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Résumé

La phytothérapie, proposant des remédes naturels, est bien acceptée par 1’organisme. Elle connait actuellement
un renouveau exceptionnel en occident du fait des effets secondaires induits par les médicaments inquiétant les
utilisateurs qui font alors appel a une médecine plus douce. Aussi, notre intérét s’est porté sur Marrubium
vulgare L ou Marrube blanc, espece végétale utilisée en phytothérapie, afin de vérifier I’efficacité de cette plante
sur le plan antiseptique et notamment ’activité antibactérienne de ses flavonoides. L’extraction des flavonoides a
donné un rendement assez important égal & 5.9 %. Les composes flavonoiques isolés ont été séparés par CCM et
leur activité antibactérienne vis-a-vis de six souches bactériennes responsables de certaines maladies infectieuses
a été déterminée in vitro. Des tests de comparaison avec un antibiotique, la Rifampicine ont été également inclus
dans les essais. Les résultats obtenus révelent que 1’extrait isolé est formé de deux composés ayant des rapports
frontaux plus ou moins rapprochés. Les tests antibactériens montrent que I’inhibition de la croissance des
souches varie en fonction de la concentration de ’extrait et du milieu de culture utilisé. Un effet antibactérien
important a été observé vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et de Staphylococcus aureus.

Mots clés : Activité antibactérienne - Flavonoides - Marrubium vulgare L. - Souches multirésistantes.

Abstract

Herbal medicine, offering natural remedies, is well accepted by the body and often associated with conventional
treatments. It now a fantastic revival in the West. In addition, side effects induced by drugs of concern to users,
who are turning to less aggressive care for the body. For our part we are interested in a plant species used in
herbal medicine, namely Marrubium vulgare L or white horehound. Our objective was to verify the efficiency of
this plant on the plane including antiseptic and antibacterial activity of these flavonoids. The extraction of
flavonoids gave a yield equal to 5.9 %. The isolated compounds were separated by TLC and their antibacterial
activity was determined in vitro for face six bacterial strains responsible for certain infectious diseases
Comparison tests with an antibiotic, Rifampicin were also included in the trials. The results have demonstrated
that the isolated extract is formed from two compounds with frontal reports more or less close. From the
antibacterial tests of the isolated flavonic extracts, it appears that the inhibition of growth of the strains tested
varies with the nature of the bacterial species, the concentration of the extract and the culture medium used. A
significant antibacterial effect was observed for some strains considered among the most resistant to antibiotics
such as Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus.

Keywords: Antibacterial Activity - Flavonoids - Marrubium vulgare L. - Multiresistant strains.
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1. INTRODUCTION

L’histoire des plantes aromatiques et
médicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du
monde, ’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place
importante en médecine, dans la composition
des parfums et dans les préparations culinaires
[1, 2]. Les propriétés antimicrobiennes des
plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis I’antiquité. Toutefois, il aura
fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que
les scientifiques commencent & s’y intéresser

(3].

De nombreuses études épidémiologiques et
expérimentales récentes suggérent que les
composes flavoniques trés abondants dans les
plantes médicinales et alimentaires possedent
un pouvoir antioxydant et antibactérien
remarquable ; ils pourraient ainsi jouer un réle
dans la prévention des maladies infectieuses,
cardiovasculaires et cancéreuses [4, 5].

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a
une espece végetale Marrubium vulgare L. qui
est largement utilisée en  médecine
traditionnelle dans le traitement des troubles
digestifs, la perte de ’appétit et la dyspepsie
[6]. Elle est également employée comme
antinociceptif  [7], antihypertenseur [8],
antispasmodique  [9], antioedematogénique
[10], analgésique [11], insecticide [12], anti-
inflammatoire  [13], antimicrobien [14, 15,
16], antioxydant [17], antifongique [18], anti-
leucémique [19] et dans de nombreuses autres
activités biologiques.

L’objectif de notre présente étude consiste a
déterminer I’activité  antibactérienne de
I’extrait flavonique des feuilles vis-a-vis de six
souches  bactériennes  pathogénes  pour
I’homme.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel utilisé

Matériel végétal

Le matériel végétal choisi est constitué de
feuilles de Marrubium vulgare puisque c’est a
leur niveau que se trouve la majorité des
principales substances actives. L’espéce
Marrubium vulgare est une plante herbacée
vivace blanchatre trés rameux, avec des poils
laineux appliqués, des feuilles dentées au
sommet, fleurs en petites glomérules a
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’aisselle des paires de feuilles. Une corolle
rose pale et petite par rapport au calice
tubuleux, celui-ci s’allonge considérablement a
sa partie supérieure en formant autour du fruit
une auréole membraneuse [20].

Les feuilles de Marrubium vulgare ont été
récoltétes au moment de la floraison
(Décembre 2009) de la région de Chafia
(Wilaya d’El Tarf) qui est située au Nord-Est
algérien. Elles ont été séchées a ’air libre et a
I’abri de la lumiére et de I’humidité.

Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans le
présent travail proviennent de trois laboratoires
publics et privés de la wilaya d’Annaba. Elles
sont largement rencontrées dans diverses
pathologies humaines. Elles sont souvent
multirésistantes ~ aux  antibiotiques et
responsables d’infections plus ou moins
graves. Il s’agitde:

- Escherichia coli 12.

- Escherichia coli 1554.

- Escherichia coli ATCC 25922.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

- Proteus mirabilis.

- Staphylococcus aureus.

Milieux de culture

Dans le but de I’évaluation de 1’activité
antibactérienne des composés flavoniques
isolés, nous avons utilis¢ deux milieux de
culture : Mueller-Hinton (MH) et Sabouraud.

Antibiotique

L’antibiotique utilisé est la Rifampicine ou
Rifampine, appartenant a la famille des
Rifamycines (5 ug) lot: 070531 (sous forme
de disques de 6 mm de diametre). Il est
constitué de 50 mg d’isoniazide et de 300 mg
de pyrazinamide. Il inhibe I’activité de ’ARN
polymérase — ADN dépendante dans les
cellules sensibles en interagissant avec 1’ARN-
polymérase bactérienne.

2.2 Méthodes suivies

2.2.1 Extraction des flavonoides

L'extraction des flavonoides consiste a prendre
10 g de feuilles séchées et stabilisées pendant 1
h dans 200 ml déthanol & 96°C. Aprés
filtration et séchage, la drogue est pulvérisée
grossiérement et épuisée a l'appareil de Soxhlet
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par 200 ml d'éthanol & 96°C pendant 4 heures.
Aprés macération de 12 a 24 h, les deux
solutions éthanoliques (200 mI+200 ml) sont
réunies et évaporées sous pression réduite. Le
résidu est repris par 20 ml d'eau bouillante et la
solution aqueuse est laissée au repos pendant
24 heures. La liqueur est épuisée
successivement dans une ampoule a
décantation par (4x10 ml) d'éther, (4x10 ml)
d'acétate d'éthyle et (5x10 ml) du n-butanol.
L'extrait butanolique est évaporé a I’aide d’un
bain de sable & 30°C, le résidu obtenu est
récupéré pour I’identification par
chromatographie sur couche mince et pour les
tests antibactériens.

2.2.2 Séparation des flavonoides

Les flavonoides extraits ont été séparés par
Chromatographie sur Couche Mince (Silica gel
60 F254, support -aluminium, Merck) dont la
phase mobile choisie est un mélange d’ Acétate
d’éthyle, de méthanol et d’eau (5V/2V/1V).
Aprés révélation, les taches fluorescentes ont
permis de calculer les rapports frontaux. La
confirmation de la présence des flavonoides est
faite par Dl’ajout de chlorure d'aluminium
(AICl5) & 2 % dilué dans du méthanol & 95'.
Ce dernier provoque en présence des
flavonoides un changement de couleur des
taches vers le jaune, jaune vert ou ocre.

2.2.3 Activité antimicrobienne

Nous avons utilisé la technique de diffusion
sur milieu solide. C’est une méthode similaire

a celle de Dl’antibiogramme qui consiste a
déterminer la sensibilit¢ d’une souche
bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs
produits. Un disque stérile de papier filtre
(Watman n°1) de 6 mm de diamétre est imbibé
de produits a tester (flavonoides purs,
flavonoides Y2, flavonoides ¥4), ce dernier est
ensuite placé sur de la gélose coulée dans de
boites de Pétri standard sur 4 mm d’épaisseur
et préalablement inoculées avec les souches
bactériennes choisies. La concentration de
I’inoculum utilisée est de ’ordre de 10°a 10°
C.F.U/ml. Les boites sont incubées a une
température de 37°C pendant 18 a 24 heures.
Si le produit est toxique pour 1’espéce, il se
forme une zone d’inhibition ou un halo
transparent autour du disque. Plus grande est
cette zone, plus I’espéce est sensible.

Des disques témoins sont inclus dans les
essais, Il s’agit de disques imprégnés d’eau
distillée stérile et de disques d’antibiotique (la
Rifampicine). L’expérimentation a été réalisée
en triplicata.

3. RESULTATS

3.1 Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides des feuilles de
I’espéce étudiée a donné un rendement de

I’ordre de 0.59 g, ce qui correspond a un
pourcentage de 5.9 % (Tab. 1).

Tableau 1. Rendement des flavonoides des feuilles de Marrubium vulgare L.

Echantillon de drogue (g)

Rendement (g)

Pourcentage du rendement (%)

109

5.90 %

3.2 Séparation des flavonoides

La séparation des flavonoides par CCM a
révélé la présence de deux taches ayant des
rapports frontaux différents (Tableau 2). Ces

taches soumises a 1’action du réactif du
chlorure d’aluminium virent vers le jaune et
I’ocre.

Tableau 2. Rapports frontaux des taches et ’action du chlorure d’aluminium (AICl3).

Couleur
Tache Rapports frontaux (RF) Avant ajout de AICI, Aprés ajout de AICI,
Tache 1 0.64 Brune Jaune
Tache 2 0.88 Brune Ocre

©UBMA - 2012
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3.3 Activité antimicrobienne

Les résultats des différents tests antibactériens
réalisés sur les deux milieux de cultures

(MH et Sabouraud) sont regroupés dans les
tableaux 3 et 4.

Tableau 3. Zones d'inhibition (mm) de la croissance des souches bactériennes sur milieu Mueller-Hinton.

Souches Milieu Mueller-Hinton
Flv Flv % Flv %, Eau Rifampicine 5 ug
E.coli 12 38 14 10 00 00
E.coli ATCC 25922 22 12 12 00 12
E.coli 1554 40 38 38 00 54
P. aeruginosa ATCC 27853 30 34 40 00 42
Proteus mirabilis 32 36 38 00 42
S. aureus 00 12 14 00 12

Tableau 4. Zones d'inhibition (mm) de la croissance des souches bactériennes sur milieu Sabouraud.

Souches Milieu Sabouraud
Flv Flv % Flv ¥, Eau Rifampicine 5 pg
E.coli 12 38 06 04 00 00
E.coli ATCC 25922 00 02 06 00 08
E.coli 1554 00 02 04 00 44
P. aeruginosa ATCC 27853 34 40 42 00 52
Proteus mirabilis 38 38 34 00 42
S. aureus 00 04 06 00 44

D’apreés les tableaux 3 et 4, Il y a une grande
hétérogénéité dans les résultats obtenus, I’effet
antibactérien est plus ou moins important selon
la nature de la souche. D’une maniére globale,
les flavonoides semblent étre efficaces vis-a-
vis des souches testées.

En ce qui concerne la souche E.coli 12 cultivée
sur MH, elle s’est révélée plus résistante aux
dilutions %2 et ¥ avec 14 et 10 mm contre 38
mm de diamétre en présence des flavonoides
purs. Des valeurs similaires ont été
enregistrées sur le milieu Sabouraud. Ces
chiffres sont dans tous les cas meilleurs que
ceux obtenus avec la Rifampicine (zone
d’inhibition égale & 0 mm).

L’espéce Proteus mirabilis, semble trés
sensible aussi bien aux solutions flavoniques
que pour la Rifampicine et ce, dans les deux
milieux de culture (zones d’inhibition
comprises entre 32 mm et 38 mm).

La souche Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 a montré des zones d’inhibition de 30 a
40 mm de diamétre sur MH et de 34 a 42 mm
sur Sabouraud. Le pouvoir antibactérien de
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P’extrait sur MH est assez semblable a celui
provoqué par I’antibiotique.

Pour ce qui est de la souche E.coli ATCC
25922, elle semble plus résistante que les
autres souches d’E.coli. Les zones d’inhibition
ne dépassent pas les 22 mm sur MH et les 6
mm sur Sabouraud. Cette résistance est notée
également avec la Rifampicine avec
respectivement 12 mm et 8 mm sur MH et
Sabouraud.

Quant a la souche Staphylococcus auresu, elle
semble tres résistante aux flavonoides purs (00
mm) mais plus sensibles aux autres dilutions
(12 et 14 mm sur MH et 4 et 6 mm sur
Sabouraud). Presque la méme chose a été
observée avec la Rifampicine avec un pouvoir
antibactérien plus prononcé sur milieu
Sabouraud.

La souche E. coli 1554 cultivée sur milieu
Sabouraud affiche une grande résistance a
I’effet des flavonoides (00 mm). Cette
résistance est moins prononcée sur milieu MH
(40 mm). Cependant, elle apparait affectée
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par la Rifampicine dans les deux milieux (44
mm et 54 mm).

Les diamétres des zones d’inhibition de la
croissance des souches vis-a-vis des produits

testés sur les deux milieux de culture sont

mentionnés dans la figure 1.

P. mirabilis S. aureus
Diamétr (mm) Diamétr (mm)
e
40 4
354
307 ——Milieu MH ——Milien MH
:; 1 =8=Milieu sabauraud =8=Milieu sabauraud
13 4
10 |
5 4
0 Produits testé Produits testé
Flv Flvi- Flvii  Antibiotique Flv Flv!2 Flvii  Antibiotique
E.coli ATCC 25922 E.coli 1534
Diamétr (mm) Diametr ()
25 60 -
20 - 50 “\-’_/
15 | ——Milien MH 407 —4=MilieuMH
=#—Milieu sabauraud == Milieu sabauraud
10
0 Produitsfeste Produitstesté
Flv Flv ¥ Flvi:  Antibiotique Flv Flv Flv*:  Antibiotique
E.coli. 12 P aeruginosa ATCC 27853
Diameétr (mm) Diamétr (mm)
40 60 -
35 50
30
25 —+=MilienMH 07 —+—MilienMH
20 4 =&=Milieu sabauraud 30 - —B=Milieu sabauraud
151 20 -
10 4
- 1[} 4
hl
0 Produits testé 0 Produitstesté
Flv Flv! Flv's  Antibiotique Flv Flviz Flv'4  Antibiotique

Figure 1. Variation du diamétre des zones d’inhibition de la croissance des souches Vis-a-vis des produits testés sur les deux

milieux de culture.
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4. DISCUSSION

Les teneurs en composés phytochimiques
testés varient selon le produit considéré. Ces
teneurs peuvent étre affectées par le génotype,
les conditions du développement et de
croissance, la maturité, le conditionnement, les
conditions de stockage et par les méthodes
d’extraction [21]. Dans le cas présent, ces
facteurs ont permis d’avoir une teneur en
flavonoides de 1’ordre de 0.59 g dans les
feuilles de I’espéce Marrubium vulgare. Ce
résultat est largement comparable avec celui de
I’espece Marrubium peregrinum dont la teneur
des flavonoides extraits est de I’ordre de 0.547

g [22].

A partir de la séparation des composés
flavonoiques (Tableau 2), les résultats obtenus
(rapports frontaux et couleurs des taches) sont
comparables avec ceux enregistrés pour les
flavonoides extraits des feuilles de Buxus
madagascaria Bail [23].

D’aprés la littérature et selon certaines
recherches actuelles, il existe une relation
étroite entre les composés flavonoiques et les
activités antibactériennes [24, 25].

Les extraits flavoniques de Marrubium vulgare
ont une activité antimicrobienne satisfaisante
envers la majorité des souches étudiées.

Les souches Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Proteus mirabilis, sont les plus
sensibles lorsqu’elles sont mises a 1’action de
ces flavonoides sur Sabouraud et MH.
Cependant, la souche E.coli 1554 est plus
résistante sur milieu Sabouraud que sur MH.
Parmi les souches testées, seul le
Staphylococcus aureus a fait preuve d’une
grande performance du point de vue résistance
face a tous les produits et toutes les
concentrations testees.

Les résultats obtenus confirment une fois de
plus Defficacit¢é des extraits des plantes
médicinales et leur pouvoir antiseptique qui
vient rivaliser celui des antibiotiques. De
nombreux travaux soulignent cet effet
antibactérien des principes actifs naturels. En
effet, Mubashir et al. [26] signalent que
I’extrait aqueux des feuilles de I’espece
Marrubium vulgare exerce une forte activité
inhibitrice sur les souches Staphylococcus
aureus MTCC 740, Staphylococcus
epidermidis MTCC 435 et une activité de
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degré moindre sur Proteus vulgaris MTCC 426
et E.coli MTCC 443.

Concernant la souche Proteus mirabilis, elle
s’est révélée trés sensible face aux flavonoides
isolés. Cependant I’auteur d’une étude
récemment publiée [27] signale que la souche
Proteus vulgaris est résistante face a 1’extrait
méthanolique des feuilles de Marrubium
vulgare.

La souche E.coli ATCC 25922, qui a été dans
notre cas, moyennement sensible aux
flavonoides provenant de I’espéce Marrubium
vulgare semble tres résistante a 1’extrait d'éther
de pétrole isolé a partir des feuilles de
Marrubium alysson [18].

L’effet des flavonoides de Marrubium vulgare
sur le germe Staphylococcus aureus obtenus
dans notre cas est en parfaite concordance avec
les travaux antérieurs réalisés a partir de
I’extrait de la partie aérienne de Marrubium
catariifolium [28].

De méme, les composants de structure
phénolique tels que, Carvacrol, Eugénol et
Thymol sont fortement actifs contre les
microorganismes et agissent comme des agents
dénaturants les protéines [29]. D’autre part,
I’activité des huiles essentielles et des extraits
des plantes d’Origan et de Laurier montre un
pouvoir  inhibiteur  sur  Pseudomonas
aeruginosa et E.coli [30].

Paradoxalement, selon une étude ultérieure, les
huiles essentielles de Marrubium deserti de
Noé ne présentent aucun effet antibactérien
sur les germes Staphylococcus aureus ATCC
25923, E.coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 [31].

Les flavonoides en raison de leur richesse en
groupes phénoliques sont capables de se fixer
sur certaines protéines et enzymes modifiant
ainsi les équilibres enzymatiques [32]. D’autre
part, les huiles essentielles de Clou de girofle
et d’Origan sont capables d’induire une lyse
cellulaire de la bactérie E.coli. La lyse des
bactéries a été montrée par la libération des
substances absorbant a 260 nm. Cette
inhibition ~de  développement  d’E.coli
provoquée par ces huiles essentielles est
similaire & celle enregistrée par Marrubium
vulgare [33].
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Comme la principale cible de ces composés
naturels est la membrane bactérienne des
germes ; ’activité biologique de ces composés
entrainant une fuite de potassium est la toute
premiére preuve de I’existence de Iésions
irréversibles au niveau de cette membrane. Le
Thymol et le Carvacrol, composés actifs
d’huiles essentielles, rendent perméable la
membrane des bactéries qui est un effet
précurseur de leur mort [34].

En ce qui concerne I’antibiotique qui a fait
I’objet de notre étude (Rifampicine a 5 pg), il a
donné des résultats satisfaisants sur la majorité
des souches étudiées et particulierement sur la
souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
et E.coli 1554. Ce résultat est en accord avec
un travail antérieur ou la Rifampicine utilisée
a 30 pg a entrainé un effet inhibiteur
considérable de la majeure partie des espéces
bactériennes expérimentées.

5. CONCLUSION

A travers 1’étude de D’activité antibactérienne
des composés flavoniques isolés des feuilles de
I’espéce Marrubium vulgare L. vis-a-vis des
souches bactériennes pathogénes et
multirésistantes, il apparait que ces substances
possédent un pouvoir antibactérien important
sur les germes testés. L’inhibition de la
croissance varie en fonction de 1’espéce
bactérienne, la concentration du produit testé et
aussi du milieu de culture utilisé.

D’une maniére globale, ces composés semblent
efficaces a toutes les concentrations utilisées.
De toutes les souches testées, deux d’entre
elles se sont montrées trés sensibles. Les zones
d’inhibition enregistrées sont le plus souvent
proches de celles provoquées par 1’antibiotique
et en particulier celles provoquées sur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 28753 et
Proteus mirabilis.

Nos résultats confirment que les extraits de
Marrubium vulgare pourraient probablement
rivaliser les produits chimiques synthétiques et
les antibiotiques qui sont utilisés dans les
traitements des maladies infectieuses. Ces tests
contribuent a la validation scientifique de
’usage traditionnel massif, de cette espéce, par
les populations. En perspective, il serait
important d’approfondir les recherches sur une
large gamme de souches microbiennes et
d’identifier les constituants actifs responsables
de I’activité antibactérienne.
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