pendant 24 heures. Les solvants utilisés dans 1’extraction, avec une polarité croissante,
comprennent 1’éther de pétrole (EP), I’éthanol (EtOH) et le dichlorométhane (DCM). Les
macérats ont ensuite été filtrés, puis évaporés a sec sous pression au rotavapor et séchés

jusqu’a obtention d’un poids constant.

Macération sous
agitation

Evaporation

[ Figure 17: Les étapes d’extraction du solvant organique ]

Filtration sous vide
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3.2 Extraction aqueuse

Une quantité de 50 g de poudre du matériau végétal a été soumise a un reflux dans 500
ml d’eau distillée, puis macérée a température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire
pendant 24 heures sous agitation magnétique. Ensuite, le mélange a été filtré. Le filtrat
obtenu a ensuite été séché a 50 °C jusqu’a atteindre un poids constant (Falleh et al.,

2008 ; Moroh et al., 2008).

[ Figure 18: Extraction aqueuse ]

3.3 Extraction d’huile totale

Le méthanol a été utilisé pour extraire les composés, suivi d’une filtration apres une période
de macération de 24 heures sous agitation. Le liquide filtré a été combiné dans une ampoule a
décanter avec 50 ml d’hexane. Aprés agitation, deux phases distinctes se sont formées : une
phase aqueuse plus dense située en bas, et une phase organique contenant les lipides.

La phase organique supérieure a été récupérée, cette étape a €té répétée trois fois en
changeant le solvant & chaque fois. L’hexane a ensuite été évaporé. L’extrait obtenu est

considéré comme 1”huile totale (HT) d’Urtica urens.
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[ Figure 19: Extraction d’huile Total ]

La série d’extractions permet d’obtenir cinq extraits : un extrait aqueux (ED), trois extraits
organiques : extrait éther de pétrole (EP), extrait dichlorométhane (DCM), extrait éthanolique

(ET) et I’huile totale (HT). Les extraits secs sont conserves a I’obscurité jusqu’a utilisation.

[ Figure 20: Les cinq extraits d’Urtica urens. ]

PARTIE 2 : Etude de I’activite antimicrobienne

1 Matériel

1.1 Souches microbiennes pathogenes
L’activité antimicrobienne des extraits de 1’Urtica urens sera testée sur des souches de
collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le laboratoire de microbiologie

du ’université d’ Ain Témouchent.

Les germes qui ont été testés sont les suivants :

e Pseudomonas aeruginosa A22.

E
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e Escherichia coli.
e Staphylococcus aureus ATCC 25922.
e Staphylococcus aureus ATCC 43300.

a) Les extraits
Les extraits testés sont les suivants : Ether de pétrole (EP), Ethanol (EtOH), Dichlorométhane
(DCM), Extrait aqueux (EAQ) et Huile totale (HT).
1.2 Milieu de culture
e Milieu de culture liquide : Bouillon Muller-Hinton (BMH).
e Milieu de culture solide : Gélose Mueller Hinton (MH).
1.3 Réactifs chimiques et autres matériel

Antibiotique : Gentamicine « GEN »

2 Meéthodes

2.1 Conservation des souches étudiées

Les souches référentielles sont conservées a 4 °C dans des tubes stériles contenant 10 ml de

milieu de culture incliné gélose de M-H pour les bactéries.

2.2 Préparation des suspensions bactériennes

Des colonies soigneusement isolées issues de cultures pures ont été inoculées dans du BMH
(Bouillon Muller-Hinton) puis incubées a 37 °C pendant 18 heures afin de maintenir la

culture et de favoriser la croissance bactérienne.

2.3  Ensemencement des souches conservées

Des colonies isolées ont ét¢ transférées dans des tubes contenant de 1’eau physiologique
stérile (0,9 %) pour créer des suspensions microbiennes ayant une turbidité similaire a celle
de McFarland 0,5 (106 UFC/ml). Ensuite, 20 boites de Pétri ont été préparées avec du milieu
MH (correspondant au nombre de souches et aux concentrations des extraits utilises), avec
une épaisseur de 4 mm, pres du bec benzene, puis laissées a solidifier. Les souches testées ont
été ensemencées en passant un écouvillon sur toute la surface du milieu de haut en bas, en

effectuant des stries serrées. Puis les boites ont ét¢ incubés dans 1’étuve a 37°C pendant 24 h.
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2.4 Mdéthodes d’étude de I’activité antimicrobienne des extraits végétaux

Pour évaluer 1’activité antimicrobienne de la plante Urtica urens, nous avons testées par deux

méthodes différentes :

v’ testées I’effet des extraits sur différentes souches bactériennes, elle a été réalisée selon
la méthode de diffusion en puits sur milieu gélose (Berghe et al., 1991).

v’ Essais de sensibilité a la dilution par les micro-dilutions (Billerbeck et al., 2002)
Cette approche visait a déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
des extraits de plantes étudiés, conjointement avec des tests d’étalement sur milieu

solide pour déterminer les concentrations minimales bactéricides (CMB).

2.4.1 Souches microbiennes

On va évaluer I'action antimicrobienne des extraits d'Urtica urens sur des souches provenant
de la collection internationale ATCC. Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de

microbiologie de I’Universitaire d’Ain Témouchent.

Les souches bactériennes suivantes ont été soumises aux tests :

Tableau Il : Souches bactériennes

Code de
Famille Espece la Caractéristique
Souche

Est une bactérie Gram négative,
aérobie et non sporulée, qui peut

Pseudomonas

Pseudomonadaceées aeruginosa A22 | causer différentes infections chez les

h6tes qui ont une immunité aigué et
déprimée. (Kerr.KG, 2009).

Il s'agit d'un bacille gram négatif assez
caractéristique, il s'agit d'un aérobie
.y _—_ . facultatif nt présent dan
Enterobacteriacees | Escherichia coli acultatif, souvent présent dans
I'intestin inférieur des mammiferes,
pouvant causer des maladies graves.

(Zachary, 2015).

Staphylococcus | ATCC Est une bactérie Gram positive, Elle

aureus 43300 . .
est immobile, ne forme pas de spores,

Staphylococcacées . , L
phy peut étre aéroanaérobie et est

E
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Staphylococcus

aureus

ATCC
25922

coagulase-positive. C'est un agent
pathogéne important qui provoque
diverses infections tant dans la
communauté qu'a I'hdpital, telles que
les infections osseuses, les
pneumonies, les bactérieémies, les
endocardites et les infections
articulaires. (Anses, 2011 ; Robert,
2013)

2.4.2 Préparation des concentrations des extraits

Une série des concentrations (50mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml et 150 mg/ml) a été préparée
pour chaque extrait en utilisant le diluant DMSO.

l Figure 21: Préparation des concentrations des extraits. I

2.4.3 Meéthode de diffusion sur gélose (méthode de puits)

C’est la technique de base utilisée pour déterminer 1’activité antimicrobienne des extraits de

la plante. Cette méthode est décrite par (Berghe et al.,1991).

Des boites de pétri stériles contenant du milieu Muller Hinton agar sont ensemencées par

écouvillonnage d'une dilution du microorganisme a tester. Apres le séchage des boites, la

gélose est perforée a 1’aide d'un embout stérile (4 puits dans chaque boite) etun volume de

chaque extrait & la concentration souhaitée est introduit dans les puits. Ensuite, les boites sont

incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 h.

E
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La lecture des résultats s'est faite 24 heures apres l'incubation, par la mesure des diamétres
des zones d'inhibition autour de chaque puits a I'aide d'une régle en (mm). Le diametre

détermine I'efficacité de la matiére active.

Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité (Ponce et al., 2003)

e souche résistante (D < 8 mm)
e souche sensible (9mm < D < 14mm)
e souche tres sensible (15mm <D < 19 mm)

e extrémement sensible (D >20 mm)

[ Figure 22: Méthode de diffusion en puits. ]

2.5 Test de la sensibilité a I’antibiotique

L’étude de I’antibiogramme s’est limitée a tester 1’un des plus utilisé en antibiothérapie

la Gentamicine « GEN »

Des disques d’antibiotique sont déposés a la surface de gélose ensemencée et a [’aide d’une
micropipette imprégner les disques par une quantité d’extraits a tester .Puis les biotes ont été
incubés dans 1’étuve a 37° pendant 24h. le diameétre de la zone indemne de colonie
bactérienne est mesuré en mm.

E
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[ Figure 23: Test de la sensibilité a I’antibiotique ]

2.5.1 Essais de sensibilité a la dilution

a) Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus petite dilution a
laquelle aucune croissance visible n'est observée (Kuete et al., 2004).

Des microplaques a fond en U sont utilisables pour la détermination des CMI. Une plaque de

96 puits permet la détermination de la CMI des souches vis-a-vis d’un extrait.

Dans les cupules d’une méme ligne, 100 ul de Bouillon « BMH pour les bactéries » a été
déposé, puis 100 ul de 1’extrait a tester, est ajoutés a le puit 1. Une série de dilution au facteur
Y a été réalisée extemporanément dans le bouillon Mueller Hinton a partir de la solution
mére du puitsl, par le transfert de 100ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 100ul du
dernier puits a jeter). Il faut bien mélanger le contenu du puits.

Chaque puits est ensuite ensemencé par 10 pl d’une suspension microbienne a 106
cellules/ml. (Eloff, 1998).

La 11eme colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu Mueller Hinton sert de
témoin négatif.

La 12éme colonne qui contient 10ul de I’inoculum et 100ul BMH sert de témoin positif.

La microplaque est couverte et incubée a 37 °C pendant 20h.

E
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[ Figure 24: Méthode de micro-dilutions ]

b) Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La determination du CMB nécessite des stries du contenu des puits a des concentrations
supérieures ou égales a la CMI dans une série de dilutions préalablement établies sur gélose
M-H. Par conséquent, le CMB a été déterminée apres incubation des bactéries a 37°C

pendant 24 h. C'est la concentration minimale qui inhibe complétement la croissance
(Ennadir, 2014).

E
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Etude de Pactivité antimicrobienne

1 Méthode de diffusion sur puits (aromatogramme)

L'effet antimicrobien des extraits se traduit par I'apparition d'une zone d'inhibition autour du
puits saturé avec un extrait brut (Annex 1), les résultats obtenus étant exprimeés dans les

figures suivantes.

a) Extrait d’éther de pétrole

16
3 14
En
g 10
;3 50 mg/ml
2 8
:g ) H 75 mg/ml
b i 100 mg/ml
o 4
S 5 H 150 mg/ml
0
S.a25922 E.coli P.acip A22 S.a43300
Souches

[ Figure 25: Effet d’extrait Ether de pétrole sur les souches étudiées. ]

Cette représentation met en évidence l'activité antibactérienne de I'éther de pétrole. On
remarque une augmentation de la zone d'inhibition aux concentrations de 150 mg /ml et
100 mg/ml pour les souches d'Escherichia coli et de S.aureus25922, ces deux souches

présentant une activité bactérienne plus remarquable.

Puis la souche S. aureus 43300 montre une zone d'inhibition de 14 mm. En revanche,
Pseudomonas aeruginosa A22, présente une zone d'inhibition maximale de 12 mm, ce qui

indique une moindre sensibilité.

Nos résultats concordent avec ceux presentés par (Abirami, 2017), qui ont étudié I'activité
antimicrobienne de I'extrait d'eucalyptus globulus sur une large gamme de bactéries gram
positives et gram négatives. Ils ont observé que la souche E. coli était la plus sensible, avec
un diameétre de zone d'inhibition de 20 mm, tandis que la sensibilitt minimale a éteé

enregistrée chez S. aureus, avec une zone d'inhibition de 13 mm.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par (Mogode, 2005) qui a obtenu de meilleurs
résultats avec les souches d’Escherichia coli. En effet elle a obtenu des diametres de 14 mm
tandis que lors de notre étude nous avons obtenu des diametres d’inhibition de 15 mm pour

cette bactérie.
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La présence de stéroides et de terpénes dans 1’extrait éthéré de urtica urens a également été
notée, ce qui correspond aux propriétés polaires du solvant et du soluté (Elsherif et al.,

2023). Cela suggeére que ces compose pourraient étre en partie responsables de ’activité

antibactérienne obtenue.

Selon Schwarz (1999), les stéroides et les triterpénoides peuvent avoir des activités contre la
croissance des especes bactériennes.

b) Extrait d’éthanol

18
— 16
€
£ 14
212
Ig 10 50 mg/ml
2
'.g 8 H 75 mg/ml
S 6 i 100 mg/ml
g a4
S 5 M 150 mg/ml

0
S.a25922 E.coli P.acip A22 S.243300
Souches

[ Figure 26: Effet d’extrait d’Ethanol sur les souches étudiées. ]

Les résultats obtenus montrent que I'extrait éthanolique d'Urtica urens L. a eu un effet
inhibiteur sur la croissance de toutes les souches testées, avec des proportions variées, avec

des diamétres des zones d'inhibition allant de 10 a 17 mm.

Il est néanmoins important de souligner que S.aureus 25922 présente la plus grande
sensibilité avec une zone d'inhibition de 17 mm, tandis que E.coli a le halo d'inhibition le plus

faible (13 mm), ce qui en fait la moins sensible.

Nos résultats concordent avec ceux présentés par (Bobis et al., 2015), qui ont étudié 1’activité
antimicrobienne des extraits de feuilles de 1’ Urtica dioica L. sur les souches E. coli, S. aureus
et P. aeruginosa. Ils ont montré que 1’extrait éthanoliques de feuilles d’ Urtica dioica possede
un effet inhibiteur sur toutes les souches testées et ils ont observé que la bactérie gram positif

(S. aureus) est la plus sensible avec zone d’inhibition de 18 mm.

Selon un autre étude menée par (Salem et al., 2021), les extraits éthanoliques de feuilles de
I’Urtica urens exercent une activité antibactérienne contre les souches E. coli, S. aureus avec

un effet majeur sur bactéries gram positif.
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Les bactéries Gam-positives et Gram-négatives présentent une réaction différente,
probablement en raison de la structure morphologique de la paroi cellulaire. Les bactéries
Gram-positives sont plus sensibles, car elles ne possedent qu'un peptidoglycane externe.
Couche qui ne constitue pas une barriere de perméabilité efficace (Kaushik et al., 2015).
Toutefois, les bactéries a Gram négatif sont entourées d'une double membrane caractérisée
par la présence de lipopolysaccharide (LPS) et de lipide A (Caroff et Karibian, 2003), ce

qui leur conféere une plus grande résistance et une moins grande perméabilité.

Selon (Elsherif et al., 2023), 1’extraits éthanolique obtenus a partir d’Urtica urens posséde de
grandes quantités de composés biologiquement actifs de la classe des polyphénols.Cela
suggere que l'activité antibactérienne d'U. urens pourrait étre attribuée aux polyphénols,
comme |'ont déemontré (Mavric et al., 2008) qui ont mentionné que les composants

phénoliques pouvaient entraver le développement des bactéries.

c) Extrait de dichlorométhane

16
—14
€
En
g 10
:g 50 mg/ml
2 8
:g ) H 75 mg/ml
b i 100 mg/ml
o 4
R 2 H 150 mg/ml

0
S.a25922 E.coli P.acip A22 S.a43300
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[ Figure 27: Effet d’extrait de dichlorométhane sur les souches étudiées. ]

Les résultat de I’activité antibactérienne montre qu'il existe une relation entre les souches et
la concentration, car la zone d'inhibition augmente avec I'augmentation de la concentration en
DCM.

La figure montre que la souche Staphylococcus aureus 25922 est la plus sensible aux
différentes concentrations de DCM. La grande zone d'inhibition est marquée par la souche
Staphylococcus aureus 25922 (14mm) a 150mg/ml suivie par (13mm) & 100mg/ml et (11mm)
a 75 mg/ml cette souche était extrémement sensible au DCM, suivie de S. aureus 43300 et

d'E. coli (13 mm), ensuite de P. aeruginosa avec un diametre de (12mm)
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Des études menées sur d'autres espéeces du genre Mentha ont montré que les extraits de
dichlorométhane possedent des capacités antimicrobiennes contre les souches Gram positives
(Barchanet al., 2015).

Le diamétre maximum de I’extrait dichlorométhane d’urtica urnes contre Staphylococcus
aureus est de 14 mm. Ces résultats concordant avec ceux obtenus par (Mogode, 2005), qui a
obtenu un diametre de 24 mm en utilisant un extrait dichlorométhane de Cassia nigricans

contre S. aureus.

Nos résultats sont concorde a ceux trouvé par (Bakht et al., 2014) qui ont montré que
I’extrait de dichlorométhane de Mentha longifolia a une activité antibactérienne sur S. aureus

et P.aeruginosa, mais aucune activité enregistré pour Ecoli contrairement a nos résultats.

Selon (Sayed et al, 2014a) I’extrait de dichlorométhane d’Urtica dioica contient les
composés phénoliques et les terpenoides, cela indique que ces composes pourraient

contribuer partiellement & I'activité antibactérienne observee.

d) Extrait agueux
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[ Figure 28: Effet d’extrait de 1’eau distillé sur les souches étudiées.]

Selon la Figure (28), I'extrait aqueux n'a présenté aucune zone d'inhibition contre toutes les

souches testées, ce qui indique qu'il n‘'exerce aucun effet antibactérien.

Nos résultats concordent avec ceux de (Salem et al., 2021), qui ont examiné l'activité

antibactérienne des extraits aqueux d'Urtica urens sur les bactéries gram+ (Staphylococcus

aureus) et gram- (Escherichia coli) et ont noté I'absence d'effet inhibiteur de I'extrait aqueux

sur les deux souches.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux trouvés par (Mzid et al., 2017) qui ont montré

que I’extrait aquex n’a montré aucune zone d'inhibition contre E. coli, S. aureus et P.
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aeruginosa. Dans un autre rapport, I'extrait aqueux d'U. urens collecté en Erythrée, n'avait
aucune activité antimicrobienne contre Gram négatif (E. coli) et Gram positif (S. aureus)
(Kaushik et al., 2015).

Les travaux de (candan et al., 2003) ont trouvé que les composés hydrosolubles présentent
une activité antibactérienne moindre par rapport aux composés non hydrosolubles ce qui peut
étre d0 a la capacité des molécules liposolubles a s'insérer dans les membranes cellulaires
bactériennes et a les perturber. Cette observation pourrait expliquer I'absence d'effet
antibactérien dans le test de I'extrait aqueux.

e) Extrait d’huile totale
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[ Figure 29: Effet d’extrait d’huile totale sur les souches étudiées. ]

D’aprés la figure (29) I’extrait HT de Urtica urens a montré une activité étendue pour toutes
les souches microbiennes Ecoli, s'est avéré étre le diametre le plus sensible de (17 mm), suivi
de (15 mm) pour P. aeruginosa et S.aureus ATCC 25922, tandis que la souche S.aureus
ATCC 43300 était moins sensible a HT de (13 mm).

Nos résultats concordent avec ceux présentés par (Lazreg-Aref, 2011) qui ont étudié
I'activité antimicrobienne de I'extrait hexane de plante Ficus carica sur une large gamme de
bactéries gram positives et gram négatives. Ils ont observé que la souche E. coli était la plus
sensible, avec un diametre de zone d'inhibition de 20 mm, ainsi un effet inhibiteur sur les
souches S. aureus et P. aeruginosa avec un diamétre de zone d'inhibition 18mm et 14mm

respectivement .

Nos résultats sont similaires a ceux indiqués par (Pillai et al., 2020), I’extrait d’hexane de la
plante Urtica urens a eu une bonne activité antibactérienne vis-a-vis des trois souches (

E.coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa).
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L'extrait d'hexane qui est principalement composé d'acides gras et de composés phénoliques
(Sayed et al.,2014b).

Il est essentiel de noter que urtica urens est abondante en métabolites secondaires tels que les
tanins, les flavonoides, les stérols, les triterpénes et les saponosides. Selon (Daoudi 2015),
ces composes sont largement reconnus pour leurs propriétés antibactériennes, ce qui pourrait

expliquer leur contribution aux propriétés antimicrobiennes observées.

2  Effet de I'association des extraits de Urtica urens avec I’antibiotique Gentamicine
Dernierement, lI'association des extraits de plantes avec les antibiotiques a émergé comme une
nouvelle approche pour résoudre le probléme de la résistance bactérienne aux antibiotiques,

permettant ainsi d'améliorer leur efficacite.

a) Combinaison entre ’extrait d’Ether de pétrole (EP) + la gentamicine
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[ Figure 30: Effet de la combinaison entre 1’extrait d’éther de pétrole + la gentamicine ]

La figure (30) presente les zones d'inhibition (en mm) pour quatre souches bactériennes
pathogenes : deux Gram positives (S.a 25922 et S.a 43300) et deux Gram négatives (E. coli et
P. acip A22). Les histogrammes illustrent I'effet de I'extrait d'éther de pétrole (EP), de la
gentamicine (GEN), ainsi que de la combinaison des deux (GEN+EP) sur ces bactéries.

Pour les souches Gram positives, S.a 25922 montre une zone d'inhibition d'environ (14 mm)
avec l'extrait d'éther de pétrole seul, environ 20 mm avec la gentamicine seule, et environ (18
mm) avec la combinaison des deux. Pour S.a 43300, les zones d'inhibition sont d'environ (12
mm) avec EP, (30 mm) avec GEN, et (20 mm) avec GEN+EP.
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En ce qui concerne les souches Gram négatives, E. coli montre une zone d'inhibition
d'environ (13 mm) avec EP, environ (25 mm) avec GEN, et environ (15 mm) avec GEN+EP.
Pour P. acip A22, les zones d'inhibition sont d'environ (12 mm) avec EP, environ (20 mm)

avec GEN, et environ (18 mm) avec GEN+EP.

Ces résultats indiquent que la gentamicine seule est généralement plus efficace que I'extrait
d'ether de pétrole seul pour inhiber la croissance bactérienne, surtout pour les souches Gram
positives. La combinaison de la gentamicine et de I'extrait d'éther de pétrole montre une
efficacité variable selon les souches, suggérant un effet synergique potentiel dans certains
cas, mais pas de maniére systématique. Il est a noter que I'effet combiné (GEN+EP) est
parfois inférieur a celui de la gentamicine seule, ce qui pourrait indiquer des interactions

complexes entre les deux agents.

b) Combinaison entre I’extrait de Dichlorométhane (DCM) + la gentamicine
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[ Figure 31: Effet de la combinaison entre 1’extrait de dichloromethane + la gentamicine ]

Les histogrammes bleues représentent I'effet du DCM seul. On observe que son effet est
relativement faible sur les quatre souches bactériennes testées. Les histogrammes rouges
illustrent I'effet de la gentamicine seule, qui est plus significatif, avec des valeurs plus élevées
pour chaque bactérie, en particulier pour S.a 43300. Enfin, les histogrammes verts montrent

I'effet combiné de DCM et de la gentamicine.

Pour chaque bactérie, I'effet de la combinaison (GEN+DCM) est plus prononcé que I'effet de
DCM seul et généralement comparable ou supérieur a celui de la gentamicine seule. Cela
suggere un effet synergique potentiel entre I'extrait de dichlorométhane et la gentamicine,

renforcant I'activité antibactérienne contre les bactéries testées.
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cette figure indique que bien que l'extrait de dichlorométhane ait une certaine activité
antibactérienne, son efficacité est significativement augmentée lorsqu'il est utiliseé en
combinaison avec la gentamicine, démontrant ainsi un effet synergique potentiel contre les

bactéries Gram-positives et Gram-négatives testées.

c) Combinaison entre ’extrait Ethanolique + la gentamicine
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[ Figure 32: Effet de 1a combinaison entre 1’extrait ethanolique + la gentamicine ]

La figure (32) présente les résultats des tests sur I'effet de I'extrait d'éthanol (EtOH) sur quatre
bactéries pathogénes, dont deux Gram-positives (S.a 25922 et S.a 43300) et deux Gram-
négatives (E. coli et P. acip A22). Il montre également I'effet de I'antibiotique gentamicine
(GEN) et de la combinaison de I'extrait d'éthanol avec la gentamicine (GEN+EtOH) pour
évaluer I'effet synergique.

Les histogrammes bleues représentent I'effet de I'éthanol seul. On observe que son effet est
moyen sur les quatre souches bactériennes testées, avec des zones d'inhibition variant entre
environ (12 et 14 mm). Les histogrammes rouges illustrent I'effet de la gentamicine seule, qui
est plus significatif, avec des valeurs plus élevées pour chaque bactérie, atteignant jusqu'a 30
mm pour S.a 43300. Enfin, les barres vertes montrent I'effet combiné de I'éthanol et de la

gentamicine.

Pour chaque bactérie, I'effet de la combinaison (GEN+EtOH) est plus prononcé que I'effet de
I'éthanol seul et généralement comparable ou supérieur a celui de la gentamicine seule. Cela
suggére un effet synergique potentiel entre I'extrait d'éthanol et la gentamicine, renforgant
I'activité antibactérienne contre les bactéries testées.

En résumé, ce graphe indique que bien que I'extrait d'éthanol ait une certaine activité

antibactérienne, son efficacité est significativement augmentée lorsqu'il est utilisé en
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combinaison avec la gentamicine, démontrant ainsi un effet synergique potentiel contre les

bactéries Gram-positives et Gram-négatives testées.

d) Combinaison entre I’extrait Aqueux + la gentamicine
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[ Figure 33: Effet de 1a combinaison entre 1’extrait aqueux + la gentamicine ]

Le graphique présente les resultats des tests sur I'effet de I'extrait aqueux (ED) sur quatre
bactéries pathogénes, dont deux Gram-positives (S.a 25922 et S.a 43300) et deux Gram-
négatives (E. coli et P. acip A22). Il montre également I'effet de I'antibiotique gentamicine
(GEN) et de la combinaison de I'extrait aqueux avec la gentamicine (GEN+ED) pour évaluer

I'effet synergique.

Les histogrammes bleues représentent I'effet de I'extrait aqueux seul. On observe que son
effet est relativement nul sur les quatre souches bactériennes testées, avec des zones
d'inhibition nulles a celles observées avec la gentamicine ou la combinaison. Les
histogrammes rouges illustrent I'effet de la gentamicine seule, qui est plus significatif, avec
des zones d'inhibition d'environ (20 mm) pour S.a 25922 et P. acip A22, et allant jusqu'a 30
mm pour E. coli et S.a 43300. Enfin, les histogrammes vertes montrent I'effet combiné de
I'extrait aqueux et de la gentamicine.

Pour chaque bactérie, I'effet de la combinaison (GEN+ED) est plus marqué que l'effet de
I'extrait aqueux seul et généralement supérieur ou comparable a celui de la gentamicine seule.
Cela suggere un effet synergique potentiel entre I'extrait aqueux et la gentamicine, renforcant

I'activité antibactérienne contre les bactéries testées.

Ce graphique indique que bien que I'extrait aqueux ait une certaine activité antibactérienne,

son efficacité est significativement augmentée lorsqu'il est utilisé en combinaison avec la
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gentamicine, démontrant ainsi un effet synergique potentiel contre les bactéries Gram-

positives et Gram-négatives testées.

e) Combinaison entre I’extrait de Huile totale (HT) + la gentamicine
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[ Figure 34: Effet de la combinaison entre I’extrait d’Huile totale + la gentamicine ]

Cette figure (34) montre les zones d'inhibition (en mm) pour quatre souches bactériennes
pathogenes : deux Gram positives (S.a 25922 et S.a 43300) et deux Gram négatives (E. coli et
P. acip A22). Les histogrammes illustrent I'effet de I'extrait d'huile totale (HT), de la

gentamicine (GEN), ainsi que de la combinaison des deux (GEN+HT) sur ces bactéries.

Pour les souches Gram positives, S.a 25922 présente une zone d'inhibition d'environ (11 mm)
avec l'extrait d'huile totale seul, environ (20 mm) avec la gentamicine seule, et environ (15
mm) avec la combinaison des deux. Pour S.a 43300, les zones d'inhibition sont d'environ 12
mm avec HT, (30 mm) avec GEN, et (20 mm ) avec GEN+HT.

Concernant les souches Gram négatives, E. coli montre une zone d'inhibition d'environ (16
mm) avec HT, environ (25 mm) avec GEN, et environ (20 mm) avec GEN+HT. Pour P. acip
A22, les zones d'inhibition sont d'environ (13 mm) avec HT, environ (22 mm) avec GEN, et

environ (20 mm) avec GEN+HT.

Ces résultats montrent que la gentamicine seule est plus efficace que I'extrait d'huile totale seul
pour inhiber la croissance des bactéries, surtout pour les souches Gram positives. La
combinaison de la gentamicine et de I'extrait d'huile totale montre un effet variable selon les
souches, suggérant un effet synergique potentiel dans certains cas. Cependant, I'effet combiné
(GEN+HT) n'est pas toujours supérieur a celui de la gentamicine seule, indiquant que

I'interaction entre ces deux agents peut varier en fonction des souches bactériennes.
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3 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de facon générale est la plus faible

concentration d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps
d’incubation de 18 a 24 heures a 37 °C (Deba et al., 2008).

a) Concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches bactériennes

L'analyse des données expérimentales a révélé que, par rapport au ttmoin de croissance, le
trouble cause par la croissance des germes diminue dans les tubes expérimentaux a mesure
gue la concentration en extrait augmente. Nos résultats montrent que les extraits organiques
et I'extrait d'huile totale ont démontré une activité antibactérienne en inhibant la prolifération
des bactéries de maniere dose-dépendante. Cela nous a permis d'identifier divers parametres
antibactériens, tels que la CMI et la CMB et le rapport CMI/CMB

Les données des tableaux (111, 1V, V, VI) démontrent que les extraits d’Urtica urens
présentent une activité antibactérienne satisfaisante. Pour chacune des quatre souches
examinees, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) dans nos extraits varient entre
18,75 mg/ml et 75mg/ml.

[ Figure 35: Résultat de la concentration minimal inhibitrice (CMI) ]

Ainsi, les bactéries n'ont montré aucune croissance en présence de solutions meres d'extraits.

Cette concentration est donc inhibitrice pour toutes les souches

Tableau VII : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Urtica urens pour E. coli

75 37,5 18,75 9,37 4,68 2,34
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
EP - - + + + +
DCM - - T T ; ;
EtOH - + + + + +
HT - + + + + +
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D'apreés le tableau IIT, on observe que les extraits EEP et EDCM de la partie aérienne d’Urtica
Urens a une tres bonne activité sur E. coli qui semblait étre la plus sensible (37,5 mg/ ml),

suivie d'une faible activité pour EEtOH et HT avec une CMI égal a 75 mg/ ml.

Tableau VII1 : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Urtica urens pour S.a ATCC 43300

75 37,5 18,75 9,37 4,68 2,34
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
EP - - - + + +
DCM - - + + + +
EtOH - + + + + +
HT - + + + + +

D'apreés le tableau IV, on observe que I'extrait EP de la partie aérienne d’Urtica Urens présent
une activité élevée sur S. a ATCC 43300 qui semblait étre la plus sensible (CMI = 18,75 mg/
ml), suivie de EDCM avec une CMI de 37,5 mg/ ml, et la plus faible I’activité pour EEtOH
et HT avec une CMlI égal a 75 mg/ ml

Tableau IX : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Urtica urens pour S. a ATCC 25922

75 37,5 18,75 9,37 4,68 2,34
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
EP - - - + + +
EtOH - + + + + +
HT - + + + + +

D'apres le tableau V, on observe que l'extrait EP de la partie aérienne d’Urtica Urens
présent une activité élevée sur S. a ATCC 25922 qui semblait étre la plus sensible
(CMI = 18,75 mg / ml), suivie de la plus faible ’activité¢ pour EEtOH et HT avec une CMI
égal a 75 mg/ ml.

Tableau X : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Urtica urens pour P. acip A22

75 37,5 18,75 9,37 4,68 2,34
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
EP - - - + + +
HT - + + + + +
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D'apreés le tableau VI, on observe que I'extrait EP de la partie aérienne d’Urtica Urens présent

une activité élevée sur P. acip A22 qui semblait étre la plus sensible (CMI = 18,75 mg/ ml),

suivie de la plus faible 1’activité pour HT avec une CMI égal a 75mg/ ml

b) Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Tableau X1 : Concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits d’Urtica urens sur lacroissance des

souches bactériennes.

Extraits EEP EEtOH EDCM EHT EAQ
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
Souches
P. aeruginosa A22 75 NT NT >75 NT
S. aureus ATCC 75 75 NT 75 NT
25922
S. aureus ATCC 37,5 75 37,5 75 NT
43300
E.coli 75 75 37,5 75 NT
NT: non tester
Tableau XI1 : rapport CMB/CMI relative aux quatre souches bactériennes.
Extraits
EEP EEtOH EDCM EHT
Souches
P. aeruginosa A22 4 NT NT /
S.aureus ATCC 25922 4 1 NT 1
S.aureus ATCC 43300 2 1 1 1
E.coli 2 1 1 1

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour 1’extrait de dichlorométhane, éthanol et d'huile totale, contre les deux
souches S. a 43300 et E. coli ainsi que pour I’extrait éthanolique et huile totale la souche S.
a 25922. Tandis que 1’extrait d'eéther de pétrole présente une concentration minimale
bactéricide (CMB) plus élevé que la concentration minimale inhibitrice (CMI) concernant

toutes les souches.
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Il convient de souligner que la concentration minimale bactéricide (CMB) d’extrait d'huile
totale contre la souche P. acip n'a pas pu étre établie a la concentration maximale de

75mg/ml, ce qui suggere qu'elle pourrait étre supérieure a cette valeur.

En examinant les résultats présentés dans les tableaux, il est évident que les rapports
CMB/CMI pour les extraits organique et huile totale étaient inférieurs ou égaux quatre, ce qui

suggere que les extraits d'Urtica urens sont de nature bactéricide (Marmonier 1990)

Nous avons obtenu des résultats similaires a ceux de (Pillai et al., 2020), qui ont étudié
I'activité antibactérienne de I'extrait d'hexane de feuille d'Urtica urens et ont constaté que
'extrait d’hexane présente la méme concentration minimale inhibitrice (CMI) contre les

souches P .aeruginosa, E.coli et S.aureus.

Nos résultats concordent & ceux trouveé par (Mzid et al., 2017) qui ont testé 1’activité
antimicrobienne d’extrait éthanolique d’Urtica urens sur une vaste gamme de bactéries a
gram+ et gram-, et ils ont remarqué que le rapport CMB/CMI de cette extrait est inferieur a 4
et cela indique que 1’extrait éthanolique d’Urtica urens peut étre utilisée comme agent

bactéricide.

E






CONLUSION

Les plantes médicinales continuent d’étre une source importante de composés bioactifs
naturels d’intérét thérapeutique. Dans cette optique, 1’objectif de cette étude est d'extraire les
principes actifs de la plante médicinale Urtica urens afin d'évaluer leur activité
antimicrobienne.

Dans un premier temps, nous avons préparé les extraits de notre matériel végétal en suivant le
protocole d'extraction par macération, en utilisant des solvants de polarités croissantes
(aqueux, éthanol, dichlorométhane, éther de pétrole, huile totale). Cette procédure constitue la
meilleure technique pour identifier et caractériser les métabolites secondaires (EL-Haoud et
al., 2018).

L’étude de l'activité antibactérienne de ses substances bioactives contre diverses souches
bactériennes (Gram-positives et négatives) a montré que toutes les souches étaient sensibles a
tous les extraits de différents diameétres, mais que l'extrait aqueux ne présentait aucun effet
inhibiteur. De plus, la méthode des puits de micro-dilution en milieu liquide a démontré que
chaque extrait caractérise par une concentration inhibitrice minimale (CMI) et une
concentration bactéricide. En outre, apres avoir calculé le rapport CMB/CMI, il a été conclu

que les extraits d’Urtica urnes a une action bactéricide contre toutes les souches bactériennes.

Cette étude est clairement au stade préliminaire, ce qui implique que ses résultats doivent étre
confirmés par des études supplémentaires utilisant des techniques de caractérisation
biochimique telles que la chromatographie liquide haute performance (HPLC). Ces études
permettront de mieux comprendre les composants chimiques de 1’Urtica urens qui

participent a ces effets, ainsi que les mécanismes précis par lesquels ces substances agissent.
En perspective, pour une meilleure poursuite de ce travail, il est souhaitable de :

- Identification de la composition chimique des différents organes de la plante étudiée
par des méthodes plus performantes

- Elargir la gamme des microorganismes testés afin de généraliser ['effet
antibactérienne d’Urtica urens

- Etudier d’autres activitts de ce genre (anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antifongiques et antioxydants) afin de confirmer ou d’infirmer ’activité biologique

attribuée a cette espéce.
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AnNnexe 1 : Résultats de 'activité antimicrobien.

Figure 2: Résultat de la concentration minimale bactéricide



Annexe

Annexe 2 : Produits chimiques et appareillages

Tableau 01 : Les produits chimiques et leur formules.

Produits
chimiques

Formule brute

Ether de pétrole

CH3-(CH2) n-CH3

Ethanol C2H60
Meéthanol CH30H
Dichlorométhane CH2CI2
Diméthylsul foxyde COHBOS

(DMSO)

Tableau 02 : Appareillages et leurs références.

Appareils Références
=
Etuve ES13304 :
Agitateur
magnétique AG500
chauffant

Agitateur orbital




Annexe

Balance
analytique
magnétique

Rotary RE300
évaporateur

Autoclave AR3055

compteur de
colonie

Tableau 03 : température d’ébullition des solvants (INRS)

Solvant Température d’ébullition
Ether de pétrole 30-50°C
Ethanol 78-78,5°C
Dichlorométhane 39,8°C
Méthanol 64,5°C
Hexane 68,7°c
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Annexe

Annexe 3 : Milieu de culture

Tableau 04 : Composition de bouillon Muller-Hinton (BMH)

Ingrédients Les mesures
Peptone de caséine 175¢g
Extrait de viande 209
Amidon 159

Eau distillée 1L

Tableau 05 : Composition de gélose Muller-Hinton (MH)

Ingrédients Les mesures
Milieu déshydraté 38049
Eau distillée 1L




