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Introduction

L'Organisation mondiale de la santé a estimé que 52% des décés prématurés en 2012
étaient attribuables a des maladies non transmissibles, dont plus de 75% étaient liés aux

maladies cardiovasculaires, au cancer, au diabéte et aux maladies respiratoires chroniques.

En Algérie, I’asthme est un probléme de santé publique montant (Makhloufi et
Guerinik, 2015). Le traitement de cette pathologie par des médicaments anti-inflammatoires
stéroidiens (glucocorticoides) a long terme, provoque des effets indésirables et des toxicités
cutanées, digestives, hépatiques, rénales et cardiovasculaires (Williams, 2018; Lapeyre-
Mestre et al., 2011).

Les effets indésirables notoires de ces médicaments anti-inflammatoires, ainsi que
leur codt élevé justifient la poursuite de la recherche de nouveaux principes actifs. Parmi les
pistes d’étude envisagées, les produits naturels qui ont suscité un véritable engouement au
cours de ces derniéres années, et le régne fongique constitue 1’une des sources les plus riches
et les moins exploitées de molécules actives.

De ce fait, les nouvelles thérapies antiasthmatiques peuvent s’orienter vers la
recherche de composés bioactifs capables d’empécher le stress oxydatif, de réduire
I’inflammation ou d’inhiber la prolifération des germes pathogenes dans le cas d’infections

respiratoires.

Les champignons médicinaux sont considérés comme un domaine de biotechnologie
en développement (Smith et al., 2002), dans le traitement et la prévention des infections
aigués et chroniques, notamment I'asthme (Pennerman et al., 2015).

La classe des Basidiomycétes comporte, entre autres champignons, le genre Pleurotus,
avec environ 40 especes différentes. Parmi ces especes, Pleurotus ostreatus (Jacg. ex. Fries)
Kumm. Cette espéce est consommée et appréciée, un peu partout dans le monde, en raison de
son golt, de sa saveur et de sa valeur nutritive élevée (protéines, vitamines et éléments
minéraux) ainsi que pour ses propriétés medicinales (Lindequist, 2005). Des études ont révélé
la présence de nombreuses molécules bioactives chez ce champignon (Smith et al., 2002),
notamment des polyphénols et des flavonoides (Angelini et al., 2021; Ghezal et Chemam,
2017).




C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui consiste a rechercher, a doser les
polyphénols et & évaluer leurs activités anti-inflammatoire, antioxydante et antibactérienne in

vitro, dans des extraits aqueux de carpophores d’une souche de P. ostreatus.

Le travail experimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du laboratoire de
Production, Amélioration, Protection des Veégétaux et Denrées Alimentaires nouvellement
dénommé Ecologie, Biotechnologie et Santé (EBS), de la faculté des Sciences Biologiques et
Agronomiques de ’universit¢ Mouloud MAMMERI de Tizi Ouzou (UMMTO), durant la
période comprise entre juin et septembre 2022.

Pour cela le présent travail est subdivisé en deux parties :

+ La premiére partie : (Synthése bibliographique) comprend deux chapitres :
v Le premier chapitre est consacré a 1’étude des généralités du champignon
comestible P. ostreatus.
v Le deuxiéme chapitre est consacré aux définitions des composés phénoliques
et des activités biologiques de champignons.
+ La deuxiéme partie : (partie expérimentale) comprend aussi deux chapitres :
v" Le premier chapitre est consacré aux matériels et méthodes.
v' Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentation de l’ensemble des
résultats obtenus et de leur discussion (avec une conclusion et quelques
perspectives).

+ Les grandes étapes de cette étude sont résumées dans la figure suivante:




Les fructifications séches de Pleurotus ostreatus

l

Broyage

1

Extraction aqueuse

~

Etude des activités

mycochimique biologiques
Dosage des /- [ .\
polyphénols totaux
par méthode Anti-inflammatoire Antioxydante Antibactérienne
Folin-Ciocalteu

Dénaturation Test de Meéthode de
thermique de piégeage du diffusion par
I’Albumine de radical DPPH disque sur gélose

sérum bovin (BSA)

Figure 1. Protocole expérimental et méthodes adoptées.




I.  Définition
Les pleurotes se définissent comme des organismes eucaryotes, thallophytes,
dépourvus de chlorophylle, ce qui les confine dans un mode de vie saprophyte, a corps

filamenteux appelé mycélium.

Pleurotus ostreatus, est un organisme modele pour les champignons a pourriture
blanche. Il est le deuxiéeme champignon comestible cultivé le plus important au monde apres
Agaricus bisporus (champignon de Paris), en raison de sa capacité d'adaptation (Melanouri et
al., 2022). 11 s’implante facilement sur un substrat rudimentaire grace a la libération
d’enzymes par les cellules mycéliennes qui dégradent des molécules complexes telles que la
lignine et la cellulose (Velazquez-Cedefio et al., 2005). P. ostreatus est un produit forestier
non ligneux (Yilmaz et al., 2016). Il est comestible, sans aucun risque pour la santé humaine
(FAO, 2000).

Le mot Pleurote dérive de celui du grec Pleurén (« flanc, coté ») et de ovc, ous, 6tos,
Oreille: qui a I’oreille de coté (Delmas, 1989); ostrea signifie "huitre” et « atus » signifie

"ressemblant”.

Le nom scientifique et le nom commun font référence a la forme de la fructification
dite carpophore. Le latin Pleurotus (latéral) fait référence a la croissance latérale du pied par
rapport au chapeau, tandis que le latin ostreatus et le nom commun anglais, "Oyster", font
référence a la forme du chapeau qui ressemble au bivalve du méme nom (Hassen et al., 2011)

(Fig.2).




Chapeau, face supérieure

Hyménium en lamelles
décurrentes a la face inférieure
du chapeau

Pied court et excentré

Figure 2. Pleurotus ostreatus (Jacg. ex. Fries) Kummer (1871) souche locale (POL)
cultivée sur marc de café (Archives EBS, 1998).

Il.  Systématique

En tenant compte des travaux de Amani et al. (2019), Mansour-Benamar
(2016), Kalmee (2007) et Singer (1986) la systématique du Pleurote en huitre se présente
comme suit:

Domaine: Eukarya

Régne : Fungi

Phylum : Basidiomycota

Classe : Agaricomycétes

Sous Classe : Agaricomycetideae

Ordre : Agaricales

Famille : Pleurotaceae

Genre : Pleurotus

Espece : P. ostreatus (Jacq. ex. Fries) Kummer (1871).




I11.  Description
Le Pleurote est un champignon macroscopique qui pousse en touffes (Mansour-

Benamar, 2016). Il est composé d’un pied et d’un chapeau (Fig.2) (Tableau I).

Tableau I. Description de Pleurotus ostreatus (Hadjadj et al., 2020 ; Mansour-Benamar,
2016; Demers, 2015).

Chapeau En forme d’huitre ou d’éventail (blanc, brunatre ou grisatre),
charnu de 4 a 15 cm de diametre, lisse, il est fortement enroulé

et souvent un peu déprimé pres de 1’insertion du pied.

Lamelles Nettement descendantes sur le pied, inégales, blanches ou

jaunatres. Elles constituent I’hyménium.

Chair Epaisse, ferme, blanche, tendre sauf le pied.
Odeur D’anis et saveur agréable.
Stipe ou pied Excentré par rapport au chapeau, le plus souvent blanc, tres

court, plein, poilu a la base, 1 —10 cm de longueur et 1-3 cm

de diamétre. Pas d’anneau et pas de volve.

Spores En masse gris-violet, cylindriques et lisses.

IV. Biocycle

Les Basidiomycétes se reproduisent essentiellement par voie sexuée. Cependant, la
culture in vitro du Pleurote, est réalisée par la multiplication du mycélium dicaryotique (Fig.
2). Le cycle biologique du Pleurote en forme d’huitre (Fig.3), se divise en deux phases
distinctes (Delmas, 1989).




IV.1 Phase végétative
La partie fertile du champignon ou hymenium est constitué par les basides portées par
les lamelles situées sous le chapeau. A I’extrémité des basides se forment les basidiospores. A
maturité du champignon, les spores sont libérées. Si I’endroit de leur chute est favorable, elles
germent et donnent naissance a des mycelia primaires (I) monocaryotiques pluricellulaires qui
vont croitre et se ramifier.
IV.2 Phase fructifere
Elle démarre avec la conjugaison (plasmogamie) de deux mycélia primaires (1)
compatibles donnant naissance a un mycélium secondaire (I1) dicaryotique, qui a son tour,
rentre en phase de croissance. Cette phase se caractérise par la formation des carpophores,
avec leurs basides et basidiospores (Fig.3), suite a la condensation du mycelium I, lorsque les

conditions du milieu changent et deviennent contraignantes.

. Basidiospores

Myccliums primaircs monocaryotiques

. Fusion de decux mycéliums primaires compatibics

Mycelium zccondaire dicaryotique, fruclifore @ anscs d'onastomoac

Carpophore

. Callule basidiogbne danz laquolie s'effectue 1o fusion dos doux noyaux compatibles du dicaryon,
puis I3 maiose

. Basida portant les quatre basiciospores contenant chacune I'un des quatre noyaux hoploides issus
de la méiose

. Développement du mycélium dicaryotique a partir du carpophore.

H opmapn

w

Figure 3. Cycle de reproduction de Pleurotus ostreatus (Mansour-Benamar 2016; Delmas,
1989).




V. Habitat
Le genre Pleurotus comprend environ 40 especes (Deepalakshmi et Mirunalini, 2014).
P. ostreatus serait 1’espéce la plus répandue dans les zones tropicales (25 a 35°C)
(Mushagualusa et al., 2017).
Selon Givelet (2011), on peut le trouver a I’état sauvage sur du bois mort d’arbres
feuillus, exceptionnellement sur coniféres, en Afrique du nord et en Europe, en hiver et en

automne.

VI.  Composition chimique
La composition biochimique de P. ostreatus est donnée dans le tableau II.

Tableau I1. Composition chimique de Pleurotus ostreatus (Blandeau, 2012).

Composition Valeurs (% Matiére séche)
Fibres 8,3%
Cendre 6.6%
Hydrates de carbone totaux 65%
Lipides 1%
Protéine brute 27,4%
Valeur énergétique (Kcal) 356 Kcal
VII.  Valeur nutritionnelle

Pleurotus ostreatus, fait partie des cing especes de champignons les plus demandées

sur le marché dans le monde (Royse et al., 2017).

D’aprés Deepalakshmi et Mirunalini (2014), la fructification de P. ostreatus contient
environ 100 composés bioactifs différents; il est principalement considéré comme une
nouvelle source potentielle de fibres alimentaires. Comparativement aux légumes, P.ostreatus
contiendrait jusqu’a cinq fois plus de protéines et de deux a cinq fois plus de fibres
alimentaires, et il contribuerait a enrichir le régime alimentaire des populations vulnérables

des zones rurales en malnutrition (Li et al., 2016).




Pleurotus ostreatus est une source de proteines a haute teneur en acides amineés
essentiels tel que la valine, la lysine et la thréonine et contient aussi des vitamines comme la
folacine (vitamine B9), la thiamine (vitamine B1), 1’acide nicotinique (niacine, vitamine PP

ou B3) mais peu de cobalamine (vitamine B12) (Deepalakshmi et Mirunalini, 2014).

Il contient des minéraux comme le magnésium, le potassium, le phosphore, le cuivre,
le fer, le zinc et du sélénium (Zhang et al., 2020), et un faible niveau de matieres grasses (1 a

2%) particuliérement 1’absence du cholestérol (Oka et al.,2020).

En raison de la forte teneur en eau et de la faible valeur calorifique estimée a 105-209J

dans 100g de matiére fraiche de ce champignon, il est considéré comme un aliment diététique.
VIIIl.  Intérét économique et écologique

Selon Girmay et al. (2016), la culture de P. ostreatus est la seule biotechnologie
relativement simple et économiquement rentable pour le recyclage des déchets organiques
lignocellulosiques qui combine la production d'aliments riches en protéines avec la réduction
de la pollution environnementale. En outre, ces auteurs signalent que c’est une activité agro-
industrielle a forte intensité de main d’ceuvre et peut donc contribuer a générer des revenus et

des emplois.




I. Composes phenoliques
1.1 Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des molécules produites par le
métabolisme secondaire des végétaux et des champignons (Tian et al., 2019). lls représentent
un groupe d’au moins 10 000 composes différents (Li et al., 2014 ; Gonzalez-Vallinas et al.,
2013). Les polyphénols alimentaires les plus connus sont les flavonoides et les acides

phenoliques (BrglezMojzer et al., 2016; Aradjo et al., 2011).

Ce sont les antioxydants les plus abondants dans les aliments puisque 1’homme en
consomme environ 1g/jour (Scalbert et Williamson, 2000), soit pres de dix fois plus que de

vitamine C et 100 fois plus que de vitamine E ou de caroténoides (Grolier et al., 2001).
1.2 Structure chimique et classification des polyphénols
1.2.1 Structure chimique

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d’au
moins un noyau benzénique auquel est directement lié & au moins un groupe hydroxyle, libre
ou engageé dans une autre fonction chimique: éther, ester, ou hétéroside (Balasundram et al.,
2006; Handique et Baruah, 2002).

1.2.2 Classification

La classification des polyphénols est basée sur la structure moléculaire en fonction du
nombre d’unités phénoliques, types de liaisons formées ainsi que les groupes substituant

présents dans les composeés (Singla et al., 2019).

Les polyphénols constituent un groupe de composeés bioactifs (Boros et al., 2010) qui

comprennent plusieurs classes et sous-classes (Fig. 4).
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Figure 4. Classification des polyphénols (Singla et al., 2019).

1.2.2.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique
et au moins d'un groupe hydroxyle qui peuvent étre des esters ou des éthers liés a des sucres
sous forme d'hétérosides, ces acides phénoliques sont solubles dans les solvants polaires
(Wichtl et Anton, 2009). Leur biosynthese dérive de 1’acide benzoique et d’acide cinnamique

(Collin et Crouzet, 2011) (Fig. 5).

o) O

= 0k
a  OH (B)

Figure 5. Structure générale de I'acide benzoique (A) et de I'acide cinnamique (B).




1.2.2.2 Flavonoides

Les flavonoides sont des substances trés répandues dans le régne végétal (Boughrara,
2016), elles ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-C3-C6), les trois carbones
servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un
hétérocycle oxygéné C (Kahlouche, 2014) (Fig.6). lls sont trés utilisés comme reméde en
raison de leur richesse en composés flavonoidiques (Ghedira, 2005). De plus, ils présentent

des activités antibactériennes et anti-inflammatoires (Biesaga, 2011).

Figure 6. Structure générale du noyau des flavonoides (Erlund, 2004).

1.2.2.3 Tanins
Les tannins ou acides tanniques sont des composés organiques complexes. Ils sont
solubles dans I’eau, avec des poids moléculaires de 500 et 3000 Dalton (Bruneton, 1999).

Selon leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués :

e Les tanins hydrolysables: sont des esters d’acide gallique, qui se lient aux
molécules de glucose (Bruneton, 1993; Hopkins, 2003) et d'acides phénols.

e Les tanins condensés: sont des composés phénoliques hétérogenes, se trouvent
sous forme d’oligoméres ou polymeres qui sont formés par condensation des

molécules de flavonoides entre elles (Bruneton, 2009) (Fig. 7).

O o
O o

R Ve O

() (h)

Figure 7. Structure générale du tanin condensé (a) et tanin hydrolysable (b).




1.3 Mécanismes d’action des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent agir comme donneurs de protons ou d’électrons,
comme chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia et al., 2009), et comme
inhibiteurs d’enzymes génératrices de radicaux libres ou comme inducteurs de la synthése

d’enzymes antioxydantes (Hennebelle et al., 2004).
1.4 Composés phénoliques des champignons macroscopiques

La présence d'acides phénoliques, dont les acides caféique, p-coumarique, gallique,
cinnamique, protocatéchique, férulique, chlorogénique, sinapique, p-hydroxybenzoique,
vanilique et salicylique, ainsi que des composés flavonoides ont été retrouvés dans des

extraits de champignons macroscopiques (Bahadori et al., 2019; Yahia et al., 2017).

Il. Activités biologiques de Pleurotus ostreatus

Un nombre important d’études rapportent que divers composants pharmacologiques
actifs sont présents chez P. ostreatus. Ces composants seraient responsables de hombreuses
activités biologiques telles que I’effet anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien,
antiviral, anticancer, immunomodulateur et antidiabétique (Deepalakshmi et Mirunalini,
2014) (Fig. 8).
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Figure 8. Activités biologiques et molécules bioactives de Pleurotus ostreatus (Mishra et al.,
2021).

11.1 Activité antioxydante

Les champignons ont longtemps joué un role en tant que branche de la médecine
alternative (Lindequist et al., 2005). Selon Singh et al. (2015), P. ostreatus a des effets

médicinaux, couvrant des propriétés antioxydantes.
11.1.1 Stress oxydatif

Selon Elisha et al. (2016), Aravodis (2005) et Pasquier (1995), le stress oxydatif est
défini comme une oxydation intracellulaire excessive due a un déséquilibre entre la
production des espéces réactives de 1’oxygene et la capacité antioxydante du corps a les
neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs. Ce déséquilibre a pour conséquences

I’apparition de dégats souvent irréversibles pour les cellules.




Le stress oxydatif provoque des dommages internes au niveau des protéines, de I’ADN
et des lipides entrainant leurs oxydation mais aussi des lésions secondaires dues aux effets
cytotoxiques et mutagéne des métabolites libérés (cancer, diabete, maladies cardiovasculaires

rhumatisme, vieillissement accéléré) (Favier, 2006) (Fig. 9).

Maladies Cardiovasculaires,
Dégenérescence maculaire Ischemie du myocarde Vieilissement de la peau,
Dégénérescence de la réfine Psoriasis, Mélanome
Vaux Coeur Poan
Differents organes Reins
Vieilissement prématuré, :\;‘;‘Eﬁi‘;"e Renale,

Diabétes, Fatigue Chronique,
Fibromialgie

Arthrite Rhumatoide,

i i Arthrite ?assique
HYpertgs?m',‘g Articulations
Athérosclérose
Systeme Poumons
Immunitaire  Cerveau fsme Heres,
Alzheimer, Parkinson,
Réactions Auto-immune, Embolie, Cancer, Autisme
Inflammations, Lupus o
(*) Selon plus de 2000 études internafionates

Figure 9. Maladies liées au stress oxydatif (Favier, 2006).

11.1.2 Espéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) ou les radicaux libres sont défini comme
toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur la couche électronique la
plus externe. Ce radical, tres instable réagit rapidement avec d’autres composants, essayant de

capture 1’électron nécessaire pour acquérir sa stabilité (Favier, 2003).

D’aprés Guitoune et Selli (2015), les ERO sont responsables de la dénaturation et de la
dégradation des molécules biologiques et sont impliquées dans les lésions tissulaires
observées au cours des processus inflammatoires, notamment dans les pathologies

pulmonaires comme I’asthme.
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Les ERO initient des réponses inflammatoires dans les poumons par l'activation de
facteurs de transcription tels que NF-xB, entrainant un remodelage de la chromatine et une
expression génique supplémentaire de médiateurs pro-inflammatoires (Rahman et MacNee,
1998; Richter et al., 1995).

11.1.3 Potentiel antioxydant de Pleurotus ostreatus

Une défense antioxydante essentielle de premiére ligne sur la surface épithéliale des
voies respiratoires contre les ERO est la glutathion peroxydase (Comhair et al., 2001). Une
étude a montré une diminution de la concentration de diénes conjugues dans le plasma, tandis
que l'activité de la glutathion peroxydase dans le sang ont augmenté aprés 1’administration de

P. ostreatus (Kajaba et al., 2008).

Le selénium étant un cofacteur de la glutathion peroxydase permet de prévenir la

peroxydation des lipides par la réduction du peroxyde d’hydrogene (Alwarith et al., 2020).

La consommation d’aliments riches en sélénium comme P. ostreatus (Zhang et al.,
2020), peut protéger contre le stress oxydatif et prévenir I'inflammation chez les patients
asthmatiques (Heffner et Repine, 1989; Stone et al., 1989).

La présence d'acide linoléique, d'ergostérol et de dérivés de l'ergosta dans le profil
biochimique de P. ostreatus, révélent une activité notable dans la capacité d'absorption des
radicaux oxygeénés et I'inhibition de la cyclooxygénase (Schneider, 2010).

L'ergostérol, étant un précurseur de la vitamine D (Cardwell et al., 2018), la
consommation de Pleurotes augmente de 12% a 13% la quantité de vitamine D (Fulgoni et
Agarwal, 2021), cela entraine une réduction significative des taux d'exacerbation de I'asthme
chez les patients asthmatiques présentant de faibles niveaux de vitamine D (Ogeyingbo et al.,
2021).

Les flavonoides ont été cités pour leur rdle protecteur sur 1’hyperréactivité bronchique

et I’asthme (Shaheen et al., 2001; Neuman et Nahum, 2000).

L'effet antioxydant de P. ostreatus dérive de la quantite des composés phénoliques et
des flavonoides qu'il contient (Alam et al, 2011). Ces derniers piégent et suppriment l'activité
de I'anion superoxyde (O,") et peuvent chélater les ions de fer (Selli et al., 2021, Imam et al.,
2017; Romieu et Trenga, 2001).
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11.2 Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est un processus naturel du systéme immunitaire contre des agressions
physiques, chimiques ou biologiques (Villagomez et al., 2019). Elle se manifeste par des
signes cliniques de chaleur, rougeur, gonflement et douleur, induisant une augmentation de la
dénaturation des protéines (Gunathilake et al., 2018). Elle est considérée comme une réponse
a de nombreuses maladies chroniques comme 1’asthme, le cancer, les maladies

cardiovasculaires et neurodégénératives (Ray et Kolls, 2017, Serhan et al., 2010).

Les parois cellulaires des champignons sont riches en polysaccharides non amylacés,
dont les B-D-glucanes sont les composants fonctionnels les plus intéressants (Deepalakshmi et
Mirunalini, 2014) car ce sont les activateurs naturels des macrophages (Sarangi et al., 2006).
Les a- et B-glucanes et les polysaccharides de haut poids moléculaire augmentaient la
production de cytokines par les cellules dendritiques, activaient les cellules tueuses naturelles

et augmentaient la production de macrophages (Jedinak et al., 2011).

Selon Jayasuriya et al. (2020), P. ostreatus intervient dans I'activité anti-inflammatoire
par différents mécanismes. Parmi les composés bioactifs de P.ostreatus, le c-tocophérol, une
isoforme de la vitamine E (Cardoso et al., 2020; Fernandes et al., 2015; Reis et al., 2012),
permet d’¢éliminer les espéces réactives de 1’azote et d’inhiber l'activité des médiateurs de

transduction du signal et I'inflammation pulmonaire (Jiang, 2014).

Les composés phénoliques jouent un rdle efficace en tant que facteurs anti-
inflammatoires naturels via I’inhibition de la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires
(Abdishafy et al., 2021).

L’action pharmacologique des flavonoides présente des propriétés anti-
inflammatoires, et ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéeme immunitaire
(Stankov, 2012).

11.3 Activité antibactérienne

Le traitement aléatoire des maladies infectieuses humaines par les médicaments
antimicrobiens a augmenté le développement de la résistance des bactéries pathogénes aux
antibiotiques. Pour cette raison, de nombreuses recherches ont été menées pour trouver de
nouvelles sources de composés bioactifs (Karaman et al., 2003). Parmi ces sources, les
Pleurotes (Bawadekji et al., 2017).
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Les voies respiratoires et les cellules épithéliales alvéolaires sont la premiere ligne de
défense du systeme immunitaire pulmonaire, les cellules immunitaires reconnaissent et
agissent pour neutraliser les agents pathogenes et les particules étrangéres (Hoffmann et al.,
2016). Les especes bactériennes qui ont été détectées dans les crachats des patients
asthmatiques sont: Chlamydia pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis et Staphylococcus aureus (Sadi
al., 2018; Green et al., 2014 et Zhang et al., 2012).
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I. Matériels

1.1 Matériels non biologiques (Annexe 1).
1.2 Matériels biologiques

1.2.1 Matériel mycologique

Nous avons utilisé des carpophores de P. ostreatus (Jacq. ex. Fries) P. Kummer
d’origine commerciale, cultivée a I’EBS, par Madame Tahir en 2021, sur un substrat formé
d’un mélange de résidus agricoles, grignon d’olive (9%), marc de café (9%), paille de blé

(40%), sciure de bois (40%) supplémenté par 2% de Carbonate de calcium (CaCO3).

Cette souche de Pleurote a été fournie par Monsieur Madani Aghilas (cultivateur de
champignons comestibles), sous forme de blanc ou « semence » utilisé pour ensemencer le

mélange de substrats agricoles.

Figure 10. Carpophores de Pleurotus ostreatus sur le mélange de substrats agricoles (Tahir,
2021).

Les carpophores ont été cueillis manuellement, au fur et a mesure de leur formation,
pesés puis mis a sécher a température ambiante du laboratoire, a I’abri du soleil. C’est sous

cette forme séche que nous les avons utilisés.
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1.2.2 Materiels bactériologique

Pour I’examen du pouvoir antibactérien de 1’extrait aqueux du P. ostreatus, la souche
bactérienne, Staphylococus aureus (bactérie Gram+), isolée a partir de crachats d’un enfant

asthmatique est utilisée (Sadi et al., 2018).

1. Méthodes
I1.1 Préparation de ’extrait aqueux

Dans 200mL d’eau distillée bouillante, 10g de poudre de fructifications de P.
ostreatus, ont été additionnés et laisseés sous agitation magnétique pendant 24h a température
ambiante. Le mélange est filtré a 1’aide d’un tissu en tulle, ensuite a travers du papier filtre

Wattman n°1.
1.2 Séchage

Afin de déshydrater les extraits, nous avons fait un séchage simple a I’air libre a
température ambiante au laboratoire qui a duré 20 jours, dans des boites en verre. Apres
obtention d’une couche séche, la surface est gratté et les extraits secs sont conservés a

+4°C dans des flacons stériles.
I1.3 Rendement d’extraction

Le rendement représente la masse de I’extrait obtenue apres séchage. Il représente le
pourcentage de la poudre finale par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a

extraction. Il est calculé suivant la formule ci-dessous :

R(%6)= (M/Mg) X 100

R : rendement exprimé en %.
M : masse en gramme de 1’extrait sec obtenue.

Mo: masse en gramme de la poudre utilisée (10g).
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11.4 Dosage des polyphénols totaux
11.4. 1 Principe

Les composés phénoliques totaux ont été estimés selon la méthode colorimétrique
basée sur le réactif de Folin-Ciocalteu, I’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 765
nm (Wong et al., 2013).

Le réactif est formé d’acide phosphotungestique (H3PW12,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012,04) qui sont réduits lors de 1’oxydation des composés
phenoliques en oxydes bleus de tungsténe (WgOa3)et de molybdene (MogOs), qui induit un
virement de couleur du jaune au bleu et ’intensité de cette couleur est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extrait (Boizot et Charpentier, 2006).
11.4. 2 Mode opératoire

Un volume de 0,2mL d’extrait est mélangé avec 1mL du réactif de Folin-Ciocalteu
(dilué au 1/10). Le mélange est agité et incubé pendant 4 minutes puis additionné de 0,8mL de
carbonate de sodium (NaCOs) anhydre (7,5%). Aprés 2 heures d’incubation a 1’obscurité,
I’absorbance est mesurée a 765 nm. Le blanc est préparé dans les mémes conditions en
remplacant le type d’extrait par 1’eau distillée. Une gamme d’étalonnage d’acide gallique est

réalisée a des concentrations allant de 0 @ 200pg/mL (Wong et al., 2013).

La concentration en composés phénoliques totaux est estimée en microgramme
d'équivalent d’acide gallique par gramme de maticre seche (ug EAG/g MS) en se référant a la

courbe d’étalonnage (Fig.11).
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Figure 11. Courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques totaux.

0,2 mL d'extrait /acide gallique
+

1mL de réactif Folin-Ciocalteu

Ajouter 0,8mL de (NaCO,) anhydre a 7,5% v
ﬁ
Incuber pendant 2 heures a I’obscurité
_.—J
‘ﬁ
Lire I’absorbance a 760 nm

Figure 12: Schéma récapitulatif des étapes de dosage des composés phénoliques totaux.
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I1.5 Activité antioxydante de I’extrait aqueux par le test de piégeage du radical libre
DPPH

11.5.1 Principe

L’activité antioxydante est mesurée par le 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) de
couleur violette qui se réduit en un compos¢ jaune, le diphénylpicrylhydrazile, dont I’intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants
présents dans le milieu (Sanchez-Moreno, 2002).

L’effet des antioxydants sur ce radical se traduit par leurs capacités a lui donner un
atome d’hydrogéne ou un électron et de le maintenir dans la forme stable (Atoui et al., 2005).

L’absorbance est mesurée par spectrophotométre a 517 nm. Une faible absorbance

indique une meilleure activité antioxydante (Molyneux, 2004).

b o o o e e o e =

DPPH" DPPH-H

Figure 13. Réaction de I'antioxydant avec le DPPH (Milardovic et al., 2006).

11.5.2 Mode opératoire

Le dosage est réalisé selon la méthode utilisée par Talbi et al, en 2015 comme suit:
Un mélange réactionnel de 1mL a été préparé avec 250uL de chacune des concentrations
d’extrait (dilué au 1/2), 750 uL de la solution éthanolique de DPPH préparé a 0,008%. Apres
une incubation de 30 minutes a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est
mesurée a 517nm a ’aide d’un spectrophotométre UV. Une solution standard a été préparée
avec I’acide ascorbique dans les mémes conditions. Prévoir un blanc d’étalonnage (éthanol
96%).

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité a piéger le radical libre est

généralement estimée par le pourcentage d’inhibition (1%) donné par la relation suivante :

Il % = [(Ao-A1) / Ao] X 100
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A0: Absorbance a 517nm du standard (contient tous les éléments mais sans aucun
échantillon).

Al: Absorbance a 517 nm aprés 30 minutes d'incubation de 1’échantillon.

Solution mére
Extrait / Acide ascorbique

Dilutions sérielles (dilué au 1/2) _]

250 pL de chacune des dilutions
+

750 pL de la solution de DPPH

Incuber a 30 minutes a I’obscurité

Lire ’absorbance a 517 nm

Figure 14. Schéma récapitulatif des étapes du test de piégeage du radical libre DPPH.

I1.6 Mesure de Pactivité anti-inflammatoire
11.6.1 Principe

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits aqueux, nous avons opté pour la
méthode de I’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA décrite par Gunathilake et al,
en 2018.

11.6.2 Mode opératoire

Un volume de 0,02mL d’extrait aqueux a concentration allant de 0 a 500 pg/mL est
mélangé a 0,2mL de la BSA a 1% préalablement préparée avec du PBS (pH=6,4), et 4,78mL
de solution saline tamponnée au phosphate (PBS) ( Annexe 2).

Le mélange réactionnel est incubé dans un bain marie a 37° C pendant 15min. Ensuite
le mélange est chauffé pour une deuxiéme fois a 70°C pendant 5 min. Aprés refroidissement,
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lire I’absorbance au spectrométre UV/Vis a 660 nm. Une solution standard a été préparée avec
de I’acide acétylsalicylique (aspirine) dans les mémes conditions. Une solution tampon de
phosphate est utilisée comme un témoin négatif (le blanc d’étalonnage), et une solution

d’acide acétylsalicylique comme témoin positif.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA a été exprimé par

la formule suivante :

% d'inhibition = (1- A2/ A1) x 100

A savoir :
Al : absorbance de I’échantillon de contrdle (un témoin positif) : BSA + PBS

A2 : absorbance de I’échantillon a tester (contenant: 1’extrait + BSA +PBS (1X)).

Solution mere
Extrait / Acide acétylsalicylique

Dilutions sérielles _]

Préparation du mélange reactionnel _]

mn a 70°C

Incubation au bain-marie pendant 30 mn a 37°C puis 5 —]

Lecture de I'absorbance a 660 nm

Figure 15. Schéma récapitulatif des étapes du test de I’inhibition de la dénaturation de
la BSA.




I1.7 Mesure de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
11.7.1 Principe

L’activité antibactérienne est examinée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé décrite par (Sadegh et al., 2014). Des disques imprégnés d’extrait, déposés sur une
gélose prealablement ensemencée, va induire apres incubation de 24 h a 37°C, une diffusion
de I’extrait qui engendrera I’inhibition de la croissance microbienne, visualisable par des
zones claires, ne contenant pas de colonies, autour du disque a extrait ayant une activité

antimicrobienne.

Selon Ponce et al. (2003), les diamétres (@) des zones d’inhibition sont mesurés en
millimétre, incluant le diametre du disque, permettant ainsi de classer les souches

microbiennes selon leurs sensibilités vis-a-vis de 1’extrait comme suit :

e (@ <8 mm : microorganisme non sensible
e 9< @ <14 mm: microorganisme sensible
e 15<@ <19 mm : microorganisme trés sensible

e @>20 mm : microorganisme extrémement sensible

11.7.2 Mode opératoire
I1.7.2.1 Repiquage et confirmation de I’identification de la souche a utiliser

Nous avons procédé au repiquage et a I’identification de la souche de Staphylococcus
aureus isolée de I’enfant asthmatique, en utilisant une galerie d’identification Api20Staph de
la marque Biomerieux. Apres ensemencent et incubation de 24h a 37°C, nous avons utilisé le
logiciel (apiweb) pour réaliser la lecture des résultats.

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram™ et catalase™. Elle a un diamétre
d'environ 0,5 a 1,5 um, est immobile, asporulée et facultativement anaérobique, se developpe
a des températures comprises entre 18°C et 40°C (Taylor et Unakal, 2021 ; Becker et al.,
2004 ; Murray et al., 2003). Elle se présente habituellement en grappes de raisins ; les
colonies sont caractérisees par une coloration jaune (Staphylocoque dore). S. aureus fait partie
de la flore humaine, généralement dans le nez, les voies respiratoires et la peau (Kluytmans et
al., 1997).
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11.7.2.2 Préparation des souches bactériennes
La revivification de la souche bactérienne est effectuée par prélevement de quelques
colonies bactériennes a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Ces derniéres sont transférées
dans un tube a essai contenant le milieu BHIB stérile avant d’étre incubées a 37°C pendant
18h (Burnichon et Texier, 2003).
Aprés la revivification, les souches bactériennes sont isolées par la technique de
stries sur milieu Mueller-Hinton (MH) et incubées a 37°C pendant 24h afin d’obtenir de

jeunes colonies.

11.7.2.3 Préparation de la suspension bactérienne
Une ou plusieurs colonies sont prélevées pour réaliser une suspension standardisée
dans I’eau physiologique (10° - 10 UFC/mL, & 625 nm, DO = 0,08 4 0,1).

11.7.2.4 Ensemencement sur gélose

De nouvelles boites contenant le milieu MH sont ensemencées a partir de cet
inoculum par écouvillonnage, des disques de papier Whatman n°1 (6 mm de diamétre),
stériles, sont déposés a la surface du milieu puis chargés de 20 pL d’extrait aqueux du
champignon stérilisé a I’aide d’un microfiltre de diamétre 0,22 pm (Annexe 3), a différentes

concentrations (5ug, 10ug et 20ug).

Les disques des contrbles positifs (antibiotiques de références) sont placés a la

surface de ces boites puis incubé & 37°C pendant 24h (Tableau I11).

Tableau I11. Liste des antibiotiques de références utilises.

Antibiotiques Concentration par disque
de 6mm

(Neomycine (N) 30 ug
Cotrimoxazole (COT) 25 ug
Amoxiciline (AX) 25 ug
Cefotaxime (CTX) 30 ug
Gentamicine(CN) 10 pg
Ampicilline (AM) 10 ug
Tetracycline (TE) 30 ug
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I. Rendement d’extraction

Dans cette étude, on a opté pour ’utilisation de I’eau comme solvant extracteur, en
raison de son affinité avec les composés organiques polaires du champignons, tel que les
polyphénols (Mattila et al., 2001). A température élevée, le rendement d’extraction augmente,
car I’eau a haute température provoque la perturbation des cellules facilitant la pénétration du

solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2011; Su et al., 2006).

Dans la présente étude, 1’extrait aqueux (EA) est obtenu avec un rendement d’extraction
de 10,23% [champignon sec (10g)/ EA (1,023g)]. Un rendement presque similaire (8%) a
celui obtenu dans une autre étude examinant les propriétés bioactives de I’extrait aqueux de

P.ostreatus (Lam et Okello, 2015).

Selon Bhekti Rahimah et al. (2019), P. ostreatus est fortement influence par le processus
de séchage, en effet, un rendement de 20,2% est obtenu par Ghezal et Chemam en 2017 en
utilisant la méthode de lyophilisation, qui semble étre une meilleure technique pour

I’extraction des poudres de champignons (Ucar et Karadag, 2019).

Le rendement des extractions varie en fonction de différents facteurs comprenant la
méthode, les conditions expérimentales, 1’espéce et 1’origine géographique du champignon,

les conditions et la durée de stockage ainsi que la période de récolte (Ghedadba et al., 2015).

Il.  Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est estimé par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu qui se traduit par une coloration bleue (Annexe 4). C’est 'une des méthodes les
plus anciennes concue pour déterminer la concentration en polyphénols totaux des plantes
médicinales et des aliments.

La composition du contenu phénolique des champignons dépend généralement de
facteurs génétiques, environnementaux, du substrat de culture utilisé, de la méthode de
traitement de 1’échantillon et de la méthode d’extraction (Ezzudin et al., 2018; Yildiz et al.,
2015).
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La courbe d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques totaux, montre une
linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations. La teneur en composés phénoliques
totaux de I’extrait aqueux de P. ostreatus est exprimée en microgramme d’équivalent de
standard par gamme de matic¢re seche pg EAG/g MS, elle est calculée a partir de 1’équation

(y= 0,006x+0,025) avec un R?= 0,995 donnant une valeur de 36,27+6,39 pg EAG/g MS.

Les rendements (2,63ug EAG/g MS) obtenues par Oyetayo et Ario en 2013 avec des
carpophores d’une souche de P. ostreatus cultivée sur des substrats a base de bois d’arbres
tropicaux (Pycnanthus angolensis) sont inférieurs aux nétres, cela pourrait étre du a la culture
sur un mélange de substrats agricoles utilisée dans la présente étude. De plus les résultats de
Bhekti Rahimah et al. (2019) ont montré un taux de polyphénols de 6,67 pg dans un extrait
éthanolique de P. ostreatus.

Cette différence notable de contenu phénoliques ; peut étre expliquée probablement
par le fait que la majorité des polyphénols se dissolvent dans I'eau, ce qui le qualifie comme
un meilleur solvant extracteur.

D’autre part Ghosh et al. (2020), ont obtenu un taux également faible (8,2 +1,87 ug
EAG/g MS) dans un extrait aqueux de P. florida, une autre espéce voisine de P. ostreatus.

Néanmoins, 1’extrait aqueux de P. ostreatus sauvage obtenu par Vishwakarma et al.
(2017) est largement plus riche en polyphénols (39.01 mg EAG/gMS).

La différence de teneur en polyphénols est due aussi aux méthodes d'extraction, aux
différentes sources de P. ostreatus et a d’autres facteurs tels que: les souches de
champignons, les conditions de croissance et la maturité des sporocarpes (Synytsya et al.,
2008).

Activité antioxydante
Les défenses antioxydantes dans le corps humain sont capables de détruire les
radicaux produits en exces, la balance oxydants /antioxydants est en équilibre (Bendif, 2017).
Ce mécanisme de défense est caractérisé par la capacité d’un antioxydant a céder un é€lectron

ou un hydrogene, pour étre capté par I’espece oxydante.

Afin de déterminer I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de carpophores de P.
ostreatus, nous avons procédé par 1’activité anti-radiculaire du radical DPPH. La capacité
antioxydante de ce champignon et de ’acide ascorbique ont été déterminés a partir des
valeurs des ICsp, ce dernier est défini comme étant la concentration de 1’extrait nécessaire

pour réduire 50% du radical libre dans le milieu réactionnel.
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La valeur d’ICsy la plus basse donne une forte activité antioxydante (Milladi et al.,
2013, Athamena et al., 2010).

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux du P. ostreatus et de
I’acide ascorbique sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH (Fig.16.17)
(Annexe 5).
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Figure 16. Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait aqueux de carpophores de
Pleurotus ostreatus.
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Figure 17. Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique.
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Dans cette étude, les profils de 1’activité anti-radicalaire révelent que 1’extrait possede
une activité dose dépendante, le pourcentage d’inhibition augmentait avec I’augmentation de

la concentration de la solution.

L’acide ascorbique ou la vitamine C (ICso = 0,014+ 0,006 mg/ml) possede un pouvoir
antioxydant supérieur a celui de I’extrait aqueux de P. ostreatus (ICso = 1,98+ 0,15 mg/ml).
Néanmoins, L’existence d’une activité antioxydant de 1’extrait brut pourrait favoriser la
recherche de biomolécules avec un meilleur potentiel antioxydant. En effet, Bernas et al. 2006
ont rapporté des valeurs plus importantes d’une autre souche de P. ostreatus (20 mg/100g MS
de la vitamine C), ce qui pourrait diminuer le risque de pneumonie et d'inflammation

alvéolaire (Aileen et al., 2018).

Les polyphénols de P. ostreatus peuvent exercer un effet antioxydant, qui est

fortement lié a leur teneur en hydroxyle (Bhekti Rahimah et al., 2019).

Dans une autre étude sur I’évaluation de I’activité antioxydante de la méme espece et a
la méme température de conservation (+4°C), les résultats obtenus ont montré une
remarquable similitude comparativement a nos résultats avec une 1Cso de 1,816mg/ ml; ces
auteurs affirment qu’a températures plus basses (-10°C,-20°C,-40°C®), les valeurs d’ICsg

augmentent et 1’activité antioxydante diminue (Bakir et al., 2018).

1IV.  Activité anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation. Le mécanisme
possible de la dénaturation consiste en I’altération des liaisons électrostatique, hydrogene,
hydrophobe et disulfure qui maintiennent la structure tridimensionnelle des protéines (Musfiq
Marliyah et Ananthi, 2015).

Dans le but d’examiner 1’activité anti-inflammatoire, nous avons testé le pouvoir de
I’extrait aqueux a empécher I’altération de la chaine peptidique de la BSA par un traitement
thermique. Les résultats sont présentés ci-dessous (Fig.18).
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Figure 18. Pourcentage de protection de I’extrait aqueux de Pleurotus ostreatus contre la

dénaturation thermique de la BSA. L’acide acétylsalicylique est utilisé comme controle.

La figure ci-dessus représente 1’effet inhibiteur de 1’extrait aqueux (P. ostreatus) sur la
dénaturation de la BSA comparé a celui de I’acide acétylsalicylique (témoin). Ces résultats
montrent un taux d’inhibition différent selon les concentrations. Cependant, a de fortes

concentrations 1’inhibition de la dénaturation des deux solutions est relativement proche.

A concentration de 50pug/mL et 100 pg/mL, la protection de I’extrait semble
supérieure a celle de I’acide acétylsalicylique avec un pourcentage de 83,33+7,63% et

78,33+8,03% respectivement, contre 75% pour le témoin.

Par comparaison, 1’étude réalisée par Touat en 2019 sur la recherche du potentiel anti-
inflammatoire de variétés de 1’huile olive, a montré une activité plus faible de la protection de
la dénaturation de la BSA (13,39 a 39 ,59%). Ces résultats ne peuvent étre pris en
considération que par rapport aux conditions expérimentales car la comparaison est limitée

(Huile versus champignon).

D’une maniére intéressante, 1’étude de Harbane et Lamouri en 2019 sur des extraits
optimises d’Ephedra alata fraiche a montré des valeurs comparables a nos résultats (85%
versus 83,33%).

D’aprés Kala et al. (2017), les champignons basidiomyceétes voisins de P.ostreatus,
tel que Tricholoma equestre, Agaricus bisporus et Auricularia polytricha sont riches en

polyphénols, ce qui pourrait leurs conférer une importante activité anti-inflammatoire.
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V.

Cette propriété pourrait étre due a I’interaction des composés phénoliques (Clemenzi
et al., 2018 ; Choi et al., 2018) avec les régions aliphatiques autour du résidu lysine des
protéines (Yan et al., 2013 ; Kirkeskov et al., 2011).

Activité antibactérienne

La capacité des bactéries pathogénes a développer une résistance contre plusieurs
médicaments antimicrobiens a augmenté, en raison de l'usage aléatoire de plusieurs
antibiotiques dans le traitement des maladies infectieuses humaines.

Staphylococcus aureus est responsable des épidémies d'infections nosocomiales et
communautaires, y compris les infections des plaies et des brilures, les infections des voies
urinaires, et des voies respiratoires (Wang et Ruan, 2017). S. aureus est résistant a de
nombreux types d'antibiotiques, notamment a ceux a base de méthicilline de la famille de la
pénicilline, les souches résistantes sont appelées (SARM) (Safapoor et al., 2017 ; Hanspour et
al., 2017). La résistance a la méthicilline est médiée par la protéine alternative de liaison a la
pénicilline 2a (PBP2a), codée par le mecA (Chambers, 2001) située sur un élément génétique
mobile, la cassette chromosomique staphylococcique (Diep et al., 2006 ; Kataya et al., 2000 ).
PBP2a a une faible affinité pour les antibiotiques B-lactamines et est donc capable de réticuler
les brins de peptidoglycane méme en présence d'antibiotiques B-lactamines et confere ainsi
une résistance. Les souches de S. aureus résistant a la méthicilline (SARM) sont résistantes
ainsi qu'a tous les autres antibiotiques pB-lactamines (Chambers, 2001; Hartman, 1984), ce qui

rend les infections & SARM difficiles a traiter.

De ce fait, la recherche de nouvelles molécules bioactives est indispensable
notamment celles issues des champignons comestibles (Bawadekji et al., 2017).

Les résultats obtenus de la galerie d’identification Api20Staph et de 1’analyse parle
logiciel (apiweb), confirment la souche Staphylococcus aureus isolée par Sadi et al. (2018)
(Annexe 6, 7).

Les résultats des tests de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de P.ostreatus
sont présentés ci-dessous (Tableau V) (Fig.20).

Staphylococcus aureus révele une sensibilité a certains antibiotiques testés: la
Neomycine, le Cotrimoxazole, 1’Amoxiciline, la Gentamicine et la Tetracycline. Nous

remarquons ainsi une résistance de la bactérie a I’ Ampiciline et au Céfotaxime (Fig.19).
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Tableau IV. Antibiogramme de Staphylococcus aureus isolé a partir des crachats d’un enfant

asthmatique.

Antibiotiques Symboles Concentrations | Diameétre | Résistante
d’antibiotiques (mm) /Sensible
(Hg)
Neomycine N 30 16 Sensible
Cotrimoxazole COoT 25 32 Sensible
Amoxiciline AX 25 15 Sensible
Cefotaxime CTX 30 07 Résistante
Gentamicine CN 10 17 Sensible
Ampicilline AM 10 06 Résistante
Tetracycline TE 30 19 Sensible
Sensible
C1 10 11
Extrait aqueux de
\ Sensible
Pleur r
eurotus ostreatus c2 5 10
Résistante
C3 20 8
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Figure 20. Zones d’inhibitions de I’extrait aqueux de Pleurotus ostreatus sur

Staphylococcus aureus.
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Nous remarquons que 1’extrait aqueux présente un effet inhibiteur sur la croissance de
la souche S. aureus, avec des zones d’inhibition de 11, 10, et 08 mm pour des concentrations
de 10, 5, et 20 pg/mL respectivement. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus par
Suliaman et al. (2021) avec un extrait méthanolique de P. ostreatus. De plus, le champignon
comestible Agaricus biosporus semble avoir également une activité antibactérienne contre S.
aureus similaire a celle de P. ostreatus (Smolskait et al., 2015).

L’activité antibactérienne est due a la présence des composés phénoliques chez
P.ostreatus (Abdullah et al., 2015) qui peuvent étre toxiques envers les bactéries par le
mécanisme d’hydroxylation des polyphénols ou bien par le blocage des enzymes
hydrolytiques (Cowan, 1999).

D’autre part, I’extrait aqueux de P. ostreatus (10ug) a donné une zone d’inhibition
supérieure a celle obtenue par ’antibiotique de référence (Ampicilline). De ce fait, 1’extrait
semble avoir un intéressant potentiel antibactérien contre la bactérie S. aureus. D’autres
expérimentations peuvent étre réalisées afin de confirmer d’avantage les potentiels anti-

inflammatoire et antibactérien de P. ostreatus.
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Conclusion et perspectives

Les champignons comestibles ont un haut potentiel nutritionnel et médicinal, car ils
contiennent un grand réservoir de composants bioactifs qui peuvent contréler de nombreuses
maladies humaines. L’objectif de la présente étude était de valoriser les carpophores de
Pleurotus ostreatus cultivé sur un mélange de substrats agricoles, par 1’évaluation de sa

composante mycochimique et de ses activités biologiques.

L’analyse quantitative des composés phénoliques totaux, révele la richesse en
polyphénols de I’extrait de P. ostreatus. De plus, ce dernier montre des activités intéressantes
notamment antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne sur une souche de

Staphyloccocus aureus isolée a partir d’un patient asthmatique.

Le potentiel anti-inflammatoire de P. ostreatus est plus important que certaines plantes
médicinales. Cela indique que ’extrait pourrait avoir des effets thérapeutiques dans les
maladies inflammatoires. Son pouvoir antibactérien semble satisfaisant ce qui pourrait
orienter la recherche au développement d’un antibiotique naturel a base de P. ostreatus,
notamment dans le traitement des infections respiratoires. Cette activité antibactérienne reste
trés prometteuse, vu que 1’extrait préparé peut subir des purifications des molécules cibles a

effet bactéricide ou bactériostatique.

En conclusion, P. ostreatus devrait faire 1’objet d’études approfondies afin de réaliser
des tests complémentaires et confirmer d’avantage le potentiel thérapeutique. Pour cela,
I’isolement des composés actifs du champignon et leur identification peuvent se faire par les
méthodes chromatographiques. Ensuite, déterminer leur potentiel biologique et étudier les
mécanismes moléculaires impliqués dans les processus pathologiques des maladies

respiratoires.
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Annexe 1 : Matériels non biologiques

Appareillages

Petits matériels

Verreries

Réactifs & Solvants

eAgitateur magnétique
Rihromag

eAutoclave Wisd

¢ Balance de
précision électronique
Kern 770

eBain marie Wisd

eBalance technique
Mettler PJ400

eBec bensun

eBroyeur Retsch sm1
nr74174

eEtuve Memmert réglée a
37°C

epH meétre Hanna
Instruments HI 2210

eSpectrophotométre
Biotech Engeneering

e\Vortex Velpscientifica

¢ Anse de platine

e Barreaux
magnétiques

e Boites de pétri

e Coton

e Cuves

e Ecouvillon stérile

e Embouts bleus et
jaunes

eEppendorff

e Etiquettes

e Gants a usage unique
non stériles

e Masques

e Micropipettes a
volumes réglable 10-
1000ul Biohit
20-100ul Spinreact
20ul Tranferpette
eMicrofiltre stérile de
diamétre 0,22 um

e Papier aluminium

e Papier film étirable
e Papier Whattman n°1
e Portoirs

ePinces

eSpatule

eTubes a hémolyses

eBéchers 500mL

e Erlenmeyers
eEprouvette 100mL
e Entonnoirs en verre
e Fiole 1 Litre

e Flacons 100mL,
250mL, 500mL

ePipettes Pasteur

e Tubes a vis

e Acide
acetylsalicylique

e Acide gallique

e Acide ascorbique

e BSA

e Chlorure de
potassium (KCI)

e Chlorure d'hydrogéne
(HCI)

«DPPH

eEau distillé (H,0)
eEthanol absolu a 96%
(C2Hs0H)

e Folin-ciocalteu
eHydrogénophosphate
de sodium (Na,HPOa4)
e Milieu BHIB
commercial

e Milieu Mueller
Hinton commercial

e Potassium
dihydrogen phosphate
(KH2POy)

eSodium chloride

(NaCl)

Annexe 2 :



https://www.desertcart.in/products/6359441-hanna-instruments-hi-2210-benchtop-ph-meter-with-temperature-compensation
https://www.desertcart.in/products/6359441-hanna-instruments-hi-2210-benchtop-ph-meter-with-temperature-compensation
https://www.desertcart.in/products/6359441-hanna-instruments-hi-2210-benchtop-ph-meter-with-temperature-compensation

Préparation solution du tampon phosphate salin (PBS a pH 6.4) PBS X10

- Dissoudre dans une fiole de 500 mL rempli d’eau distillée les éléments suivants:

- 40 g de NaCl.

- 1gde KCI.

- 7,29 de Na,HPOa.

- 1,2 gde KH,POa.

- Mettre la solution sous agitation magnétique jusqu’a homogénéisation

- Ajuster au pH= 6,4 avec quelques gouttes du HCI sous agitation magnétique

- Couvrir la solution de PBS avec du film étirable et conserver au réfrigérateur a +4°C.

Annexe 3: Stérilisation de I’extrait aqueux du champignon P.ostreatus avec un microfiltre

stérile sur paillasse.




Annexe 4: Mise en évidence de la coloration bleue apres 1’oxydation des composants du

réactif du Folin-ciocalteu en molybdéne et tungsténe.

Annexe 6 : Résultats obtenus apres ensemencement et incubation de 24h a 37°C de la galerie
api20 Staph.
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Annexe 7: Résultats de I’identification sur ApiWeb.




Résumé

Pleurotus ostreatus est un champignon (basidiomycete) comestible, cultivé pour ses
propriétés diététiques et thérapeutiques en raison de sa richesse en métabolites secondaires
notamment les composants bioactifs. La présente étude a pour objectif d’évaluer les activités
biologiques d’une souche commerciale de P. ostreatus (Jacg. ex. Fries) P. Kummer cultivée
au laboratoire sur un substrat formulé a partir de résidus agricoles. Les carpophores sont
récoltés, séchés a température ambiante, broyes, puis soumis a une extraction aqueuse. La
quantification des composés phénoliques est déterminée par la méthode colorimétrique du
Folin-Ciocalteu. La quantité de polyphénols obtenue est de 36,27+6,39 WgEAG/gMS. Le
pouvoir antioxydant réducteur du radical DPPH, a révélé une importante activité antioxydante
(ICsp de 1,98+0,15 mg/mL). De plus, I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux
exprimée en pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA a donné une
valeur importante, soit 83,33+7,63% a une concentration de 50 pg/mL. Le test antibactérien
effectué sur la bactérie Staphylococcus aureus, isolée a partir de crachats d’un enfant
asthmatique, a révélé une sensibilite appréciable avec une zone d’inhibition de 11mm de

diamétre pour une concentration de I’extrait aqueux de 10pg/mL.

En conclusion, cette étude suggeére que P. ostreatus est riche en polyphénols et
présente des propriétés biologiques intéressantes a savoir, ’activité antioxydante, 1’activité

anti-inflammatoire et 1’activité antibactérienne.

Mots clés: Pleurotus ostreatus, polyphénols, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire, activité antibactérienne.




Abstract

Pleurotus ostreatus is an edible fungus (basidiomycete), cultivated for its dietary and
therapeutic properties due to its richness in secondary metabolites, especially bioactive
components. The objective of the present study was to evaluate the biological activities of P.
ostreatus (Jacg. ex. Fries) P. Kummer, a commercial strain grown in the laboratory on a
substrate formulated from different agricultural residues. Carpophores were harvested, dried
at room temperature, ground, and then subjected to aqueous extraction. Quantification of
phenolic compounds was determined by the Folin-Ciocalteu colorimetric method. Total
phenolic content was 36,27+6,39 pgEAG/gMS. The antioxidant reducing power of DPPH
radical revealed an important antioxidant activity (ICso of 1,98+0,15 mg/mL). In addition, the
anti-inflammatory activity of the aqueous extract expressed as percentage inhibition of BSA
thermal denaturation was significant with a value of 83.33+£7.63% at a concentration of 50
pg/mL. The antibacterial test performed on Staphylococcus aureus, isolated from an
asthmatic child’s sputum showed an average sensitivity with an inhibition zone of 11mm at

10pg/mL of the aqueous extract.

In conclusion, this study suggests that P. ostreatus is rich in polyphenols with
interesting biological properties including antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial

activities.

Key words: Pleurotus ostreatus, polyphenols, antioxidant activity, anti-inflammatory
activity, antibacterial activity.
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