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Abstract

Abstract

The Urtica dioicais a medicina plant, family of Urticaceae. The stinging nettle has been
the subject of numerous studiesthat highlighted activities such as anti-inflammatory, anti-tumor
and immune-modulating.

The antioxidant activity was studied with the DPPH method and the potassium
ferrocyanide reducing power test. The results have showed that al the different extracts have
anti-radical activity and reducing power ferrocyanide. The ethyl acetate extract is the best
radical scavenger with an 1Csp of 10.7mg / ml. The aqueous extract macerated is the most
powerful ferrocyanide reducing with PRos au Of 2,1mg/ml. The antibacterial activity of extracts
from Urtica dioicawas evaluated against reference strains of Staphylococcus auredRSA
and multi-resistant MRSA isolated strains of Staphylococcus aureusy the agar diffusion
method. The solvent extracts were active on all strains unlike aqueous extracts. The MIC was
determined. The ethyl acetate extract showed the lowest MIC (10mg/ml).

Alternaria sp and Scytalidiumsp isolated from leaves of Urtica dioica showed good
antibacterial activity on Staphylococcus aurewrains of reference and stem Staphylococcus
aureusMRSA multi- resistant insulated from the bin and milk. However, the sterile mycelium
did not exert an inhibitory effect on the growth of bacteriatested. The antibacterial activity of
Scytalidiumsp and Alternaria sp has proved more powerful than the activity of extracts from
Urtica dioica This fact introduces a new approach, the biological activities recorded during
traditional use Urtica dioicacould be due to the presence of mycoendophytes within this plant.

Keywords: Urtica dioicag antioxidant activity, antibacterial activity, agueous extracts,
solvents extracts, antimicrobia activity, Staphylococcus aureddRSA, fungal endophytes.



Résumé

Résume

L’ Urtica dioicaest une plante médicinale, de la famille descaceae L'ortie dioique
a fait I'objet de nombreuses études qui ont soaligas activités telles que l'activité anti-
inflammatoire, anti-tumorale et immun-modulatrice.

L’activité antioxydante a été étudiée avec la méehde DPPH et le test de pouvoir
réducteur sur ferrocyanure de potassium. Les adsubbbtenus ont monté que les différents
extraits possedent une activité anti-radicalaireuretpouvoir réducteur de ferrocyanure.
L’extrait d’acétate d’éthyle est le meilleur piégele radicaux avec une 4&de 10.7mg/mil.
L’extrait aqueux macéré est le réducteur de feaoaye le plus puissant avec unePR) de
2.1mg/ml. L'activité antibactérienne des extrait¥idica dioicaa été évaluée, contre des
Staphylococcuswureus MRSA de référence et deédtaphylococcus aureudlRSA multi-
résistantes isolés a partir du lait et I'ben, paméthode de diffusion sur gélose. Les extraits
par solvant sont révélés actifs sur toutes lestsmicontrairement aux extraits aqueux. La
CMI a été déterminée. L'extrait macéré dans I'aeétiethyle montre la plus basse CMI qui
est de 10mg/ml.

Alternaria sp etScytalidiumsp isolés a partir de feuillesUftica dioicaont montré une
bonne activité antibactérienne sur les sou@taphylococcus aureldRSA de référence et
sur les soucheStaphylococcus aureMRSA multi-résistantes isolées a partir du I'bémle
lait. Cependant, le mycélium stérile n’a pas exercé et @ihibiteur sur la croissance de
bactéries testées. L'activité antibactérienn&dgalidiumsp et dAlternaria sp est avérée plus
puissante que l'activité des extraitdJdica dioica Ce constat lance une nouvelle approche,
les activités biologiques enregistrées lors d'saifion traditionnelle dJrtica dioicapourraient
étre da a la présence des mycoendophytes au seettdeglante.

Mots clés :Urtica dioica activité antioxydant, activité antibactériennetraits aqueux,
extraits par solvants, activité antimicrobienS8&phylococcus aureddRSA, champignons
endophytes.
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I ntroduction

La phytothérapie a été utilisée depuis des sigas traiter divers pathologies. Tisanes,
décoctions, compresses ont été utilisés avec susetmn I'organisation mondiale de la santé,
en Afrique et en Asie, 80% de la population corginllutiliser des médicaments traditionnels
plutét que des médicaments dits modernes poupies de santé primaire. L'usage répandu de
la phytothérapie dans les pays en voie de dévetoppeest due a la disponibilité des ressources
végeétales utilisées, leur efficacité et au colveatiabordable. Selon SOFOWORA993),
la phytothérapie apporte ses propres solutions lgotraitement des infections bactériennes,
fongiques, pour le traitement du paludisme, desciidns opportunistes contractées par les
personnes vivant avec le VIH, du diabéte, de I'nymsion artérielle et de la drépanocytose.
Beaucoup d’études se sont intéressées a |'étuddatdss utilisées en médecine traditionnelle.

Le stress oxydant est impligué dans de trés norsbseunaladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications. Pasiattivités biologiques des plantes
meédicinales, I'attention s'est portée sur I'ad@iaitioxydant ces derniéres années, en raison du
réle qu'elle joue dans la prévention des maladiesriques telles que les pathologies du cceur,
cancer, diabete, hypertension et la maladie d’Atmbe en combattant le stress oxydant.

En outre, la maitrise des infections bactériennegedt complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistataeelapart des antibiotiques ce qui a
constitué un probléme de santé qui s'impose a ¢¥emondiale. Face a ce probléeme de
résistance, l'utilisation de la phytothérapie espllis en plus d'actualité.

L’ortie dioique Urtica dioical., est une plante médicinale qui appartient amaille des
Urticaceae d'origine eurasiatique qui est aujourd’hui présedans le monde entier.
L'utilisation de la grande ortie est multiple. Elst employée en phytothérapie, en agriculture,
en alimentation, en cosmétique et dans l'industudextile. Traditionnellement, Les feuilles
d’Urtica dioicasont utilisées pour soulager les douleurs causaeke phumatisme et pour le
traitement de I'anémie. De nombreuses études omtré® que Urtica dioica posséde des
propriétés antimicrobiennes, anti-oxydantes, arftaimmatoires, immunostimulantes et anti-
tumorales.

Une des originalités majeures des végeétaux redaahs leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En dfeidté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiquds)accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires, une source importante de mokautiisables par I'Homme dans des
différents domaines tel que la pharmacologie, Bafimentaire (JEAUNet al. 2005). Les
métabolites secondaires sont produits en tresefgjbantité, dont plus de 200.000 molécules
ont été identifiées. Classés selon leur appartenahéimique en composés phénoliques,
alcaloides et térpénoides (AMAS. 1997)Ultica dioica est trés riches en métabolites
secondaires notamment les flavonoides, les acid@sotiques, les stérols et triterpenes. Ces
métabolites sont l'origine de ses nombreuses &esivbiologiques signalées (GHEDIRA.
2009).

Dans les systemes naturels les plantes sont codegléomme des hétes potentiels pour
une large gamme de microbes, usuellement des lesct#rdes champignons. La plante héte
pourra héberger ces microorganismes sur la suif@ophytes) ou au sein de ses tissus
(endophytes) (LINARES. 2010). Les champignons ehgtgs, représentent une trame
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fongique importante qui a été étudiée comme maalgtiotique des végetaux supérieurs. Ces
microorganismes vivent en interaction complexe dgs@lantes, colonisant toutes les parties
de ces derniéres, ils sont impligués dans une tuddti de processus biologiques de

'environnement, et jouent ainsi un role esserdiahs 'amélioration de leurs performances

écologiques et physiologiques (amélioration duustattritif, résistance aux maladies, aux

ravageurs, et aux stress physiques). Par ailléessnycoendophytes synthétisent un grand
nombre de substances complexes, bioactives et gdgunement tres importantes : acides

organiques, alcaloides, antibiotiques, terpénemzafmes. Aujourd’hui, la connaissance de la
biologie des moisissures est encore partielle. g, la compréhension des métabolismes
primaires et secondaires et de la génétique deng@®organismes permet de maitriser de
mieux en mieux leurs capacités de biosynthésaietiése a profit pour 'lhomme.

C’est dans cette optique que le présent travdi agalisé dans le cadre d’'une recherche
mené par le laboratoire de Biochimie Analytiqu@ietechnologies (LABAB) de le
laboratoire de ressource naturelle les objedtifgsts :

Evaluer et comparer l'activité antioxydante de éhiéints extraits de feuilles Wtica
dioical. par la méthode de de piégeage du radicale DB¥eH et le test de pouvoir réducteur
sur le ferrocyanure de potassium ;

Rechercher et comparer l'activité antibactérienme différents extraits de feuilles
d’'Urtica dioica cela vis-a-vis des souchesStaphylococcus aureuMRSA de référence
(S.aureus LGA251 S.aureus MU50 S.aureus ATCC 43300), une souche MSSA
(Staphylococcus aureusTCC 25923) et destaphylococcus aureUdRSA multi-résistantes
isolés a partir du lait et I'ben (S.aure884 S.aureus S.95S.aureus S96S.aureus S1Q0
S.aureus S10%

Constater le meilleur procédé d’extraction en seabasur les résultats de ces deux
activités ;

Identifier trois mycoendophytes isolés a partifelglles dUrtica dioica;

Rechercher l'activité antibactérienne de trois chigmons endophytes isolégs-a-vis
des souches précédentes ;

Comparer I'activité antibactérienne des extraitdalalles dUrtica dioicaet I'activité
antibactérienne des champignons endophytes etrobetrde lien entre ces deux vu que les
champignons endophytes vivent en interaction coxepéec les plantes hétes. Selon CLAY
et SCHARDL (2002), les champignons endophytes vegwila nutrition, la protection, et la
possibilité de se propager grace a leurs hétesp eetour la plante héte bénéficie aussi de
certains avantages procurés par I'endophyte. SE@HULZ et BOYLE (2005), les
champignons endophytes produisent plusieurs métabaecondaires bioactives dont des
substances antibiotiques. Ces métabolites peuuentl’érigine des vertus thérapeutiques
signalées lors d'utilisation traditionnelleldttica dioica.



Synthése bibliographique

1. Synthése bibliographique
1.1. Présentation dUrtica dioica

1.1.1 Etymologie

Le nom latin universel de la grande ortie représemtar la figure 1 edfirtica dioica
Linn. La grande ortie se disailrtica en latin lui-méme dérivé du mot “Uro” qui sidier
braler ou “urere” dénotation & pigu§BRABANT-HAMONIC. 2004). Le nom d’espece
dioicaconcerne un végétal dont les fleurs males et femsthnt portées par des pieds différents
(VALNET. 1993; BERTRANT. 2008). DansUrtica dioica L. le “Lfait référence a la
classification de Carl Von LINNE fondateur de lanmenclature binominale

racine

Figure 1: Planche botanique dttica dioica(REAUME. 2010).

Selon BERTRAND (2002), plusieurs noms vernacusasent attribués a cette plante :
» Appellation francaise : Ortie piquante, ortie coume, ortie dioique ;
» Appellation anglais : Stinging nettle ;
» Appellation arabe : Harayig ;
* Appellation berbére : Azegtouf.
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1.1.2. Position systématique de la grande ortie
Selon la classification phylogénétique, établie Pangiosperms phylogeny group
(APGIII) faite en 2009, nous avons la systématiqueante :
Tableau | : Position systématique de I'espédsdica dioica(APGIII).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement = Angiospermes.

Classe Eudicots.
Ordre Rosales.
Famille Urticaceae.
Genre Urtica.
Espéce Urtica dioica.

1.1.3. Les principales especes du gendetica

Le genreUrtica est représenté par plus d’'une cinquantaine d’espgont une trentaine
en région tempérée (FENNAN# al. 1999). Les principales espéces du géintea :

= Urtica dioicalL. (ortie commune ou ortie dioique) ;

= Urtica urensL. (ortie brdlante ou petite ortie) ;

= Urtica pilulifera L. (ortie romaine ou ortie a pilules) ;

= Urtica cannabinal. (ortie a feuille de chanvre) ;

= Urtica atrovirensReq. (ortie noiratre, ortie de dodprt

= Urtica membranedoire (ortie douteuse ou ortie a membranes)

1.1.4. Descriptions botanique et écologique de laagde ortie

La grande ortie est d'origine eurasiatique quaagiurd'hui présente dans presque toutes
les régions du monde, de I'Europe et I'Afrique adud\a I'Asie, ainsi qu'en Amérique du Nord
et du Sud et en Afrique du Sud.

C'est une plante herbacée, de la famille des @amela plus répondue dans le genre
Urtica, dont la tige dressée peut atteindre 2m de hautiokaison de la grande ortie a lieu de
Juin & Septembi€ECCHINI et al. 2008).

UPTON (2013)a montré quéa grande ortie constitue par ailleurs un excelee@mple
de plante dioique, chez laquelle existe des pidgissret d'autres femelles et donc, portant des
fleurs unisexuées. Elles sont anémophiles et andéones, c'est-a-dire que le vent assure le
transport du pollen et la dispersion des graines.

Urtica dioica L. peut pousser sur tous les types de terraimglear ou sablonneux,
calcaires ou siliceux. Ces terrains doivent touseétre riches en azote (plante nitrophile), et
humides (plante hydrophile). Elle résiste touteéoia sécheresse. La grande ortie est une plante
rudérale trés envahissante (BERTRAND. 2002).
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1.1.4.1. Appareil végétatif

L’appareil végeétatif est 'ensemble des organes@’plante (racine, tige, feuille) qui
assurent sa croissance végeétative.
» Description des feuilles

Les feuilles de la grande ortie sont de couleut fogrce (riche en chlorophylle), alternes
ou opposées deux a deux, ovales a lancéoléesfocords et se terminant en pointe, simples,
charnues. Elles sont en général deux fois plusuesgue larges, environ 1,5-20 cm de long
par 0.6-12cm de largeur. Elles sont bordées dedatents triangulaires. Les nervures sont
proéminentes sur la face inférieure. Les cellul@siarmiques renferment des corpuscules
calcifiés appelés cystolithes. La forme plus oumadillongée des cystolithes est un caractére
propre aux UrticaceeREAUME. 2010 ; UPTON. 2013). Ces cystolithes correspondent a des
amas de cristaux de carbonate de calcium qui swtégppar un pédicelle relié a I'épiderme de
certaines feuilles ou situés également a la bagmite tecteurs (BOTINEAU. 2010)Elles
répondent une faible odeur herbacée, leur saveaigrslette et astringente.

Selon GHEDIRAet al. (2009), le limbe et le pétiole sont couverts mestsortes de
poils : poils urticants ; les poils tecteurs noticants qui sont longs, coniques unicellulaires,
dont la partie basilaire fortement renflée contiges cristaux de carbonates de calcium ; poils
glandulaires courts, constitués par un court pddic€es poils glandulaires et tecteurs sont
surtout localisés a la face supérieure du limbe.

Figure 2 : Vue dorsal de ldeuille d’'Urtica dioica(REAUME. 2010).

» Description de la Tige
La tige de la grande ortie est robuste, dresséeaaie pleines, et a section
guadrangulaires, peut atteindre 2m de hauteur. Gotarfeuille, elle est recouverte de poils
courts et de poils urticants unicellulaires (WICH8LANTON. 2003).
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P

Figure 3: Tige dressée Wrtica dioica(REAUME. 2010).

» Description des poils urticants

Le poil urticant de la grande ortie comprend umgle cellule dont la base est renflée et
enfoncée dans une petite excroissance de tissusrgpgue et sous-épidermique. La paroi de
la cellule principale est imprégnée de silice epadie effilée peut facilement se rompre au
moindre contact, libérant alors un liquide urticamintenant du formiate de sodium, de
l'acétylcholine, de la sérotonine et de I'histam{b&GLANDE. 2014).

Figure 4 : Les poils urticants dJrtica dioica (JOSHetal. 2014).

» Description des racines
La grande ortie présente de longs racines, gpidunettent de former des colonies, d’ou
son pouvoir envahissant (RUZICKOVA. 201Rgs rhizomes rampants mesurentde 1 a 5mm
d’épaisseur, jaunatres et sont pourvus d’'un cheeltines racines adventives qui développent
chaque année de nouvelles pousses (LANGLADE. 2010).
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Figure 5 : Racines dUrtica dioica (REAUME. 2010).

1.1.4.2. Appareil reproducteurs

L’ortie dioique peut se multiplier de deux facofl_LEURENTIN. 2008) :
-Par reproduction sexuée faisant intervenir legrflanales et femelles portées par des pieds
différents. La pollinisation est anémophile (pavént), grace a des anthéres explosives, qui
projettent le pollen.
- Par reproduction asexuée en produisant des céopesir de stolons (tiges rampantes formant
des nceuds qui donnent naissance a de nouvellésg)lan de rhizomes.
» Description des fleurs

Les fleurs sont unisexuées, minuscules et réumeagappes, males et femelles sur des
pieds différents. Les grappes femelles sont tonasates grappes males dressées (FENNANE
etal. 1999).

Figure 6 : Fleurs méales et femelleslttica dioica(REAUME. 2010).
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La fleur femelle est formée de 4 tépales dont deeaucoup plus gros, enveloppant un
ovaire uniloculaire et deux petits extérieurs. leaf male comporte 4 tépales et 4 étamines,
recourbées dans le bouton et se redressant dermat@stique a I'anthése, en projetant au loin
un petit nuage de pollen (FENNAN#al. 1999).

Figure 7 : Diagramme florale dJrtica dioica(GHEDIRA et al. 2005).
(Fleur male a droite, fleur femelle a gauche).

» Description du fruit et graine

Le fruit d’Urtica dioical. est constitué d'un akéne ovale de couleur jauna-Hhest
entouré d’un calice persistant et reste envelogms deux gros sépales accrescents, larges et
ovales Il contient une graine unique, albuminée, a embryon droit (WICHTL et ANTON. 2003;
GHEDIRA et al. 2009).

Figure 8 : Fruit d'Urtica dioica(REAUME. 2010).
1.2. Métabolites secondaires
Les plantes photosynthétiques convertissent leydexle carbone (Cpen métabolites
primaires, qui sont nécessaires pour leur vitaité outre, elles possedent des métabolites dits
secondaires, ces derniers ne sont pas nécesgairdsyrs éveénements biochimiques essentiels
et different en fonction des espéces (LIU. 2004).
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Les métabolites secondaires sont largement répatahssle regne végétal, on les trouve
dans tous les fruits et les legumes. Ces composépesents dans toutes les parties des plantes
mais avec une répartition quantitative qui varientre les différents tissus (BOIZOT et
CHARPENTIER. 2006).

lls participent aux réactions de défense face &érdifits stress biotiques (agents
pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques iéflem rayonnements UV, faible
température). Les métabolites secondaires comefnildula qualité organoleptique des aliments
issus des végétaux (couleur, astringence, aromertame) (VISIOLIet al. 2000).

Les métabolites secondaires sont des produitsiétste chimique souvent complexe,
classés selon la nature biochimique des molécidless propriétés et effets biologiques et/ou
leur origine biosynthétique.

Selon MAROUF (2000) et MACHEDet al. (2005), les composés du métabolisme
secondaire sont classés en 3 grandes classes :
= |es composés terpéniques ;

» |es composés phénoliques ;
» |es alcaloides et composés azoteés.

1.2.1. Les terpenes

Les terpénes constituent le plus grand ensembigtigbolites secondaires des végétaux,
notamment les plantes supérieures. lls sont égatlemencontrés dans les autres types
d’organismes vivants (algues, mousses, champignmestes). Du point de vue structural, les
terpenes constituent une grande famille de compmsé®logues, c’est-a-dire d’homologues a
enchainement isoprénique (DEY et HARBORNE. 199&¥ §libstances organiques font partie
des métabolites secondaires les plus répandudalaature (BOUVIERet al. 2005). En effet,
plus de 36.000 structures différentes ont été ifiées (HILL. 2002), plusieurs sont isolés a
partir des fleurs, des tiges, des racines et éifitexs parties des plantes (SCHUdtzal. 2003).

Beaucoup de terpenes servent comme des additifs ldanndustries alimentaires et
cosmetiques (TSAO. 1995), et plusieurs d’entre passedent des activités biologiques telles
que l'activitéantimicrobienne, anti-carcinogenique, anti-inflantoir@ (MURAKAMI. 2004 ;
GRIFIN. 1999), anesthésique et anti-histaminiqueiuréique (HSISOU. 2000 ;
VELICKOVIE. 2003), neuroprotective (HYUN. 2007). Queut citer également les propriétés
anti-tumorales et cytotoxiques des diterpénes [faeb des activités anti-oxydantes (HILL.
1993).

Les terpenes sont des hydrocarbones naturelsyutguse soit cyclique, soit a chaine
ouverte. Leurs formule brute eststx) »n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendrevddsurs de 1 a 8 sauf dans les polyterpenes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc)miodéécule de base est I'isopréne de formule
Cs Hs (SEENIVASAN. 2006)

Selon le nombre d’entités isoprene qui sont incae® dans leur structure, les terpenes
sont subdivisés en hémiterpenes M), monoterpenes (@ His), sesquiterpenes (€Hzs),
diterpenes (& Hs»), Triterpenes (&» Has), Tetraterpenes (o Hes) et polyterpénes EHs) n
(SCHULZ. 2003).
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1.2.2. Les composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolitesdaices végétauk.es polyphénols
sont caractérisés par la présence d’au moins Ua aygmatique auquel est directement lié au
moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dansautre fonction : éther, ester ou hétéroside
(BRUNETON. 1993) (Figure 9). La structure des cosg®ophénoliques naturels varie de
molécules simples (acides phénoliques simples) lessmolécules les plus hautement
polymérisées (tanins condensés). Plus de 8000twtescphénoliques ont été identifiées
(URQUIAGA et LEIGHTON. 2000).

OH

Anneau aromatiqu Groupe hydroxyle

Figure 9: Structure de Phénol (BRUNETON. 1993 ; MACHE#Kal. 2005).

Les composés phénoliques peuvent constituer daeawsigde reconnaissance entre les
plantes, ou bien lui permettent de résister auerdes agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes. lIs participent de maniere tres effiGada tolérance des végeétaux a des stress
variés, donc ces composeés jouent un role esselainal I'équilibre et 'adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel. D'un point de viéedpeutique, ces molécules constituent la base
des principes actifs que I'on trouve dans les ptamédicinales (effet antioxydant, effet anti-
tumoral...) (MACHEIXet al. 2005).

Les composés phénoligques peuvent étre regroupss mymbreuses classes (Tableau VI)
qui se différencient d’abord par la complexité dquelette de base (allant d’'un simple C6 a des
formes tres polymérisées), ensuite, par le degrénddification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, ety; enfin, par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec dautres molécules (glycidgsdes, protéines, etc...)
(HERBERT.1989 ; MACHEIX et al. 2005).
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Tableau Il : Les principales classes de composés phénoli@RYNETON. 1999 ;
MACHEIX et al.2005%).

OH
C6 Phénols simples Hydroquinone ©/
OH
Acides hydroxy- Acide para-
C6-C1 benzoiques hydroxy-benzoique ©
HO
_ o)
Acides hydroxy- | » e p-coumarique /©/\)\0H
cinnamiques
C6-C3 e
AN
Coumarines Ombelliférone
HO 0 0
O
C6-C4 Naphtoquinone Juglon
(@)
OH
» e
C6-C2-C6 Stilbénoides Trans-resveératro|
OH
OH
Flavonoidedato . HO 0 O
Kaempfeérol O |
sensu
OH
OH O
HO o}
-
C6-C3-C6 Isoflavonoides Daidzéine S
on ©
OH
He© -
Anthocyanes Dalphiniol e [
HO OH
HO OH
(C6-C3) Lignanes Entérodiol Q O
(C6-C3n Lignines Annexe 2
(C6-C3-C6h Tanins condensés Procyanidol Annexe 3
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- Acides hydroxy-benzoiques
Ce sont des dérivés de l'acide benzoique et onstuneture générale de base de type
(C6-C1). Ces molécules existent souvent sous fofesters ou de glycosides. Parmi les acides
hydroxy-benzoiques les plus abondants on retrolagdé benzoique, I'acide gallique et
I'acide p-hydroxy-benzoique (BRUNETON. 1993).
- Acides hydroxy-cinnamiques
lIs dérivent de 'acide cinnamique et ont une stngcgénérale de base de type (C6-C3).
lls existent souvent sous forme combinée avec dasames organiques (LAFAY et GIL-
IZQUIERDO. 2008). Les degrés d'hydroxylation et méthylation du cycle benzénique,
conduisent une réactivité chimique importante dergelécules.

¢ Coumarines
Les coumarines dérivent des acides hydroxy-cinnaesigappartiennent au groupe des
composés connus par des benzmyrone (O’KENNEDY et THORNES. 1997). Elles se
trouvent dans la nature soit a I'état libre ou liiembiné avec des sucres.
¢ Les flavonoides
Les flavonoides représentent une tres large ganenserdposés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés contdme pigments quasi universels des
végétaux, dont plusieurs sont responsables dewotilee des fleurs, des fruits et des feuilles
(KIM et al 2004).
Par définition, ce sont les composés qui ont enncomla structure du diphényl propane
C6-C3-C6, les trois carbones servant de jonctidaredes deux noyaux benzeéniques notés A et
B forment généralement un hétérocycle oxygéné A_(HR. 1993).

Figure 10 : Structure chimique de base des flavonoides (KRISKN&. 2001).

Néanmoins d’un point de vue classification, le gedes flavonoides peut étre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend dadftwyylation du noyau du flavonoide, aussi
bien que du sucre lié. Les classes les plus impsrtsont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les isoflavones, les isoflavanonesghedcones et les anthocyanes (HARBORNE
et WILLIAMS. 2000). Ces divers composeés se ren@nita la fois sous forme libre ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d’'une mani&® générale localisés dans divers organes :
racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

Les flavonoides sont capables de moduler 'actid@é&ertaines enzymes et de modifier
le comportement de plusieurs systemes cellulageggérant qu’ils pourraient exercer une

12
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multitude d’activités biologiques, notamment desppiétés antioxydants, vasco-protectrices,
anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflantmiras, antiulcéreuses et méme anti-
tumorales significatives (MANTHEY. 2000 ; KliMt al 2004).

Tableau Ill : Classes des flavonoidBRUNETON. 2009).

Classe Squelette Aglycone Hétérosides D crives
méthyloxylé
‘ oH chrysine
HO o apigenine i
Flavone ‘ | rutine Apiine 'Lagtﬂleértlit;]r;e
luteoline
HO o
o 1 .
Elavonol O | kaempfgrol Rutine Pachlpod_ol
on quercetine Rhamnazine
o]
" % ©/ Dihydrokaempferol Hespéridine
Flavononol : L
Dihydroquercetol = Naringine
Q Nuringetol
Flavanone @ Butine Hesperetine
O Eriodictyol Homoeriodictyol
(@]
Q Hispidol
o Aureusidine
Aurone O — Sulfurétine
X maritimetine
o)
Chalcone = Isollqum,t!genlne Xanthohumol
Butéine

¢ Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complbaydspsolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (FRUED&. 2004). Leur structure chimique leurs
confere une capacité tres développée de se fixatesumolécules telles que les alcaloides, la
gélatine, les polysaccharides, et essentiellenesrpriotéines (FRUTO& al 2004).

Les tanins sont des molécules a activités pharrogicples remarquable et ont des effets
signifiants sur la santé humaine (BRUNETON. 199B).ont de grandes capacités anti-
oxydantes dues a leurs noyaux phénoliques (FRU&C# 2004). Elles ont la particularité
d’inhiber la peroxydation des lipides en agissanhe donneur de proton et accepteur de
radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme désubixydations (CHUNGE@t al 1998). Selon
leur nature chimique, ces composés sont diviséeexr classes, les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (FRUT@$al. 2004).

13
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Les tanins hydrolysables sont des esters de glietadacide gallique (GUIGNARD et
DUPONT. 2007). lls sont caractérisés par le faitlggpeuvent étre dégradés par hydrolyse
chimique ou enzymatique. lIs liberent alors undiparon phénolique (souvent du glucose) et
une partie phénolique qui peut étre soit de I'agdiique, soit un dimére de I'acide péllagique
(GUIGNARD et DUPONT. 2007).

Les tanins condensés sont des oligomeres ou dgan@as de flavane-3-ol, dérivés de la
catéchine ou de ses nombreux isomeres (HARBORBE ; AWIKA et ROONEY. 2004).
lIs ont la propriété de coaguler les protéines elume, d’ou leur utilisation dans le tannage des
peaux (GUIGNARD et DUPONT. 2000).

1.2.3. Les composés azotiques (alcaloides)

C’est des substances organiques d'origine végétalezotées a caractéere alcalin et
présentent une structure moléculaire hétérocycligamplexe (BADIAGA. 2011). Les
alcaloides sont des composés de métabolismes sai@md existe environs 12000 répertoriés.
Les alcaloides constituent un vaste groupe deautes secondaires et paraissent servir comme
moyen de dissuasion chimique contre les prédatksise caractérisent par un gout assez amer,
chimiquement, ils sont constitués de carbone, lp&he, oxygéne et d’azote. Ce sont
essentiellement les acides aminés qui donnentamgissaux alcaloides (BRUNTEN. 1999).

Les alcaloides sont des substances particuliéeremtiressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans des domasréssy Les alcaloides sont utilisées dans
plusieurs médicaments, ils affectent chez I'étnain le systeme nerveux particuliérement les
transmetteurs chimiques tels que I'acétyl-cholinerepinephrine, acide-aminobutyrique
(GABA), dopamine et la sérotonine. D’autres effgtarmacologiques sont attribués également
aux alcaloides telles que I'effet analgésique cantinergique, anti-malaria, anti-hypertensive,
stimulant centrale et anti-tumeur (BADIAGA. 201%glon le méme auteur, les alcaloides sont
subdivisés en trois classes : les alcaloides ytaspseudo-alcaloides et les proto-alcaloides.

Les alcaloides vrais représentent le plus gramebne d’alcaloides, ils sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiuks dérivent d’acides aminés et comportent
un atome d’azote dans un systéme hétérocycligaisoht présents dans les plantes, soit sous
forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N«{& (BADIAGA. 2011).

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvetesttes caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas des dérivés des acidegarfBADIAGA. 2011).Dans la majorité des
cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoidegldades terpéniques) et du métabolisme de
I'acétate (GUIGNARD et DUPONT. 2007).

Les proto-alcaloides sont des amines simples dambte n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractere basique et dahbéés in vivo a partir d’acide aminé. Ils sont
souvent appelés « amines biologiques » et sonbleslulans 'eau (BADIAGA. 2011).

1.3. Composition chimique et molécules bioactivesldrtica dioical.

La composition chimique des différents organesteatioique, a savoir les feuilles, les
fruits et les racines, a été sujet de nombreuseegtdepuis la seconde moities dfMtsiecle.
Ces études ont révélé quditica dioica est riche en plusieurs constituants chimiques qui
appartiennent a des classes chimiques déférefie=sdee les polyphénols, les minéraux et les
protéines.
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Selon MOTSIE (2008), les constituants responsatdegpropriétés pharmacologiques de
la grande ortie varient selon la nature du sekgosition de la plante et de la saison.

Les constituants chimiques délttica dioica L. varient d'un organe a un autre. En
outre, la grande ortie a la particularité de sytisleé des substances spécifiques au regne animal
tel que 'acétylcholine, histamine, sérotoninea@te formique (MOREL. 2008).

1.3.1. Composition chimique des feuilles

Les feuilles dUrtica dioical. sont constituées de flavonoides, vitamines (praieipent
I'acide ascorbique) et d’hydrate de carbone (TOLEAl. 2005).

Selon COUPLAN (2013), les feuillesldftica dioicalL. sont riches en protéines, elles
constituent 5 & 9 % du poids frais et 40% du pei&ls La composition en acide aminé des
feuilles de la grande ortie inclus 13 acides aminggrésentés par I'acide aspartique, acide
glutamique, phénylalanine, histidine, glycine, malileucine, serine, arginine, alanine, tyrosine,
thréonine et lysine (YATSUIt al 2004). Les feuilles de la grande ortie sont égal# riches
en minéraux (Tableau II).

Par ailleurs les autres constituants sont préesentaible quantité (Tableau IlI).

Tableau IV: Eléments minéraux contenus dans les feuillestita dioica (TESSIER. 1994).

Eléments Taux de présence

Azote 3a55%
Calcium 0.70 %
Potassium 0.35%
Chlore 0.30 & 1.90 %
Phosphore 0.30 a 0.60%
Soufre 0.25a 0.70%
Magnésium 0.16%
Sodium 0.025%
Fer 0.015%
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Tableau V : Les constituants chimiques des feuillegrdica dioica L.
(BARNESet al.2002 ; GHEDIRA et al.2009).

Familles de constituants

Constituants chimiques

chimiques

Neuromédiateurs Acétylcholine, histamine, sérotenahnoline acétyltransférase, leucotrién

®

Flavonoides 3-glucosides, 3-rutinosides du quekdéempférol, isorhamnétol.

. o Acide caféique et ses esters (acide caféyl-maljqedle chlorogénique,
Acides phénoliques

acide néochlorogénique.

Vitamines et Oligo- Acide ascorbique (vitamine C), riboflavine B2, tpbérol (vitamine E),

éléments vitamine K, pyridoxine B6, acide pantothénique B&iyre, zinc, nickel.

Chlorophylle (1 a 5%) : 75%-chlorophylle et 25%3-chlorophylle,

Pigments . .
carotene B-caroténe et xantophyles.

A Scopolétol, sitostérol, glycoprotéines, lipidegres, acides aminés libres,
utre
traces de nicotine, Huile essentielle, Tanins

1.3.2. Composition chimique de la tige
Les flavonoides sont la principale classe des pagpls dans la tige, en effet, ils
constituent 54.4 % du total de ces derniers. Ende d’'importance, la seconde classe est celle
des anthocyanes présente uniquement dans leseigés constituent 28.6% du total des
polyphénols de la tige (PINELIgt al.2008)

Tableau VI : Constituants chimiques de la tigaJdtica dioica(PINELLI et al.2008;
KOPYTKO et al 2011).

Familles de constituants chimiques Constituants chimiques

Acide chlorogénique
Acides phénoliques Acide 2-O-caféyl-malique
Acide p-coumarique

Rutine, Quercétine
3-O-rutinoside

Flavonoides Glucoside p-cumaryl
Kaempferol 3-O-glucoside

Isorhamnetine 3-O-rutinoside

1.3.3. Composition chimique des fruits
Selon WICHTL et ANTON (2003), les fruits murs remfeent environ 30% d’huile grasse
gui contient des acides gras représentés prinaygadepar I'acide linoléique (74-83%) et 0.1%
ded-tocophérol. Les analyses de la fraction lipidigies graines d’ortie indiquent la présence
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d’'une forte proportion d’acides gras insaturéssm@pécialement I'acide palmitique, et une
faible quantité d’'oméga-3 (YENE& al.2008).

Des polysaccharides formant des mucilages et det&oaides sont aussi présents tel que
la B-caroténe, lutéine et la violaxanthine (WICHTLAMTON. 2003).

1.3.4. Composition chimique des fleurs

A partir d’extraits méthanoliques de fleurdJdtica dioica CHAURASIA et WICHTL
(1987) ont isolés et identifies sept flavonoides :
» Kaemphérol-3-O-glucoside ;
= Kaemphérol-3-O-rutinoside ;
= Quercetine-3-O-glucoside ;
= Quercetine-3-O-rutinoside ;
» |sorhamnétine-3-O-glucoside ;
» |sorhamnétine-3-O-rutinoside ;
» |sorhamnétine-3-O-néohespéridoside.

De plus, on retrouve Ig-sitostérol ep-sitostérol glucosidet scopolétol dans les fleurs,
ainsi que dans le reste des autres parties deatdeplSelon AKBAYet al. (2003), I'acide
chlorogénique et I'acide caféyl-malique sont préselans les fleurs femelles.

1.3.5. Composition des poils urticants

Selon FLEURENTIN (2008), les poils urticants contient de I'histamine, de I'acide
formique, de I'acide acétique, de I'acétylcholide, I'acide butyrique, des leucotriénes, de la
5-hydroxytryptamine (sérotonine).

1.3.6. Composition chimique des racines

Les différentes études ont montré que les racieefemment de nombreuses molécules
appartenant a différentes familles chimiques (Tabl). Les polytostérols, les lignanes, les
polysaccharides et la lectinBrtica dioica Agglutinine(UDA), sont considérés comme le
principe actif des racines (CHRUBASHK( al. 2007).

La lectineUDA est présente uniquement dans les racines. C’estpatite protéine
monomerique, de faible poids moléculaire (8,5kDedmposée d'une simple chaine
polypeptide de 89 acides aminés avec une grandpogiimn de glycine, cystéine et
tryptophaneL'UDA est capable d'agglutiner les érythrocytes, quetpiee soit leurs groupe
sanguin, et elle est inhibée par les groupemerdasétyle-glucosamine (WICHTL et ANTON.
2003).
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Tableau V : Constituants chimiques des racinedrtica dioica(GHEDIRA et al. 2009).

Familles de constituants

chimiques

Constituants chimiques

3-B-sitostérols, campestérol, daucostérol,
sitostérol-3-D-glucoside,

Stérols . R _ ]
stigmast-4-éne-3-one, stigmastérol,
24-R-ethyl-5a-cholestang3ba-diol
(+)-néoolivil, (-)-sécoisolaricirésinol,

Lignanes déhydrodiconiferyl alcool, isolariciré sinol, pirgsinol,
3,4divanillyltétrahydrofurane
LectinesUDA Chaine polypeptidique unique samsysaccharides
Flavonoides Rutine, quercétine, p-hydroxylbenzalcool

Acides phénoliques

Acide trans-férulique (monome’rique),

acide ursolique, acide érucique

aotriacotane (alcane)

Coumarines Scopolétol
Triterpénes Acide oléanolique
Céramides

et acides gras

Acide a-dimerphecolique

Acide (10E, 122)-9-hydroxy-10,-12- octadécadiéneigacide
linoléique

Polysaccharides Glycanes, glucogalacturonanes, acide arabinogalkacta
Dérivés phénylpropaniques (alcool
homovanillique et son glucoside), diols
Autres

monoterpéniques et leurs glucosides,

p-hydroxybenzaldéhyde, tanins
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1.4. Activités biologiques dUrtica dioica

L’ortie dioique fut tres largement étudiée pour pespriétés meédicinales. Nos ancétres
consommaient déja l'ortie piquantes .Durant I'aniti€, DISCORDE fut I'un des premier a
parler des nombreux bienfaits (aphrodisiaques,étigues, laxatives, emménagogues, les
cataplasmes des feuilles écrasés contre les glamegeneuses, les ulcéres et les suppurations),
ces derniers fut confirmé par Galien 100 ans @ (BERTRAND. 2010).

Au 16°M¢ siecle, l'utilisation de la grande ortie se divieesa des fins industrielles :
fabrication de papiers, des vétements, créationsodges, de filet de peches. (MOUTSIE.
2002).

Au 19™M¢siecle, I'ortie piguante sera massivement cultig@as un but alimentaire (sous
forme de soupes, thés, salades), industrielgétpiour I'extraction de la chlorophylle qui est
employé comme un colorant alimentaire, des aroriéseg pour les dentifrices), cosmétiques
(sous forme de champoing car on lui attribue laacd@ de stimuler la croissance des cheveux)
et agricole. C'est a cette période que plusietusles scientifiques ont vu le jour pour
déterminer les bienfaits de I'ortie dioique, ertipatier avec le purin d’ortie, dont les premieres
études fut menée par les suédois en 1980. Actuetlierfiortie dioique est toujours utilisée
comme un engrais puissant. Il est également a qotés’est a cette période quédiica dioica
a été mentionné dans la lutte contre le cancer (KA. 2003 ; BINNS. 2006 ; BERTRAND.
2010; TISSIER. 2011).

Au 20 siecle, WASISCKY confirme I'action de la granddi®mdans le traitement du
diabéte (LARBET. 2011). En 1934, CREMER démontre peopriétés antianémiques et
reconstituent en mettant en évidence la prolifératies globules sanguins induite par cette
derniere. De méme, LECLEC s'intéressa aux vertusioséatiques de l'ortie dioique
(FLEURENTIN. 2008). Au début des années 1980 thsaient les racines de la grande ortie
dans le traitement de 'hypertrophie bénigne dertestate.

1.4.1 Activités biologiques des parties aériennesUitica dioica

De nombreuses études ont éte réalisées pour anlalyskfferentes propriétés des feuilles
d’'Urtica dioica Elles ont mis en évidence que ces feuilles p@sgedn grand nombre de
propriétés pharmacologiques.

1.4.1.1. Activité anti-inflammatoire

L’étude de I'extrait hydroalcoolique de feuilledtttica dioicaa démontré une réduction
dose-dépendante de la sécrétion de cytokines wit@ctnti-inflammatoire. Sur le plan
pharmacologiquen vitro, les dérivés de I'acide caféique et les extrajtdrdalcooliques de la
grande ortie inhibent la biosynthése des enzyrada dascade arachidonique, des métabolites
de leucotrienes et des prostaglandines impliques ldaprocessus inflammatoire (WICHTL et
ANTON. 2003; FLEURENTIN. 2008).

OBERTREISet al (1996) a montré que I'extrait éthanolique delfesid’Urtica dioica
inhibent,in vitro, les enzymes cyclo-oxygénases COX1 et COX2 quoseent en amant dans
la voie de I'inflammation et bloque ainsi la forneet de prostaglandines pro-inflammatoires.

Selon ROMBI et ROBERT (2006), I'extrait éthanoliqde feuilles d'ortie dioique
réduisait d'une facon significative les concentragidu facteur de nécrose tumoral@ NF-u)
et de l'interleukinel (IL-I), deux cytokines prdlammatoires dont la sécrétion dans le sang est
stimulée par des lipopolysaccharides. Cette expegiefut réalisée sur du sang humain
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provenant de volontaires sains. Apres 24 heuraxriaentration du TNlk-avait diminué de
51 % et celle de I'lL-I de 99,7 %, la concentratilenl’extrait test@st de 5mg/ml.

Dans plusieurs maladies inflammatoires, la trapsion du facteur nucléaire kappa B
(NF- kappa-B) est élevée et serait responsablexieréssion augmentée de certains génes pro-
inflammatoires. RHIEHEMANN (1999) a montr#y vitro, qu'un extrait aqueux de feuilles
d’Urtica dioicainhibe fortement I'activation du NF-kappa-B (progde la famille des facteurs
de transcription qui est impliqué dans la répons@unitaire et la réponse au stress cellulaire
dans plusieurs types de cellules, dont des lympgbeecy humains et des macrophages).
L’inhibition de I'activité du facteur de transcriph NF-Kappa-B participe a cet effet anti-
inflammatoire. Cette activation ne peut pas avein tar la dégradation de son inhibiteur, la
sous-unité IKappa-@8 est empéchée par les composés de I'extrait aqiietbe dioique (ces
composeées n'ont pas été identifiees). Ainsi, Inilgiur ne peut pas étre dégrade, il continue
d’exercer son action inhibitrice sur le NF-Kappa®e dernier étant inhibé ne peut pas
introduire I'expression des genes inflammatoires.

DAR et al (2013) et YANGet al. (2013) ont conclus que les résultats obtenu mar le
extraits dUrtica dioica sur les maladies inflammatoires et notamment laygotirite
rhumatoide serait due a la fois a I'acide caféique, flavonoides, aux polyphénols et a la forte
teneur en silicium.

1.4.1.2. Activité analgésique et anti-arthrosique

Une étude a été réalisée sur des souris pour évaasvité analgésique d'un extrait
agueux de feuilles d'ortie dioique. Aprés admiatgtn d'un extrait a la dose de 1200 mg/kg,
les souris montrerent une plus grande résistance &timulation thermique dans le test de la
plaqgue chauffante a 55°C, en prenant 190 % pluerdps a réagir par rapport aux animaux de
contrble. Le mécanisme de I'action analgésiqueliési I'effet de I'extrait de feuilles Wrtica
dioica sur la cascade arachidonique mais des études soorteenécessaires afin de pouvoir
clairement I'identifier.

Une étude réalisée par RAMN et HANSEN (1995) sgrpigients souffrant des douleurs
rhumatismales auxquels ont été administrées dessdpstidiennes de 1.54g d’extrait sec de
feuilles dUrtica dioica pendant 3 semaine8 l'issue de ce traitement il a été observé une
amelioration subjective de la symptomatologie rhiisnzale chez 70% des sujets.

1.4.1.3. Activité antiallergique

L’extrait aqueux des feuilles drtica dioicaa montréjn vitro, I'inhibition de plusieurs
evenements inflammatoire clés responsables degialesaisonnieres. Parmi ces mécanismes
on peut citer une action antagonisis-a-vis du récepteur H1 de I'histamine ainsi qu’une
inhibition de la tryptase des mastocytes respopsaie la dégranulation et de la libération de
nombreux médiateurs pro-inflammatoire responsabies symptdémes du rhume des foins
(éternuements, larmoiement, congestion nasalektiaié aqueux de la grande ortie inhibe
eégalement I'enzyme Hematopoietic prostaglandin Pplease (HPGDS) qui est une enzyme
importante de la voie inflammatoire puisqu’ellerpet la synthése de la prostaglandine D2 qui
est déterminante dans les maladies allergiques (MEXK et al. 2007).
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1.4.1.4. Activité diurétique

Le mécanisme de I'effet diurétiquelditica dioican’a pas été expliqué. Néanmoins, Il a
été démontré que les parties aériennestta dioicadéveloppent une action favorable sur la
diurese, accompagnée par une forte éliminatiorhftewres et d'urée.

TAHRI et al (2000) ont réalisé une étude sur des rats arseéghé/istar qui ont recu une
perfusion intraveineuse continue pendant 1,25 Isediten extrait aqueux des parties aériennes
d’Urtica dioica a une faible dose de 4 mg/kg/h, ou a une dose eéldee24 mg/kg/h. Les
résultats obtenus ont montré que la pression elte2ganguine est réduite proportionnellement
a la dose de perfusion de I'extraitiitica dioica (respectivement 15 et 38 %). Ces effets ont
été accompagneés par une augmentation corréléeddedse (respectivement 11 et 84 %) et de
la natriurése (la concentration en sodium (Na) deses pour une diurése donnée)
(respectivement 28 et 143 %).

La grande ortie est utilisée en thérapeutique ¢&mentaire dans les troubles de la

miction (WICHTL et ANTON. 2003).
1.4.1.5. Effet cardiovasculaire et hypotensif

Une étude a été réalisée sur le cceur et 'aortatdavec I'extrait aqueux des feuilles
d’ortie dioique. L’effet cardiovasculaire (prévemtide la thrombose artérielle) da a I'action
inhibitrice de I'agrégation plaquettaire, a étéeesdiellement attribué aux flavonoides présents
dans les feuilles tUrtica dioica Les flavonoides ont également inhibés l'agrégatio
plaguettaire induite par 'adénosine di-phosphAteR) et le collagéne (ROMBI et ROBERT.
2006).

Selon ces deux auteurs, I'extraitUdtica dioicaexerce une action vasodilatrice par la
libération de NO endothélial, I'ouverture des cangotassiques et une action inotrope
négative, produisant un effet hypotensif temporaire

1.4.1.6. Action antiulcéreuse
Les extraits aqueux d’ortie dioique ont eu unevéeétiantiulcéreuse efficace contre un
ulcére induit par I'éthanol et une activité anaigés efficiente contre une dilatation gastrique
générée par l'acide acétique, par conséquenteisent étre utilisés dans les thérapies contre
les ulcéres et les lésions de la muqueuse gas@UECIN et al 2003).

1.4.1.7. Action sur le profil lipidique

DAHER et al (2006) ont mené une étude sur les rats et onbatés les propriétés hypo-
lipidémiantes et hypocholestérolémiantes de I'éxaigqueux de feuilles Wrtica dioica Ces
derniers ont recu pendant 30 jours un extrait aqueul’ortie dioique et ont recu un régime
alimentaire normal ou enrichi en graisse afin dléuleur profil lipidique sanguin. Il a ainsi
eté observé une diminution significative des taeX_BL Cholestérol, Cholestérol total, ainsi
gu’une diminution du ratio cholestérol LDL/HDL évaluation de I'activité des transaminases
(ALAT et ASAT) et de la Lactate Déshydrogénase ()@Hnontré qu’aucun dommage au foie
ne s’est produit durant I'étude.

1.4.1.8. Activité antiasthénique
Une étude multicentrique portant sur des sujetsgmt@nt un état asthénique a montré
une réduction progressive et constante de tousyhaptomes de I'asthénie chez I'étre humain.
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L’efficacité de l'extrait aqueux de feuilles Wrtica dioica testéa été jugée bonnepire
excellente pour 79 %es sujets, avec 93 % de bonne tolérance a I'eXTlaSSIER. 1994).
Selon DAHOUT et WUYTS (1991), lortie dioique détdrait ses propriétés
antiasthéniques de ses vitamines A, B2, B5, C,,BeK minéraux (magnésium, soufre,...), ses
acides aminés essentiels et ses principes antignémfer, acide folique et chlorophylle.

1.4.1.9. Activité antioxydant

Les qualités antioxydantsdftica dioicaont pu étre mises en évidence. Ce pouvoir se
révéle efficacevis-a-visde différents systémes oxydatifsvitro (CETINUSet al. 2003). Les
composants phénoliques apparaissent comme respesdaly'activité antioxydant des extraits
d’ortie dioique. Les divers mécanismes antioxyddetses extraits peuvent étre attribués a leur
forte capacité a donner de I'hydrogene, a leur cépa chélater les métaux et leur forte
efficacité a piéger le peroxyde d’hydrogéne et ragdicaux libres (GULCINet al 2003 ;
TOLDY. 2005).

Il a été démontré qu'un régime complémentaire & luhsrtie dioique chez des rats
soumis a une activité physique telle que la nagengiait de protéger leurs cerveaux en
diminuant les niveaux d’espéces réactives de I'ergget en augmentant l'activité de liaison
de I'ADN par NF-Kappa B (TOLDYet al. 2005 ; GHADIRAEet al. 2009).

1.4.1.10. Activité antimicrobienne
Des études ont montré les propriétés antimicrolgigmtes feuilles tUrtica dioica Les
constituants chimiques tels que les flavonoideslaides et terpenes sont actifs contre une
large gamme de bactéries, levures et champignoAR @ al 2013; SALEHZADEH et al
2014). Selon GULCINt al (2003), I'extrait aqueux des feuilledtitica dioicaest actif contre
Streptococcus faecaliStaphylococcus aurepBseudomonas aerugingsaandida albican®t
Escherichia coli
1.4.1.11. Action eupeptique
L’ortie dioique est largement astringente par Espnce des tanins. En conséquence, la
grande ortie améliore I'absorption intestinale, npeftant ainsi de lutter contre la fatigue
chronique. Elle peut étre utilisée comme anti-tiéigue, son action au niveau digestif est
encore mal connue.
L’ortie dioique joue un role important dans la gétion de maladies chroniques du
colon, elle est utilisée comme complément deseirants classiques (KONRA& al 2005 ;
BAGHAEI et al.2010).

1.4.1.12. Activité anti-hyperglycémiante
Selon BNOUHAMet al (2003), I'extrait aqueux d’ortie dioique ne passgas d’activité

hypoglycémiante, mais qu’il a plutét un effet amyperglycémiant. En effet, il va diminuer
I'absorption du glucose au niveau intestinal. Letse d’effet hypoglycémiant de I'extrait dans
un diabéte induite par alloxane chez un rat quueshodeéle de diabéte avec hypo-insulinémie
démontre que cet extrait peut agir sur I’homéostdsiglucose de fagon extra-pancréatique, ce
qui indique que la présence d’'insuline est nécaesgaiur permettre I'activité hypoglycémiante
de l'ortie dioique. Cette étude a démontré queti€odioique inhibe de fagon significative
'absorption de glucose dans l'intestin gréle cleerat anesthésié.

1.4.1.13. Activité immun-modulatrice
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AKBAY et al. (2003) ont réaliséen vitro, une étude qui a mis en évidence l'activité
immuno-modulatrice de la fraction flavonoique tetdes parties aériennes de I'ortie dioique
(notamment du rutinoside de quercétine, du rutdede kaemphenol et de I'isorhamnetine-3-
0-glucoside). Ces flavonoides agissent en stimutamrolifération des lymphocytes et en
inhibant la production de NO, ce qui est lorigires effets anti-inflammatoire et
immunostimulantes d’ortie dioique (HARPWET al. 2005; ROMBI et ROBERT. 2006).

KAVALALI (2003) a démontré que I'extrait aqueuxUdftica dioicapossede une activité
sur les cellules leucémiques de la souris, et gua@me extrait a également montré une grande
activité dans une culture de myélomes (tumeursgmed de la moelle osseuse).

1.4.2. Activités biologiques des racines drtica dioica

1.4.2.1. Activité anti-tumorale

KONRAD et al (2005) ont mené une étude sur l'effet antipradifié d’'un extrait

méthanoliques des racines d’ortie dioique sur diigles humaines cancéreuses de la prostate.
Un effet antiprolifératif de I'extrait a ainsi é@servé sur des cellules épithéliales prostatiques
(LNCAP) durant 7 jours, alors que la croissance aidhiles stroma est restée inchangée.
L’inhibition était temps-dépendante avec un maxinaerréduction de la croissance (30%).
Aucun effet cytotoxique de I'extrait n’a été obseau cours de I'étude.

1.4.2.2. Activité Antifongique

Des études ont démontré queDA posseédait une activité antifongique et qu’elld agi
synergie avec la chitinase et inhibe la croissafocgyique. La croissance de plusieurs
champignons pathogénes et saprophyBedrytis cinerea, Collectotrichum lindemuthanium,
Phoma betae, Phycomyces blakesleeanus, Septor@umgd Trichoderma hamatyna été
inhibée in vitro par un extrait de racines d’odieique(HADIZADEH et al.2009).

1.4.2.3. Activité antivirale

Les lectines végétales sont supposées conféreffetnaativiral en interférant avec la
fusion du virion a la membrane cellulaire ciblengii il a été démontrén vitro, que ITUDA
inhibe I'effet cytopathogéne induit par le VIH dgoé 1 et 2, le cytomégalovirus, le virus
respiratoire syncitial et le virus influenza A.UDA lié a la N-acétylglucosamine est avérée
étre un potentiel inhibiteur de la formation d'ymeitium (jonction) persistant entre le VIH-1
et VIH-2 et les cellules CD4+ et abroge efficacetartapture et la transmission du VIH par
les lymphocytes T (ROMBI et ROBERT. 2006).

1.4.2.4. Action sur I'hypertrophie bégnine de la postate

De nombreuses études ont démontré l'intérét deatene d'ortie dioique dans le
traitement des symptémes de I'’hypertrophie béndméa prostate. L'ortie dioique se montre
efficace grace a ses propriétés antiproliférativps, se caractérisent entre autre par une
inhibition des facteurs de la croissance, ainsuge’inhibition de I'enzyme aromatase et une
interaction avec sex hormon binding globulin (SHR®)protéine de transport des hormones
sexuelles.

L'aromatase est une enzyme clé du métabolismetéexides, elle intervient dans la
conversion de la testostérone en cestrogenes. Ageg le rapport androgenes/cestrogenes dans
le sang et la prostate tend en faveur des cestregenac, l'inhibition de I'aromatase conduit a
une diminution des taux d'cestrogenes, et donc @iourfluencer sur la taille de la prostaim
1995, GANBER et SPITELLER ont étudié les extraittimanoliques de racines d'ortie dioique
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pour leur effet inhibiteurjn vitro, sur l'aromatase. L'inhibition de l'enzyme étadtedtée
seulement aprés séparation par chromatographiesfteds inhibiteurs sur I'aromatase ont pu
étre démontrés pour une variété de composés appatta différentes classes. Ces composés
sont les suivants: le secoisolariciresinol, |'aaiianique, I'acide ursolique, l'acide (92, IIE)-
13-hydroxy-9, 11-octadécadiénoique et le 14-octauals

La SHBG est une protéine plasmatique qui se liehaumones sexuelles (cestrogenes et
androgenes) et régule ainsi leur fraction libreplatique. Elle possede aussi des sites de liaison
pour les récepteurs membranaires situés danssle piostatique et I'endométien 1983,
SCHMIDT et ses collaborateurs ont montré que lakithanolique de racine d’ortie inhibe
de fagcon compétitive la liaison de dihydrotestastéraux SHBG. Les constituants de I'extrait
responsables de cet effet ont été identifiés, né des molécules appartenant a la famille des
lignanes dont le sécoisolaricirésinol et le néadblibeux molécules obtenues apres
transformation du sécoisolaricirésinol par la floeetérienne intestinale, a savoir I'entérodiol
et I'entérolactone, montrent finalement une effigaplus importante que le constituant dont
elles dérivent (DIEDERICHS. 2005).

Certaines études réalisées chez I'animal indiqgeatdes préparations a base des racines
d’'ortie dioique peuvent inhiber 'augmentation dallé de la prostate. Les composeés
responsables de l'effet n'ont pas encore été charg identifiés. Au niveau cellulaire, les
extraits dUrtica dioicasemblent inhiber la prolifération et le métaboliste#ulaire, et cela se
refléte sur le plan histologique par 'augmentatéhn volume des noyaux cellulaires. Dans
'ensemble, les données ne sont pas encore cometuahle mécanisme de l'effet n'est pas
claire (CHRUBASIKet al 2007).
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1.5. Les champignons endophytes

Les champignons sont des étres eucaryotes, héigines, unicellulaires ou filamenteux,
sans organisation tissulaire (LUTZOBH al.2004).

Une caractéristique majeure des champignons estntede de reproduction, ils se
reproduisent soit sexuellement, soit de facon a&sexyuar un grand nombre de spores, ce qui
représente le principal critere de leur classiiwat(TABUC. 2007).

1.5.1. Généralités sur les champignons endophytes

Les champignons endophytes sont des microorganiganeslonisent les tissus végétaux
sains. lls exhibent généralement et typiguement vi@aliscrete le plus souvent entiére et
guelques fois partielle avec la plante hote pdoidés d'une relation symbiotique, plusieurs
especes fongique endophytes colonisent les plédtes al.2010 ; KUMAR et HYDE. 2004).

Les endophytes peuvent également protéger la ptamtre de nombreuses menaces
biotiques et abiotiques (AZEVEDE al. 2000). lls colonisent les espaces intercellutagiasi
que l'intérieur des cellules du xyleme et le phle¢®IEBER. 2002).

Il est de plus en plus d'efforts pour caractémgadentifier les champignons endophytes
isolés a partir de plantes médicinales. De nomleeéiides ont montré que certaines propriétés
meédicinales des plantes peuvent étre liees a daspmnons endophytes hébergés par ces
plantes (AZEVEDGetal. 2000).

1.5.2. Diversité des champignons endophytes

La diversité des champignons endophytes est éleaésx; de nouvelles especes de
champignons encore non décrites (ALBRECTS&NIL 2010). Les champignons sont associés
a des végétaux depuis plus de 400 millions d'anflRBENGS etal. 2007). La spécificité des
champignons endophytes a I'égard de la plante-bgtteléterminée par plusieurs facteurs tel
gue les régulateurs de nature chimique, le génatgpEhdte, la période de I'année et des
facteurs physico-chimiques environnants (T@ThaL 1992).

» Répartition et abondance au sein des phytotaxons

La colonisation des membres du regne des Plantepathampignons endophytes est
ubiquiste. Ces organismes furent découverts poupréamiere fois chez les graminées
fourragéres par DE BARY en 1866. Des lors, ce gedopgique fut caractérisé chez une large
gamme de phytotaxons, non seulement chez les gegioss, dans lesquels sont rangeés la
majorité des especes, mais également chez les esogsKUCSet al 200), les fougeres (SUN
et al 2011), les plantes arbustives (BARR@#\&al. 2004), les plantes a feuilles caduques, des
coniféres (DECKERT. 2000), et les lichens (Set\al. 2011).

Les communautés d’endophytes peuvent varier spatait dans de nombreux types de
plantes (KUMAR et HYDE. 2004). Chaque plante deslgues 270.000 espéces de plantes
existantes sur terre est I'n6te d'un ou plusiendsghytes (HYDE et SOYTONG. 2008).

» Diversités des champignons endophytes aux seinsfdailles

Les champignons endophytes semblent étre tressdiesr dans un large éventail
d'Angiospermes tropicales (ARNOLBt al 2001). Toutes les feuilles de ces especes
contiennent des champignons endophytes (PETEBiIEL 1982). lls sont cosmopolites, c’'est
le type de colonisation prédominant de ce groupes genresNeotyphodium Epichlog,
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Lophodermium, Phialophorat Rhabdoclinessont cités a titre d’exemples (STONIE al
2004).

Par ailleurs, dans les feuilles, il peut y avas &ariations des champignons endophytes
entre le pétiole, le limbe et la nervure médiar@HBLZ. 1993), mais aussi entre les types de
cellules (PETRINI. 1992 ; TOOFANEE et DULYMAMODE. 2002).

Les endophytes sont plus fréquents dans les nenatiies pétioles que dans les tissus
internervaires. Les endophytes du limbe de lalleede Licula Ramsayont tendance a se
concentrer dans la nervure de la feuille (TOOFANEBPULYMAMODE. 2002).

1.5.3. Transmission des Endophytes

Les endophytes possédent deux modes de reprodutiompremier se fait par la
croissance végétative des hyphes qui est complateméerne (transmission verticale)
(SELOSSE et SCHARDL. 2007). Le second se failesaspores (transmission horizontale)
(CLAY et HOLAH. 1999).

» Transmission verticale(passage direct des plantes “parents” aux prafes].

Les champignons endophytes se transmettent a pagtida plante-hbte vers la
descendance. Les semences du végétal portentrédlees leur propre inoculum d’endophytes.
La transmission est effectuée généralement vimtawes végétatives du champignon (hyphes).
Ce mode de transmission est qualifié aussi de deptmn asexuée, connu notamment chez les
Graminées (FAETH. 2002).

» Transmission horizontale

Elle s’effectue entre les plantes de la méme espédéespeces différentes via les spores.
Ces spores sont déposées sur les différentesgpdntieégétal, en particulier les feuilles. Sur le
cacaoyer Theobroma cacgoon estime a plus de 10.000 nombre moyen de spl@gosées
quotidiennement sur une feuille bien déyeloppéeN®RD et al. 2001 : LUIS. 2008).

(i ) ' Transmission
i horizontals:
0 E o

Transmission (ii) parlessporss

verticals wvia l=s
grainss

} p :
‘y — — ‘

. asexpsss

Figure 11 : Cycle de vie et mode de transmission (verticaleeizontale) du champignon
endophyteNeotyphodiunsur son hété&estuca arundinaceaéSAIKKONEN et al. 2004).
1.5.4. Réles de mycoendophytes
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L’'ubiquité et I'hyper diversité des mycoendophysepposent que ces derniers peuvent
jouer des roles extrémement importants dans letitomement des écosystémes, ainsi il est
probable que leurs actions au sein d’un biotop@éaont multiples (CLAY et HOLAH. 1999).

Les endophytes vivant asymptomatique dans lesstiggégétaux ont été trouvés dans
presque toutes les plantes étudiées (SCHetlal 1993). lIs jouent un réle important dans les
activités physiologiques des plantes hétes quuémt sur la mise en valeur du stress, les
insectes, les nématodes et la résistance aux real@dARROLL. 1986). lls constituent une
source précieuse de métabolites secondaires Béctiet al. 2000 ; STROBEL. 2002) et
seraient une source de nouveaux médicaments dtamger biotechnologique et des
programmes de gestion des maladies des plantesMBZP et al. 2000).

En contrepartie de la nutrition offerte par la péahote, les champignons endophytes
conférent a cette derniére la capacité de mainetrdtaméliorer ses performances biotiques,
méme sous des conditions écologiques séveresa pestection contre beaucoup de ravageurs
et d’agents phytopathogénes et méme contre desifaale stress abiotiques (stress hydrique,
salin, radiatif, pollution,...) (CARROLLD.1986 ; RODBUEZ etal. 2004).

% La croissance

Plusieurs études suggéres que les plantes cudtissscertains champignons endophytes
produisent une grande biomasse, et ont une résesgartrue aux agents pathogenes (STOVAL
et CLAY. 1988 ; CLAYetal. 1989). Dans ce contexte de bio-protection étéaconstaté que
les plantes colonisées par ce groupe fongique \sglafipent mieux, ceci est dd en partie a la
synthese de certaines types de régulateurs de@nais qui sont des molécules essentielles pour
la croissance, le développement et la défense ldesep tels que l'acide 3-indolacétique,
cytokinines, et les gibbérellines qui sont impligaédans une multitude de procédés de
développement chez la plante, tels que la croigsaeltulaire, dominance apicale, initiation
des racines adventives et latérales, différenciatellulaire vasculaire, développement des
étamines et résistance aux stress biotiques dicqu®s (TAN et ZOU. 2001).
+» Ecologie et agriculture

Les champignons endophytes jouent un role détamhien matiere d’assimilation des
eléments minéraux (N et P notamment), et ils estahpacités de fixation d'azote des plantes
hotes (MALINOWSKI et BELESKY. 2000). lls participerau maintien de I'équilibre
écologique en libérant dans l'environnement, airpdét la matiére qu'ils décomposent, du
carbone et des sels minéraux (RODRIGUE AL 2004).

Les arbres peuvent également bénéficier de la mréséd'endophytes, car ces derniers
limitent la croissance et la survie des insectbiliores (FAETH et HAMMON. 1997), ou
augmentent la résistance pathogene a I'hote (MIMEIER et al 1999).

% Production de métabolites secondaire

Les mycoendophytes sont considérés comme un inmporéservoir de nouveaux
meétabolites secondaires bioactifs (TAN et ZOU. 20@oduisant le plus grand nombre de
meétabolites secondaires par rapport aux autregar@é de microorganismes (ZHANS? al
2006), ainsi qu’une grande diversité structuralmpe@nant des alcaloides, stéroides, peptide,
terpenoides, isocoumarine, quinone, phenylpanoidegianes, phénols, acide phénoliques,
composés aliphatiques, lactones et autres (SURYAAMYRNAN etal. 2002). Ces substances
naturelles produites par les champignons endoplpdssédent un large spectre d’activité
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biologique (ZHANG et al 2006), comprenant des composés antibiotiquesfoagigues,
antiviraux, immunosuppresseurs, agents anticancgm@autioxydants, insecticides et autres
substances bioactives (STROBELal 2004 ; STROBEL et DAISY. 2003).

Tableau VIII : Liste de quelques mycoendophytes producteursédabmlites secondaires
dans leur plante hote (SACHIN &t 2013).

Plantes hotes Métabolites

Champignons endophytes

Taxomyces andreanae Taxus brevifolia taxol
Enterophospora . .
: Phosp Nothapodytes foetida| campotothecin
infrequens

Apodytes dimidiata
Sinopodophyllum

Fusarium solani campotothecin

[ Pedophyllotoxin
Altenaria sp hexandrum phy
Fusarium sp Sabina recurva Pedophyllotoxin
Altenaria sp Catharonthus roseus Vinblastine
Fusarium oxysporum Catharonthus roseus Vincristine
Chaetimium oxysporium | Hypericium perforatum Hypercine
: Paripolyphylla . :
Cephalosporiem sp POypny . Diosgenin
var.yunnansis
Acremonium sp Hyperzia serrata Hyperzine A
. . Dysoxylum -
Fusarium proliferatum ySOxy Rohitukine

binecatariferum

Eupenicillin parvun

Azadirachta indica

Azadirachtin
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2. Partie expérimentale
2.1. Matériel et méthodes
2.1.1. Matériel
2.1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles dUrtica dioicaont été récoltées en mois de Janvier 2016, dargian de
Larbad Nath Irathen (figure 12), située a 30 knestlde Tizi-Ouzou par NF SALMI D.,
maitre-assistant B a I'université Mouloud MAMMERIes feuilles ont été identifiées paf'M
SMAIL-SAADOUN N., Professeur a l'université MouloMAMMERI. Ensuite, ces feuilles
ont été nettoyées, séchées et broyées. La pohtineus a été stocké a I'abri de la lumiere.

Université de [NiZ} 1
Tizi-Ouzou
vazal vi74)

Tizi Ouzou (N12 |

[N12 |
” = ) | N12 | Vw1so|
959 S 2 : -
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Beni Yenni
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Figure 12 : Carte géographique de lieu de la récolte Larbdh Mathen.

2.1.1.2. Microorganismes
+* Staphylococcus aureuS.aureus

Les espéceStaphylococcus aurewsont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 ani. Elles sont regroupées en diplocoques ou ers@etias (grappe
de raisin). Ces bactéries sont immobiles, aspasuléabituellement sans capsule. De
nombreuses souches 8&phylococcus aureysoduisent un pigment jaune doré d’ou leurs
nomination les staphylocoques dorés (PATRIEKal. 1988). Staphylococcus aureusst
'espece la plus pathogene du geBtaphylococcusElle est responsable d'intoxications
alimentaires, d'infections localisées suppuréesdans certains cas extrémes, d'infections
potentiellement mortellesS. aureusest aussi responsable de meéningite et d’ostéomayeéli
(STEVENet al.2004).
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Le support bactérien est constitué par neuf soudd8saphylococcus aureudont, une
souche de référence Methicillin-SusceptiBtaphylococcus aure (MSSA) :
= Staphylococcuaureus ATCC 25923.

Et trois souches Methicillin-ResistaBtaphylococcus aureiMRSA) de référence :

= Staphylococcus aureusTCC 43300 ;
= Staphylococcus aureusGA251,
= Staphylococcus aureusIU50.

Et cing souches multi-résistantes isolées a pddir’ben et du lait cru de vache,
identifiées et aimablement fournies palf MTOUCHE Y., maitre-assistant A a 'université
Mouloud MAMMERI. Ces souches sont des MRSA et ténisface aux antibiotiques suivant
: pénicilline ; ampicilline ; oxacilline, céfoxiten; augmentin ; acide nalidixique ; tétracyclines
; ofloxacine ; norfloxacine.

Staphylococcus aureus Siélé a partir du lait cru ;
Staphylococcus aureus SBblés a partir du I'ben ;
Staphylococcus aureus S6lés a partir du I'ben ;
Staphylococcus aureus S1@blé a partir du lait cru ;
= Staphylococcus aureus S1i8blé a partir du lait cru.

+» Champignons endophytes
Les mycoendophytes isolés a partir de feuillésrtica dioicaparM™¢SALMI D.

2.1.1.3 Appareillages
Etuve a 37°C (memmert) ;
Balance (Denver instrument);
Balance de précision (Kern EW) ;
Bain-marie (memmert) ;
Vortex (Heidolph BIOBLOCK SCIENTIFIC) ;
Agitateur magnétique (VariMAG electronicrihrer) ;
Rotavapeur (Stuart) ;
Lyophilisateur a plaque (BETA, Allemagne) ;
Spectrophotométre UV-Visible (Medline) ;
Centrifugeuse (SIGma 4-16 k) ;
Autoclave (Pb international) ;
Plaque chauffante (SANOclav) ;
PH metre (Hanna instruments) ;
Microscope optique (hund WETZLAR).

2.1.1.4. Solvants organiques
Chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol.
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2.1.1.5. Milieux de culture
Suivant les méthodes employées, et selon les ssucbas avons utilisé les milieux de
culture suivants :
= Mueller Hinton (MH) ;
= Mueller Hinton bouillon (MH b) ;
= Brain Heart Infusion (BHI) ;
= Brain Heart Infusion bouillon (BHI b) ;
= Potato Dextrose Agar (PDA).

2.1.1.6. Réactifs et produits chimiques

Le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPHse)hydroxytoluene butylé (BHT) ;
vitamine C ; quercitine ; chlorure de fer (FECI acide trichloroacétique (TCA) ; Ferrocyanure
de potassium ¥e(CN)s; Tampon phosphate (PBS) : [phosphate de potassionobasique
(KH2PQy) + le phosphate de sodium dibasiquexiQy)].

v Autre : chloramphénicol ; eau distillée ; le diméthyle emifde (DMSO) ; Eau
physiologique.

2.1.2. Méthodes
2.1.2.1. Préparation des extraits végétaux

Les difféerents types d’extrait ont été préparésudipde la poudre des feuilleUrtica

dioica.
v’ Extraits aqueux

Les extraits aqueux des feuillesUdtica dioica L. ont été obtenus par trois
méthodes différentes (REBAY#t al 2015).
= Maceération aqueuse

La poudre d’ortie est mis a maceérer dans de I'estilléle a un rapport de 10g/100ml sous
agitation douce a l'aide d’agitateur magnétiquedaen 24 heures et cela a température
ambiante et a I'abri de la lumiere. L'extrait aguest récupérer apres filtration du mélange en
utilisant du papier wattman n°1l (filtration du lteit trois fois).L’'extrait aqueux macéré
(EAM) obtenu est lyophilisé. La poudre obtenuecestservé a 4°C.
= Décoction

L’extrait aqueux a été préparé a partir de 10galedpe des feuilles d’ortie dioique qui
ont été mélangé avec 100 ml d’eau distillé miailbr pendant 10 minutes sur une plaque
chauffante .Apres filtration (trois fois) a l'aidiel papier wattman n°1. La solution de I'extrait
agueux par décoction (EAD) obtenue est lyophilit@egpoudre obtenue est conservée a 4°C.
+* Infusion

Préparé a partir de 10g de poudre des feuilledie’droique, qui ont été mélangé avec
100ml d’eau distillée bouillante. Le mélange amié sous agitation magnétique pendant 30
minutes a l'abri de la lumiere. L'extrait est rééu apres filtration du mélange en utilisant le
papier wattman n°1(le mélange est filtré trois)fois'extrait aqueux par infusion (EAI) obtenu
est lyophilisé. La poudre obtenue est conservéCa 4°
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v Extraits par solvants organiques

L’extraction par solvant a été effectuée en utilisaois solvants a polarité différente en
suivant le méme mode opératoire. Ces solvants:dennhéthanol, le chloroforme et I'acétate
d’éthyle.

L’extrait par méthanol (EMET) des feuilles d’'orti@ique a été préparé a partir de 10g
de poudre des feuilles qui ont été mis a macéras d®0 ml de méthanol a température
ambiante et a I'abri de la lumiere, et cela sougn magnétique pendant 24 heures.

Le mélange a éte filtré trois fois en utilisant mapier wattman n°1. Le filtrat obtenu a été
évaporé a sec a l'aide du rota-vapeur. L'extraup&ré a été mis a I'étuve (40°C) dans un
cristallisoir pour faire évaporer le reste du saolvd 'extrait obtenu a été conservé a -20°C
jusqu'a l'utilisation (REBAYAet al 2015) (Figure 16). En suivant le méme protoctds,
extraits macérés dans le chloroforme (ECHL) e#&fate d’'éthyle (EACT) ont été préparés.

2.1.2 Activité antioxydant

Afin d’évaluer I'activité antioxydant des différengéxtraits, deux tests ont été réalisé dont
le premier est le test DPPH et le deuxieme estsedu FRAP.
2.1.2.2. Test de piégeage du radical libiePPH
* Principe

Selon SANCHEZ-MORENO. (2002), le DPPHe est un raditbre stable violet en
solution, il présente une absorbance caractéristipns un intervalle compris entre 512 et
517nm, cette couleur disparait rapidement lorsgquB®PPHe est réduit en diphényle picryl
hydrazine par un composé a propriété anti-radieglantrainant ainsi une décoloration.
L’intensité de la couleur est proportionnelle acpacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons.

On peut résumer la réaction sous la forme de I'égua

DPPH* + (AH) n > DPPH-H + (A*) n

Ou AH représente un composeé capable de céder waodgmkt au radical DPPHe (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazijaeiie) (BRAND-WILLIAM et al1995).

- - LA D

1
N- + Al —— NH e i

O>N NO> O:2N NO2
NO2 NO2
DPPH DPPH-H
Violet Jaune

Scheme 1 - Structure of DPPH before and after reaction with antioxidant (AH)

Figure 13 : Forme libre et réduite du DPPHRAND-WILLIAMS et al. 1995).
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* Mode opératoire

La méthode décrite par BRAND-WILLIAM®t al (1995) a été employée. 50ul de
I'échantillon a testés a différentes concentrati@s4, 10, 20, 30, 40mg/ml) sont mélangés
avec 2ml de la solution DPPHe a 4%. Le mélangéaéssté a I'obscurité pendant 30 minutes a
température ambiante, la lecture de I'absorbandaits& 517nm contre un blanc. Un contréle
négatif a été préparé en paralléle.

La méme expérience a été réalisée pour les ditieextraits d’ortie dioique (EAI, EAD,
EAM / ECHL, EACT, EMET) et les contréles positifeprésentés par la vitamine C, la
guercétine et le BHT ont également été conduitéfé@reintes concentrations (04 ; 10 ; 20 ;
30; 40mg/ml). Les essais ont été répétés 3 fois.

Les résultats ont été exprimés en tenant compgemeyenne de trois mesures obtenues.
Pour chaque extrait le pourcentage de réductioDRBHe a été déterminé selon la formule
suivante (YENet al. 1994) :

DPPH % = [(Abs control — Abs échantillon)/ Abs control] x 100

"= DPPH- (%) : Pourcentage de réduction du DPPHe.
= Abs control : Absorbance du control négatif a 517nm.
= Abs échantillon: Absorbance de I'échantillon a 517nm.

La courbe tracée selon les différentes concentratie I'extrait d’ortie, vitamine C, BHT,
et de la quercétine en fonction du % d’inhibitiom hdical DPPHe permet de calculer le
parametre 16 (concentration inhibitrice a 50%). Ce parametre d&ini comme étant la
concentration inhibitrice du substrat qui causepkxrte de 50% d’activité de DPPHe
(SAMARTH et al.2008).

2.1.2.3. Test du pouvoir réducteur sur le ferrocyanre de potassium
* Principe
La méthode est basée sur la réaction de réductioRet! présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium er’Eda réaction est révélée par le virement de ldezojaune
du fer ferrique (F&) en couleur bleu vert du fer ferreux tHe I'intensité de cette coloration
est mesurée par spectrophotométrie a 700nm. L'anigtien de I'absorbance correspond a
'augmentation de pouvoir réducteur des compossége

* Mode opératoire
Le protocole expérimental utilisé est celui d’OYAIZ(1986) ou : 1ml de I'échantillon &
différentes concentrations (0 ;3,5 ; 15; 22,5 ; 30 mg/ml) est mélangé avec 1ml d’une solution

tampon PBS a pH= 6,6 et 1ml d’'une solution de dgamure de potassiumzke(CN} a 1%.
Le tout est incubé a 50°C pendant 20min, puis idiféenla température ambiante. 1ml d’acide
trichloracétigue a 10% est ajouté pour stoppe&tion, puis les tubes sont centrifugés a
3000g pendant 10min. 1ml du surnageant est ajdlid d’eau distillée et 2Q0 d’'une solution
de chlorure de fer a 0.1%. La lecture de I'absorbase fait contre un blanc a 700nm a l'aide
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d’un spectrophotométre. L’augmentation de la dérgitique (DO) signifie une augmentation
du pouvoir réducteur du fer de I'’échantillon testé.

La méme expérience a été réalisée pour les ditleextraits des feuilles d’ortie dioique
(EAD, EAI, EAM, ECHL, EMET, EACT), et les contrdlgmsitifs représentés par la vitamine
C, la quercétine et le BHT ¢0,5; 3,75;7,5; 15 ; 20 pg/ml). Les essais ont été répétés 3 fois.

Pour comparer l'activité des différents extraitst@noins positifs, on a déterminé le
pouvoir réducteur P audéfinit comme la quantité d’'une substance en mgbul les extraits
et en pg/ml pour les témoins positifs, du volumreet®nnel qui donne une unité d’absorbance
de 0.5 a 700nm.

2.1.2.4. Activité antibactérienne des extraits drtica dioica

Pour évaluer I'activité antibactérienne des exdrdé feuilles dJrtica dioica nous avons
adopté la méthode de diffusion sur milieu géloséugisant les disques stériles en papier
wattman. Cette méthode est appelé aromatogramme.

Le principe de la méthode repose sur la diffusiorcdmposé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de pétri, avec création dhadlient de concentration, aprés un certain
temps de contact entre le produit el le microorgraei cible. L'effet du produit antimicrobien
sur la cible est apprécié par la mesure d’une gdnkibition.

» Meéthode de diffusion (Aromatogramme)

En suivant la méthode d’ADESOKAMLt al (2007), les extraits de feuillesUttica
dioicaont été préparés a une concentration de 40mghmsLite, des disques en papier wattman
sont imprégnés avec @0de chaque solution.

A partir de colonies jeunes de 18 heures, une sgg&pe bactérienne est réalisée dans
'eau physiologique stérile pour chaque souchetulthidité de cette suspension est ajustée a
'équivalent de 0.5 McFarland. L’ensemencementésadisé par écouvillonnage sur boites pétri
contenant la gélose MH. Un écouvillon est trempésda suspension bactérienne puis frotté
sur la totalité de la surface gélosée, de hautsreh stries serrées. L'opération est répétée trois
fois en tournant la boite de 60° a chaque foisailé d’une pince stérile, les disques imprégnés
d’extraits sont déposés délicatement sur la sudada gélose MH inoculée.

Les disques imprégnés des différents extraits sastite délicatement déposés a la
surface de la gélose MH, de méme, des disques ramite 'antibiotique chloramphénicol
(ttmoin positif) préts a 'emploi et des disquepidgnés de DMSO et d’eau distillée (témoins
négatifs) ont été déposés. Les boites de pétriisonbées a 37°C a I'étuve pendant 24 heures.
L’activité antimicrobienne est déterminée en mesuia diamétre de la zone d’inhibition
autour de chaque disque (DOUGHA®RIal 2007). Les tests ont été répétés deux fois.

» Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Deux méthodes ont été employées, méthode de dituén milieu liquide et méthode de
diffusion sur gélose.
» Méthode de dilution en milieu liquide

L’inoculum préparée dans du MHb standardisé a liédent de 0.5 McFarland est
distribuée dans une série de 3 eppendorf a rasd®@il par un. Ensuite, 250 des d’extrait
de concentration connue (a partir de la gamme deerdration de I'extrait) est additionné dans
chaque eppendorf contenant b@e MHb. Nous avons obtenus a la fin une séripmbadorfs
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avec différentes concentrations des extraits. Apnesbonne agitation, les tubes sont incubés
a 37°C pendant 24h.

En paralléle nous avons préparé pour chaque caatient de chaque extrait, un tube
contréle négatif, contenant que le milieu de celtMHb et I'extrait, et un tube de contréle
positif, contenant que I'inoculum bactérien et |&l

La lecture des résultats est effectuée par congmrade la turbidité des tubes
expérimentaux avec les tubes témoins. La croissdasebactéries se traduit par un aspect
trouble du milieu de culture. Par contre, le milimste limpide en cas d’inhibition de la
multiplication bactérienne (COURVALINt al 1987).

La concentration minimale inhibitrice corresponié @lus faible concentration d’extrait
ne donnant pas de croissance visibés tests ont été répétés deux fois.

= Méthode de dilution sur gélose

La méthode de COURVALINt al (1987) a été utilisé. Différentes dilutions degaits
maceéreé dans un solvant (ECHL, EMET, EACT) ont é&&paré (1Q 20 ; 30 ; 40mg/ml). Des
disques de papier wattman stériles de 6mm de diansent imprégnés par 20ul d’extraits
préalablement dissouts dans le DMSO.

A Tl'aide d'une pince stérile, les disques sont d&soa la surface d’'un milieu MH
ensemencé par une suspension microbienne, d'unsitéeoptique équivalente a 0.5
McFarland. Aprés diffusion, les boites sont incubéendant 24 heures a 37 °C. Aprés
I'incubation I'effet des extraits se traduit papparition autour de disque d’'une zone circulaire
transparente correspondant a I'absence de la anmissPlus le diamétre de cette zone est grand
plus la souche est sensible a I'extrait. Les tast®té répétés deux fois, des disques imprégnés
de DMSO ont représenté le témoin négatif.

La concentration minimale inhibitrice corresponia @lus faible concentration d’extrait
qui provoque I'apparition d’'un spectre d’inhibitian une zone d’inhibition.

2.1.2.5. ldentification des mycoendophytes

La classification actuelle du régne des Champignstappuie sur des critéres
morphologiques et sur le mode de reproduction. EBé pratigue, mais insatisfaisante
(CORDIER. 2012).

Les champignons sont identifiés par la méthode hwggique ou bien génotypique
(moléculaire) (WEISS al. 2004). L'identification des champignons endophyselés a partir
d’Urtica dioicaest effectuée suite a une observation moyennanticnoscope optique, en se
basant sur les caractéres morphologiques des hygb&onnement, coloration) et des formes
reproductrices (formes et couleurs des sporesjlét@rmination est optée a I'échelle du genre
car il est difficile de caractériser I'espece fang en se basant sur les données morphologiques
uniquement.

> ldentification macroscopique
» Description des colonies
Texture
v’ laineuse : mycélium aérien abondant ;
v duveteuse : mycélium aérien court ;
v/ poudreuse : mycélium aérien produisant de nombserm@dies créant une surface
d'apparence poudreuse semblable a du sucre odatnk;
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v glabre : mycélium aérien peu abondant avec sutisse

Couleur : surface, revers, pigment diffusible ;

v brun, gris, noir = champignon dématié ;

v blanc ou autre couleur (rouge, vert, jaune, maete) = champignon hyalin.

> ldentification microscopique

Nous nous sommes referees pour l'identification ditférents articles qui ont traités les

Deutéromycetes et leurs caractéristiques.
Pour I'examen des structures microscopiques, iliguade s’intéresser aux :

v' hyphes : septés, non septés, larges, étroits ;
conidiophores: absents, simples, ramifiés ;
cellules conidiogénes: annellide, phialide... ;
conidies: uni- ou pluricellulaires, solitaires,a@nas ou en chaines, forme (ronde, ovale,
en massue...) (LANIERt al. 1978).
2.1.2.6. Activité antibactérienne des champignonsidophytes
* Principe

On a étudié I'activité antibactérienne des chammigrendophytes en utilisant la méthode

de double culture de diffusion sur gélose. Desudisgles champignons agés au moins de trois
semaines ont été testés contre 9 souch8sagdnylococcus aureuSette technique a été décrite
par DEVARAJU et SATISH en 2011. Le principe de lathode repose sur la diffusion du
composé antimicrobien (métabolites secondairesl@spignons) en milieu solide dans une
boite de pétri, avec création d’'un gradient de eatration, apres un certain temps de contact
entre le produit et le microorganisme cible. L'éfflei produit antimicrobien sur la cible est
apprécié par la mesure d’une zone d’inhibitionarcfion du diamétre d’inhibition.

ANEANERAN

* Mode opératoire

L’inoculation de la gélose se fait par une suspenbactérienne préparée a partir d'une
culture pure et jeune de 18 heures dans I'eau plogsgue stérile. L’'opacité de la suspension
bactérienne doit étre équivalente a 0.5 McFarl&rehsemencement des milieux se fait par
écouvillonnage des boites de pétri cloisonnéesétbuvillon est trempé dans la suspension
bactérienne, puis I'essorer en pressant fermenuertd paroi interne du tube. L'écouvillon est
frotté sur la totalité de la surface gélosée, de ba bas en stries serrées. L’'opération est répété
3 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.

Des disques de 6mm de diametre des champignonspséparés a l'aide du bout
cylindrique stérile d’'une pipette pasteur, et éefartir d’une boite pétrie qui contiens la culture
du champignon dans un milieu PDA. Ensuite, cesudisgont été déposés sur la gélose
ensemenceée a l'aide d’'une pince stérile. Les beitas ensuit incubée a 37°C pendant 24h.

L’activité antibactérienne est déterminée en medueadiametre de la zone d’inhibition
autour de chaque disque. Les tests ont été régetgsfois.

L Analyse statistique :
Les résultats obtenus suite a I'évaluation deiViétantioxydante et antibactérienne sont
analysés statistiquement. lls subissent une ANO\@&@x facteurs. L’analyse de la variance
(terme souvent abrégé par le terme anglais ANOVMNalysis Of VAriance) est un test
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statistique permettant de vérifier que plusieutsaétllons sont issus d'une méme population
et/ou présentant des différences. Ce test s'agplioisque I'on mesure une ou plusieurs
variables explicatives catégorielles (appeléessalacteurs de variabilité, leurs différentes
modalités étant parfois appelées « niveaux ») qtide l'influence sur la distribution d'une

variable continue a expliquer. On parle d'analysm dacteur, lorsque I'analyse porte sur un
modele décrit par un facteur de variabilité, d'gsal & deux facteurs ou d'analyse
multifactorielle.

Dans cette étude, ce traitement statistique elssééaur ordinateur en utilisant le logiciel
STATISTICA version 7.1. La variable mesurée prisecempte est le pouvoir antioxydant et
le pouvoir antibactérien mesuré. Pour le pouvotibactérien, les deux facteurs étudiés sont
les souches bactériennes (les champignons) etiléatee facteur est les extraits contre un seul
facteur quantitatif qui est le pouvoir antibactérie
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2.2. Résultats et discutions
2.2.1. Evaluation de I'effet antioxydant des extras d’Urtica dioica

L’évaluation de I'activité antioxydante est nécéssaent réalisée par au moins deux
méthodes différentes (WONG et KOH. 2006).

* Test de piégeage du radical libre 1,1-diphenyl-2-piylhydrazyl radical (DPPH)

Le test de DPPH fut I'un des premiers radicauxekbutilisés pour étudier la relation
structure activité antioxydante des composeés pires (Williamset al 1995).

L’activité antioxydante des extraits macérés dansalvant organique (EMET, ECHL et
EACT) et extraits aqueux (EAI, EAD et EAM) de fded dUrtica dioica et des témoins (Vit
C , BHT et quercétine) a des concentrations4§10 ; 20 ; 30 ; 40 mg/ml) vis-a-visdu radical
DPPH a été évaluée a l'aide d’'un spectrophoton@trsuivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur vigl2RBHe) a la couleur jaune (DPPH-H)
mesurable a 517 nm. Cette capacité de réductiateesiminée par diminution de I'absorbance
induite par des substances anti radicalaires (SC3R &l 1997).

Les profils d’activité anti-radicalaire obtenug(fre 14 et 15) révélent que les extraits
d’Urtica dioicapossédent une activité anti-radicalaire. Pour miaractériser ce dernier, les
ICs0 de chacun des différents extraits ont été déteasir(figure 20). Le taux d’inhibition
(98,42 + 0,014%) est obtenu pour L'ECHL suivi pas lextraits, Vit C, BHT, quercétine,
EACT, EMET et EAM (Figurel4) qui sont de 96, 95D;005%; 96,72 + 0,00%; 95,31 +
0,001%; 94.72 + 0,059%, 78,73 £ 0,004% et 57,05 + 0,100 % respectivement.

Les résultats présentés dans la figure 15 montpeeti’EAM posséde la valeur la plus
élevée (57,05 £ 0,100%), suivi par EAI et EAD gnt odonnés des pourcentages de 41,26 *
0,045% et 36,70 = 0,089% respectivement et somemaent inférieurs au pourcentage
d’inhibitions des témoins.

% d'inhibition DPPH

120
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Figureld: Pourcentage d’inhibition des extraits de fesilldJrtica dioicamacérés (EMET, ECHL,
EACT, et EMA) et les témoins (Vit C, BHT, et quetioé) en fonction de différentes concentrations.
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Figure 15: Pourcentage d’inhibition des extraits bruts agu@&AD, EAI et EAM) et des
témoins en fonction de différentes concentrations.

Quelques études antérieures ont également mongr€effet inhibiteur d’'un composé
peut servir comme un indicateur significatif de sotivité antioxydante. Une étude menée par
GULCIN et al.(2003), en travaillant sur I'extrait aqueusUdtica dioicg avait donné le résultat
suivant quercétine >Extrait aqueux > BHA avec 93%7% ; 32% respectivement a une
concentration de 60pg/ml.

La forte activité antioxydante des extraits macél@ss un solvant organique a déja été
signalée par AYTACet al (2012), en travaillant sur des extraits éthan@ides différentes
parties (graines, racines, fleurs, feuilledyuiica dioica qui avait donné un pourcentage
d’inhibition de 76,4% pour I'extrait éthanolique tuilles dUrtica dioica une activité plus
important que celle des témoins BHT, BHA ettocophérol avec des pourcentages
d’inhibitions de 66.2 %, 70.6 %, et 50.1 % respement

» Calcule de la concentration inhibitrice 1Gso

ICs0: il définit la concentration efficace du substoali cause la réduction de 50% du
DPPH en solution. Les valeurs desdCdes différents extraits ont été estimées ersatiti la
courbe de régression linéaire : y=ax + b.

La différence de l'activité est mise en évidenceuglisant ce parametre (¥ qui est
inversement proportionnel au potentiel anti-radical d'un antioxydant, une valeur di¢€
faible correspond a une activité eleyPRAKASH et al 2007.

Les valeurs des Kg représentés dans I'histogramme ci-dessus vaieit 534 mg/ml
pour la Vit C a 33,37 mg/ml pour 'TEAM. Les exttaEACT et ECHL ont exhibé la capacité
aréduire le radical DPPH avec des valeurs#d'#fteignant 10,7 et 16,3 mg/ml respectivement.
L’EAI est le deuxieme systeme approprié avec G@esde 22 ,31mg/ml, suivi de 'TEMET avec
ICs0 de 23,34mg/ml. Les valeurs dessdC@elatives aux témoins BHT et quercétine sont de
l'ordre de 14,7 etl5, 24 mg/ml respectivementctilaté anti-radicalaire la plus faible a été
enregistrée dans les extraits 'EAD et 'EAM aveesdlGo de 25,64 et 33,37 mg/ml
respectivement.
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Figure 16: ICso des différents extraits et témoins.

Ces résultats montrent que les extraits obterers@es solvants organiques sont meilleur
pour I'extraction d'antioxydants a partir de feedl dUrtica dioica. De ce constat, nous
pouvons dire que les métabolites secondaires seiilus solubles dans les solvants que dans
de 'eau, de méme ['utilisation de différents solts a polarité différente permet de séparer des
composeés selon leur degré de solubilité dans leasbt’extraction. Pour les extraits aqueux,
en suppose que la méthode d'extraction, et lesygdres physicochimique (température, le
temps de I'extraction) influer elle-méme sur ledement d'extraction.

En effet, plusieurs études antérieures ont étésééas dans ce contexte, nous citons a
titre d’exemple, les résultats obtenues par KUKRt@I. (2012). lls ont signalés une d§€de
31,38 £ 0,102ug/g en travaillant sur I'extrait étbiue dUrtica dioica une valeur de 5,36 +
0,01 pg /g pour la vitamine C et 23,16+0,84 pgptur le BHT. Une autre étude menée par
KHARE et al.(2012), sur I'extrait hydroalcolique dttica dioicaavait donné des Kgde 88,33
+ 2,88 pg/ml pour I'extrait et 163 2,8 £ 0,62 pg /ml pour la vitamine C. Une auttalé réalisée
par MAVI et al 2004 ont signalés une 4§3le 1012 mg/l en travaillant sur I'extrait aqueux
d’Urtica dioica

En confrontant nos résultats a ceux trouvés paalésurs précédemment cités, lors de
leurs études faite sur I'activité antioxydante dgfais aqueux et par solvants organiques de
feuillesd'Urtica dioica Nous constatons que les valeurs de nesd@nt supérieures a celle
trouvées par ces auteurs. Ceci, on pourrait suppqsge l'activité antioxydante d’'un extrait
est un parameétre qui dépende fortement des conslitipératoires de I'extraction, et en
particulier de la nature et de la polarité du soly&n revanche, une abondance littérature
recommande l'association aqueux et solvant pouneitieur rendement.

En effet, I'étude de I'impact de la provenanceatee plante correspond a une approche
tres globale mettant en évidence l'impact d’'un dem® de facteurs environnementaux en
interaction. En I'absence de caractérisation cliquet des régions, il est difficile d'attribuer ces
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différences a tel ou tel facteur de I'environnenarien ou édaphique (DRAGOVIC-UZELAC
et al 2007).

Ainsi, tous les extraits étudiés possedent unevietanti-radicalaire concentration
dépendante, les extraits aqueux exercent une tacthins importante. De ce constat, nous
pouvons dire que les métabolites secondaires seiilus solubles dans les solvants que dans
de 'eau, de méme ['utilisation de différents solts a polarité différente permet de séparer des
composeés selon leur degré de solubilité dans {@sbt’extraction.

L'effet scavenger d'un extrait pourrait devenir gumtiellement intéressant apres
optimisation des conditions d’extraction, séparatei d’augmentation de la concentration
(TURKMEN et al.2007).

» Test du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de ptassium

Le pouvoir réducteur d’'un composé sert comme irtdicadu potentiel de l'activité
antioxydant (GEONGt al. 2004).

L’évaluation de I'activité antioxydante par rédectidu fer est une méthode facile et
reproductible, pour cela elle est tres utiliséergbstinguer les extraits les plus actifs @tlal
2007). L’acide ascorbique, BHT, et quercétine sditisés comme témoins.

Pour tous les extraits, des dilutions en cascatiétérpréparées (0 ;;F,5; 15; 22,5 ;

30 mg/ml), et (@ 1,5; 3,75 ; 7,5 ; 15 ; 20 pg/ml) pour les témoins. Les pouvoiducteurs
sont mesurés a 70 nm.

L’évaluation de l'activité antioxydante de nos @xs par solvants organiques (ECHL,
EMET, et EACT) et aqueux (EAM, EAI, et EAD)Urtica dioicaest déterminée par le test de
pouvoir réducteur sur le ferrocyanure. Nous avoasét les courbes qui représentent les
variations du pouvoir réducteur exprimé en absarban fonction de la concentration. On
montre que le la densité optique est proportioariidugmentation de la concentration de nos
échantillons.

Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et parasts de feuilles d’ortie dioique et
témoins: EAM ; quercétine ; BHT ; EAD ; EMET ;M ; ECHL ; EACT ; EAI avec des
valeurs 1,524 + 0,0291,492 + 0,13Q 1,422 + 0,025 1,375 £ 0,032 1,203 + 0,04; 1,196 +
0,024, 0,601 + 0,01Q 0,489 + 0,059 0,462 + 0,064nm respectivement.
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Figure 17 : Densités optiques des extraits par solvant orgenéq aqueux (EMET, ECHL,
EACT, EAM, EAD et EAI) aux concentrations {0 ; 7,5; 15 ; 22,5 et 30mg/ml).
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Figure 18 : Densités optique des témoins (quercétine, BHTViet) a différentes
concentrations (0, 1.5, 3.75, 7.5, 15, et 20 pg/ml)

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante doe dépendante (concentration
dépendante). A la concentration de 0,3 mg/ml, 'EANUrtica dioica possede le pouvoir
réducteur le plus élevée présenté par I'absorb@D@e=1,524 + 0,029nm) par rapport aux
autres extraits aqueux et par solvants. Cela piogtggérer que la macération aqueuse est le
meilleur model pour I'extraction des polyphéndds elle se déroule a température ambiante,
ce qui est trés positif pour conserver l'intégdés molécules polyphénoliques sensibles aux
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changements de température (BUDIC-LET@&CGal 2005). Nous résultats concordent avec
ceux obtenus antérieurement par GUL@tNL (2003) sur I'extrait aqueux de feuilldditica
dioica avait donné une absorbance de I'extrait de feuilkupérieur a celle du témoin-
tocopherol.

De ces résultats, nous ne pouvons pas étre foraemelsxcluant toute incertitude et
comparer directement les courbes données par édiquie des composés contenus dans les
extraits. Pour cela, on a introduit le parametre f2Rqui permet de les comparer selon la
concentration pour laquelle le produit de la rémuncdonne une absorbance de 0,5nm. Ce
parametre étant introduit pour comparer la rapidit€efficacité des composés a céder des
électrons se montre indispensable pour une congoerdies capacités réductrice.

Les résultats mentionnés sous dessus sont obtpres l&xtrapolation de la valeur de
I'absorbance 0.5 nm représenté sur I'axe des oéfosur 'axe des abscisses.

22.1

les extraits

Figure 19 :PRy, 5 au des extraits et témoins

Les différents extraits de feuillesUttica dioicarenferment des teneurs tres variables en
composés phénoliques et par conséquent ont destéxtanti oxydantes différentes. Ces
teneurs en composeés varient en fonction de la pemee et de nature des solvants d’extraction
utilisée. Ainsi, nous pouvons constater que @€ antioxydante pourrait étre lice a la
complexité des extraits bruts en substances pognglilgues y compris les tanins et les
flavonoides et la synergie entre eux pour une eng#l activité antioxydante (VERMERRIS et
NICHOLSON. 2006). De méme, cette activité pourgtite justifiece par la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliquepeuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants samtsidérés comme des réducteurs et
inhibiteurs des oxydants (SIDDHURAJU et BECKERZX07).
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Kjn 2.2.2. Activité antibactérienne des extraits ddeuilles d’'Urtica dioical.
L’aromatogramme consiste a rechercher la sengilillifs souchegs-a-visdes extraits
de feuilles dUrtica dioica macérés dans un solvant (EMET, ECHL, EACT) etdegaits
aqueux (EAI, EAD, EAM)Le tableau ci-dessous reporte les valeurs en miammeyenne des
zones d’inhibitions des deux essais, obteigta-visles différentes souches 8éaphylococcus

aureus

Tableau IX : Aromatogramme des germes é€s en présence des différents extraiUrtica dioica

Extrait
Sonahe EAl | EAD | EAM EMET ECHL | EACT | Chloram
S. aureus LGA251 6+0 60 60 9+0 11+0 11+0.5 29+0
S. aureus MU50 6+0 | 60 6+0 7+0 8+0 810 29+ 0.5
S. aureus 25923 6+0 6+0 6+0 7+0 8+0 7x1 27.5%(
S. aureus 43300 6+0 6+0| 60 85+0 10+0 10+0 30+0
S. aureus S84 6+0 6+0 6+0 70 85+0pb 7.5%05 30+2
S. aureus S95 6+0 6+0 6+0 6.5+0.5 75+0/5 7505 .280
S. aureus S96 6+0 6+0 6+0 70 85+05 7.5+05 29+1
S. aureus S100 6+0 | 60 6+0 85+05| 85+05 85+05 2805
S. aureus S101 6+0 6+0 6+0 7.5+05 8+ 0 8+0 2850

Chloram : chloramphénicol

Le tableau IX montre clairement qu’il y a une graimétérogénéité dans les résultats des
différents extraits et de témoin positif le chlogménicol. Le pouvoir antibactérien est plus ou
moins important selon la souche et 1.02+66666666668extrait testé. Les souches testées
semblent étre sensible aux extraits de feuillestita dioicamacérés dans un solvant (ECHL,
EACT, EMET) (figure 23 et 24). Les valeurs de laymione de zones d’inhibition sont
comprises entre 7 et 11mm. La meilleure valeurdesilmm de I'ECHL et 'EACT sur la
soucheStaphylococcus aureus LGA2%Es souches testées semblent résistantes auxtextrai
aqueux (EAD, EAM, EAI) de feuilles Wrtica dioica(figure 21 et 22). Les extraits aqueux
n'ont pas exercés un effet antibactérien sur toeesouches testées. Quant au témoin positif
Chloramphénicol, il a exercé un important effetiliteur sur toutes les souches testées (27.5 -

30mm).

L’histogramme suivant (figure 20) représente lemndtres de zones d'inhibition des
différents extraits testés ainsi que celles du terpositif.
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Figure 20 : Effet antibactérien des différents extraits deslles d’'Urtica dioica
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Les figures 21 et 22 représentent les résultatenolst dans le test d’activité
antibactérienne des extraits aqueux (EAD, EAI, EAM) les soucheStaphylococcus aureus
de références ainsi que les soucBegphylococcus aureusolées multi-résistantes. L'absence
de I'effet antibactérien se traduit par 'abseneezdne d’inhibition au tour des disques imbibé
d’extrait. Le Chloramphénicol montre un effet inkglir sur toutes les souches testées.

ED Chloram Ep  Chloram
Staphylococcus aureus 43300 Staphylococcus auretissA251

Chloram
ED Chloram [={p)

Staphylococcus aureus MU Staphylococcus aure@$923

Chloram : chloramphénicol (témoin positif) Eau distillée (témoin négatif)

Figure 21 :Effet des extraits aqueux (EAD, EAI, EAM) des flas d'Urtica dioicasur les souches
de référence.
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Staphylococcuaureus S1C

Figure 22 : Effet des extraits aqueux (EAl, EAM, EAD) sur fmiches multi-résistantes
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Les figures 23 et 24 représentent I'eiiféibiteur des extraits EAM, ECHL, EMET et
EACT sur les soucheStaphylococcus aurewte référence et souch8saphylococcus aureus
isolées multi-résistantes. Cet effet se traduit’ppparition des zones d’inhibition au tour des
disques imbibés d’extrait. L'ECHL, 'EACT et TEME®nt exercé une activité antibactérienne
sur toutes les souches testés. Cependant, 'EAMie pas la croissance des souches testées.
Aucun effet n’a été exercé par les téemoins négbtfkiSO et ED. Le témoin positif a montré
un bon effet inhibiteur sur toutes les souchegésst

Chloran

DMSC

Staphylococcus aureus LGA251 Staphylococcus aureus MU50

DMSO
DMSC

Staphylococcus aureus 25¢ Staphylococcus aureus 43

Figure 23 : Effet inhibiteur des extraits macérés (EAM, EMEHL, EACT) sur les souches de référence.
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Chloran

DMSO

Staphylococcus aureus ¢

EAM

Chloram

Staphylococcus aureus £

Staphylococcus aureus S101

Chloran

DMSO

Staphylococcus aureuS9t

ECHL EAM

Chloran

Staphylococcus aureus S100

Figure 24 : Effet inhibiteur des extraits macéré (EAM, EMETGCHL, EACT) sur les souches isolées

multi-résistante:
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« Détermination de la CMI sur milieu gélosé

La méthode de dilution sur gélose a été utiliséar meterminer la CMI des extraits
révélés actifs sur les souches testés. Les fiQred7,28, 29, 30 et 31 représentent les résultats
obtenus dans ce test. La gamme de concentratiigeatest de 10, 20, 30 et 40 mg/ml. Les
disques ont étés imprégnés avec 20ul de chaquatekxism CMI correspond a la plus faible
concentration d’extrait qui donne une zone d'intidoi. L'EACT montre la plus basse CMI de
20mg/ml surS.aureus S96t une CMI de 10mg/ml sur le reste des souch&MET montre
une CMI de 40mg/ml su.aureusS95etde 20mg/ml su6.aureus MU50tandis que 'ECHL
montre une CMI de 40mg/ml suB.aureus S95eine CMI 30mg/ml sur les autres souches.

Tableau X : CMI des extraits macérés dans un solvant orgar(iggéml).

Souches ECHL EACT EMET
S.aureusATCC 25923 30 10 20
S.aureusATCC 43300 30 10 10
S.aureus MU50 30 10 10
S.aureus LGA251 30 10 10
S.aureus S84 30 10 10
S.aureus S95 40 20 40
S.aureus S96 30 10 10
S.aureus S100 30 10 10
S.aureus S101 30 10 10
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CMI mg/ml

45

40

35

30

25

30

40 40
ECHL mEACT mEMET

30 30 30 30 30

30
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Souches

Figure 25: CMI des extraits macérés (ECHL, EMET, EACT).
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Staphylococcus aureus 43300

Staphylococcus aureus LGA251 Staphylococcus aureus MU50

Figure 26 Effet inhibiteur dose dépendant de I'extrait cbformique sur les souches de référence.
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Staphylococcus aureus S95

20 30
Staphylococcus aureus S96 Staphylococcus aureus S:

Staphylococcus aureus S101

Figure 27 : Effet inhibiteur dose dépendant de I'extrait chformique sur les souches isolées multi-
résistantes
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20

Staphylococcus aureus 43300

Staphylococcus aureus LGA251 Staphylococcus aureus MU

Figure 2€ : Effet inhibiteur dose dépendant de I'extrait maa#ans I'acétate d’éthyle sur les souches
de référence.
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Staphylococcus aureus S100

Staphylococcus aureus S101

Figure 2€ : Effet inhibiteur dose dépendant de I'extrait maadans I'acétate d’éthyle sur les souches isolées
multi-résistantes.
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Staphylococcus aureus 25923 Staphylococcus aureus 43300

Stapnylococcus aureus LGA251 Staphylococcus aureus MU50

Figure 30 : Effet inhibiteur dose dépendent de I'extrait maagans le méthanol sur les souches de référer
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Staphylococcus aureus ¢

Staphylococcus aureus S1

Staphylococcus aureus S101

Figure 31 : Effet inhibiteur de I'extrait macéré dans le métblasur les souches isolées multi-résistante
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L’activité antibactérienne des extraits de feuiltE8rtica dioicaL. macérés dans un
solvant organique (ECHL, EMET, EACT) et des exgagueux (EAM, EAD, EAI) a été
évaluée dans cette étude, par la technique desiiffsur gélose, celas-a-visde neuf souches
bactériennes, selon la méthode d’ADESOKAN. (2007).

Les résultats obtenus dans le présent travail mongue les extraits de feuilledtttica
dioica L. macérés dans un solvant organique (ECHL, EMET, EAQT exercés un effet
inhibiteur sur la croissance d&taphylococcus aureulTCC 25923 qui est une souche de
référence MSSA et sur les souches MRSA de référ@taphylococcus auredsTCC 43300,

S. aureus LGA251S. aureus MU5Painsi que sur les souches MRSA isolées et multi-
résistantes3taphylococcus aureus S& aureus S9%. aureus S96, S. aureus S1®0aureus
S10). Cet effet se traduit par I'apparition d’'une zatimhibition au tour de disque imprégné
d’extrait. Les diamétres des zones d’inhibitionstsmmpris entre 7 et 11mm. L’antibiotique
chloramphénicol s’est montré plus actifs que lesstextraits macerés sur toutes les souches
testées. Les diamétres d’inhibition sont comprigee@7.5 et 30mm. Cette situation pourrait
s'expliquer par le fait que les extraits actifstsies extraits bruts non purifiés alors que les
antibiotiques standards sont des molécules pures

Les résultats du test du pouvoir antibactérientaes extraits macéerés (ECHL, AMET,
EACT) sont avérés proches sur toutes les soucB&sste A I'exception d’un cas, résulte de
I'extrait ’EMET surStaphylococcus aureus S@wne d’inhibition = 6.5 £ 0.5mm) qui peut se
traduire par des phénoménes physiques, soit leemism de solvant sur le disque est
insuffisante, donc n’a pas fait un contact entggtiait et la bactérie, soit le solvant n'est pas
absorbé par le disque. S8taphylococcus aureus LGA2Badus avons obtenu avec I'extrait
ECHL et EACT une moyenne de diameétre d’inhibitioaximale de 11 £ Omm. Cette souche
semble étre la plus sensible a ces extraits.

Ces résultats obtenus avec les extraits macérésudesolvant organique (ECHL, EACT,
EMET) pourraient confirmer l'efficacité des extmitd’Urtica dioica L. et son pouvoir
antibactérien. En effet, de nombreux travaux dbereche ont souligné cet effet antibactérien
des feuilles dJrtica dioica KUKRIC et al (2012) ont signalé que I'extrait macéré dans
I'éthanol et dissous dans le méthanol de feuillddrttta dioica L. exerce une activité
antibactérienne sBacillus subtilislP 5852 eEscherichia colisolé a partir des aliments.

En outre, SINGHet al (2013) ont signalé que les extraits macéres aaolsloroforme,
'acétate d'éthyle et le méthanol exercent unevaétiantibactérienne suvlycobactérium
semegmatisesponsable de pathologie infectieuse telle qpaéaumopathie, avec un diametre
d’inhibition de 15mm, 10mm, 10mm respectivements Mésultats sont en accord avec ceux
obtenu dans cette étude. Egalement, la méme étudpparté que I'extrait macéré dans
I'hexane de feuilles dUrtica dioica L. possede un effet antibactérien $diycobactérium
tuberculosigesponsable de la tuberculose.

BOBIS etal. (2015), ont étudié 'activité antimicrobienne @edraits de feuilles de cing
plantes médicinales dohirtica dioica Ils ont utilisé plusieurs souches dd@taphylococcus
aureusATCC 6538P Escherichia coliFV 755-0139Pseudomonas aeruginogsd CC 27853.
Les résultats obtenus dans cette étude ont maumgrBextrait macéré dans I'éthanol de feuilles
d’Urtica dioica possede un effet inhibiteur sur toutes les bagéestés avec un diamétre
d'inhibition de 18mm, 6mm, 6mm respectivement.
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Cette activité observée pourrait s’expliquer parrisultats d’analyse chimique obtenus
par GHEDIRAet al. (2009) ; SINGHet al. (2013) ; MANGAMBU et al.(2014) ; BOBISet al.
(2015), ainsi que d’autres, qui révélent la présates métabolites secondaire dans les feuilles
d’'Urtica dioica tels que les tanins, alcaloides, et les flavorsoident les propriétés
antimicrobiennes ont déja été démontrées (BOUZM12.

En revanche, les extraits aqueux n’ont pas exarnésffet inhibiteur sur toutes les
souches bactériennes testés. La méthode d’exmgmiarrait étre I'origine de ces résultats. En
fait, Il a été rapporté que les huiles essentialles plantes, et non leurs extraits, ont la plus
grande efficacité dans le traitement des pathotoigiectieuses (RIOS et RECIO. 2005).

Selon CANDAN et ses collaborateurs (2003), les wufaes hydrosolubles exercent un
effet plus faible comparé a celui des substanceswgdrosolubles. Cela référe probablement a
la capacité des molécules liposolubles de s’intercdans les membranes des cellules
bactériennes et les endommager. Parmi les compesgsnsables de 'action antibactérienne
on trouve les diterpénoides, qui sont les compmssipaux de la fraction apolaire des extraits
des plantes (FERNANDEZ-LOPE®t al. 2005). Ces composés sont de nature hautement
lipophile et sont extraits par des solvants delégimlarité comme le chloroforme (ALBANO
et MIGUEL. 2010). Ceci pourrait expliquer I'abserd=e|'effet antibactérien dans les tests des
extraits aqueux.

Les résultats du test d’activité antibactérienre @draits aqueux obtenu dans ce travail
sont loin de ceux indiqués par de GULCéNal (2003), qui ont trouvé que I'extrait aqueux
infusé de feuilles d’ortie dioique exerce une amiantibactérienne remarquable sur neuf
souches bactérienne d@tiaphylococcus aureusTCC 6538 avec un diametre d'inhibition de
8mm. En outre, SINGHt al (2013) ont signalés que I'extrait aqueux de fesitle la grande
ortie a montré un effet inhibition sivtycobactérium semegmatsec une zone d’inhibition de
7mm. On peut céder cette divergence aux factetfiteeincant la composition chimique des
plantes. Les travaux de nombreux auteurs ont mayteéles plantes réagissaient au milieu
environnant et qu'au cours de leur vie, la comosithimique de leurs métabolites pouvait
évoluer. Les extraits des végétaux sont donclwmétibints dans leur composition, de la période
de récolte ainsi de I'organe considéré. La matatitiétat phénologique de la plante au moment
de la récolte sont difficiles a vérifier et a cahér (DETHIER. 1996). Sur une méme tige, les
feuilles ou les fleurs n'apparaissent pas simuiteamé et suivant leur age, n'ont pas la méme
composition (TOUCHE. 1997).

D’autre part, les facteurs climatiques (la tempéatI’hnumidité relative, le régime des
vents, l'alternance de chaleur et de lumiére,.ptExercent une influence chez les végétaux.
L'influence du sol ou facteur édaphique est aussidgrande. Les propriétés physiques du sol
(porosite, rétention d'eau...), sa nature (argdesablonneuse...) et sa composition (teneur en
azote, terrains calcaires, siliceux...) sont detefas déterminants pour la végétation, ce que
fait que la composition chimique d’'une plante d'uméme espéce varie selon le la zone
géographique, ce que pourrait expliquer la divetgetie nos résultats et ceux obtenu pas
GULCIN et al (2003) (la grande ortie qu'ils ont utilisée a &iéoltée en Turquie). D'un autre
cOté, les pratiques culturales telles que la dénlgitta population, l'intensité et les modalités de
l'irrigation et I'apport des engrais sont égalenugterminants sur le rendement et la qualité de
I'extrait végétal (GUIGNARD. 1983).
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Le prétraitement du matériel végétal comme le sgehl@s conditions de conservation,
notamment les modifications physiques et biochiregqdues a I'action de l'air et aussi du soleil
ont également une influence sur la compositionederhit végétal. Le procédé d'obtention d'un
extrait peut également intervenir sur sa compaositiimique. En effet, il existe une abondante
littérature sur les modifications de la compositaun cours de l'extraction de I'extrait d'une
plante, Sous l'action de la chaleur, de la teneuroxygene, de I'état d'hydratation, de
nombreuses réactions sont susceptibles de se prddlies que les réactions d'hydrolyse, de
réarrangement photochimique ou, en milieu acidxydo-réduction (RETAMAR. 1986pe
plus, la fagcon de mener les extractions (tempogésations, broyages de la matiere végétale,
nombres de lavages) peuvent jouer sur la compogtites caractéristiques organoleptiques de
I'extrait (DETHIER. 1996). Selon MOUSSAIDet al (2012), I'activité des principes actifs
serait liee aux conditions de séchage et de brogegéa plante. D’autre part, il semble
eégalement que le broyage avec nitrogéne liquidereoommandé, car le broyage est aussi a
I'origine de la génération de la chaleur resporesdplla perte des molécules volatiles ainsi que
la décomposition et I'oxydation des molécules thaamiles (JONES et KINGHORN. 2005).

La méthode de dilution en milieu liquide et celkeld dilution en milieu solide ont été
utilisées pour la détermination de la CMI.

Pour la méthode de dilution en milieu liquide, IaMICreprésente la plus basse
concentration de I'extrait pour laquelle il n’y agpde trouble induit par la croissance des germes
étudiés, visible a I'eeil nu, aprés un temps d'iratidn de 24h. Le trouble a été visible dans
tous les eppendorfs. Les résultats de cette métlbodérment que les extraits aqueux
n’exercent pas un effet inhibiteur sur la croisgades germes testés.

La concentration minimale inhibitrice des extratdifs (ECHL, EACT, EMET) a été
évaluée par le billet de dilution sur milieu solitd®s résultats confirment bien I'activité de ces
trois extraits. Les CMI obtenus sont groupés dartabhleau X. L'EACT montre la plus basse
CMI de 20mg/ml su.aureus S96t une CMI de 10mg/ml sur le reste des souch&MET
montre une CMI de 40mg/ml s&.aureusS95etde 20mg/ml su.aureus MU50tandis que
'ECHL montre une CMI de 40mg/ml su6.aureus S95etne CMI 30mg/ml sur les autres
souches. On remarque que 'EACT est I'extrait lespactif sur ces souches. S.aureus S95
semble étre la plus résistante

Ces résultats sont proches de celui obtenu par B@Bal (2015) qui ont signalé une
CMI de 35mg/ml avec l'extrait de feuilles Witica dioica macéré dans I'éthanol sur
Staphylococcus auredsT CC 6538P, ainsi qu’'une CMI de 35mg/ml dB&cillus cereuATCC
14579 et une CMI de 70mg/ml st coli FV 755-0139.

Une étude similaire menée sur les extraits delésudUrtica dioical. par KUKRIC et
al. (2012), avait donné une CMI de 36.2mg/ml Bacillus subtilis la méme étude a signalé
une CMI de 72.4mg/ml sur une souche hospitaligiee cbli. Par ailleurs, SINGHt al (2003)
ont trouvé une CMI de 250ug/ml avec I'extrait deilles d'Urtica dioica L. macéré dans
I’'hnexane suMycobactérium tuberculosis
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Du fait que la principale cible de ces composédsraets est la membrane bactérienne,
I'activité antibactérienne des substances natwallexplique par la lyse de ces membranes.
Les flavonoides, alcaloides voire méme les tanmsrpient induire une fuite d’'ions potassium
au niveau de la membrane et par voie de conségueeselésions irréversibles au niveau de
cette membrane. Cette perméabilité au potassiumurseffet précurseur de leur mort
(RHAYOUR. 2002).

Cette variabilité des résultats de I'activité bitpue des extraits végétaux peut dépendre
du contenu en composés polyphénoliques. Les mégasid’action des composeés naturels sont
expliqgués de différente maniere selon les autebeton CHABOTet al (1992), I'activité
antimicrobienne est liée a la polarité des subsbmactives. Les composés les moins polaires
comme les flavonoides n'ayant pas de groupemenbkyl® OH sur leur cycle B sont plus
actifsvis-a-visdes agents microbiens que ceux portant le groupehyelroxyle. D’autre part,
MORI et al. (1987) ont trouvé que les flavonoides trihydrésyB’,4’,5" sur le cycle B et
substitués 3-OH sont nécessaires pour I'activitéracrobienne.

Les travaux antérieurs de SARKER al. (2005), montrent également que I'effet d’'un
extrait est probablement due a la synergie entnefebre de composants, qui, lorsqu’ils sont
séparés deviennent inactifs individuellement. Gastiinterprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites moléauébiotiques ayant un large spectre de
structures telles que les térpénoides, les glyamdes, les flavonoides et les polyphénols
(SEIDEL. 2005). Cependant, la plupart de ces petitelécules ont une faible activité
antibiotique par rapport aux antibiotigues commpreduits par les bactéries et les
champignons.
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2.2.3. ldentification des champignons endophytes
Les champignons endophytes ont été isolés a paifeuilles dJrtica dioicapar M™®
SALMI D. Dans ce travail, I'identification des myeodophytes a été faite en se basant sur les
observations macroscopiques, morphologiques attatales des mycoendophytes. De ce fait,
l'identification est surtout fondée sur leurs céeaes phénotypiques. L'identification nous a
permis de sélectionner deux geni®sytalidiumsp etAlternaria sp, les caractéristiques
macroscopiques et microscopiques observés sordgrpiéidans les figures 333 ; 34 ; 35 ;
36 et 37. Toutefois cette méthode semble insuffiespaur identifier 'espéce des champignons
endophytes ainsi que le genre du mycélium stéliés résultats d’identification ont été
confirmés par Mme SMAIL-SADOUNE N.
= Mycélium stérile : n’a pas été identifié, on a atvgedes filaments sans qu’il y est présence
des spores, lors de l'observation microscopiqueseilpourrait que ce mycoendophytes
présente une reproduction sexue.

Figure 32 : Mycélium stérile isolé a partir des feuilledJdtica dioicadans un milieu PDA

Figure 33: Observation au microscope du mycélium stéisielé a partir des 62
feuilles dUrtica dioicaau grossissement 400.
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Alternaria sp : est un genre de champignons a reproductexuéae (Deutéromycetes) de
la famille des Pleosporaceae. La principale caratitfue d’identification dAlternariasp

est la conidie. LeAlternariasp sont des champignons fréquents dans notreoemement.

lls peuvent étre isolés de végétaux trés diveternariaspcomprend pres de 275 espéces
(SIMMONS. 2007) avec des modes de vie saprophif@&RIECOet al. 2009). Autant
gue parasites de faiblesse, |l&Hernaria sp sont capables de mener une existence
saprophytique pendant des périodes plus ou maongg &s.

Régne :Fungi
Division : Ascomycota
Classe :Dothideomycetes
Ordre : Pleosporales
Famille : Pleosporaceae

Genre : Alternariasp

Figure 34 : Alternaria sp isolé a partir de feuilles\dftica dioica
dans un milieu PD.

Figure 35: Observation au microscope optiquéliernariasp isolé a partir des feuilleslUdttica dioica
au grossissement 400.
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= Scytalidiumsp : C’est un champignon endophytes caractérisdgmhyphes cloisonnés et
arthroconydiaScytalidiumsp est un champignon qui appartient au grouped®mycetes
gui est un groupe important et hétérogene, il asenre de champignons dans l'ordre
Helotiales il n'a pas encore été placé avec certitude da@$amille. Ces organismes sont
trés répandus dans l'environnement et ils sonbsuprésents dans le sol, le bois et les
débris végétaux en décomposition. Il est connu pauser des onychomycoses et des
|ésions sous-cutanées chez les humains. Deux espar@aminent ’lhomme au niveau des
pieds :Neoscytalidium dimidiatunet Scytalidium hyalinumCe genre de champignons
anamorphique a une distribution a grande échelleoatient 18 especes (GARCIA-
AGUIRRE. 2013)

Regne :Fungi
Division : Ascomycota
Classe :Leotiomycetes

Ordre : Helotiales

Genre : Scytalidiumsp

Figure 3€ : Scytalidiumsp isolé a partir des feuilleslUttica
dioicadans un milieu PDA.

Figure 37: Observation au microscope optiqueSitgytalidiumsp isolé a partir des feuillesldftica
dioicaau grossissement 400.
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2.2.4. Activité antibactérienne des mycoendophytesolés a partir des feuilles dJrtica

dioica

Le test d’activité antibactérienne de trois champitgs endophytes isolées a partir de
feuilles dUrtica dioicaa été effectué en utilisant la technique de doabliire de diffusion
sur gélose. Le tableau ci-dessous reporte les ngalem mm de la moyenne de zones

d’inhibitions des deux essais, obtenrissa-visdes neuf souches &aphylococcus aured®nt
guatre MRSA de références et cing souches MRS&ésobt multi-résistantes.

Tableau XI| : Résultats du test d’effet antibactérien des changuig endophytes sur les souches

testées.

Souche Mycélium stérile 1 Alternaria sp Scytalidiumsp
S. aureus MU50 + 13,75 +£0,75 14,5+£0,75
S. aureus LGA251 + 14,25 + 0,25 15,25+ 1
S.aureusATCC 25923 + 13+1 14,25 + 0,25
S.aureusATCC 43900 + 15,75 + 0,25 17,75 + 0,25
S.aureus S84 + 13+0 15+0
S.aureus S95 + 16 +0 15+0,5
S.aureus S96 + 15+0,5 17,25 + 0,25
S.aureus S100 14,25 + 1,25 15,25+ 0,25
S.aureus S101 + 15,25 +1,25 155+2

(- ) aucune zone d’inhibition

Le Tableau XI montre qu’il y a une divergence ddwdfet inhibiteur des trois
champignons endophytes sur la croissance des iegctiée pouvoir antibactérien exerce varie

selon la souche et le champignon endophyte tessbauches testées semblent étre sensible
au champignomilternaria sp et deScytalidiumsp isolées a partir de feuillesUttica dioica

contrairement au mycélium stérile. Ce dernier itareé aucun effet antibactérien sur les
souches de références MRSA, la souche de réféM8&A ainsi que sur les souches MRSA
isolées et multi-résistantealternaria spisolées a partir de feuillesdftica dioicaa montré

un bon pouvoir antibactérien sur toutes les soutdstées. Les valeurs de la moyenne de zones

d’inhibition sont comprises entre 13 et 15,75mmalEmentScytalidiumsp isolées a partir de
feuilles dUrtica dioicaa montré un bon pouvoir antibactérien sur les sesice références
MRSA ainsi que sur les souches MRSA isolées etiragdistantes. Les valeurs de la moyenne

de zones d’inhibition sont comprises entre 14,2b/¢I5mm. On remarque g&eytalidiumsp
exerce un effet Iégérement plus important que cBAliernariasp.

L’histogramme suivant (figure 38) représente le ymiu antibactérien des trois

champignons endophytes sur les neuf souches lmauiés.
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S.aureus MU50  S. aureus LGA251 S.aureus ATCC S.aureus ATCC S.aureus S84 S.aureus S95 S.aureus S96 S.aureus S100 S.aureus S101

25923 43900

EM.S ®Alternariasp B Scytalidium sp

Figure 38 : Pouvoir antibactérien des champignons endophytdesgouches de référence et les souches mulitases MRSA.

66



Résultats et discussion

Les figures 39 et 40 représentent les résultatenolst dans le test d’activité
antibactérienne des trois champignons endophybésess a partir des feuillesldtica dioica
sur les soucheStaphylococcus aureddRSA de références§taphylococcus aureldSSA,
ainsi que les souch&aphylococcus aurelMRSA isolées et multi-résistantes. On remarque
sur les images qu’aucun effet antibactérien n’aegg¥cé par le mycélium stérile. Ce que se
traduit par I'absence de zone d’inhibition au tdarce champignon. Les zones d’inhibition au
tour d’Alternaria sp et deScytalidiumsp montrent qu’ils ont un bon pouvoir antibactérien su
toutes les souches & aureus

Staphylococcus aureus LGA251 Staphylococcus aureus MU50

Scytalidiumsp e Alternariasp Al )
ernariasp

Staphylococcus auredsTCC 25923MSSA Staphylococcus auredsTCC 43300
M. S N M. S \

Scytalidiumsp Alternariasp Scytalidiumsp Alternariasp

M. S : Mycélium stérile

Figure 39 : Pouvoir antibactérien des champignons endophuteles souches de référence.
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Staphylococcus aurel&84 Staphylococcus aurel®95

Scytalidium p Alternariasp Scytalidiumsp Alternariasp

Staphylococcus aureus S 96 Staphylococcus aureus S100

Somlidiumsp TSRS | SeYmidiumsp Alternariasp

Staphylococcus aureus S101

Scytalidiumsp

Alternariasp

Figure 4C : Pouvoir antibactérien des champignons endophuteles souches MRSA isolées et multi-
résistantes.
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L’activité antibactérienne de trois champignonsapigtes (mycélium stérild\lternaria
sp, Scytalidiumsp) isolées a partir de feuillesUttica dioica a été évalué®is-a-vis neuf
souches d&taphylococcus aureutont une souche MSSA, trois MRSA de référencesnet
souches MRSA isolées et multi-résistantes, pardthade de double culture de diffusion sur
gélose décrite par DEVARAJU et SATISH. (2011).

Les résultats obtenus dans le présent travail montueAlternaria sp etScytalidiumsp
ont une bonne activité antibactérienne Staphylococcus aureulsTCC 25923 qui est une
souche de référence MSSA et sur les souches MRS#fdeence $taphylococcus aureus
ATCC 43300S. aureus LGA25B. aureus MU5)ainsi que sur les souches MRSA isolées et
multi-résistantestaphylococcus aureus S&! aureus S9%. aureus S96, S. aureus S190
aureus S101 Ce pouvoir antibactérien se traduit par I'apjp@mi d’'une zone d’inhibition au
tour de disque. Cependant, le mycélium stérile pga exercé un effet inhibiteur sur la
croissance de bactéries testées.

PourAlternariasp,les valeurs de la moyenne de zones d’inhibitiot somprises entre
13 et 15,75mm. La souche la plus sensible a ce emgmphyte est avéréataphylococcus
aureusATCC 43300, avec une moyenne d’inhibition de 1Bi#b La plus basse valeur de
diamétre d’inhibition enregistré avec les blocéltérnaria sp est de 13mm obtenu contre
Staphylococcus aureusTCC 25923 etaphylococcus aureus S101

Par ailleurs, pouBcytalidiumsp les valeurs de la moyenne de zones d’inhibitiort son
comprises entre 14,25 et 17,75mm. Les sou@taphylococcus aureuBTCC 43300 et
Staphylococcus aure®96sont les plus sensibles a ce champignon endoplnyidiametre de
17.75mm a été enregistré. On remarque $ealidiumsp exerce un effet Iégérement plus
important que celui &lternaria sp. A titre d’exemple, sur la soucB¢aphylococcus aureus
S96 la moyenne de zone d’inhibition enregistrée dedxtoc deScytalidiumsp est de 17,75mm
alors qu’ave@lternaria sp la moyenne est de 15mm.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus amgment par MACIA-VICENTEet al.
(2008) ; NUANGMEK et al.(2008) ; TING et al. (2009) et DEVARAJU et SATISH. (2011),
selon lesquels les endophytes peuvent avoir umétaantimicrobienne due a la production
de composés antimicrobiens, qui sont capablesit@&niun large spectre de microorganismes
pathogenes.

Egalement, I'activité antibactérienne a été signaléez des endophytes isolés a partir de
Withania somniferdMADKI et al. 2010) et a partir &canthus ilicifoliusL. et Acrostichum
aureumL. (MARIA et al.2005) qui ont montré une bonne activité contreldetéries a Gram
positif, a Gram négatif et contre des champignaibqmenes. Ainsi que les endophytes isolés
de Garcinia mangostanant démontré une activité antibactérienne (R.Hl.2011).

Plusieurs études ont démontré que des champigmaapleytes isolés de différentes
plantes possedent une activité antimicrobienneadeer capacité de produire des métabolites
secondaires. lls synthétisent une large variéténdmbolites secondaires, beaucoup de ces
substances exposent des propriétés bioactives @npété adoptées par consequent pour usage
médicale tels que les antibiotiques (STROB#Ial.2004 ; PIMENTEL et al. 2011).

SCHULZ et al (2002) avaient isolé a partir des champignon®ehngtes des composés
appartenaient a divers groupes. lls ont signaléentification des terpénoides, stéroides,
xanthones, chinones, phénols, isocoumarines, bgrammgnes, tétralones, cytochalasines et
enniatines.
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Par ailleurs, les alcaloides sont d'origine naleiads composés chimiques contenant des
atomes d'azote basiques. Les alcaloides sont debalites secondaires assez fréquents chez
les mycoendophytes, et certains d'entre eux prEisent également des activités
antimicrobiennes (SOUZAt al.2004). Ainsi que des phénols et des acides plgradiont été
aussi isolés a partir de certaines cultures endeplprovenant d'une variété de plantes hotes.
D’autre part, de nhombreux stéroides sont produarsdes endophytes, mais la plupart des
composes isolés ont montré une activité antimiemoié modérée. Les sesquiterpénicas,
diterpenoids et triterpénoides sont les princigagxénoides isolés des endophytes @t@l.
2010). Certains endophytes produits des quinoneprgeentent une inhibition de croissance
contre les phytopathogenes tels que les spirokétatienia gomzpompak’acide Torreyanic
est une quinone dimere inhabituelle isolé®dstalotiopsis microspor&ndophyte diforreya
taxifolia (LEE et al 1996). Ces études pourraient expliquer I'actidtéibactérienne des
champignong\lternaria sp et deScytalidiunmspisoléesa partir des feuilles Wrtica dioica

Les résultats obtenus avec mycélium stérile peug&mpliquer par lI'absence des
métabolites secondaires qui possedent une acinitéactérienne.
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Annexe 1

Composition des milieux de culture

% Milieu Mueller-Hinton (MH)

Infusion de viande de baeuf ............oo o iceeeeeeiii 300 ml
Peptone de CaSBINe...........ccovvvvvvvvivicernmmmeieeee e e e e eeeeeeeen 175¢g
7Y g a1Te (o] o o (ST £ o F= 1 1S T 15¢
AGAT e 179
pH=7,4

% Milieu Brain Heart Infusion (BHI)
Protéose-peptone .........c.ovieiieiie i e e e 10,0g

Infusion de cervelle de veau ...............commmmeeeeernennnnnn... 12,5 ¢

Infusion de coeur de boeuf ..., 50¢g
GIUCOSE ... e 20g
Chlorure de sodium .........ooivvviiiiiiii e 50¢9
Hydrogéno-phosphate de sodium .............coeeeeeeneieeennnn. 25¢g
pH=7,4

% Potato Dextrose Agar (PDA)

Extrait de pomme de terre



Annexe 2

Structure d’une lignine

glyceraldehyde-2-aryl ether

‘ HC—CH '

CH
WAV NS pinoresinol
0
OCHy @ @
H KOO 0

OCH, I-II 0
He—0
0@ CHOH HEOA mco@

°—?“ ”? only low amount in softwood
HCO @ @ OCH,
Oh  OH[OC)

Figure 1 :La Composition chimique d’'une ligni(&®DLER. 1993).



Annexe 3

Structure des tanins condensés

OH
HO O
OH

OH
OH

HO O
HO OH

OH
HO

Figure 2 : La structure chimique du tanin condensé procyag{BERRET. 2001)



Annexe 4

Préparation de Phosphate de potassium monobasiqui€H] 2PO.):
0.9073g —*100ml
Préparation de Phosphate de sodium dibasique (NdPOu):
0.5935g — 50ml|
Préparation du tampon du phosphate (pH= 6,6):
65,3ml de KHPOu+ 34,7ml de NaHP®
Préparation de la solution TCA (10%) :
10g 100mt——
Préparation de la solution de ferrocyanure de potasum KsFe(CN)(1%) :
1g 100ml—»
Préparation de la solution de Chlorure de fer FeGl[0.1%) :

0.1g 100mi»



Annexe 5 :Résultats d’analyse statistique

Groupe homogeéne : test de DPPH

|Extrait |conc |variable ‘

[EACT |conc5 |0.015667 [***

[ECHL |conc6 0.024000 *+*

VitC |conc6 [0.027667 [

BHT |concs [0.040000 [+++*

BHT |conc4 0.040000 [+

\Querc |conc6 |0.040333 ¥+

IBHT  |conc6 |0.040333 [+

BHT |conc3 |0.041000 [+

|Querc |conc4 |0.041333 |****

BHT |conc2 |0.041333 [+

'Querc conc3 |0.041667 [x+**

|Querc |con02 |0.044000 |****

\Querc conc5 |0.044667 [****

[EACT |conc6 0.050333 [*+*

|Vit C |con05 |0-057667 |****

|Vit C |con03 |0.058333 |****

|Vit C |con02 |0-061667 |****

[ECHL |conc5 |0.073667 [***

[ECHL |conc4 |0.213000 |

[EMET |conc6 [0.213333 |

[EACT |conc3|0.351333 |

[EMET |conc5 |0.396333 |

[ECHL |conc3|0.431000 |

[EMET |conc4 |0.506000 |

[EAM conc6 |0.512000 |

[EACT |conc2 |0.534000 |

[ECHL [conc2 [0.587667 |

[EMET |conc3 |0.611000 |

[EAl |conc6 |0.695000 |

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
VitC |conc4[0.058333 [r |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

[EAM [conc5 [0.706667 |




[EMET |conc2 |0.713000 |
\Querc conc1 |0.778333 |
[EAD |conc6 |0.783667 |

EAI

'conc5 [0.791000 |

[EAM |conc4 |0.796667 |
Vit C |concl |0.802000 |

[EAM |conc3|0.898333 |

EAI

|**** |

|**** |

|**** |

|****| |****|

|****|

\conc4 0.903333 |

|**** |

|**** |

[EMET |conc1 [0.927667 |
[EACT |concl |0.933333 |

[EAD conc5 |0.942333 |

EAI

\conc3 |0.950000 |

[EAD |conc4 |0.950333 |
[EAD conc3 0.959667 |
[ECHL |conc1 |0.971000 |
[EAM |conc2 |0.980667 |
[EAD conc2 |0.993667 |

EAI

|**** |**** |**** |

lconc2 |1.026333 |

|****|

|****|

[EAD |concl|1.036333 |

EAI

| *kkk

|**** |

\conc1 |1.136000 |

|**** |**** |

EAM concl |1.138667 |
BHT |concl 1.235000 |
Conc : concentration

| *kkk




Groupe homogene : test de réduction sur le ferraagade potassium.

|Extrait |conc |variab|e ‘

|ECHL |concl |0_000000 |**** |
VitC [conc1 [0.000000 [+ |
[EACT |concl 0.000000 [*+* |

|QuerC |COﬂCl |0000000 |**** |
BHT [conc [0.000000 [+ |

EAI

\concl |0.000000 [**+* |

[EMET |conci [0.000000 [+ |

[EAD [conci [0.000000 [+ |
[EAM |concl |0.000000 /**** |

[EACT |conc2 |0.289333 |

|**** |**** |

|**** |

|**** |**** |**** |

[EACT |conc3 |0.355667 |
[ECHL |conc2 |0.382333 |
[EAD |conc3|0.409000 |
[EAD |conc2 |0.424333 |
BHT |conc2 0.430000 |
[EACT |conc4 |0.433000 |
[ECHL |conc3 |0.444667 |
[EMET |conc2 |0.467667 |
[EACT |conc5 |0.483333 |
[ECHL |conc4 |0.487000 |
[EACT |conc6 |0.489000 |

EAI

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |**** |

\conc2 |0.530333 |

|**** |**** |**** |**** |**** |

[ECHL |conc5 |0.546000 |
BHT |conc3|0.557667 |
Vit C |conc2 |0.587000 |
[EMET |conc3 |0.597000 |
[ECHL |conc6 |0.601667 |
\Querc |conc2 |0.624333 |
[EAM |conc2 |0.659667 |
VitC |conc3|0.717667 |

EAI

|**** |**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

|**** |**** |**** |**** |

| *kkk |

|**** |**** |**** |

\conc3|0.735333 |

|**** |

|**** |

[EAD |conc4 |0.805667 |

EAI

\conc4 |0.809000 |

\Querc |conc3|0.815333 |
[EMET |conc4 |0.849333 |
[EAM |conc3 |0.855667 |

|**** |**** |

|**** |

|**** |**** |

|**** |




BHT |conc4 |0.866000 |
Vit C |conc4 |0.882667 |
[EMET |conc5 |1.009667 |

Vit C |conc5 |1.046667 |
\Querc |conc4 |1.052667 |
BHT |conc5 |1.106000 |
[EAD |conc5|1.178333 |
Vit C |conc6 |1.196333 |
[EMET |conc6 |1.203667 |

EAI

‘conc5 1.238333 |

[EAM conc4 |1.241667 |
[EAM |conc5 |1.305667 |
‘Querc |conc5 [1.309333 |
[EAD conc6 |1.375333
BHT |conc6 |1.422333 |

EAI

|****|****|****|****|

|****|****|****|****|****

|****|****|****|****

|**** |**** |****

\conc6 |1.462000 |

|****|****

\Querc |conc6 |1.492667 |
[EAM |conc6 |1.524000 |

|****




Groupe homogene : test d’aromatogramme

Extrait |souche

EAM
EAI
EAI
EAI
EAI
EAI
EAI
EAI
EAI
EAD
EAD
EAD
EAD
EAD
EAD
EAD
EAD
EAD
EAM
EAM
EAM
EAM
EAM
EAM
EAM
EAM
EAI
EMET
EMET
EMET
EMET
EMET
EMET
EACT
ECHL
EACT
EMET

MU
a.MRSAd
a.MRSAc
a.MRSAb
a.MRSAa
S.a MRSA
S.a MSSA
LGA

MU
a.MRSAe
a.MRSAd
a.MRSAc
a.MRSAb
a.MRSAa
S.a MRSA1
S.a MSSA2
LGA

MU
a.MRSAe
a.MRSAd
a.MRSAc
a.MRSAb
a.MRSAa
S.a MRSA1
S.a MSSA2
LGA
a.MRSAe
a.MRSAb
a.MRSAe
a.MRSAc
MU
a.MRSAa
S.a MSSAl
S.a MSSA2
a.MRSADb
a.MRSAa
a.MRSAd

variable
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.00000
6.50000
6.50000
7.00000
7.00000
7.00000
7.00000
7.00000
7.50000
7.50000
7.50000

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

Kkkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

Kkkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk hkkk

*kkk hkkk

Kkkk |[kkkk



[EACT a.MRSAc 7.50000

*kkk

*kkk

*kkk |hkkk

[EACT |a.MRSAb 7.50000

*kkk

*kkk

*kkk |hkkk

[ECHL |a.MRSAe (8.00000

[EACT |a.MRSAe (8.00000

[ECHL |S.a MSSA 8.00000

[EACT MU 8.00000

[EACT a.MRSAd 8.50000

[ECHL |a.MRSAd (8.50000

[ECHL |a.MRSAc (8.50000

[ECHL a.MRSAa 8.50000

[EMET |S.a MRSA 8.50000

|
|
|
|
|
|
[ECHL MU 8.00000 |
|
|
|
|
|
|

EMET [LGA 19.00000

[EACT |S.a MRSA1 10.00000 |

[ECHL |S.a MRSA2 10.00000 |

[EACT |LGA 110.50000 | ek
[ECHL LGA 11.00000 |

Souches Abréviations
S. aureus 25923 s.a MRSA1
S. aureus 43300 s. a MRSA2
S. aureus LGA251 LGA

S. aureus MU50 MU

S. aureus S84 a.MRSAa
S. aureus S95 a.MRSAb
S. aureus S96 a.MRSAc
S. aureus S100 a.MRSAd
S. aureus S101 a.MRSAe




Groupe homogene : test de double culture de hifusur gélose

mycoendophytes |souche variable

M.S a.MRSAe |6.00000 |****

M.S LGA 6.00000 [****

M.S S.a MSSAL |6.00000 |****

M.S a.MRSAd |6.00000 |****

M.S a.MRSAc |6.00000 |****

M.S S.a MRSA2 |6.00000 |****

M.S a.MRSAb |6.00000 |****

M.S a.MRSAal |6.00000 |****

M.S MU 6.00000 [****

alternaria S.a MSSA2 |13.00000 Fkkk
alternaria a.MRSAe [13.00000 ok
alternaria LGA 13.75000 ok
alternaria MU 14.25000 ek |k
sytalidium S.a MSSA1 |14.25000 kkk |Fokkok
alternaria a.MRSAb |14.25000 kkk |Fokkok
sytalidium LGA 14.50000 bkl kel
sytalidium a.MRSAe |15.00000 bk okkk okkok
sytalidium a.MRSAd |15.00000 bk |okkk | okkok
alternaria a.MRSAc |15.00000 kkk |k (dokokok
alternaria a.MRSAa |[15.25000 ok [k ok
sytalidium a.MRSAb 15.25000 Fkokk (dokkok [okokok
sytalidium MU 15.25000 kdok [hdeok [Foxdex
sytalidium a.MRSAa |15.50000 bk |okkk | okkok
alternaria S.a MRSA2 |15.75000 kkk |k (dokokok
alternaria a.MRSAd |16.00000 kkk |k (dokokok
sytalidium a.MRSAc |17.25000 ek [k

sytalidium S.a MRSA2 |17.75000 i



