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ABREVIATIONS, FORMULES ET SYMBOLES 
 
 

CMI                : Concentration Minimale Inhibitrice 

CMB               : Concentration Minimale Bactéricide 

CMF               : Concentration Minimale Fongicide 

QMI                : Quantité Minimale Inhibitrice 

µg/ml              : microgramme par millilitre  

UFC                : Unité Formant Colonies 

EEFHM           : Extrait Ethanolique des Feuilles d’Harungana madagascariensis 

EAFHM           : Extrait à l’Acétate d’éthyle des Feuilles d’Harungana madagascariensis 

NS                  : nanosphères 

NP                  : nanoparticules 

CIP                 : Collection de l’Institut Pasteur 

NCTC             : National Collection of Type Culture London 

ATCC             : American Type Culture Collection 

PLGA             : Acide Poly (d,l-Lactide-co-Glycolide) 

PCL               : Poly (ε-caprolactone) 

PLA               : Acide Polylactique 

IP                  : Indice de Polydispersité 

MEB             : Microscope Electronique à Balayage 

Rf                 : facteur de retention 

MTT             : Méthyl Thiazolyl Tétrazolium. 

CCM            : Chromatographie sur Couche Mince 

CC               : Chromatographie sur Colonne ouverte  

F                  : Fractions 

UV               : Ultra Violet 

IR                : Infra Rouge 

SM-Z spray : Spectrométrie de Masse en mode Z spray 

RMN 1H      : Résonance Magnétique Nucléaire du proton 

RMN 13C     : Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13 

COSY         : Spectroscopie de corrélation 

HMBC         : Heteronuclear Multiple Bond correlations 

HMQC        : Heteronuclear Multiple Quantum Coherence 

TMS            : Tétraméthylsilane 

eV              : électron Volt 

mV             : milli Volt 
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Hz              : Hertz 

MHz           : Mégahertz 

nm             : nanomètre 

min            : minute 

s                : singulet 

d                : doublet 

dd              : doublet dédoublé 

t                 : triplet 

q                : quadruplet 

Rdt            : rendement 

 MeOH (Max) : longueur d’onde d’absorption maximale dans le méthanolג 

m/z            : masse/charge d’un ion en Spectrométrie de Masse 

δ                : déplacement chimique 

J                : constante de couplage 

ppm           : partie par million 

v/v              : volume par rapport au volume 

MeOH        : méthanol 

EtOH          : éthanol 

CH2Cl2           : dichlorométhane 

CHCl3             : chloroforme 

HCOOH     : acide formique 

AcOEt        : acétate d’éthyle 

C5D5N        : pyridine  
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La thérapeutique par des plantes, pratique longtemps connue et utilisée de l’Homme, 

continue encore de nos jours à faire recette dans beaucoup de pays en voie de 

développement, 70% selon Adjanohoun, 1989. Parallèlement, on assiste actuellement en 

occident à un retour vers cette forme de médecine : la Phytothérapie. Dans ce contexte, les 

milliers d’années d’expériences populaires et de coutumes, peuvent fournir un arsenal très 

large des plantes actives dans tous les domaines pharmacologiques y compris celui des 

pathogénies infectieuses cutanées et unguéales, nosocomiales et bucco-dentaires 

auxquelles ce travail est consacré.  

          En effet, les affections cutanées dues aux champignons d’une part, et les affections 

nosocomiales provoquées par des bactéries saprophytes d’autre part, représentent une 

source importante de morbidité chez l’Homme. Ces affections se sont dramatiquement 

accrues ces 20 dernières années et ceci en raison de la recrudescence du nombre de 

patients immunodéprimés, de l’utilisation de médicaments immunosuppresseurs, de 

l’utilisation de cathéters intravasculaires, de l’utilisation d’antifongiques et d’antibiotiques à 

large spectre d’action entraînant une perturbation de la flore microbienne saprophyte 

normale, et l’apparition de phénomènes de résistance de certaines espèces fongiques et 

bactériennes (Franklin, 1993 ; Odds, 1996).  

          D’un autre côté les pathogénies bucco-dentaires, particulièrement la carie dentaire, 

représentent un véritable problème de santé publique. En effet, troisième fléau mondial selon 

l’OMS après les maladies cardio-vasculaires et le cancer, la carie touche la majorité des 

enfants dans le monde. En France, à 12 ans, 12,9% seulement d’enfants ont une denture 

saine (Enquête UFSBD, 1987). 

          Face à ces problèmes de santé publique (affections cutanées, affections 

nosocomiales et bucco-dentaires), nous ne disposons pourtant que d’un arsenal 

thérapeutique restreint.    Cependant, le règne végétal est une alternative intéressante, il 

reste un potentiel gigantesque de source de nouvelles substances thérapeutiques. Ce travail 

a été élaboré suite à ces considérations.  

         De plus, ces dernières années la pharmacie galénique s’est orientée vers le 

développement de nouvelles formes pharmaceutiques en vue d’optimiser les effets 

thérapeutiques des principes actifs. Ainsi, de nombreuses études ont montré l’intérêt des 

vecteurs nanoparticulaires notamment pour l’administration cutanée et orale des principes 

actifs. Ces vecteurs  peuvent augmenter et/ou réguler le transport du principe actif du site 

d’administration au site d’action, entraînant une amélioration de sa biodisponibilité, avec pour 

conséquence la potentialisation de l’effet thérapeutique du principe actif.  

Dans l’optique de chercher des substances antimicrobiennes à partir des plantes 

médicinales et d’optimiser l’effet thérapeutique des extraits de plantes, les objectifs de ce 

travail ont été : 
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- tout d’abord de dresser une liste la plus complète possible de plantes utilisées 

comme antimicrobiens en médecine traditionnelle Africaine en général et Congolaise 

en particulier. Les critères de sélection ont été variés, nous avons choisi des plantes : 

fréquemment utilisées en médecine traditionnelle africaine, largement répandues et 

non détruites par le prélèvement d’un ou de plusieurs organes, ayant fait l’objet de 

peu d’études biologiques antérieurement et renfermant des métabolites secondaires 

(substances connues pour être biologiquement actives). Ainsi deux plantes ont 

retenu notre attention et ont été sélectionnées : Harungana madagascariensis 

(Hypericaceae) et Cassitha filiformis (Lauraceae) ; 

- de réaliser une étude micrographique des organes de plantes utilisés afin de 

contribuer à la caractérisation complète de ces plantes ; 

- de réaliser un screening antimicrobien in vitro des extraits des plantes sélectionnées 

sur des champignons pathogènes et des bactéries saprophytes de la flore cutanée ; 

- d’évaluer le spectre d’activité à l’égard des bactéries pathogènes de la plaque 

dentaire de l’Homme de l’extrait le plus actif après les tests réalisés sur les 

microorganismes de la flore cutanée ; 

- d’isoler et de caractériser le principe actif contenu dans l’extrait le plus actif  

- de proposer une formulation galénique susceptible de potentialiser l’activité 

antimicrobienne des extraits de plantes testés en réalisant une étude comparative 

entre l’extrait vectorisé dans les nanosphères d’acide poly (d, l-lactide-co-glycolide)  

et l’extrait non vectorisé. 

Dans la première partie de ce travail, il s’est avéré nécessaire de : 

- donner un aperçu des travaux antérieurs réalisés sur les plantes utilisées ; 

- donner un aperçu sur les microflores fongiques et bactériennes cutanées et 

muqueuses ; 

- présenter brièvement des composés antifongiques et antibactériens existant sur le 

marché, utilisés en thérapie humaine contre les mycoses et dans les soins bucco-

dentaires respectivement; 

- présenter de manière succincte les composés antimicrobiens isolés à partir 

d’espèces végétales ; 

- donner un aperçu sur les pathologies causées par les associations bactériennes et 

fongiques ; 

- discuter des méthodes de détection d’activités antifongiques et antibactériennes in 

vitro actuellement à disposition, avec un regard critique sur leurs limites 

d’application ; 
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- présenter de manière brève les vecteurs colloïdaux polymériques en insistant sur leur 

mode de formation, leur caractérisation physico-chimique et leur mode 

d’administration. 

En conclusion un bilan général du travail est dressé laissant entrevoir des perspectives pour 

l’avenir. 
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CHAPITRE I 
ETUDE ETHNOBOTANIQUE 

1. CASSYTHA FILIFORMIS L. 
2. HARUNGANA MADAGASCARIENSIS LAM. EX 

POIR. 
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INTRODUCTION 
Après une étude bibliographique des plantes connues pour leurs propriétés thérapeutiques, 

nous avons dressé une liste non exhaustive de celles utilisées pour leurs propriétés 

antimicrobiennes en médecine traditionnelle africaine en général, et congolaise en particulier 

(Tableau I). Ensuite, une sélection des plantes à utiliser dans le présent travail a été faite sur 

la base des critères énoncés dans l’introduction générale. Ainsi, notre choix s’est porté sur 

Cassytha filiformis L. (Lauraceae) et Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

(Hypéricaceae). En effet, ces deux plantes, en plus de répondre aux critères de sélection, 

appartiennent à des familles qui sont présentes aussi bien en Afrique qu’en Europe, et dont 

les intérêts ne sont plus à démontrer. Elles sont en effet largement utilisées dans diverses 

médecines traditionnelles. Nous allons dans ce chapitre rapporter les résultats des travaux 

antérieurs réalisés sur ces deux plantes. 

 

Tableau I : Quelques plantes utilisées comme antimicrobiens en médecine traditionnelle 

congolaise d’après Bouquet (1969).  

Familles Noms de la plante 

Acanthaceae Thomandersia laurifolia Bail. 

Apocynaceae 1- Rauwolfia obscura K. Schum 

2- Tabernaemontana crassa Benth. 

3- Voacanga africana Stapf. 

Asclepiadaceae Tylophora sylvatica Decne. 

Cesalpiniaceae 1- Cassia occidentalis Linn. 

2- Disthemonanthus benthamianus Bail. 

3- Erythrophleum guineense G. Don 

Composeae 1- Ageratum conyzoïdes Linn. 

2- Emilia coccinea (Sims) G. Don 

Dioscoreaceae Dioscorea bulbifera Linn. 

Euphorbiaceae 1- Alchornea floribunda Müll. Arg. 

2- Alchornea cordifolia Müll. Arg. 

3- Hymenocardia acida Tul. 

4- Manniophytum fulvum Müll. Arg. 

5- Ricinodendron heudolotii Bail. 

Hypericaceae Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

Lauraceae Cassitha filiformis Linn. 

Papilionaceae Milletia laurentii de Wild. 

Rubiaceae 1- Morinda lucida Benth. 

2- Rothmania hispida K. Schum 

Rutaceae Vepris louisii G. Gilbert 

Simarubaceae Quassia africana Bail. 
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1. CASSYTHA FILIFORMIS L. 
Cassytha filiformis est une plante appartenant à la famille des Lauracées. Cette famille 

occupe une bonne place dans la matière médicale grâce à des espèces riches en essence 

(cannelier, camphrier, sassafras, laurier) (Kerharo et Adam, 1974) répandues dans les 

régions tropicales et subtropicales. Ces mêmes espèces renferment également 

fréquemment des matières grasses (Kerharo et Adam, 1974). 

 

1.1. Noms en langues africaines 
- En langues congolaises 

Nsinga wa leembo baandu (liane sans pied) ou yele ngyengye en Laari. 

 

- En langues gabonaises 
Ozasa wa gelo en Nkomi 

 

- En langues sénégalaises 

kamul bop ou somat u gej en Wolof ; samédalo en Mandingue et en Socé ; alla nyon en 

Bambara. 

 

1.2. Description botanique (Walker et Sillans, 1974 ; Kerharo, 1971 ; Kerharo et 

Adam, 1974) 
Herbe hémiparasite, vivace, pantropicale, volubile, pouvant atteindre 4 à 5 m, Cassytha 

filiformis L. est constituée de nombreuses tiges vertes ou jaune orangé, filiformes, ramifiées, 

glabres ou pubérulentes (poils tecteurs) fixées sur les hautes graminées ou les arbustes au 

moyen de suçoirs. 

Ses feuilles sont réduites à de petites écailles, tandis que ses fleurs sont petites et 

blanchâtres. Le fruit sphérique de 5 mm de diamètre environ, est quant à lui complètement 

enclos dans un réceptacle charnu, globuleux et blanchâtre à maturité (Walker et Sillans, 

1974 ; Kerharo et Adam, 1974) (Figure 1). 
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Aspect général (caractère envahissant) 

                                                  
Tiges et fruits                                       

Figure 1 : Cassytha filiformis L.(http://mobot.mobot.org/cgi-

bin/search_vast?onda=N17800538) 

 

1.3. Habitat (Walker et Sillans, 1974 ; Bouquet, 1969 ; Kerharo et Adam, 1974) 
Assez commune dans les buissons de savane, Cassytha filiformis L. est une plante 

également rencontrée en bordure des mers. Plante parasite, elle est réputée très 

envahissante. 

 

1.4. Répartition géographique 
Cassytha filiformis L. est une espèce très abondante dans les régions à climat tropical et 

subtropical. On la trouve en Afrique, en Asie, en Amérique latine, en Océanie et dans les 

Caraïbes, comme le montre la figure 2. La répartition géographique de cette plante en 

Afrique est donnée dans la figure 3. 
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Figure 2 : Répartition géographique mondiale de Cassytha filiformis L.         

(http://mobot.mobot.org/cgi-bin/search_vast?onda=N17800538) 

 

                            
Figure 3 : Répartition géographique de Cassytha filiformis L. en Afrique et Madagascar. 

(http://mobot.mobot.org/cgi-bin/search_vast?onda=N17800538) 

 

■ Zones où 
Cassytha 
filiformis est 
présent. 

■ Zones où 
Cassytha 
filiformis est 
présent. 

■



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE I : ETUDE ETHNOBOTANIQUE 
 

 19

1.5. Usages thérapeutiques 
Le caractère parasite de Cassytha filiformis L. semble avoir particulièrement frappé 

guérisseurs et féticheurs africains. 

Kerharo (1971) signale qu’elle est employée par certaines ethnies du Sénégal pour des 

traitements médico-magiques, au cours desquels les invocations au végétal et aux divinités 

tutélaires jouent un grand rôle. 

Au Congo-Brazzaville, porté autour du poignet ou de la cheville, un bracelet fait avec des 

morceaux de liane tressés entre eux, permettrait d’éviter les maladies et d’obtenir gain de 

cause auprès des tribunaux, selon Bouquet (1969). 

Au Gabon, les Nkomi (Ethnie gabonaise) attribuent à Cassytha filiformis L. la vertu de porter 

bonheur à la pêche. A cet effet, ils exposent leurs filets et autres engins de pêche à la fumée 

des brindilles qu’ils font brûler sur un boucan (Walker et Sillans, 1974). 

Hormis ces pouvoirs magiques, elle est aussi donnée en tisane aux malades souffrant 

d’affections pulmonaires ou gastro-intestinales. Le jus de la plante, en revanche, aurait une 

action sur les mycoses cutanées (Bouquet, 1969). Chez les Wolof et Niominka du Sénégal, il 

est donné à petites doses en qualité de diurétique (Kerharo, 1971 ; Perry, 1980), et utilisé en 

bain et boissons (décocté) contre les brûlures du troisième degré (Kerharo, 1971 ; 

Adjanohoun et al., 1979). La décoction est aussi employée contre l’amaigrissement des 

enfants (Adjanohoun et al., 1979). Bouquet et Debray (1974) mentionnent qu’elle est utilisée 

en Côte d’Ivoire en friction contre les œdèmes et les dermatoses, alors qu’en Chine elle est 

utilisée contre la syphilis selon Perry (1980). 

 

1.6. Composition chimique  
Les investigations phytochimiques menées sur Cassytha filiformis L. ont permis  à Wu et al. 

(1997) d’isoler les alcaloïdes suivants (Figure 4a) : la cathafiline 1,  la cassythine 2, alcaloïde 

également isolé par Tomita et al. (1966) et par Johns et al. (1966), la cathaformine 3, 

l’actinodaphnine 4, la lysicamine 5 et l’isoboldine 6. Chang et al. (1998) ont à leur tour 

confirmé que Cassytha filiformis était une riche source d’alcaloïdes aporphinoïdiques, en 

isolant la filiformine 7, la cassyformine 8, la prédicentrine 9, la laurotétanine 10 et l’ocoteïne 

11. D’autres dérivés aromatiques, tels que la vanilline 12  et l’isovanilline 13, ainsi qu’un 

lignane : le diasyringasinol 14 ont été isolés plus récemment des tiges de Cassytha filiformis 

par Chang et al. (1998) (Figure 4b). 

Cette composition chimique est résumée dans le Tableau II (page suivante). 
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Tableau II : Composition chimique de Cassytha filiformis L. 

Composés Organes Auteurs Année  

 

Cathafiline (1) Tiges  Wu et al. 1997 

 

Cassythine (2) 

 

Tiges 

Wu et al. 

Tomita et al. 

Johns et al. 

1997 

1966 

1966 

Cathaformine (3) Tiges Wu et al. 1997 

Actinodaphine (4) Tiges Wu et al. 1997 

Lysicamine (5) Tiges Wu et al. 1997 

Isoboldine (6) Tiges Wu et al. 1997 

Filiformine (7) Tiges Chang et al. 1998 

Cassyformine (8) Tiges Chang et al. 1998 

Prédicentrine (9) Tiges Chang et al. 1998 

Laurététanine (10) Tiges Chang et al. 1998 

Ocotéïne (11) Tiges Chang et al. 1998 

Vanilline (12) Tiges Chang et al. 1998 

Isovanilline (13) Tiges Chang et al. 1998 

Diasyringasinol (14) Tiges Chang et al. 1998 
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Figure 4a: Alcaloïdes isolés de Cassytha  filiformis L. 
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Figure 4b : Autres composés isolés de Cassytha filiformis L. 
 
 
 
1.7. Pharmacologie 
La laurotétanine, alcaloïde isolé de C. filiformis, est un poison tétanisant puissant. La dose 

létale, par voie intra veineuse (IV), pour le crapaud est de 1 mg, pour la poule, par voie sous 

cutanée, de 15 mg avec mort en 10 min, et pour le cobaye, toujours par voie sous cutanée, 

de 30 mg avec mort en 30 min selon Manske et Holmes (1950-1971). La laurotétanine a été 

testée par voie IV pour son action anticancéreuse, mais les résultats n’ont pas été vraiment 

significatifs (Abbot et al., 1966). Heal et Rogers (1950) ont mis en évidence les propriétés 

insecticides de Cassytha filiformis L. 

Chang et al. (1997) ont, en outre, mis en évidence le rôle vasoconstricteur de l’ocotéïne, 

alcaloïde isolé de Cassytha filiformis L. 

 

 

2. HARUNGANA MADAGASCARIENSIS LAM. EX POIR. 
Plante de la famille des Hypericaceae, elle est largement répandue dans les régions 

tempérées et chaudes. Cette famille est aussi représentée par les genres Psorospermum, 

Vismia et Hypericum. 

Les Hypericaceae sont généralement des arbustes ou des sous-arbrisseaux contenant une 

résine jaunâtre ou orangée (Kerharo et Adam, 1974). Ces plantes sont caractérisées par leur 

appareil sécréteur contenant des canaux et poches schyzogènes, producteurs d’essences 

et/ou de résines. 
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2.1. Noms en langues africaines 
         - En langues congolaises 
mutunu ou ntunu en Laari ; nsasa ou musasa en Beembe, Yoombe et Vili ; musasé ou 

musasa en Laali, Lumbu, Nzabi et Tsaangi ; mubenberi en M’bôchi. 

         - En langues gabonaises 
osakadi en Apindji ; nsasa en Loango ; musasa en Eshira et en Punu ; isaha en Bakôta. 

         - En langues sénégalaises 
uliyolo en Mandingue ; sumbala en Bambara et Peul ; fumiseg ou oussouye en Diola. 

         - En langues togolaises 
ehouti en Ewé ; amiti en Akposso. 

 

2.2. Description botanique (Kerharo et Adam, 1974 ; Bouquet et Debray, 1974 ; 

Walker et Sillans, 1974 ; Kerharo, 1971 ; Adjanohoun et al., 1979).  
Arbre de petite taille, ramifié et très feuillé, pouvant atteindre 4 à 5 m de haut, Harungana 

madagascariensis possède de larges feuilles opposées, ovales, arrondies, courtement 

cunées ou parfois subcordées à la partie inférieure (Figure 5). Elles sont régulièrement 

acuminées au sommet, avec une dizaine de nervures latérales très proéminentes à la face 

inférieure. Elles mesurent environ 13 cm de long sur 7 cm de large. Le pétiole est long de 1,5 

à 2 cm. Les fleurs sont blanches, petites et odorantes, groupées en panicules terminales 

denses. Les inflorescences sont brunâtres, tandis que les fruits sont des petites drupes 

sphériques de 3 mm de diamètre contenant 2 à 4 graines. De l’écorce striée, lamelleuse, 

foncée et profondément crevassée, suinte un liquide visqueux orange. 
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Feuilles et fleurs (http://users.chello.be/sf16063/pauwels/HaruMada.jpg) 

 

  
                       Feuille séchée                                                Ecorces séchées 

(Photographe : Brice MOULARI) 

Figure 5 : Feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

 

2.3. Habitat (Kerharo et Adam, 1974 ; Walker et Sillans, 1974 ; Bouquet, 1969). 
Arbuste très répandu en Afrique, Harungana madagascariensis est commun dans toutes les 

formations secondaires, les plantations abandonnées, les broussailles en terrain humide et 

les zones dégradées qu’il repeuple rapidement. 

 

2.4. Répartition géographique 
Harungana madagascariensis est très répandue dans les régions chaudes, on la trouve dans 

plusieurs pays d’Afrique noire et à Madagascar, alors qu’elle est absente dans les autres 

régions du monde, comme le montrent les Figures 6 et 7. 
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Figure 6 : Répartition géographique mondiale d’Harungana madagascariensis 

(http://mobot.mobot.org/w3T/search/image/iix187.html) 

 

                                 
Figure 7 : Répartition géographique d’Harungana madagascarinsis en Afrique et à 

Madagascar. (http://mobot.mobot.org/w3T/search/image/iix187.html) 

 

■ Zones où 
Harungana 
madagascariensis 
est présent. 

■ Zones où 
Harungana 
madagascariensis 
est présent. 
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2.5. Usages thérapeutiques 
Harungana madagascariensis est largement utilisée en médecine traditionnelle africaine, ses 

indications sont très nombreuses et variées. Elles concernent les feuilles, l’écorce de tiges, 

le latex et les racines. 

Bouquet (1969) signale que la décoction aqueuse des écorces, associée au jus de la plante, 

sert à soigner la gale, les teignes, les mycoses cutanées et la lèpre. 

La décoction des racines ou des écorces, ou encore des feuilles, est utilisée contre la 

dysménorrhée et les troubles de l’ovulation (Bouquet, 1969 ; Kerharo et Adam, 1974). 

Walker et Sillans (1974)  signalent que le décocté des feuilles ou des écorces est employé 

comme  antidysentérique, expectorant ou vomitif ; il est aussi indiqué dans le traitement des 

affections bronchiques et la toux. 

Les jeunes feuilles sont par ailleurs consommées contre la tachycardie (Bouquet, 1969). Le 

décocté des écorces est utilisé en lavement contre les menstruations douloureuses ; 

additionné de feuilles de Cajanus indicus (Ambrevadées), il faciliterait l’accouchement, selon 

Walker et Sillans (1974). Bouquet et Debray (1974) signalent, en outre, la réputation qu’a 

cette plante d’être un puissant aphrodisiaque. 

 

2.6. Composition chimique 
Bien que largement utilisée en médecine traditionnelle africaine, les premières études 

phytochimiques concernant Harungana madagascariensis datent de 1962. 

A cette époque, Stout et al. (1962) ont décelé, dans l’écorce, un pigment phénolique orangé 

dénommé Harunganine, qui fût par la suite isolé par Ritchie et Taylor (1964). Fisel et al. 

(1966) ont quand à eux isolé des anthrones au niveau des feuilles : l’hypéricine 15 et la 

pseudohypéricine 16. Iimuna et al. (1995), travaillant sur les racines, tiges et feuilles, ont 

isolé les composés anthraquinones et anthrones suivantes (Figure 8a) : la 1,3,8-trihydroxy-

4,5-diisoprényl-7-méthylanthrone ou harunganol A 17, la 1,3,8-trihydroxy-4,5,7-triisoprényl-6-

méthylanthrone ou harunganol B 18, la 1,8-dihydroxy-2-isoprényl-3-méthoxy-6-

méthylanthrone 19, la madagascine ou l’émodol 3-isoprényl éther 20, composé également 

isolé par Messerschmidt (1966), le chrysophanol 21, la vismiaquinone ou 1,8-dihydroxy-2-

isoprényl-3-méthoxy-6-méthylanthraquinone 22, l’aloe-émodol 23. Ils ont également isolé 

des dérivés et composés flavoniques (Figure 8b) : le quercetol 24, l’astilbine ou le 3-O-

rhamnoside de taxifoline 25, composés isolés également par Fisel et al. (1966), la 1,3,4-

trihydroxy-2-méthoxyxanthone 26 et la 1,7-dihydroxyxanthone 27. Par ailleurs, Persinos et 

al. (1967), Tona et al. (1998), Olagunju et al. (2000), et, plus récemment Capasso et al. 

(2003), ont à leur tour mentionné la présence, dans les écorces et feuilles, de tanins, 

stéroïdes, terpènes, saponosides et alcaloïdes, et confirmé celle des dérivés 

anthracéniques. Cette composition chimique est résumée dans le Tableau III. 
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Tableau III : Composition chimique d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

Composés Organes Auteurs  Année 

  

Harunganine Ecorces Stout et al. 

Ritchie et Taylor 

1962 

1964 

Hypéricine (15) Feuilles Fisel et al. 1966 

Pseudohypéricine (16) Feuilles Fisel et al. 1966 

Harunganol A (17) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

Harunganol B (18) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

1,8-dihydroxy-2…(19) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

Madagascine (20) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 

 

Messerschmidt 

1995 

 

1966 

Chrysophanol (21) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

Vismiaquinone (22) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

Aloe émodol (23) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

Quercetol (24) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 

 

Fisel et al. 

1995 

 

1966 

Astilbine (25) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 

 

Fisel et al. 

1995 

 

1966 

1,3,4-trihydroxy-2…(26) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 

1,7-dihydroxy… (27) Feuilles, racines 

et tiges 

Iimuna et al. 1995 
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Figure 8a : Anthrones et anthraquinones isolés d’Harungana madagascariensis                                             
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Figure 8b : Flavonoïdes isolés d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

 

2.7. Pharmacologie 
Les extraits aqueux des feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis ont été 

expérimentés par Fisel et al. (1966), dans le traitement des gastralgies et des 

pancréopathies ainsi que sur les fonctions digestives. Selon ces auteurs, ceux-ci stimulent 

les fonctions digestives et la fonction exocrine du pancréas. 

Kemeny (1971a) a montré que, chez la souris, l’extrait aqueux de feuilles à 3,5 ou 20% n’est 

pas toxique, et que ses effets se caractérisent, en particulier, par une augmentation 

considérable des taux d’acide ribonucléique et de protéines du pancréas et du duodénum 

ainsi que de l’activité esterasique. Il a également montré que l’extrait total à 0,5% administré 

à des rats, réduit de façon marquée l’effet hépatotoxique du CCl4 et du bromobenzol. Son 

effet hépatoprotecteur paraît supérieur à celui de la cystéine (Kemeny, 1971b). D’autre part, 

l’administration continue de cet extrait aqueux de feuilles per os augmente l’activité de 

l’estomac, de l’intestin, du foie, et du pancréas (Kemeny, 1971). 

Des propriétés antimicrobiennes, vis à vis de Sarcina lutea et Staphylococcus aureus, ont 

été reconnues aux écorces de tiges par Malcom et Sofowora (1969). Madubunyi et al. (1995) 

ont montré que les feuilles présentent une activité semblable vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus flavus et Candida albicans. La décoction 

d’écorce présente un pouvoir amoebicide, avec une CMI à 62,5µg/ml selon Tona et al. 
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(1998). L’isosaline, isolée des feuilles et écorces, présente une action sur le foie et le rein 

des rats identique à celle présentée par les phosphatases selon Olagunju et al. (2000). 
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CHAPITRE II 
 ETUDE DE MICROFLORES 

FONGIQUES CUTANEES, ET 
BACTERIENNES CUTANEES ET 
MUQUEUSES (PARASITES OU 

SAPROPHYTES) 
A. MICROFLORES FONGIQUES CUTANEES 
B. MICROFLORES BACTERIENNES CUTANEES 

ET MUQUEUSES 
C. PATHOLOGIES CAUSEES PAR LES 

ASSOCIATIONS FONGIQUES ET 
BACTERIENNES 
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A. MICROFLORES FONGIQUES CUTANEES  
1. MYCOSES CUTANEES 
2. CARACTERES CULTURAUX DES CHAMPIGNONS 
3. ANTIFONGIQUES 
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INTRODUCTION 
Les mycoses sont des maladies infectieuses causées par la présence et le développement 

de champignons dans l’organisme. Les champignons ou mycètes sont des organismes  

eucaryotes uni ou pluricellulaires inclus dans la classe des cryptogames et appartenant à 

l’embranchement des thallophytes (Bouchet, 1979). Ce sont des organismes inférieurs, 

dépourvus de pigments assimilateurs donc incapables de réaliser la photosynthèse 

chlorophyllienne (Segretain et al., 1987). Ils ont une vie toujours saprophytique ou 

symbiotique et éventuellement parasitaire. Ils vivent le plus souvent sur les matières 

végétales  ou animales mortes ou vivantes (Brumpt, 1949 ; Callot et Helluy, 1957). 

Formés de cellules uni ou plurinucléées toutes semblables, les champignons se reproduisent 

par des spores de manière sexuée ou asexuée (Bouchet, 1979). Leur classification repose 

sur l’organisation de leur appareil végétatif et de leur structure cellulaire. Mais aussi et 

surtout sur leur mode de reproduction (Bouchet et al., 1989). Ainsi on distingue : 

- les archimycètes regroupant les myxomycètes et les phycomycètes ou champignons 

imparfaits. Ils se multiplient de manière asexuée, bien que la reproduction sexuée soit 

souvent présente. 

- les eumycètes ou champignons vrais, à reproduction sexuée prédominante, regroupant les 

zygomycètes, les ascomycètes, les basidiomycètes et les fungi imperfecti ou adélomycètes 

sans reproduction sexuée. 

La plupart de champignons responsables de mycoses sont cosmopolites et pénètrent dans 

l’organisme humain, soit par voie pulmonaire, soit par voie digestive, soit par voie cutanée. 

Les affections humaines dues à des champignons sont nombreuses et diverses, nous nous 

sommes intéressés plus spécialement aux pathologies touchant l’être humain et 

occasionnellement les animaux de compagnie. 

Généralement les principaux champignons pathogènes de l’Homme et des animaux sont 

classés en fonction de leurs caractéristiques botaniques. Ainsi on distingue : les 

dermatophytes (filamenteux ascomycètes), les champignons filamenteux imparfaits et les 

levures (champignons normalement unicellulaire). 

Les mycoses, en général, sont en nette progression dans le monde entier. Les réactions 

immunologiques des êtres humains diminuent de plus en plus et les champignons 

opportunistes touchent de plus en plus les organismes ainsi affectés.  

Dans ce chapitre, nous allons passer en revue les mycoses les plus courantes, nous 

donnerons les caractères culturaux des champignons impliqués mais également les 

antifongiques les plus souvent utilisés. 
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1. MYCOSES CUTANEES 
Elles sont localisées sur la peau, les phanères (ongles et cheveux) et sur les muqueuses. La 

pathologie dermatologique est essentiellement causée par des dermatophytes, et de plus en 

plus par des champignons imparfaits et certaines levures opportunistes. 

 

1.1. Les dermatophyties 
Elles sont dues à des dermatophytes, champignons connus pour leur affinité particulière 

pour la kératine, et qui se développent au niveau de l’épiderme et des phanères. Parmi les 

dermatophyties les plus fréquentes on peut citer : 

1.1.1. Les teignes 

 ce sont des infections des régions pileuses (cuir chevelu, barbe) débutant par une atteinte 

de la couche cornée de la peau, l’atteinte pilaire étant secondaire car ne survenant qu’après 

multiplication du dermatophyte et progression des filaments mycéliens vers un orifice pilaire. 

On distingue les teignes tondantes, suppuratives et faviques, leurs aspects cliniques sont 

spécifiques de l’agent causal. 

    • Les teignes tondantes peuvent être causées par diverses espèces, le genre 

Microsporum est plutôt responsable des teignes tondantes qualifiées de microsporiques 

dont M. canis représente 80% des cas en France. Elles sont caractérisées par des plaques 

alopéciques de grande taille, peu nombreuses, de forme arrondie et recouvertes de 

squames grisâtres. Le genre Trichophyton est, de son côté, responsable des teignes 

tondantes trichophytiques caractérisées par de petites plaques alopéciques et dont les 

espèces responsables les plus rencontrées sont T. violaceum, T. soudanense et T. 

tonsurans, espèces qui sévissent principalement sous les tropiques. Les plaques 

alopéciques sont contagieuses. 

    • Les teignes suppuratives, localisées sur le cuir chevelu mais surtout sur la barbe et la 

moustache, elles sont dues à M. gypseum, T. mentagrophytes var. mentagrophytes et T. 

ochraceum. Elles sont caractérisées par une plaque érythro-squameuse circulaire qui 

s’étend pendant quelques jours puis la région atteinte gonfle et rougit. Les orifices pilaires 

sont dilatés et suppuratifs, les poils et les cheveux sont détruits par un processus 

inflammatoire. 

    • Les teignes faviques causées par T. schoenleinii sont caractérisées par des alopécies 

définitives. 
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1.1.2. Les épidermophyties 
Elles correspondent à l’attaque de la peau glabre par un dermatophyte qui pénètre dans 

l’épiderme à la suite d’une lésion cutanée. Parmi les épidermophyties on peut citer : 
    • L’herpes circiné, comporte des lésions pouvant siéger sur n’importe quelle région de la 

peau, il s’observe aussi bien chez l’enfant que chez l’adulte. Il est caractérisé par une plaque 

rouge circulaire desquamante, bien limitée par un léger bourrelet périphérique de 

microvésicules uniques ou multiples qui peuvent confluer et donner des placards à contours 

polycycliques. Les agents responsables sont surtout T. rubrum, T. mentagrophytes var. 

mentagrophytes, T. ochraceum, E. flocosum et M. canis. 

    • L’eczéma marginé de Hebra ou lésions des grands plis sont des lésions siégeant au 

niveau des plis de la région unguinocrurale sous forme des plaques érythémateuses, 

extensives, prurigineuses et symétriques de part et d’autre du pli, elles peuvent également 

s’étendre vers les cuisses et le pli interfessier. Très rares chez l’enfant mais en revanche 

fréquentes chez l’adulte, ces lésions sont souvent secondaires à une mycose des pieds ou à 

un onyxis et sont causées par T. rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale et E. flocosum. 

    • Les lésions des petits plis sont très courantes chez l’adulte et touchent 

préférentiellement les hommes (sportifs réalisant le pied d’athlète). Ce sont des intertrigos 

interdigitopalmaires et interdigitoplantaires qui débutent au niveau du 4ème espace inter-orteil 

puis s’étendent aux autres espaces, atteignant parfois les faces dorsale et plantaire. Elles 

sont caractérisées par des squames sèches qui recouvrent le fond du pli, les ongles pouvant 

aussi être affectés.  

T. rubrum et T. mentagrophytes var. interdigitale sont les deux espèces souvent isolées dans 

ce type de lésions. 

 

1.1.3. Les onyxis 
Les onyxis mycosiques sont des affections touchant les ongles et pouvant aboutir à la 

destruction totale de celui-ci. Cependant on distingue : 

    • Les onyxis dermatophytiques qui touchent principalement les ongles des orteils et 

dont l’agent le plus fréquent est le T. rubrum (> 70% des cas) ; 

    • Les onyxis à champignons filamenteux imparfaits qui deviennent de plus en plus 

fréquents avec une mention spéciale pour le Scopulariopsis brevicaulis et les différentes 

espèces d’Aspergillus (Badillet, 1991 ; Rashid et al., 1995). Ils affectent très souvent les 

ongles des orteils. 

    • Les onyxis à levures qui siègent surtout au niveau des ongles des mains et dont le 

principal agent causal est le Candida albicans. 
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1.1.4. Diagnostic mycologique des dermatophyties     
L’examen direct des prélèvements montre la phase parasitaire du champignon, alors que la 

culture sur milieu solide de Sabouraud à une température de 20 à 30°C permet une 

identification des dermatophytes en 10 à 30 jours. 

L’examen anatomo-pathologique permet l’observation microscopique du champignon dans 

les lésions de squames et de phanères (Badillet et Sene, 1989 ; Badillet, 1991). 

 

1.2. Les candidoses 
Ce sont des mycoses cosmopolites, à développement localisé dont l’agent responsable dans 

70 à 80% des cas est la levure Candida albicans, champignon opportuniste vivant à l’état 

saprophytique dans le tube digestif et le vagin. Il est responsable des atteintes cutanées et 

muqueuses. En effet, les atteintes des muqueuses, allant du muguet à des atteintes 

digestive et uro-génitale, constituent les formes les plus répandues des candidoses. Mais 

nous ne traiterons ici que des candidoses cutanées. 

Les candidoses cutanées sont très souvent des intertrigos ou atteintes des plis dont l’aspect 

clinique présente un érythème suintant avec un enduit crémeux blanchâtre au fond du pli qui 

est souvent crevassé, et dont la bordure est en général mal délimitée. Les lésions sont 

prurigineuses, souvent bilatérales et surinfectées (Bouchet, 1979 ; Pierrard et al., 1993). 

Elles se localisent au niveau interfessier, inguinal, sous mammaire et axillaire pour les 

grands plis, et au niveau interdigito plantaire et palmaire pour les petits plis. 

 

1.3. La cryptococcose 
Classiquement associée aux maladies malignes telles que les leucoses, les cancers, les 

sarcoïdoses,  mais aussi aux maladies infectieuses ou parasitaires, la cryptococcose 

survient préférentiellement en cas de déficit d’immunité cellulaire. Son épidémiologie est 

aujourd’hui bouleversée par l’infection par le VIH qui représente actuellement le principal 

facteur favorisant. C’est une mycose profonde dont l’agent responsable est Cryptococcus 

neoformans, mais la forme cutanée peut exister. L’atteinte peut être primitive et résulter de 

l’inoculation traumatique de la levure, mais bien souvent les éruptions cutanées observées 

ne sont que des extériorisations d’une mycose profonde (Dupont, 1992 ; Verden et 

Vandermer, 1992). Les lésions cutanéo-muqueuses siègent principalement au visage 

(paupières, narines, lèvres). 

 

1.4. Les aspergilloses et hyphomycoses 
Les aspergilloses sont des maladies iatrogènes, souvent nosocomiales, survenant par 

surinfection de certaines infections respiratoires guéries ou non. Ces infections sont causées 



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE IIA : MICROFLORES FONGIQUES CUTANEES 
 

 37

par Aspergillus sp. qui est un champignon opportuniste chez l’Homme et un véritable agent 

pathogène chez les animaux. Leur pathogénicité chez l’Homme n’apparaît que lorsque le 

système immunitaire est déficient. La transmission se fait généralement par voie aérienne, 

par les spores produites en grandes quantités, ce qui explique les nombreux cas d’attaques 

des voies respiratoires par ces champignons. Cependant, on distingue d’autres types 

d’aspergilloses : oculaire, nasale et sinusienne, auriculaire, cutanée et sous-cutanée. 

L’atteinte de la peau et des ongles est parfois provoquée par un Aspergillus mais également 

par d’autres hyphomycètes filamenteux tels que Scopulariopsis brevicaulis et Fusarium sp. 

(Badillet et al., 1987). L’ongle du gros orteil est certainement le plus touché, notamment à 

partir de 60 ans et chez les sportifs. Des conditions locales d’environnement : troubles 

circulatoires périphériques (veineux, artériels, lymphatiques), ainsi que des dispositions 

anatomiques particulières (chevauchement des orteils), seraient éventuellement à l’origine 

de cette localisation. 

Les infections mixtes avec implication de bactéries sont aussi rencontrées. 

 

1.5. Les pityrosporoses 
La pityrosporose est une affection cutanée relativement fréquente et due à Malassezia furfur 

(Bastide et al., 1988) qui présente deux formes culturales : Pityrosporum ovale et 

Pityrosporum orbiculare. Il est à l’origine du pityriasis qui est une mycose superficielle 

caractérisée par des lésions pigmentées sur le thorax, le dos et les bras. Sur peau bronzée 

elle est caractérisée par des lésions dépigmentées. C’est une levure lipophile, très 

abondante sur les peaux grasses et particulièrement présente dans les régions chaudes, et 

aussi à l’origine des états pelliculaires. 

 

2. LES CARACTERES CULTURAUX DES CHAMPIGNONS 
2.1. Les dermatophytes 
Ils font partie de la classe des Ascomycètes et de la famille des Gymnoascaceae. Ce  sont 

des champignons filamenteux parasites de la peau et des phanères se retrouvant tant chez 

l’Homme que chez les animaux où ils sont responsables de tout un ensemble d’affections 

superficielles. 

Emmons et al. (1977), se basant sur des critères essentiellement botaniques les regroupe en 

3 genres : Epidermophyton (E), Microsporum (M) et Trichophyton (T). 

Notre travail a porté sur six (6) dermatophytes : T. rubrum, T. mentagrophytes var. 

mentagrophytes, T. mentagrophtes var. interdigitale, T. soudanense, M. gypseum et M. 

canis. 
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2.1.1. Trichophyton rubrum 

Décrit par SABOURAUD en 1911, T. rubrum est un dermatophyte dont la forme sexuée n’est 

pas connue (St-Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998). Ses colonies en 

culture sur milieu de Sabouraud gélosé sont blanches, parfois légèrement rosées, 

duveteuses ou jaune (Figure 9a). Le revers de la culture est assez rarement incolore, il est le 

plus souvent rouge foncé (Badillet, 1991 ; Vanbreuseghem et al., 1978). La croissance est 

toujours assez rapide. 

Microscopiquement, T. rubrum se présente sous forme de macroconidies allongées en forme 

de saucisses et de nombreuses microconidies rassemblées en grappes (Figure 9b) (Badillet, 

1991 ; Larone, 1995 ; St-Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998 ; De Hoog et 

al., 2000). 

 

          
                             (a)                                                              (b) 

       Figure 9 : Trichophyton rubrum (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.1.2. Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes 

Décrit en 1893 par SABOURAUD, T. mentagrophytes var. mentagrophytes présente deux 

formes parfaites : Arthroderma benhamiae et Arthroderma vanbreuseghemii, difficilement 

différentiables (Vanbreuseghem et al., 1978). Ses colonies en milieu de culture de 

Sabouraud gélosé sont blanches, poudreuses, à pourtour étoilé (Figure 10a). Le revers de la 

culture est de couleur beige à brunâtre (Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; St-

Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998 ; De Hoog et al., 2000). 

Au microscope, on observe des macroconidies en fuseaux et des microconidies plus ou 

moins en grappes très abondantes de forme ronde (Figure 10b) (Badillet, 1991 ; 

Vanbreuseghem et al., 1978). Il se présente aussi sous forme de nombreux filaments en 

forme de vrille (Vanbreuseghem et al., 1978). 
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                     (a)                                                          (b)                    

Figure 10 : Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes 

(http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.1.3. Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale 

Décrit en 1917 par PRIESTLEY et souvent rattaché à T. mentagrophytes var. 

mentagrophytes, T. mentagrophytes var. interdigitale dont la forme sexuée est à 20% des 

souches Arthroderma vanbreuseghemii (Vanbreuseghem et al., 1978) présente sur milieu 

nutritif de Sabouraud des colonies   plates à contours arrondis ou finement frangés, 

poudreuses à grains blanc crème (Figure 11a). Le revers de la culture est également blanc 

crème (Vanbreuseghem et al., 1978 ; Badillet, 1991). 

Au microscope T. mentagrophytes var. interdigitale se présente sous forme de microconidies 

rondes, en grappes, moins grosses que celles de T. mentagrophytes var. mentagrophytes 

(Figure 11b). Les macroconidies présentent des parois lisses et des formes irrégulières 

(Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; St-Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et 

al., 1998 ; De Hoog et al., 2000). 

 

                       
(a)                     (b) 

Figure 11 : Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale 

(http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 
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2.1.4. Trichophyton soudanense 

 Décrit par JOYEUX en 1912, T. soudanense, champignon de forme sexuée inconnue (St-

Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998),  présente en culture sur milieu de 

Sabouraud des colonies de couleur jaune rouille non duveteuses (Figure 12a). La culture est 

sèche et pousse plus ou moins lentement selon les souches (Badillet, 1991 ; 

Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; St-Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et 

al., 1998 ; De Hoog et al., 2000 ). Le revers de la culture est aussi jaune rouille. 

Au microscope, on observe des filaments ayant un aspect buissonneux spécifiques de ce 

dermatophyte (Figure 12b). On note également la présence d’arthrospores intercalaires et 

terminales dans les vieilles cultures (Badillet, 1991 ; Vanbreuseghem et al., 1978). 

Il y a peu ou pas de microconidies et absence de macroconidies (Vanbreuseghem et al., 

1978). 

 

          
    (a)                                                      (b) 

Figure 12 : Trichophyton soudanense (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.1.5. Microsporum gypseum                     

Décrit par BODIN en 1928 (St-Germain and Summerbell, 1996 ; Pier and Moriello, 1998 ; 

Caffara and Scagliarini, 1999), M. gypseum présente en culture sur milieu de Sabouraud 

solide des colonies poudreuses, granuleuses et planes de couleur beige (Figure 13a). Le 

revers de la culture est également beige (Vanbreuseghem et al., 1978). 

Au microscope, on note la présence de macroconidies extrêmement nombreuses de forme 

elliptique typique à paroi assez mince, échinulée, en grappes. Certaines souches présentent 

de nombreuses microconidies piriformes (Figure 13b) (Badillet, 1991 ; Vanbreuseghem et 

al., 1978). 
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(a) (b) 

   Figure 13 : Microsporum gypseum (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.1.6. Microsporum canis 

Décrit par BODIN en 1902 (St-Germain and Summerbell, 1996 ; Pier and Moriello, 1998 ; 

Caffara and Scagliarini, 1999), M. canis présente en milieu de culture de Sabouraud solide 

des colonies duveteuses, cotonneuses et planes plus ou moins épaisses de teinte chamois à 

jaune orangé (Figure 14a). Le revers de la culture est aussi de couleur jaune ou orangé mais 

moins net que le recto (Badillet, 1991 ; Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; St-

Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998). 

L’observation microscopique révèle la présence de nombreuses macroconidies en fuseau 

avec des parois épaisses, des cloisons multiples et des extrémités pointues (Figure 14b). 

Les microconidies sont piriformes en nombre variable (Badillet, 1991 ; Vanbreuseghem et 

al., 1978 ; Larone, 1995 ; St-Germain and Summerbell, 1996 ; Sutton et al., 1998). 

 

             
(a) (b) 

         Figure 14 : Microsporum canis (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 
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2.2. Les champignons filamenteux imparfaits 
Ils représentent avec les levures, à une fréquence moindre que  celles-ci, les champignons 

impliqués dans les mycoses à champignons opportunistes (Bouchet et al., 1989). Cependant 

depuis dix ans leur fréquence est en forte progression. Les Aspergillus dont la responsabilité 

dans certaines affections est connue depuis fort longtemps, occupent de loin la première 

place dans les affections opportunistes, parmi les champignons de ce groupe (Bouchet et al., 

1989). A côté des Aspergillus il faut rattacher les genres Fusarium, Penicillium, Alternaria, 

Scopulariopsis,…, qui appartiennent tous à la classe des Hyphomycètes. 

Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium sp., ont été choisies pour être 

soumises aux tests de recherche d’activités antifongiques. 

  

2.2.1. Aspergillus fumigatus 
Champignon filamenteux de la classe des Hyphomycètes, de l’ordre des plectascineae, et de 

la famille des Phialosporeae, il a été décrit en 1809 par MICHELI ex LINK. Il se présente à 

l’état parasitaire sous forme de filaments hyalins segmentés (Vanbreuseghem et al., 1978). 

En culture sur milieu de Sabouraud solide, les colonies sont d’aspect poudreux à duveteux 

de couleur vert foncé à grisâtre, puis brun foncé à noirâtre en vieillissant (Figure 15a). Le 

revers de la culture est incolore à jaunâtre, de brun foncé à rougeâtre avec l’âge 

(Vanbreuseghem et al., 1978, ; Segretain et al., 1987). 

Au microscope, on observe des conidiophores lisses de longueur variable qui se renflent à 

leurs extrémités, des spores rondes à ovalaires finement échinulées (Figure 15b). 

 

                
(a) (b) 

             Figure 15 : Aspergillus fumigatus (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 
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2.2.2. Scopulariopsis brevicaulis 

C’est un champignon de la classe des Hyphomycètes, de la famille des Phialosporeae et 

dont la forme sexuée est connue. Scopulariopsis brevicaulis a été décrit en 1907 par 

BAINIER (Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998), il  présente des colonies planes, poudreuses, 

plissées au centre et de couleur beige à l’endroit et brun miel au revers sur milieu de 

Sabouraud solide (Figure 16a) (Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998 ; De Hoog et al., 2000).  

 A l’état parasitaire, il se présente sous forme de filaments et conidies souvent en chaînettes 

(Vanbreuseghem et al., 1978 ).  

Au microscope, on observe des filaments ramifiés et arthrosporés, de nombreuses conidies 

arrondies à base tronquée, échinulées et disposées en chaînettes (Figure 16b) 

(Vanbreuseghem et al., 1978, ; Segretain et al., 1987 ; Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998 ; 

De Hoog et al., 2000).  

 

                                           
(a) (b) 

 

Figure 16 : Scopulariopsis brevicaulis (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.2.3. Fusarium sp. 

Décrit par LINK ex GRAY en 1821 (Larone, 1995) le genre Fusarium est représenté par des 

champignons filamenteux imparfaits dont les colonies sont habituellement à croissance 

rapide sur milieu de Sabouraud gélosé. Elles ont un aspect pâle ou brillamment coloré selon 

les espèces. Les Fusarium peuvent présenter un mycélium cotonneux aérien (Sutton et al., 

1998 ; De Hoog et al., 2000). Certains Fusarium sécrètent un pigment rougeâtre. 

Au microscope, Fusarium sp. présente des macroconidies en fuseau de 3 ou 4 cellules. On 

note également la présence de microconidies dans certaines espèces (Badillet et al., 1991 ; 

Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998 ; De Hoog et al., 2000). 
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(a) (b) 

Figure 17: Fusarium sp. (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.3. Les levures 
Ce sont des champignons de forme arrondie, se présentant en principe normalement à l’état 

unicellulaire et se reproduisant par bourgeonnement au moyen de blastospores, parfois 

sexuellement par l’intermédiaire d’ascospores (Bouchet, 1979 ; Vanbreuseghem et al., 

1978 ; Meyohas et al. ; 1989). Leur biologie est instable et varie selon les genres, voire selon 

les espèces. 

Normalement saprophytes et inoffensives, elles peuvent devenir pathogènes lorsque 

l’organisme hôte présente les conditions favorables, on parle alors d’espèces opportunistes 

(Drouhet et Dupont, 1985). 

Le genre Candida est de loin le plus représentatif des levures avec environ 200 espèces 

dont une dizaine seulement rencontrée en pathologie humaine (Rahalison, 1994). 

A côté de ce genre existent les genres Cryptoccocus, Torulopsis, Trichosporon et 

Pityrosporum ou Malassezia. 

Deux (2) levures ont fait l’objet d’essais dans le présent travail, Candida albicans et 

Cryptoccocus neoformans. 

 
2.3.1. Candida albicans 

Champignon commensal le plus couramment mis en cause dans la pathologie fongique 

humaine, mais dont la pathogénicité est plus liée à la déficience immunitaire de l’hôte qu’à 

sa propre virulence (Rahalison, 1994). Selon Ruechel (1990), le facteur qui contribuerait le 

plus à sa virulence serait sa capacité à persister sur les muqueuses. 

Décrit en 1853 par BODIN qui lui avait donné le nom de Oïdium albicans (Koné, 1984), il 

appartient au groupe des levures anascosporées sans reproduction sexuée connue, à la 

sous classe des protoascomycètes, à la classe des Ascomycètes, à l’ordre des 

Endomycétales et à la famille des Saccharomycetacées (Morigbe, 1980 ; Koné, 1984). 



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE IIA : MICROFLORES FONGIQUES CUTANEES 
 

 45

C. albicans  présente en culture sur milieu gélosé de Sabouraud des colonies de couleur 

blanc cassé à crème, plus ou moins bombées, d’aspect humide et visqueux (Figure 18a) 

(Segretain et al., 1987 ; Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998 ; 

Kiraz et al., 2000). Le revers de la culture est de couleur crème. 

A l’état parasitaire, il se présente sous forme d’éléments arrondis, ovoïdes bourgeonnants ou 

non, ou sous forme de pseudomycelium (Figure 18b) (Segretain et al., 1987 ; 

Vanbreuseghem et al., 1978 ; Larone, 1995 ; Sutton et al., 1998). 

 

 

           
(a) (b) 

          Figure 18 : Candida albicans (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

2.3.2. Cryptococcus neoformans 

Rattaché à la classe des Basidiomycètes, à l’ordre des Sporidiales et à la famille des 

Cryptococcacées, Cryptococcus neoformans a été décrit en 1901 par VUILLEMIN. 

En culture sur milieu de Sabouraud solide sans actidione, les colonies sont planes de  

couleur beige pouvant devenir ocre en vieillissant (Figure 19a) (Vanbreuseghem et al., 

1978 ; Larone, 1995). Le revers de la culture est de couleur blanc à crème. 

A l’état parasitaire, il se présente sous forme d’éléments ronds à ovoïdes possédant une 

grosse capsule mise en évidence à l’encre de chine (Figure 19b) (Segretain et al., 1987 ; 

Vanbreuseghem et al., 1978 ). 

Au microscope, on observe ni mycélium ni pseudomycelium. On note toutefois la présence 

de blastospores (Figure 19b) (Larone, 1995). 
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     (a)                                                    (b) 

      Figure 19 : Cryptococcus neoformans (http://www.mycology.adelaide.edu.au/) 

 

 

3. LES ANTIFONGIQUES 
Toute substance capable d’inhiber la croissance d’un champignon ou de le tuer peut être 

qualifiée d’antifongique. Parmi ces composés ceux agissant sur les champignons 

responsables de mycoses humaines ou animales prennent le nom d’antimycosiques. Ces 

médicaments peuvent être fournis par la chimie de synthèse ou par le biais de la chimie 

extractive végétale. 

 

3.1. Les antimycosiques d’origine naturelle ou antibiotiques 
Les antifongiques d’origine naturelle proviennent, pour la plupart, des microorganismes tels 

les antibiotiques bactériens d’où le nom « d’antibiotique antifongique » qui leur est donné. 

Dans ce groupe les polyènes et la griséofulvine sont les deux principales classes de 

molécules qui entrent dans la composition des médicaments antimycosiques. 

• les polyènes 
Ils sont principalement produits par les souches de Streptomyces et caractérisés par la 

présence d’une partie polyhydroxylée et de doubles liaisons conjuguées dans leur cycle 

lactone. Plusieurs antifongiques figurent dans cette classe, mais seul l’amphotéricine® B, 

dont la structure est donnée par la Figure 20, est largement utilisé en thérapeutique et 

demeure un antifongique majeur (Perrier et al., 1988). 
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                              Figure 20 : Structure de l’amphotéricine B  

 

Les polyènes inhibent la croissance d’un nombre important de champignons levuriformes ou 

filamenteux, saprophytes ou pathogènes et demeurent sans action sur les Actinomycètes, 

les virus et les bactéries (Briand, 1987).  

Les polyènes ont une forte affinité pour l’ergostérol, principal stérol de la membrane des 

champignons. Ces deux molécules interagissent déstabilisant la structure de la membrane 

plasmique, avec formation de pores, ce qui conduit à la fuite des constituants 

cytoplasmiques essentiels. Cependant, le mécanisme exact par lequel les deux molécules 

interagissent est encore mal connu. 

• la griséofulvine 
Antifongique isolé à partir de Penicillium griseofulvum, la griséofulvine (Figure 21) était au 

départ destinée à l’agriculture. Elle a été utilisée pour la première fois en thérapeutique, en 

1958, par Gentles et administrée par voie orale dans le traitement de la teigne du cobaye 

puis des teignes humaines (Drouhet et Dupont, 1989 ; Espinel-Ingroff et Shadomy, 1989). 

C’est une molécule de faible spectre d’activité utilisée uniquement dans le traitement des 

dermatophyties. Elle se concentre au niveau de la kératine (Linas et Seguela, 1989), et son 

mécanisme d’action mal connu pourrait découler d’action antimitotique liée à une inhibition 

de synthèse protéique et à une altération de la paroi cellulaire (Al Awad, 1993). A forte dose, 

elle présente une action anti-inflammatoire. 
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Figure 21 : Structure de la griséofulvine 

 

3.2. Les antimycosiques synthétiques 
Ce sont des analogues de bases pyrimidiques (5-fluorocytosine), de dérivés azolés 

(imidazole et triazole) et de dérivés allylaminiques. 

 

• la 5-fluoro-cytosine (5-FC) 
Active sur les levures (Candida albicans et Cryptococcus neoformans) et sur les 

champignons filamenteux (Aspergillus), la 5-fluorocytosine est une base pyrimidique 

analogue de la cytosine dont elle diffère seulement par le remplacement d’un atome 

d’hydrogène par un atome de fluor (Figure 22). Quasiment non toxique, sauf chez les 

immunodéprimés, (Drouhet et Dupont, 1989), elle possède une grande et rapide diffusion 

dans les liquides biologiques. C’est un inhibiteur de l’ADN. Son mécanisme d’action décrit 

par Perrier et al. (1988) montre qu’elle entre en compétition avec les bases puriques et 

pyrimidiques au niveau d’un transporteur commun : la cytosine perméase. Elle est ensuite 

transformée en sa forme toxique, le 5-fluoro-uracile par la cytosine désaminase. 

Différentes réactions aboutissent à la formation du 5-fluoro-uridine-triphosphate (5-FUTP) qui 

est incorporé dans l’ARN, ce qui empêche la synthèse de la protéine fongique normale. 
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Figure 22 : Structure de la 5-fluorocytosine 

 

• les dérivés azolés 
Ce sont des antifongiques à large spectre, actifs sur les levures, les dermatophytes, les 

moisissures et les champignons dimorphiques. Leur découverte par Wooley (1944) a 
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révolutionné la thérapeutique antimycosique (Perrier et al., 1988). Ils se subdivisent en deux 

sous-famille : les imidazoles (exemple : kétoconazole, Figure 23) et les triazoles (exemples : 

itraconazole et fluconazole, Figures 24 et 25). Bien que leurs structures chimiques soient 

différentes, les dérivés azolés possèdent tous la même cible biochimique dans la cellule 

fongique : la voie de biosynthèse de l’ergostérol. C’est une voie très complexe dans laquelle 

toutes les activités enzymatiques et les mécanismes de régulation n’ont pas encore été 

complètement identifiés. La cible principale des azolés est la C14 α-déméthylase, l’une des 

enzymes nécessaires à la conversion du lanostérol en ergostérol. 

Les dérivés azolés constituent une part importante des antimycosiques. La plupart des 

agents antifongiques nouveaux mis sur le marché appartiennent à cette classe de 

substances (Prous, 1993). 
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               Figure 23 : Structure du kétoconazole 
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                Figure 24 : Structure de l’itraconazole    
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              Figure 25 : Structure du fluconazole                           
 

      
 • Les dérivés allylaminiques 
La terbinafine (Figure 26), issue de la recherche des laboratoires Sandoz, est l’un des 

antifongiques les plus utilisés et appartenant à cette famille. Elle agit per os ou en topique 

sur de nombreux agents fongiques par un mécanisme très spécifique qui lui confère une 

grande efficacité et une très bonne tolérance. Elle a été commercialisée en France pour la 

première fois en 1996 sous forme de comprimé et de crème (Lamisil®) dans le traitement 

d’onychomycoses, de dermatophyties chroniques à T. rubrum, de teignes non 

inflammatoires du cuir chevelu et de candidoses (Rashid et al., 1995 ; Vidal, 2003). 
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 Figure 26 : Structure de la terbinafine 

 

3.3. Substances antimycosiques naturelles ou isolées à partir des plantes 
La majorité des antibiotiques d’origine naturelle étaient, jusqu’en 1952, isolés à partir de 

souches de Streptomyces sp. Les plantes, comme source de nouvelles molécules, étaient à 

peine exploitées (Rahalison, 1994). En 1982 76 antibiotiques tiraient leur origine des plantes 

à fleurs et d’algues marines (Mitscher et al., 1987). 

Depuis, de nombreux travaux ont été effectués en vue d’isoler de nouvelles molécules 

antifongiques à partir des plantes supérieures (Stephen et Nigel, 1994 ; Favel et al., 1994 ; 

Balansard et al., 1995; Binutu et al., 1996). Mitscher et al. (1987) ont montré que ces 
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molécules appartiennent pour la plupart à toutes les classes des métabolites secondaires 

(alcaloïdes, flavonoïdes, quinones, dérivés anthracéniques, saponines et terpènes). 
 



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE IIB : MICROFLORES BACTERIENNES CUTANEES ET MUQUEUSES 
 

 52

B. MICROFLORES BACTERIENNES CUTANEES ET 
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INTRODUCTION 
Dans ce chapitre, les microflores cutanées et muqueuses sont étudiées. Une attention toute 

particulière sera  également portée sur le genre Pseudomonas ainsi que sur les 

médicaments antibactériens actuellement disponibles sur le marché.  

 

1. MICROFLORE BACTERIENNE DE LA PEAU 
La peau est un organe normalement colonisé par de nombreux microorganismes pouvant 

être classés en deux groupes : 

    - les bactéries pathogènes qui représentent une très faible proportion et entraînent 

toujours une infection ; 

    - les bactéries habituellement non pathogènes qui sont adaptées aux conditions hostiles 

régnant à la surface cutanée et peuvent être considérées comme commensales. Elles ont la 

faculté d’adhérer aux squames épithéliales et peuvent atteindre les orifices et la profondeur 

des follicules pileux ou des glandes sébacées. 

Ces bactéries dites non pathogènes, donc saprophytes, protègent l’hôte de l’implantation 

des bactéries pathogènes en formant une barrière écologique. Cependant, une fois cet 

équilibre écologique rompu, soit par altération des mécanismes de résistance, soit par 

altération du revêtement cutané, certaines de ces bactéries deviennent pathogènes en 

profitant de cette opportunité, d’où le nom de « pathogènes opportunistes » qui leur est 

donné (Leyden et al., 1987 ; Aviril et al., 1988 ; Regnault, 1990 ; Berche et al., 1991). 

Cependant cette flore commensale est composée, comme toutes les flores, d’une flore 

résidente et d’une flore transitoire (Leyden et al., 1987 ; Marshall et al., 1987). 

 

1.1 Flore résidente 
Elle est composée par : 

    • des cocci Gram+ principalement des Microcoques qui sont des aérobies stricts et les 

premières bactéries à se développer sur la peau du nouveau-né, et des staphylocoques qui 

sont des hôtes habituels des zones humides, comme le creux axillaire ou le périnée, de la 

peau humaine ; 

    • des bacilles Gram+ principalement des Corynéformes (ou Corynébactéries) qui sont soit  

aérobies, soit anaérobies. Ils sont souvent localisés dans les zones grasses de la peau, 

notamment le visage. 

 

1.2. Flore transitoire  
Elle est composée des bactéries pouvant survivre et se multiplier sur la peau et qui 

appartiennent à des flores microbiennes environnantes. Les genres représentatifs de cette 
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flore sont : Staphylococcus (Staphylococcus aureus), Streptococcus (Streptococcus 

pyogenes), Bacillus, Neisseiria, Clostridium et des bacilles Gram- . Ces bactéries, incapables 

de survivre plusieurs heures sur la peau saine, sont rapidement éliminées par les 

mécanismes de défense de l’hôte, mais deviennent résidentes pendant une courte durée 

(quelques jours à quelques semaines) en cas d’altération cutanée et peuvent provoquer une 

infection. 

 

1.3. Facteurs de variation de la flore cutanée  
La flore cutanée varie selon les endroits et les sujets, ces différences sont dues à divers 

facteurs (Hewit, 1976 ; Elabaze et Ortome, 1988 ; Berche et al., 1991) : 

    • Age du sujet  

 Il est aujourd’hui établit que la flore des sujets jeunes (nouveaux-nés) se met en place 

progressivement au contact du milieu extérieur alors que celle des personnes âgées 

s’appauvrit progressivement avec l’âge ; 

    • Etat pathologique du sujet 

Chez des sujets immunodéprimés la prolifération de bacilles Gram- au niveau de la peau est 

très fréquente, ce qui peut engendrer des infections graves voire des septicémies (Le Chat 

et al., 1990). 

Chez des diabétiques non ou mal équilibrés, on observe une modification de la flore cutanée 

normale avec une augmentation de la colonisation des germes et des infections (le Chat et 

al., 1990) ; 

    • Territoire cutané 

La fréquence des germes présents sur la peau varie en fonction des zones considérées. 

Ainsi la surface de la peau est majoritairement colonisée par les Staphylocoques et les 

Corynébactéries aérobies qui sont incapables de traverser le stratum corneum si celui-ci est 

intact, la profondeur de la peau est surtout colonisée par des bactéries anaérobies. Dans les 

follicules pilo-sébacés, de grandes quantités de germes sont présentes. Notons que 

l’abondance des germes est plus importante dans les régions humides et grasses (creux 

axillaires, région périnéale, tête). 

 

1.4. Equilibre de la flore cutanée 
La cohabitation à la surface de la peau entre les bactéries non pathogènes de la flore 

résidente et les germes de l’environnement nécessite un équilibre. Ainsi trois mécanismes 

s’associent pour maintenir l’équilibre écologique de la peau : mécanismes physiques, 

chimiques et biologiques. 
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    • Mécanismes physiques 
La desquamation permet, par un renouvellement permanent du revêtement cutané, de limiter 

le nombre de bactéries présentes à la surface de la peau. En effet, les bactéries adhérant 

aux squames épithéliales sont éliminées. 

    • Mécanismes chimiques 
Les lipides, présents dans les sécrétions des glandes sébacées et sudoripares, exercent une 

action inhibitrice vis-à-vis de certaines bactéries et champignons. Il est aussi établi que la 

sécheresse de la peau est le principal facteur limitant la prolifération des bactéries. En effet, 

l’humidité modifie le pH cutané normalement acide, qui devient neutre et donc propice à la 

prolifération des bactéries.  

Les anticorps excrétés dans la sueur (Ig A sécrétoires) préviennent la pénétration cellulaire 

des microorganismes. 

    • Mécanismes biologiques 
Les relations que les différentes espèces bactériennes établissent entre elles sont 

complexes et encore mal connues. De nombreuses observations attestent que les bactéries 

résidentes s’opposent au développement des bactéries pathogènes (Elabaze et Ortome, 

1988 ; Berche et al., 1991). Ainsi les infections du nouveau-né seraient favorisées par 

l’absence de flore cutanée. 

 

1.5. Microflore du pied    
Les facteurs contrôlant l’écologie microbienne sont discutés, mais il semble y avoir des 

relations entre le pH, le degré d’hydratation, la température et la densité microbienne de la 

peau. En effet, il a été montré que l’occlusion de la peau, responsable de l’augmentation du 

taux d’hydratation, permet la prolifération des bactéries. Le niveau d’hydratation de la peau 

pourrait ainsi expliquer les variations observées entre les différents sites (Marples, 1965). 

 

1.5.1. Composition  
Des Corynéformes aérobies, des Staphylocoques (S. epidermidis, S. hominis, S. 

haemolyticus, S. cohnii), des Microcoques (M. luteus, M. sedentarius) sont trouvés en 

nombre important au niveau du pied selon Marshall et al. (1988). Les  bactéries Gram- 

appartenant aux genres Alcaligenes, Moraxella et Acinetobacter sont en quantité moindre. 

Ces bactéries se répartissent de manière différente sur le pied. Ainsi Marshall et al. (1988) 

ont étudié la répartition de ces germes au niveau de la face dorsale, de la plante du pied et 

du 4ème espace interdigital. Il ressort de cette étude une variation quantitative et qualitative 

des germes entre les sites (Tableau IV). 
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Tableau IV : Pourcentage de germes prédominants sur chacun des 3 sites du pied d’après 

Marshall et al., 1988. 

Organismes Site dorsal Plante du pied 4ème espace interdigital 

Staphylocoques 50,8 86,4 22 

Corynéformes aérobies 30,6 11,9 78 

Microcoques 18,6 1,7 0 

 

 D’un point de vue quantitatif, la population bactérienne croît du 4ème espace interdigital à la 

face dorsale. On observe que les Staphylocoques colonisent majoritairement la plante du 

pied et la région dorsale, alors que les Corynéformes  aérobies prédominent au niveau du 

4ème espace interdigital où les Microcoques sont absents. 

 

1.5.2. Odeur du pied 
Une étude comparative entre la microflore cutanée d’un pied normal ayant une faible odeur 

et celle d’un pied ayant une forte odeur, a été réalisée par Marshall et al. (1987 et 1988). Les 

résultats obtenus montrent que les pieds présentant une forte odeur possèdent une densité 

de Staphylocoques et de Corynéformes aérobies au dessus de la moyenne. Ces bactéries y 

compris les microcoques sont capables de produire des exoenzymes, lipases et protéinases, 

dont l’activité intense conduit à la dégradation du stratum corneum, avec libération de 

matériel de faible poids moléculaire, qui va être assimilé par la flore cutanée en fonction des 

besoins énergétiques de chaque bactérie. Les composés qui sont libérés en excès vont 

conduire à la formation de composants volatils odorants pouvant être responsable de l’odeur 

du pied. Des études en vue de trouver des antimicrobiens ayant une action sélective sur les 

bactéries générant cette mauvaise odeur, tout en épargnant la flore saprophyte utile, ont été 

menées par quelques auteurs. Ainsi Chaumont et al. (1989) ont montré que certains 

composés d’origine végétale, possédaient cette action sélective sur la microflore des pieds.   

 

1.6. Microflore des aisselles 
1.6.1. Composition 
La flore épidermique axillaire est constituée de bactéries aérobies et anaérobies dont la 

densité par cm2 est quasiment la même sur les deux aisselles, 5x105 à 106, selon Leyden et 

al. (1987). Cette flore est constituée selon Rennie et al. (1991) de : 

    • Corynéformes aérobies 

    • Propionibactéries 

    • Staphylocoques (S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. capitis, S. 

saprophyticus)  
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    • Microcoques (M. luteus est le seul microcoque isolé) 

 

1.6.2. Odeur des aisselles 
Le corps humain produit un nombre considérable d’odeurs (pieds, cheveux, haleine) qui sont  

caractéristiques et reconnaissables. Cependant de toutes ces odeurs, celle des aisselles est 

souvent la plus forte et la plus facilement identifiable. Shelley et al. (1953) ont montré que 

l’odeur des aisselles provient des glandes sudoripares apocrines qui présentent une 

synergie d’action avec les bactéries saprophytes de l’aisselle. Des études réalisées par 

Rennie et al. (1989, 1990, 1991) montrent que toutes les bactéries de la microflore axillaire 

ne sont pas impliquées dans la production de l’odeur. En effet, il semble que cette propriété 

soit réservée aux Corynéformes aérobies notamment ceux appartenant à l’espèce 

Corynebacterium xerosis.  

Il faut également signaler que la présence des poils au niveau des aisselles n’intervient 

nullement dans l’intensité de l’odeur, ils ne sont pas un bon substrat pour la croissance des 

bactéries. 

 

1.6.3. Mécanisme de la formation de l’odeur 
L’hypothèse faite par Rennie et al. (1989) sur le mécanisme de la formation de l’odeur 

repose sur la relation étroite entre l’odeur, la densité de Corynéformes aérobies et le 

métabolisme des stéroïdes. Parmi les Corynéformes isolés 71,4% se sont montrés capables 

de produire une odeur et appartiennent à l’espèce Corynebacterium xerosis. Cette bactérie 

possède une enzyme (5α-reductase) capable de métaboliser les stéroïdes comme la 

testostérone. Ces auteurs ont également montré qu’il existe dans la sueur apocrine, d’autres 

précurseurs capables d’être dégradés en molécules malodorantes par la flore axillaire.  

Les Corynébactéries aérobies favorisent les réductions, avec formation des composés les 

plus odorantes (5α-androstanédione et 3α-androstanédiol) à partir des composés les moins 

odorants (androsténédione et androsténédiol), en utilisant les androst-16-ène toujours 

présents à la surface axillaire ou dans les sécrétions apocrines stériles (Figure 27). Il n’y a 

donc pas synthèse de novo de ces stéroïdes par les bactéries.  

 

 

 

 

 

 

 

 



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE IIB : MICROFLORES BACTERIENNES CUTANEES ET MUQUEUSES 
 

 58

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OH

O O

OH

OH

O
OH

O

OH OH
OH  

Testostérone                                                             dihydrotestostérone 

Androsténédione                                                 5α-androstanédione 

      Androsténédiol                                                    3α-androstanédiol 

5α réductase

5α réductase

5α réductase

              17-déshydrogénase 

          3-déshydrogénase 

Figure 27 : Transformation de la testostérone par Corynebacterium 
Xerosis d’après Rennie et al. (1990) 
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1.7. Cas particulier de Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa communément appelé bacille pyocyanique vit à l’état 

saprophytique dans l’eau, le sol humide et sur les végétaux et résiste peu à la dessiccation. 

C’est une bactérie saprophyte peu courante du conduit auditif externe de l’Homme qui peut 

également vivre en commensale dans son tube digestif. 1% des individus sains en sont 

porteurs (Pouzaud, 1992). Pathogène opportuniste, P. aeruginosa  est responsable de 

plusieurs infections nosocomiales et également des : 

- infections locales de l’œil ou de l’oreille (isolé chez 45 à 65% des personnes ayant une otite 

et en particulier chez des sujets diabétiques), 

- infections urinaires,  

- infections des plaies et brûlures,  

- méningites,  

- infections pulmonaires,  

- gastro-entérites aiguës et des septicémies. 

Il possède une grande capacité naturelle, ou acquise, de résistance aux antibiotiques 

existants sur le marché (Franklin, 1993). 

 

 

2. FLORE MICROBIENNE DE LA BOUCHE 
Avec plus de 300 espèces bactériennes répertoriées, la flore bucco-dentaire reste très 

complexe. Il existe schématiquement deux écosystèmes dans la bouche : la flore de la 

muqueuse buccale et celle de la plaque dentaire (Lindhe, 1986).  

La colonisation des surfaces de la dent par certains des microorganismes, appartenant à ces 

flores, aboutit à deux maladies pandémiques de nos sociétés :  

- la carie qui résulte de la dissolution de l’émail par des acides provenant de la dégradation 

des hydrates de carbones alimentaires par des bactéries ; 

- et la maladie parodontale qui est une réponse inflammatoire de la gencive et des tissus 

connexes à l’accumulation de bactéries et de la plaque à la surface de la dent. 

Dans ce chapitre, nous allons passer en revue la flore de la muqueuse buccale et celle de la 

plaque dentaire en insistant sur leur responsabilité dans l’apparition des caries et de la 

maladie parodontale. 

 

2.1. Flore de la muqueuse buccale 
Elle est essentiellement constituée de certaines espèces du genre Streptococcus qui 

adhèrent aux cellules de l’épithélium lingual et jugal (Streptococcus salivarius, Streptococcus 

mitior, Streptococcus millieri,…). D’autres espèces leur sont fréquemment associées 
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notamment Bacteroïdes melanogenicus, Micrococcus mucilagenosus, Fusobacterium sp. 

(Berche, 1991). 

 

2.2. Flore de la plaque dentaire 
Composée de glycoprotéines provenant de la salive et de polymères insolubles de glucose 

sécrétés localement, la plaque dentaire apparaît, au microscope électronique, constituée de 

nombreuses bactéries insérées dans une matrice organique. Elle se constitue en quelques 

heures et peut se calcifier ou se compliquer en évoluant vers une carie dentaire ou une 

parodontite. Les bactéries de la plaque dentaire sont là encore des streptocoques (S. 

mutans, S. sanguis, S. mitior, S. millieri, S. salivarius), avec un rôle particulier pour S. 

mutans dans l’apparition des caries dentaires. On trouve également des bacilles Gram+ 

(Actinomyces israeli, A. odontolyticus), des Veillonella et des Bacteroïdes (Regnault, 1990 ; 

Berche et al., 1991).  

Dans le tableau V sont représentés quelques genres et espèces bactériennes identifiées au 

niveau de la cavité buccale. 

 

2.3. Infections de la cavité buccale 
Les infections de la cavité buccale sont, pour la plupart, d’origine dentaire et causées par les 

bactéries de la plaque dentaire ou celles du sillon gingivo-dentaire qui colonisent le 

parodonte. Les infections rencontrées sont la carie dentaire et les parodontites. 

La carie est une affection bactérienne qui atteint les tissus durs de la dent, d’abord en 

surface puis en profondeur. Elle est liée à la colonisation des surfaces dentaires par les 

bactéries appartenant aux genres Streptococcus, Lactobacillus et Actinomyces qui ont la 

capacité de métaboliser les carbohydrates et de produire des acides à des concentrations 

suffisantes pour déminéraliser l’émail. Cependant le genre Streptococcus, avec S. mutans, 

forme le groupe le plus  incriminé dans l’apparition des caries dentaires (Klock et Krasse, 

1979 ; Emilsson et Krasse, 1985 ; Loesche et Straffon, 1979 ; Loesche, 1986 ; Alaluusua et 

al., 1989). 

Les maladies parodontales sont causées par une accumulation des bactéries à la surface de 

la dent et sous la gencive et se caractérisent par un saignement de la gencive au brossage 

et à la mastication. Elles sont associées aux bactéries  des genres Actinomyces, Prevotella, 

Capnocytophaga, Campylobacter, Bacteroïdes, Peptostreptococcus et Fusobacterium 

(Moore et al., 1987). Elles peuvent être réduites par une bonne hygiène orale.  
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Tableau V : Quelques genres et espèces bactériennes identifiées au niveau de la cavité 

buccale d’après Lindhe (1986). 

Bactéries Gram positif Bactéries Gram négatif  

Aérobies et 

anaérobies 

facultatifs 

Anaérobies Aérobies et 

anaérobies 

facultatifs 

Anaérobies 

Streptococcus 
S. milleri 
S. mitis 
S. mutans 
S. salivarius 
S. sanguis 

Streptococcus 
S. constellatus 
S. intermedius 
S. morbillorum 

Neisseria 
N. flavescens 
N. mucosa 
N. sicca 
N. subflava 

Veillonella 
V. alcalescens 
V. parvula 

Staphylococcus 
S. epidermidis 

Peptostreptococcus
P. anaerobius 
P. micros 

Branhameila 
B. catarrhalis 

Acidaminococcus 
A. fermentans 

 
 
 
 
 
COCCI 

Micrococcus Peptococcus 
P. magnus 
P. prevotti 

  

    
Actinomyces 
A. naeslundii 
A. viscosus 

Actinomyces 
A. israelii 
A. meyeri 
A. odontolyticus 

Haemophilus 
H. aprophilus 
H. influenzae 
H. parainfluenzae 
H. paraprophilus 
H. segnis 

Bacteroïdes 
B. asaccharolyticus 
B. buccae 
B. bucallis 
B. capillus 
B. denticola 

Bacterinema 
B. matruchotii 

Arachnia 
A.propionica 

Actinobacillus 
A. actinomycet- 
emcomitans 

B. gingivalis 
B. gracilis 
B. loescheii 

Rothia 
R. deptocariosa 

Eubacterium 
E. alactolyticum 
E. brachy 
E. lentum 
E. nodatum 
E. saburreum 
E. timidum 

Capnocytophaga 
C. gingivalis 
C. ochracea 
C. sputigena 

B. melanogenicus 
B. oris 
B. oralis 
B. pentosaceus 
 
Fusobacterium 
F. naviforme 

Lactobacillus 
L. acidophilus 
L. brevis 
L. buchneri 
L. casei 
L. cellobiosus 
L. delbrueckii 
L. fermentum 
L. plantarum 
L. salivarius 

Lactobacillus 
L. catenaforme 
L. crispatus 
 
Rifidobacterium 
R. dentium 
R. eriksonii 
 
 

Elkenella 
E. corrodens 
 
Campylobacter 
C. sputorum 

F. nucleatum 
 
Leptotrichia 
L. buccalis 
 
Campylobacter 
C. consisus 
 
Selenomonas 
S. sputigena 

 Propionibacterium 
P. acnes 
P. freudenreichii 
P. jensenii 

  
Wolinella 
W. recta 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BACILLES 

 Clostridium   
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3. AGENTS THERAPEUTIQUES UTILISES CONTRE LES 
INFECTIONS BUCCO-DENTAIRES 

Pour lutter contre la flore buccale pathogène et la formation de la plaque dentaire, de 

nombreux agents chimiques, possédant des propriétés antiseptiques, sont utilisés. Ces 

agents sont incorporés à des solutions de rinçage, à des gels, à des dentifrices ou à des 

gommes à mâcher (Kandelmann, 1989). Nous allons ici citer quelques unes des molécules 

utilisées. 

 

3.1. La chlorhexidine 
C’est un antiseptique du groupe des bis-biguanides, elle est peu irritante et semble peu ou 

pas toxique. Ses sels les plus fréquemment utilisés sont : le digluconate de chlorhexidine 

(présent à 0,1 ou 0,2% dans la composition des bains de bouches) et le dihydrochlorure de 

chlorhexidine (incoporé dans la plupart des pansements parodontaux) (Rateitschak et al., 

1986). Malgré son affinité considérable pour les structures de la cavité buccale et son action 

antiplaque, la chlorhexidine présente quelques limites et inconvenients (Giertsen et al., 

1988). 

 

♦ Limites  
L’utilisation de la chlorhexidine comme agent thérapeutique des infections bucco-dentaires 

présente quelques limites (Kandelmann, 1989) : 

    - persistance d’une faible colonisation bactérienne ; 

    - reprise de la croissance de la plaque dès que les rinçages à la chlorhexidine sont 

interrompus, il n’y a donc pas d’effet rémanent ; 

    - inefficacité de la chlorhexidine sur la plaque sous-gingivale ; 

    - faible efficacité une fois incorporée dans les dentifrices. 

 

♦ Inconvénients 
Les inconvénients de l’utilisation de la chlorhexidine sont les suivants : 

    - goût très amer et déplaisant 

    - coloration brunâtre de la langue et des dents, réversible avec l’arrêt du traitement ; 

    - desquamation sévère et douloureuse, lorsqu’elle est utilisée à forte dose. 

 

3.2. Les autres bis-biguanides 
Les bis-biguanides alcoylés (alexidine, octihexidine, nonabutidine,…) sont des composés 

dans lesquels les groupements chlorophényl de la chlorexidine ont été substitués par des 

chaînes alcoylées linéaires ou ramifiées. Leur action thérapeutique est comparable à celle 
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de la chlorhexidine dans la prévention de la formation des plaques in vitro (Baker et al., 

1987). 

3.3. Le lauryl sulfate de sodium  
C’est le détergent le plus couramment utilisé dans les compositions des dentifrices, à une 

concentration variant habituellement entre 1 et 3%, il inhibe la formation de la plaque 

dentaire (Giertsen et al., 1989). 

 

3.4. Les fluorures d’amines 
Ils sont utilisés pour leur action contre les microorganismes impliqués dans l’étiologie des 

caries et des pathologies parodontales. Ils adhèrent à la dent  formant ainsi une barrière qui 

empêche l’accumulation des microorganismes, et inhibent également certaines réactions 

enzymatiques de la glycolyse, réduisant ainsi la quantité d’acide produite par les bactéries 

de la plaque (Kay and Wilson, 1988 ; Banoczy et al., 1989). 

 

3.5. Le zinc 
Les ions zinc inhibent in vitro l’accumulation et la production d’acides des streptocoques 

oraux, et in vivo la formation de la plaque, ainsi que l’acidogénicité de la plaque établie 

(Giertsen et al., 1989). Le zinc et les autres ions métalliques peuvent être partiellement 

retenus dans la cavité buccale et au niveau de la plaque dentaire par des liaisons ioniques. 

Ces liaisons sont des facteurs importants du mécanisme antiplaque, car elles permettent un 

effet bactériostatique prolongé sur les microorganismes de la plaque (Gierstsen et al., 1989). 
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C. PATHOLOGIES CAUSEES PAR LES 
ASSOCIATIONS  BACTERIENNES ET FONGIQUES 

De nombreux agents pathogènes pour l’Homme sont apparus au XXème siècle. Cependant, il 

convient d’observer que les dernières grandes alertes dues aux maladies infectieuses (Sida, 

maladie de la vache folle, SRAS, grippe aviaire,…) sont toutes d’origine animale. Les agents 

responsables de ces pathologies ont franchit, pour certains, la barrière d’espèces. C’est 

pourquoi, une extension de notre étude à un complexe bactério-fongique très important en 

médecine vétérinaire, où les animaux de compagnie peuvent s’avérer porteurs de germes 

pathogènes pour l’Homme (par exemple les Pseudomonas),  nous a semblé nécessaire.    

En effet, les pathologies causées par les associations bactériennes et fongiques sont très 

nombreuses dans le règne animal. Ainsi les chiens et chats sont souvent victimes de 

mycoses mixtes où les champignons sont associés aux bactéries pathogènes. Tel est le cas 

des otites externes connues pour être des affections rebelles, ce qui se comprend quand on 

connaît l’anatomie sinueuse des organes atteints. Dans cette affection la levure Malassezia 

pachydermatis est très souvent retrouvée en association avec plusieurs bactéries. Ainsi 

Nobre et al. (1998), Sharma and Rhodes (1975), ont montré que la prévalence de 

Malassezia pachydermatis, de Staphylococcus sp., de Pseudomonas sp., de Proteus 

mirabilis, de Streptococcus sp. dans l’apparition des otites externes de chiens était 

respectivement de 82%,  24,5%, 18,1%, 3,9% et de 5,2%. D’autres champignons notamment 

Candida sp., Cryptococcus sp. et Aspergillus sp. sont également rencontrés. 

A côté des otites externes d’autres pathologies sont causées et/ou aggravées par ces 

associations telles que: 

    - les dermatites chroniques chez les chiens (Omodo-Eluk et al., 2003) 

    - les pyodermites chez les canins (Cobb et al., 2005) 

    - la pneumonie hémorragique du vison (Hammer et al., 2003) 

    - les ulcères de la cornée chez les animaux de compagnie  (Prado et al., 2004). 

La complexité de ces associations bactériennes et fongiques ainsi que la spécificité des sites 

affectés expliqueraient la virulence de ces pathologies.  
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INTRODUCTION 
Les tests antimicrobiens in vitro sont dans les grandes lignes similaires qu’il s’agisse des 

champignons ou des bactéries (Holt, 1975). Dans ce chapitre, nous allons nous limiter aux 

tests antimicrobiens appliqués aux produits naturels. Trois méthodes principales sont 

actuellement utilisées : la méthode de diffusion, la méthode des dilutions et la 

bioautographie. Les deux premières sont couramment appliquées en microbiologie médicale 

pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques et antifongiques de souches de 

microorganismes isolés en milieu hospitalier. 

Dans le cadre de la recherche de composés actifs à partir de plantes supérieures, ces 

méthodes ont été adaptées pour mettre en évidence des activités antimicrobiennes dans des 

extraits bruts et dans des fractions  ou produits purs végétaux (Rios et al., 1988). 

 

1. METHODE DE DIFFUSION 
1.1. Principe et protocole expérimental 
C’est la méthode la plus utilisée dans les laboratoires de microbiologie (antibiogrammes et 

antifongigrammes) pour faire le screening et l’isolement guidé par l’activité. 

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu 

solide à partir d’un point précis, avec création d’un gradient de concentration après un 

certain temps de contact entre le produit et le microorganisme. L’effet du composé 

antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction 

du diamètre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, 

d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la 

croissance du microorganisme et la diffusion du produit à tester (Broadasky et al., 1976). 

Le protocole expérimental de cette méthode, appliquée aux produits naturels, a été résumé 

par Rios et al. (1988) de la manière suivante : 

    - le test se fait en boîte de Petri ; 

    - une culture du microorganisme, diluée à une concentration donnée, est mise en route ; 

    - le milieu de culture est inoculé de microorganismes soit à l’aide d’un écouvillon, soit à 

l’aide d’un râteau ; 

    - le milieu ainsi ensemencé est gardé de manière à ce qu’aucune croissance notable ne 

commence jusqu’à ce que les produits à tester soient déposés dans la boîte de Petri ; 

    - les produits à tester sont préparés dans les excipients adéquats (le solvant étant choisi 

de manière à ce que lui-même n’ait pas d’activité) et mis en contact avec le microorganisme 

par imprégnation de disques ou par remplissage de puits ou de cylindres stériles faits avec 

un matériau approprié ; 
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    - certains auteurs préconisent une pré-incubation de 1-4 heures entre 0-4°C pour favoriser 

la diffusion ; 

    - les boîtes sont alors incubées à la température appropriée (selon le microorganisme) 

pendant 18 heures environ ; 

    - les zones d’inhibition sont mesurées. 

 

1.2. Applications et limites   
Théoriquement, tous les produits peuvent être testés par cette technique s’ils diffusent bien 

dans l’agar. Cependant plusieurs facteurs peuvent influencer les résultats obtenus : la 

densité de l’inoculum, la composition du milieu gélosé, les caractéristiques de croissance 

des souches, la température d’incubation, le temps d’incubation, le temps d’application des 

produits à tester et la concentration de produit sur disque / puits / réservoir. 

Si théoriquement la méthode de diffusion est applicable à toute classe de substances et tout 

microorganisme, certains auteurs mentionnent que les résultats des tests d’huiles 

essentielles ne sont pas toujours comparables d’un groupe à l’autre puisque certaines 

diffusent très mal dans la gélose solide. En plus on énumère des sources d’erreurs possibles 

dues à des mesures du diamètre d’inhibition, à des contaminations par d’autres 

microorganismes et à la quantité de microorganismes étalée si celle-ci n’est pas contrôlée. 

Cette méthode a l’avantage d’être simple et rapide. Elle permet d’évaluer un grand nombre 

d’échantillons à la fois (4 / boîte). Cependant, les résultats ne sont pas exprimés par une 

unité standard reconnue et les problèmes de diffusion des produits limitent par contre son 

application. En effet, dans le domaine des produits d’origine végétale par exemple, on est 

souvent confronté à des composés de polarité variable qui diffusent plus ou moins bien dans 

l’agar. 

 

2. METHODE DES DILUTIONS 
Elle permet d’évaluer qualitativement mais surtout quantitativement l’activité d’une 

substance. Le principe de la technique consiste à diluer directement le produit à tester dans 

le milieu de culture liquide ou gélosé et à inoculer par la suite ce milieu avec les 

microorganismes. En effet, en diluant différentes concentrations du produit à tester, on peut 

définir la valeur la plus faible à laquelle on observe encore une inhibition de croissance des 

microorganismes : c’est la  Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). 

La procédure pour ensemencer le milieu dépend de la nature du microorganisme, d’où les 

différentes variantes de la méthode. 
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2.1. Méthode des dilutions en milieu liquide 
La technique consiste à réaliser des dilutions successives, dans le milieu de culture, à partir 

d’une solution mère du produit à tester. A ces dilutions, une suspension du microorganisme 

est ajoutée. Après l’ensemencement l’ensemble est incubé pendant un temps et à une 

température donnés, la croissance ou l’inhibition du microorganisme est alors déterminée. La 

lecture des résultats se fait visuellement ou par mesure de la turbidité au spectrophotomètre. 

 

2.2. Méthode des dilutions en milieu gélosé solide 
La démarche est la même que précédemment sauf que la dilution se fait dans un milieu de 

culture gélosé préalablement fondu et maintenu en surfusion à 45°C pour pouvoir incorporer 

et mélanger le produit à tester. L’ensemencement est réalisé soit par inondation à partir 

d’une suspension de microorganisme préparée de façon à ce qu’il soit le plus homogène 

possible, soit par dépôt ponctuel à l’aide d’un inoculateur automatique (par exemple le 

multiensemenceur de Steers dans le cas des levures et bactéries) . La lecture des résultats 

se fait visuellement par observation de la croissance ou de l’inhibition du microorganisme. 

 

2.3. Applications et limites 
Dans l’application de cette technique, des paramètres tels que le milieu de culture et la 

concentration de l’inoculum peuvent être fixés. Les microorganismes peuvent être 

ensemencés différemment car il n’existe pas de mode d’inoculation standard. 

Dans le choix d’une des deux variantes de la méthode de dilution, celle en milieu gélosé 

solide aurait, d’après Barry (1986), trois avantages majeurs sur celle en milieu liquide : 

    - faire croître un plus grand nombre de microorganismes (bactéries aérobies ou 

champignons); 

    - permettre d’observer plus facilement les éventuelles contaminations ou hétérogénéité de 

populations; 

    - permettre d’incorporer plus facilement certains suppléments indispensables à des 

microorganismes donnés. C’est le cas par exemple du Pityrosporum ovale qui pour sa 

croissance a besoin de sérum et de l’huile d’olive. 

La méthode par dilution est la plus appropriée pour les évaluations quantitatives d’activité 

(CMI). Elle reste toutefois assez fastidieuse et longue avec les procédures de dilutions en 

série à faire. Mais elle présente  l’avantage de ne pas faire intervenir un gradient de diffusion 

puisque le produit à tester est mélangé directement avec l’inoculum, ainsi la substance et la 

cible se trouvent en contact direct. 

Dans le cas des produits végétaux, la limitation se situerait au niveau de la dissolution des 

composés. 
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Notons que ces méthodes de dilution permettent également de mesurer les concentrations 

minimales fongicide et bactéricide (CMF et CMB). Pour ce faire, des microorganismes sont, 

dans un premier temps, ensemencés dans du milieu de culture liquide, reparti dans des 

tubes ou dans des microtubes puis incubés à une température et pendant une durée 

adéquates. Ensuite, on réalise une subculture sur milieu gélosé par prélèvement des tubes 

ne présentant pas de croissance. Après incubation pendant une durée déterminée, la plus 

faible concentration du composé à tester pour laquelle la subculture est négative correspond 

à la CMF ou à la CMB. 

 

3. METHODES BIOAUTOGRAPHIQUES 
Elles ont été à l’origine mises au point pour faire l’analyse de mélanges d’antibiotiques qui 

étaient insolubles dans l’eau et qui diffusaient mal dans la gélose, mais dont il fallait pourtant 

déterminer l’activité. Ces méthodes impliquent à la fois une chromatographie sur couche 

mince (CCM) des composés à tester suivie d’une révélation par des microorganismes cibles 

comme révélateurs. Cette combinaison CCM/révélateur biologique fut par la suite exploitée 

comme test antifongique et antibactérien de produits naturels. 

Il existe trois variantes de bioautographie selon Rios et al. (1988), chacune d’elle diffère de 

l’autre par la manière de faire « la révélation biologique ». 

 

3.1. Bioautographie de contact 
La CCM est mise en contact avec la surface d’un milieu de culture infesté de 

microorganismes de façon homogène, de manière à ce qu’il y ait comme une empreinte sur 

cette surface. Les produits qui ont diffusé depuis la CCM vont agir sur les microorganismes 

en milieu nutritif gélosé et les zones d’inhibition sont observées. 

La principale limite de cette méthode est la mauvaise résolution des spots d’inhibition 

(Rahalison, 1994). De plus les produits devant diffuser depuis un support, ceux qui ont une 

faible capacité de diffusion ne peuvent pas être testés par cette technique.  

 

3.2. Bioautographie directe 
La CCM est directement révélée à l’aide d’une suspension de microorganismes en milieu 

liquide ou en milieu nutritif semi-solide. Les zones d’inhibition sont observées après un 

temps et une température d’incubation adéquats. 

Elle se limite aux microorganismes que l’on peut mettre en suspension et qui ont la capacité 

de pousser sur couche mince (bactéries, spores de champignons filamenteux). 
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3.3. Bioautographie par immersion 
La CCM est immergée dans un milieu de culture liquide, ou gélosé maintenu en surfusion à 

45°C, infesté de microorganismes.  

La résolution des spots d’inhibition n’est pas bonne non plus avec cette méthode. 

L’immersion en milieu liquide limite l’application à quelques microorganismes. 

Les méthodes bioautographiques ont l’avantage qu’apporte l’utilisation de la CCM (analyse 

de mélanges complexes, grand choix de solvants pour dissoudre les échantillons, 

visualisation in situ). Ce sont les méthodes les plus appropriées pour la détection d’activité 

dans les extraits végétaux complexes.  

Les résultats des tests bioautographiques sont par ailleurs semi-quantitatifs puisqu’ils sont 

exprimés en terme de quantité minimale d’échantillon déposé sur la plaque, qui inhibe 

encore la croissance des microorganismes. 

L’optimisation de la visualisation des zones d’inhibition, lors des tests bioautograpghiques, 

est effectuée en exploitant la propriété qu’ont certains microorganismes à réduire des sels de 

tétrazolium, ainsi ceux-ci sont utilisés comme révélateurs supplémentaires (Rahalison et al., 

1994 ; Nostro et al., 2000). 
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INTRODUCTION 
Ces dernières années, la pharmacie galénique s’est orientée vers le développement de 

nouvelles formes pharmaceutiques en vue d’optimiser les effets thérapeutiques des 

principes actifs. Ainsi les vecteurs colloïdaux visent à maîtriser la distribution dans 

l’organisme de substances actives en améliorant leur affinité pour la cible à atteindre et  en 

minorant leurs effets secondaires. Parmi leurs nombreux avantages citons : 

      - la protection des substances encapsulées des interactions potentielles avec les autres 

constituants de la formulation ; 

      - la protection des molécules fragiles d’une biodégradation trop rapide dans l’organisme. 

      - l’amélioration de la biodisponibilité : les vecteurs se comportent comme des réservoirs 

de principe actif ; 

      - l’amélioration de la pénétration de certaines molécules actives. 

Ainsi dans ce chapitre, nous allons présenter brièvement les vecteurs colloïdaux en insistant 

sur leur mode de préparation, leur caractérisation physico-chimique, leurs applications en 

infectiologie et sur leur administration et leur pénétration cutanées. 

 

1. LES VECTEURS COLLOÏDAUX 
Les vecteurs colloïdaux peuvent être classés en fonction de leur taille et de leur consistance 

en : particules fluides de taille généralement de l’ordre du micromètre (liposomes, émulsions, 

microémulsions), particules solides de taille supérieure au micromètre (les microsphères à 

structure matricielle et les microcapsules) et en particules solides de taille de l’ordre du 

nanomètre (les nanosphères et les nanocapsules) (Tableau VI). 

De tous ces vecteurs colloïdaux, les liposomes sont les plus étudiés et de nombreux travaux 

ont montré leur usage potentiel comme vecteurs colloïdaux biocompatibles. Les méthodes 

de préparation des liposomes sont nombreuses et peuvent aboutir à la formation de 

plusieurs types de vésicules qui diffèrent par leur taille, leur structure et leur capacité 

d’encapsulation. Ainsi selon la méthode utilisée on distingue des vésicules de type 

multilamellaires (MLV), ou unilamellaires grandes ou petites (LUV et SUV). Par contre, la 

sensibilité de leur membrane à une dégradation rapide ou à l’oxydation des phospholipides,  

a limité leur développement et leur commercialisation (Couvreur, 1988 ; Grit et al., 1989). Le 

développement des nanoparticules apparaît comme une alternative très intéressante comme 

forme pharmaceutique nouvelle. Elles ont une bonne stabilité physico-chimique au contact 

des liquides biologiques, surtout en présence des sels biliaires, et durant leur stockage 

(Quintanar-Guerrero et al., 1998). Leur fabrication est reproductible, ce qui rend leur 

production à grande échelle industrielle possible. 
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Cependant, tous ces vecteurs destinés, très souvent, à la voie intraveineuse (IV) ne 

remplissent que partiellement certains de leurs avantages, puisque même les systèmes les 

plus stables in vitro, sont plus ou moins rapidement éliminés par le système réticulo-

endothélial après administration par IV (Juliano, 1988 ; Allen et Hansen, 1991 ; Gref et al., 

1996). Ainsi depuis plusieurs années, les travaux de recherche sur les vecteurs ont tenté de 

réduire leur instabilité, tout en se tournant vers les autres voies d’administration notamment 

orale et cutanée. 

 

Tableau VI : Classification des vecteurs colloïdaux (٭) par rapport aux systèmes 

conventionnels 

 

Systèmes Taille en nm Aspect physique Etat de matière 

Solutions vraies 0,1 Transparent Liquide 

Solutions micellaires 0,5 Limpide Liquide 

Emulsions 5-20 Limpide Fluide 

Liposomes (SUV) 50-20   ٭ Opalescent Fluide 

Nanosphères polymères (SPN) 500-100 ٭ Opalescent à blanc 

laiteux 

Solide 

Nanosphères lipides (SLN) 500-100 ٭ Opalescent à blanc 

laiteux 

Solide 

Nanocapsules 500-100 ٭ Opalescent à blanc 

laiteux 

Solide 

Liposomes (LUV) 500-200 ٭ Opalescent Fluide 

Liposomes (MLV) 1000-200 ٭ Opalescent Fluide 

Microémulsions 1000-5000 Limpide Fluide 

Microsphères 5000-1000 ٭ Opalescent à blanc 

laiteux 

Solide 

Microcapsules 5000-1000 ٭ Opalescent à blanc 

laiteux 

Solide 

 

 

2. POLYMERES BIODEGRADABLES A INTERET MEDICAL 
Les avantages de disposer de systèmes médicamenteux susceptibles de disparaître d’eux-

mêmes de l’organisme, expliquent l’intérêt considérable porté ces dernières années aux 

polymères biodégradables. Ils peuvent être répartis en six groupes : les polyesters, les 

polyamides, les polyphosphates esters, les polyphosphazènes, les polyorthoesters et les 

polyanhydrides. Parmi cette multitude de polymères biodégradables, les polyesters sont les 

plus utilisés dans les préparations médicamenteuses. Ainsi, seuls les polyesters les plus 
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souvent utilisés (acide polylactique et copolymères, polycaprolactone et copolymères) seront 

traités dans ce paragraphe. 

 

2.1. Poly (ε-caprolactone) ou PCL et copolymères 
Le PCL est un polymère aliphatique, biodégradable et biocompatible (Corden et al., 2000). 

 

2.1.1. Aspects physico-chimiques 
De structure chimique semi-cristalline (Figure 28), le PCL est relativement rigide, peu 

hydrophile, son point de fusion est d’environ 63°C et sa température vitreuse se situe entre 

 -60 et -70°C. Il se trouve à l’état caoutchouteux à température physiologique. Sa synthèse 

chimique se fait par polymérisation anionique et cationique ou par polymérisation par 

coordination de l’ε-caprolactone (6-1-hexanolide) (Figure 29), et radicalaire de 2-méthylène-

1,3-dioxepane (Ni-Bailey et al., 1982). 
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Figure 28 : Structure chimique du motif répétitif de Poly (ε-caprolactone) 
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Figure 29 : Structure chimique de l’ε-caprolactone (6-1-hexanolide) 

 

2.1.2. Biodégradabilité 
La biodégradation du PCL comme celle de ses copolymères est de type non enzymatique, 

similaire à celle des acides polylactiques. Elle dépend de la taille, du poids moléculaire, de la 

cristallinité et de l’épaisseur du système. Plus le poids moléculaire est élevé, moins bonne 

est la cristallinité du polymère, plus fragiles sont les liaisons esters et plus importante est la 

vitesse de biodégradation (Pit et al., 1981). La vitesse de biodégradation des copolymères 

de la poly (ε-caprolactone) avec l’acide DL-lactique est plus importante que celle des deux 

homopolymères correspondants comme dans le cas des acides polylactiques. 
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2.2. Acide polylactique (PLA) et copolymères (PLGA) 
L’utilisation de l’acide polylactique, qui apparaît pour la première fois dans un brevet français 

de 1913 (n° 456824), et de ses copolymères avec l’acide glycolique comme vecteurs de 

médicaments date des années 1970-71 (Wise, 1970 ; Blake et al., 1971). Ils ont été associés 

à plusieurs molécules bioactives parmi lesquelles nous pouvons citer : des stéroïdes (Wise 

et al., 1978), des anticancéreux (Strobel et al., 1987), des peptides et protéines (Maulding, 

1987) et des antibiotiques (Tice et al., 1986).  

 

2.2.1. Aspects chimiques 
L’acide lactique à la différence de l’acide glycolique (figure 1c) contient un carbone 

asymétrique et existe donc sous deux formes optiquement actives, l’acide L(+)-lactique, 

dextrogyre et de configuration L, et l’acide D(-)-lactique, lévogyre et appartenant à la série D 

(Figures 30a et 30b). Il ne s’hydrolyse pas et peut former directement par condensation des 

polyesters. Ainsi, en solution aqueuse on obtient un mélange de composés linéaires comme 

le montre la figure 31. Inversement l’acide glycolique est hygroscopique donc trop instable 

pour constituer le support d’une forme médicamenteuse « vectorisée », c’est pourquoi il est 

copolymérisé avec le PLA. 
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  Figure 30 : Structures des acides L-lactique (a), D-lactique (b) et glycolique (c) 
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Figure 31 : structure linéaire de l’acide polylactique 

 

2.2.2. Caractéristiques physiques  
Les caractéristiques d’un polymère dépendent non seulement de sa composition chimique 

mais également de sa configuration qui se traduit par : son degré de cristallinité, son point de 

fusion (TF), sa température de transition vitreuse (TV) et sa résistance mécanique (Tableau 
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VII). Par contre les caractéristiques des copolymères des acides lactique et glycolique 

(PLGA), dépendent de la proportion de ces deux acides, mais aussi de la configuration de 

l’acide lactique utilisé (Gilding et Reed, 1979). 

 

Tableau VII : Propriétés des polymères de l’acide glycolique et de l’acide lactique d’après 

Doelker (1985). 

 

 
Polymères 

 
Cristallinité (%) 

 
TF (°C) 

 
TV (°C) 

Propriétés 
mécaniques 

PGA 50 230 36 rigide 

L-PLA 37 180 67 rigide 

D-PLA 37 180 67 rigide 

DL-PLA 37 180 57 rigide 

 

 

2.2.3. Biodégradabilité et biocompatibilité 
La dégradation de l’acide poly DL-lactique, entièrement amorphe, est de type homogène, la 

scission des chaînes par hydrolyse a lieu de façon uniforme et la masse moléculaire diminue 

selon une cinétique de premier ordre. Alors que la biodégradation des acides polylactiques 

de configuration L et D, ainsi que celle de l’acide polyglycolique est plus lente. 

 

2.3. Autres polyesters utilisés dans les préparations médicamenteuses 
Les autres polyesters utilisés dans les préparations médicamenteuses sont : le poly-(β-

hydroxybutyrate) (PHB), le polydihydropyrane, le poly-(p-dioxanone) et le polypropylène 

fumarate (PPF) (Graham, 1982 ; Lerwick, 1983 ; Holmes, 1985 ; Domb, 1989). 

 

2.4. Avantages et inconvénients des acides polylactiques et du 
polycaprolactone 
Les avantages et inconvénients des acides polylactiques et copolymères, ainsi que ceux du 

polycaprolactone et copolymères, en tant que support des vecteurs de médicaments sont 

donnés dans le tableau VIII (page suivante).  
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Tableau VIII : Quelques avantages et inconvénients des acides polylactiques et du 

polycaprolactone 

 

Polymères Avantages Inconvénients 

PLA - système hydrolytiquement stable 

- dégradation homogène et ± rapide 

- t1/2* d’environ 6 mois 

- bioadhésivité sur la peau et les 

bactéries 

- biodégradation lente 

- coût assez élevé 

 

PGA - dégradation assez homogène 

- bioadhésivité sur la peau et les 

bactéries 

- coût moins élevé que celui du PLA 

- t1/2 d’environ 5 mois 

- système trop hygroscopique 

- système instable 

- biodégradation lente 

PLGA - système très stable 

- dégradation homogène et rapide 

- t1/2 d’environ 1 semaine 

- bioadhésivité sur la peau et les 

bactéries 

- approprié pour les principes actifs 

hydrophiles et hydrophobes 

coût élevé 

PCL  - dégradation assez rapide 

- miscible avec de nombreux polymères 

- bioadhésivité sur la peau et les 

bactéries 

- coût moyennement bas 

- système relativement peu 

hydrophile 

- mauvaise conservation à 

température ambiante 

 

 
* : temps de demi-vie, qui est le temps que met un polymère dans l’organisme pour qu’il soit dégradé 

de moitié. 

 

L’acide poly(d,l lactide-co-glycolide) (PLGA), comparé aux autres polymères du tableau III, 

présente de nombreux avantages à savoir :  

      - forte stabilité ; 

      - approprié pour les principes actifs hydrophiles et hydrophobes ; 

      - dégradation homogène et rapide ; 

      - bioadhésivité sur la peau et les bactéries ; 

      - temps de demi-vie court. 

Ces avantages font de lui un polymère biodégradable de choix. 

 



TRAVAUX ANTERIEURS, CHAPITRE IV : SYSTEMES PARTICULAIRES 
 

 78

3. ACIDE POLY (D,L-LACTIDE-CO-GLYCOLIDE) (PLGA) 
Les polymères biodégradables synthétiques, semi-synthétiques ou naturels ont été 

développés pour palier les problèmes de toxicité à long terme des polymères non 

biodégradables dans l’organisme. Ils sont utilisés en application biomédicale en tant que 

matériaux biocompatibles (Heller et al., 1983). Ces dernières années de nombreux travaux 

ont montré leur intérêt dans le domaine pharmaceutique (Heller et al., 1984 ; Pitt et al. , 

1990) et leur facilité à se dégrader au contact des milieux biologiques. Cette dégradation se 

caractérise par la libération d’oligomères et/ou de monomères non toxiques présents dans 

les chaînes métaboliques de l’organisme. Parmi les polymères biodégradables, citons les 

polyesters qui ont été utilisés, ces dernières années, comme système de délivrance topique, 

dans le but de moduler la pénétration cutanée des filtres solaires (Smith et al., 1998). 

Le PLGA est un polyester biodégradable et biocompatible, de structure cristalline possédant 

un temps de demi-vie court (environ 1 semaine) et une bonne bioadhésivité sur la peau et 

les bactéries (Bilbruck et al., 1999). Sa rapide dégradation, par rapport à celle d’autres 

polymères biodégradables, prône en faveur de son utilisation comme matrice. 

 

3.1. Propriétés physico-chimiques 
Le PLGA, copolymère des acides lactique et glycolique de masse moléculaire comprise 

entre 50000 et 70000, est un polyester de structure chimique semi-cristalline (Figure 32) 

dont les propriétés physico-chimiques dépendent de la proportion de ces deux acides, mais 

aussi de la configuration de l’acide lactique utilisé (Gilding et Reed, 1979). Leur température 

de transition vitreuse, qui peut être estimée à partir des valeurs des homopolymères au 

moyen de l’équation de Fox, décroît très progressivement de 57° à 36°C, lorsque la 

proportion de l’acide glycolique passe de 0 à 100%. 

 

                

CH CO

CH3

O
x
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                    Figure 32 : Structure moléculaire du PLGA 

 

 

3.2. Synthèse chimique et biodégradation 
La synthèse chimique du copolymère PLGA se fait par polymérisation directe des deux 

acides ou par ouverture des cycles du lactide et du glycolide, dimères cycliques de l’acide 
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lactique et glycolique, en présence d’un catalyseur. La réaction globale est contrôlée par le 

nombre de moles d’eau ajoutées au milieu réactionnel (Figure 33). 

La biodégradation du PLGA se fait par métabolisation en fin de glycolyse aérobie. Il est 

métabolisé en CO2 et H2O, ainsi la voie pulmonaire est la principale voie d’élimination du 

PLGA.  Sa vitesse de biodégradation dépend de la taille, de la masse moléculaire, de la 

cristallinité et de l’épaisseur du système. 

 

O
O

O

CH3

CH3
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H OHCH COO
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n

 

+

 
          Dilactide                                                               Lactide 

                    Figure 33 : Ouverture du cycle du dimère de l’acide lactique 

     

4. METHODES DE PREPARATION DES VECTEURS 
NANOPARTICULAIRES 

Les nanoparticules sont sphériques, ce sont soit des vésicules liquides dont le centre est 

entouré d’une membrane de faible épaisseur : les nanocapsules soit des sphères pleines : 

les nanosphères (Figure 34). Leurs suspensions aqueuses sont opalescentes et stables en 

raison de leur petite taille. Leurs méthodes de préparation sont très variées, elles peuvent 

être obtenues soit par polymérisation soit par des méthodes utilisant des macromolécules 

naturelles ou des polymères préformés. 

 

 

                                                 
Figure 34 : Structure des nanosphère et nanocapsule (www.canal-

u.education.fr/canalu/img/10...) 

 

H2O 
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4.1. Formation des nanosphères 
Dans la préparation des nanosphères, l’utilisation d’un polymère donne des nanosphères 

polymériques solides (SPN), mais on peut aussi utiliser des lipides et obtenir des 

nanosphères lipidiques solides (SLN). Dans ce paragraphe, nous nous limiterons aux 

méthodes de préparation des SPN, ainsi en fonction de la nature du polymère utilisé, les 

nanosphères peuvent être préparées soit par des réactions de polymérisation, soit 

directement à partir d’une macromolécule naturelle ou d’un polymère synthétique préformé.  

 

4.1.1. Nanosphères obtenues  par des réactions de polymérisation 
La préparation des nanosphères par polymérisation peut s’effectuer de deux manières : 

l’émulsification en phase aqueuse continue ou l’émulsification en phase organique continue. 

 

4.1.1.1. Emulsification en phase aqueuse continue 
Les monomères, souvent des dérivés acryliques (Tableau IX, page 83), sont émulsionnés en 

phase aqueuse continue en présence de tensioactifs (polysorbates, oléate d’ammonium, …), 

éventuellement de molécules stabilisantes (alcool polyvinylique, méthylcelullose,…), de 

tampon pH, de colloïdes protecteurs (protéines, caséines, …) et d’amorceurs solubles en 

milieu aqueux (eau oxygénée par exemple) ou d’amorceurs physiques tels que l’irradiation ץ. 

L’émulsion est alors constituée d’une phase aqueuse comprenant des molécules de 

monomères en solution, des micelles de tensioactif ayant solubilisé des monomères et d’une 

phase organique constituée de monomères sous formes de gouttelettes. 

La réaction de polymérisation est amorcée dans la phase continue aqueuse de l’émulsion à 

l’intérieur ou à la surface des micelles. Les particules grossissent par un apport régulier de 

monomères qui diffusent, à partir des gouttelettes constituant la phase organique, à travers 

la phase aqueuse continue (Kreuter et Speiser, 1976 ; Rolland et al., 1986 ; Pimienta et al. 

1990). Quand la réaction est terminée, les particules formées contiennent un grand nombre 

de chaînes polymériques et leur taille dépend étroitement de la concentration initiale en 

monomères.  

 

4.1.1.2. Emulsification en phase organique continue 
Cette technique tout comme la polymérisation en microémulsion reste peu utilisée en raison 

des taux importants de solvants organiques qu’elles nécessitent et de la difficulté à les 

éliminer, mais également en raison d’une toxicité potentielle non négligeable des 

monomères résiduels. 

Outre les difficultés de mise en œuvre, ces méthodes par polymérisation présentent des 

risques toxiques potentiels, d’où l’orientation vers des techniques utilisant des 
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macromolécules naturelles purifiées ou des polymères synthétiques préformés permettant 

d’éviter la mise en jeu des réactions de polymérisation.  

 

4.1.2. Nanosphères obtenues à partir de macromolécules naturelles purifiées 
Cette technique existe sous deux variantes : l’émulsification et la désolvatation. 

 

4.1.2.1. L’émulsification : elle est réalisée à température ambiante en mélangeant une 

solution aqueuse de protéine (par exemple l’albumine) à une huile. L’émulsion H/L ainsi 

obtenue, est introduite de nouveau dans l’huile chauffée à une température > à 110°C. Il se 

produit simultanément la vaporisation de l’eau et la dénaturation de la protéine qui précipite 

sous forme de nanosphères dont la taille est > 500 nm selon Gallo et al., 1984. La population 

des particules ainsi obtenue par émulsification est rarement monodisperse, cette technique 

n’est pas applicable aux substances thermolabiles. 

 

4.1.2.2. La désolvatation : c’est une technique dont le principe consiste à dissoudre le 

polymère dans une solution organique et à le précipiter par addition d’un sel ou d’un solvant 

non miscible avec la phase organique (Oppenheim, 1986 ; Bodmeier et al., 1989). 

La désolvatation conduit plus à la formation d’un précipité de polymères qu’à des 

nanoparticules colloïdales. 

 

4.1.3. Nanosphères obtenues à partir des polymères synthétiques préformés  
Plusieurs techniques dérivées pour la plupart de celles utilisées avec les macromolécules 

naturelles ont été développées. 

 

4.1.3.1. Technique par émulsification : le polymère en solution dans un solvant organique 

chloré est émulsionné dans l’eau en présence d’un surfactif pour donner une émulsion L/H. 

L’émulsification continue sous agitation à 25°C entraîne l’évaporation du solvant organique 

et la formation de nanosphères. Le solvant résiduel est ensuite éliminé par évaporation sous 

pression réduite et le surfactif par dialyse ou lavage. Cette technique est applicable à de 

nombreux polymères et copolymères (Gurny, 1983 ; Krause et al., 1985. Bodmeier et Chen, 

1989) tels que les PLA (acide poly lactide) et PLGA (acide poly lactide-co-glycolide) par 

exemple.  

 

4.1.3.2. Technique par salting out (relargage) : elle a été utilisée par Ibrahim et al., 1992 ; 

Alléman et al., 1992 pour pallier à la toxicité des solvants chlorés (technique par 

émulsification). Le polymère [acétophtalate de cellulose, PLA ou acide poly(methacrylique) 

par exemple]  en solution dans l’acétone est émulsionné avec une solution aqueuse saturée 
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par un électrolyte ou un non électrolyte contenant de l’alcool polyvinylique comme agent 

stabilisant. Une quantité suffisante d’eau distillée est alors ajoutée pour que l’acétone diffuse 

dans la phase aqueuse externe induisant la formation des nanosphères. La saturation de la 

solution aqueuse empêche la miscibilité de l’acétone à l’eau. 

 

4.1.3.3. Technique par précipitation : mise au point par Fessi et al. (1986), elle permet de 

manière simple, l’obtention de nanosphères. Le principe consiste à dissoudre le polymère 

dans un solvant organique miscible à l’eau et de verser la solution obtenue dans un non 

solvant du polymère, généralement l’eau ou un mélange hydroalcoolique contenant un 

surfactif qui assure la stabilisation stérique de la suspension des nanoparticules. Les 

nanosphères se forment instantanément dans le milieu sous forme de suspension laiteuse 

qui est concentrée ensuite par évaporation sous vide. Cette technique s’applique à de très 

nombreux polymères, la préférence allant aux polymères biodégradables (PLA, PLGA, poly 

caprolactone). 

 

4.2. Formation des nanocapsules  
Vecteurs polymériques dont la taille varie entre 100 et 500 nm, les nanocapsules sont 

fabriquées principalement par polymérisation de monomères (Al Khouri et al., 1986) ou à 

partir de polymères préformés (Fessi et al., 1987). 

 

4.2.1. Polymérisation de monomères : le monomère (Tableau IX, page suivante) est 

dissous dans l’éthanol contenant une huile et un mélange de phospholipides. Cette phase 

est introduite lentement, sous agitation mécanique très faible, dans une phase aqueuse 

contenant un surfactif non ionique. La dispersion de la phase organique dans l’eau se fait de 

manière concomitante à la polymérisation du monomère à l’interface Eau/Huile et à la 

diffusion de l’éthanol dans l’eau. La suspension des nanocapsules obtenues est concentrée 

par évaporation sous vide modéré. 

 

4.2.2. Formation à partir d’un polymère préformé : proposée pour la première fois par 

Fessi et al. (1987), cette technique, qui est également adaptée à la préparation de 

nanosphères, consiste à dissoudre le polymère dans un solvant miscible à l’eau. A cette 

solution organique, on ajoute la substance active (lipophile), un phospholipide et du 

benzoate de benzyle en proportions définies. Ce mélange organique est ensuite injecté 

lentement sous agitation modérée dans l’eau additionnée d’un surfactif non ionique. L’eau 

étant un mauvais solvant du polymère, une réaction de désolvatation se produit 

instantanément ainsi qu’une diffusion du solvant organique dans l’eau. La désolvatation du 

polymère induit le dépôt de celui-ci sous forme d’une fine membrane autour des gouttelettes 
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huileuses contenant la substance active. Le solvant organique est ensuite éliminé par 

évaporation  sous pression réduite. Les vésicules obtenues sont de petites tailles (de l’ordre 

de 200 nm). 

 

 

Tableau IX : Monomères utilisés dans les procédés chimiques d’encapsulation et polymères 

formés 

 
Monomères 

 
Polymères formés 

 
Procédé de mise en œuvre 

1,6 

hexaméthylènediamine/chlorure de 

sébacoyle 

Polyamide nylon 6-10 Polycondensation interfaciale 

L-lysine/chlorure de téréphtaloyle Polyamide Polycondensation interfaciale 

Pipérazine/chlorure de 

téréphtaloyle 

Poly (téréphtaloyl pipérazine) Polycondensation interfaciale 

1,6 Hexaméthlènediamine/ 

chlorure de téréphtaloyle 

Poly (téréphtalamide) Polycondensation interfaciale 

2,2-bis (4-Hydroxyphényl)-

propane/chlorure de sébacoyle 

Polyester Polycondensation interfaciale 

Méthylènediisocyanate Polyurée Polycondensation interfaciale 

1,6 hexaméthylènediamine/ 

Méthylène-diisocyanate 

Polyurée Polycondensation interfaciale 

Cyanoacrylate de butyle Poly (cyanoacrylate de butyle) Polymérisation anionique en 

émulsion 

Cyanoacrylate d’hexyle Poly (cyanoacrylate d’hexyle) Polymérisation anionique en 

émulsion 

Méthacrylate de méthyle Poly (méthacrylate de méthyle) Polymérisation anionique en 

émulsion 

Acrylate de butyle Poly (acrylate de butyle) Polymérisation anionique en 

émulsion 

 
 

4.3. Nanoparticules et extraits de plantes 
La recherche sur la thématique « nanoparticules et extraits de plantes » est encore très peu 

exploitée de nos jours. Les rares travaux traitant le sujet ont montré la possibilité 

d’association d’extraits végétaux aux nanoparticules (Gröning et al., 2001, 2002, 2003 et 

2004 ; Shiv et al., 2003). Les mêmes auteurs ont mis en évidence les interactions présentes 

dans cette association, interactions qui contribuent à la stabilisation physico-chimique des 
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particules formées. Gröning et al. (2001) ont également prouvé que la température de 

fabrication influence la taille moyenne et le nombre de particules formées. 

 

 

Tableau X : Récapitulatif de quelques avantages et inconvénients des techniques de 

préparation des nanoparticules utilisant des polymères préformés. 

 
Techniques de 
préparation  

 
Quelques types de 
polymères utilisés 

 
Avantages de la 
technique 

 
Inconvénients de la 
technique 

 

Emulsification 

 

PLA, PLGA 

 

Applicable à de très 

nombreux polymères 

 

Utilisation des solvants 

chlorés 

 

Salting out 

 

Acétophtalate de 

cellulose, 

éthylcellulose, 

copolymère d’acide 

méthacrylique, PLA 

 

Non utilisation de 

surfactants, de 

solvants chlorés et pas 

de chauffage 

 

technique longue à 

réaliser, taille des 

particules influencée 

par la vitesse de 

rotation pendant le 

mélange de différents 

éléments du processus 

 

Précipitation 

 

Copolymère d’acide 

méthacrylique, PLA, 

PLGA, 

Polycaprolactone 

(PCL) 

 

Applicable à de très 

nombreux polymères, 

technique simple, 

utilisation de solvants 

non chlorés  miscibles 

à l’eau, particules de 

taille très réduite,   

faible dispersion des 

particules  

 

Difficulté de définir le 

système solvant / non 

solvant miscible 

 
 

4.4. Caractérisation physico-chimique des nanoparticules 
La caractérisation physico-chimique des nanoparticules  et l’étude de leur stabilité sont 

importantes pour leur développement et l’optimisation de leur efficacité. Les principaux 

paramètres sont: 

      - la granulométrie des nanoparticules,  

      - les interactions possibles du principe actif avec le polymère constitutif de la paroi des 

nanoparticules ou avec les surfactifs,  
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      - l’adsorption du principe actif à la surface des nanoparticules, 

      - la charge électrique des nanoparticules et leur taux d’encapsulation,  

      - la cinétique de libération du principe actif. 

 

4.4.1. Granulométrie 
La taille des nanoparticules est une caractéristique physique importante qui permet de suivre 

l’évolution de la stabilité dans le temps (sédimentation, coalescence) d’une suspension 

colloïdale. Elle dépend de plusieurs facteurs : la nature et la concentration en polymère et en 

principe actif, la quantité de surfactif, le ratio solvants organiques/eau et la vitesse de 

diffusion du solvant organique dans l’eau (Chouinard et al., 1991). La spectrophotométrie à 

auto-corrélation (PCS) est souvent utilisée pour l’évaluation de la taille des nanoparticules. 

La microscopie électronique permet à la fois de déterminer la taille et d’évaluer la structure 

des nanoparticules (Quintanar-Guerrero et al., 1998 ; Fessi et al., 1989 ; Fresta et al., 1996).  

 

4.4.2. Potentiel zêta ou charge de surface  
Le potentiel zêta d’une particule, est la charge globale que celle-ci acquiert dans le milieu 

liquide dans lequel elle est plongée (Baratt, 1999), et peut être mesuré avec un Zêtasizer 

Nano Z ou ZS, ou avec un Zêta Master S. La valeur du potentiel zêta mesurée indique la 

force de répulsion des particules et permet de prédire leur stabilité à long terme. En effet, la 

stabilité des dispersions de particules dépend de l’équilibre entre les forces répulsives et 

attractives existant entre les particules lorsqu’elles s’approchent l’une de l’autre. Si toutes les 

particules se repoussent mutuellement, la dispersion reste stable. Mais si leur force de 

répulsion est faible ou nulle, un mécanisme d’instabilité (floculation, agrégation,…) finit par 

se produire. Ainsi si toutes les particules en suspension ont un potentiel zêta négatif ou 

positif important, elles tendent à se repousser mutuellement et ne peuvent se rassembler. En 

revanche, si leur potentiel zêta est faible, aucune force ne les empêche de se rassembler et 

de floculer (Derjaguin and Landau, 1941, Verway et al., 1948 ; Hunter, 1988 ; Ross and 

Morrison, 1988 ; Everett ; 1994 ; Lyklema, 2000) 

 

4.4.3. Pourcentage d’encapsulation 
Le pourcentage ou taux d’encapsulation est toujours lié à la quantité de principe actif 

présente dans les nanoparticules. Cette quantité peut être à l’intérieur et/ou adsorbée à la 

surface de la particule si le principe actif (PA) montre des affinités de liaisons vis-à-vis de la 

membrane des nanoparticules (EL-Egakey et al., 1982) (figure 35). Techniquement, 

l’évaluation de ce taux d’encapsulation est difficile, compte tenu du fait qu’il faut séparer la 

quantité du principe actif libre de celle incorporée dans les nanoparticules. La technique de 
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séparation la plus souvent utilisée est celle proposée par Ammoury et al. (1989). Elle  

associe la centrifugation et l’ultrafiltration. 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Association du principe actif avec les nanoparticules d’après Vauthier-

Holtzcherer et al. (1991). 

 

 

5. INTERET DES NANOPARTICULES 
La forme galénique influence l’absorption des principes actifs et joue un rôle important pour 

leur biodisponibilité (Houin, 1990). Ainsi de nombreux travaux ont montré que les vecteurs 

colloïdaux de petites tailles améliorent la biodisponibilité des molécules (Apranhamian et al., 

1987 ; Andrieu et al., 1989 ; Ammoury et al., 1991). Se présentant sous la forme de 

suspensions colloïdales aqueuses et opalescentes, les nanoparticules sont très souvent 

stables en raison de leur taille toujours inférieure au micromètre, mais aussi grâce aux forces 

stériques et électrostatiques de Van der Walls dont la présence à la surface des vecteurs est 

souhaitable pour garantir leur stabilité. Ces particules peuvent être utilisées en thérapeutique 

telles quelles comme adjuvants de vaccins par exemple (Birrenbach et Speiser, 1976 ; 

Bodmeier et al., 1989 ; Cui et Mumper, 2001, 2002) ou, le plus souvent, comme vecteurs de 

substances actives. Ainsi l’association d’une molécule active à un vecteur nanoparticulaire 

permet d’envisager le ciblage de l’activité sur un site choisi. Cette association permet 

d’introduire artificiellement dans certaines cellules des substances qui ne s’y accumulent pas 

spontanément (Figure 36, page suivante). Le développement des vecteurs nanoparticulaires 

poursuit un triple intérêt : protéger la molécule active,  la conduire jusqu’au site d’action,  

optimiser l’effet thérapeutique grâce à une meilleure biodisponibilité. 

 

 

 

(a): PA dissous dans la matrice de la 
nanosphère 
(b): PA dispersé ou adsorbé dans la 
matrice de la nanosphère 
(c): PA dissous dans la phase 
liquide de la nanocapsule 
(d): PA adsorbé à la surface de la 
nanosphère 
(e): PA adsorbé à la surface de la 
nanocapsule 
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Figure 36 : Avantages potentiels des vecteurs de médicaments (Couvreur, 1985) 

  

6. APPLICATIONS DES VECTEURS PARTICULAIRES EN 
INFECTIOLOGIE 

Les liposomes chargés de molécules anti-infectieuses ont été les premiers vecteurs à être 

utilisés, par voie intra-veineuse, pour cibler les infections intramacrophagiques (Alving, 1986, 

1988 ; Bakker-Woudenberg et al., 1998). L’amphotéricine B, agent antifongique majeur 

connu pour ses effets néphrotoxiques, a été encapsulé au sein de liposomes. Ces derniers 

se sont montrés légèrement plus efficaces que l’amphotéricine B libre, mais beaucoup moins 

toxiques. Ils ont été utilisés avec succès contre les infections causées par Candida albicans 

et Cryptococcus neoformans (Lopez-Berestein et al., 1985 ; Graybill et al., 1982 ; New et al., 

1981). On a également noté une importante amélioration des effets antibiotiques de la 
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gentamicine et de la ceftazidine associées aux liposomes dans le traitement d’infections 

causées par Klebsiella pneumoniae dans un modèle chez le rat (Bakker-Woudenberg, 

1995). 

Price et al. (1994) ainsi que Sanderson et al. (1996) ont montré que les liposomes chargés 

de tobramycine et de gentamycine, appliqués par voie cutanée, réduisaient de manière plus 

significative le nombre de bactéries que les antibiotiques non associées aux liposomes. 

L’amélioration de la biodisponibilité par des vecteurs nanoparticulaires en infectiologie a 

également fait l’objet de plusieurs travaux (Henry-Michelland et al., 1987 ; Fawaz et al., 

1998 ; Alt et al., 2004 ; Sondi et Salopek-Sondi, 2004) . Ainsi Fontana et al. (1998), par 

exemple, ont montré que les nanoparticules de polyéthylcyanoacrylate (PECA) chargées 

d’ampicilline, administrées par voie orale,  présentaient une meilleure activité 

antimicrobienne que l’ampicilline libre. Une activité semblable a été constatée avec les 

nanocapsules de PCL chargées de chlorhexidine et administrées par voie topique 

(Lboutounne et al., 2002). Alvarez-Roman et al. (2004) ont à leur tour montré que la 

pénétration et la distribution de molécules, administrées par voie cutanée, étaient meilleures 

lorsque celles-ci étaient associées aux nanoparticules. 

 

 

7. STRUCTURE DE LA PEAU 
La peau, environ 1,7 m2 de superficie, est l’organe le plus lourd (4 kg) et le plus étendu du 

corps humain (Césarini, 1990). Elle est constituée de trois tissus superposés (Figure 37a) : 

- la couche supérieure ou épiderme dont la fonction principale est la protection de 

l’organisme contre les agressions extérieures. Celle-ci comporte quatre voire cinq couches 

cellulaires représentant son caractère stratifié (Figure 37b). 

- le derme est un tissu conjonctif dense qui joue un rôle important dans la thermorégulation. 

Il renferme avec l’hypoderme le système vasculaire de la peau (Schmitt, 2000) 

-  l’hypoderme constitué d’adipocytes, représente environ 15 à 20 % du poids corporel. Il 

renferme comme le derme des annexes cutanées (glandes sudorales, glandes sébacé et 

des phanères) et constitue le plus grand réservoir énergétique de l’organisme (Césarini, 

1990 ; Kanitakis, 1998). 
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Figure 37a : Structure de la peau (Césarini, 1990) 
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de cellules de 
Malpighi 
3. cellule de Langherans 
4. mélanocyte 
5. membrane basale 
6. glande sébacée 
7. filet nerveux 
8. corpuscule de Meissner 
(tactile)  
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Hypoderme

10. fibroblaste 
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apocrine  
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21. muscle arrecteur du poil 
22. corpuscules adipeux 
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8. ADMINISTRATION ET PENETRATION CUTANEES 
L’imperméabilité relative de la peau a limité pendant longtemps l’administration cutanée des 

médicaments (Donbrow, 1992). Mais les particularités pharmacocinétiques de la diffusion 

percutanée ont depuis milité en faveur de l’utilisation de cette voie pour l’administration des 

médicaments (Boye et al., 1984 ; Vyas et al., 1991). En effet, cette voie d’administration est 

justifiée pour de nombreuses substances sensibles au métabolisme hépatique, pour obtenir 

des effets prolongés, pour diminuer les effets secondaires et pour administrer des 

substances détruites per os, tels que les peptides. Les études de perméabilité effectuées sur 

la peau isolée (Michaels et al., 1975 ; Müller et Kreuter, 1999) indiquent que le transport 

d’une molécule, du site d’administration au site d’action, dépend de sa structure et de ses 

propriétés physico-chimiques. Cependant deux voies distinctes s’offrent à la pénétration des 

molécules à travers la peau : l’une, à travers les espaces intercellulaires de la couche cornée 

ou à travers les cellules cornées elles mêmes (voie transépidermique ou intracellulaire), 

l’autre empruntant les annexes cutanées (follicules pilo-sébacés et/ou glandes sudoripares) 

(Bunge et al., 1999) (Figure 38). 

Dans la majorité des cas, la pénétration globale est la résultante d’un passage 

transépidermique et d’un passage par les annexes. 

Figure 37b : Structure de l’épiderme (Césarini, 1990) 
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Lorsqu’une molécule est administrée par voie cutanée, trois facteurs essentiels 

interviennent : la molécule, la peau et la forme galénique. Plusieurs travaux ont fait l’objet 

d’étude sur la pénétration et la biodisponibilité cutanées des principes actifs vectorisés. 

L’ensemble de ces travaux (Jacobs et al., 1988 ; Mezei, 1990 et 1993 ; Alonso et al., 1994) 

montre que les vecteurs particulaires permettent de modifier le devenir des molécules 

administrées par voie cutanée. Mais leur mécanisme d’action demeure ambigu (Alvarez-

Raman et al., 2004).  

Quoique peu étudiée, la voie cutanée reste une alternative pour l’administration des 

substances actives habituellement délivrées par voie orale, car dégradées dans le tractus 

digestif après administration.  

                     

            
Figure 38 : Représentation schématique de la diffusion intracellulaire (ou transépidermique) 

et intercellulaire de molécules à travers le stratum corneum d’après Elias (1983). 

 

9. CONCLUSION 
Cette revue bibliographique sur les vecteurs colloïdaux et leur application thérapeutique 

nous a guidé dans le choix du type de vecteur, du polymère et de la méthode de préparation 

que nous avons utilisés dans nos maniplations. 

Les nanosphères ont été choisies comme vecteur nanoparticulaire pour l’encapsulation de 

l’extrait éthanolique d’Harungana madagascariensis. Elles offrent, en tenant compte de la 

voie d’administration topique, plusieurs avantages qui ont attiré notre attention : leur taille 

nanométrique, leur charge potentielle en principe actif, leur stabilité physico-chimique à long 

terme, une libération contrôlée de la substance encapsulée grâce à leur biodégradation, une 

absence de toxicité des métabolites de biodégradation, leur bioadhésion tissulaire et 

cellulaire. Tous ces avantages convergent vers notre objectif qui est de potentialiser l’activité 

antimicrobienne d’un extrait d’Harungana madagascariensis en lui offrant une meilleure 

biodisponibilité avec un effet rémanent et une protection de ses substances actives. 

Parmi les nombreux polymères biodégradables, notre choix s’est porté sur le copolymère 

des acides polylactique et polyglycolique, l’acide poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA). En 
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effet, le PLGA offre de nombreux avantages (Tableau VIII) : une très bonne stabilité, une 

dégradation homogène et rapide, un très bon temps de demi-vie (t1/2), une bonne 

bioadhésivité sur la peau et les bactéries, une biocompatibilité pour les principes actifs tant  

hydrophiles qu’hydrophobes. 

La technique de préparation des nanosphères par précipitation a été choisie pour : sa 

simplicité, son applicabilité à de nombreux polymères, son utilisation de solvants non chlorés 

miscibles à l’eau et pour les particules de taille réduite et de faible dispersion qu’elle génère. 

Les travaux antérieurs pratiqués sur Harungana madagascariensis montrent que cette plante 

renferme une grande richesse en molécules bioactives. Ses multiples usages en médecine 

traditionnelle en font une plante de choix. Ainsi, nous nous sommes proposés de réaliser une 

forme galénique à libération contrôlée sous forme d’une suspension aqueuse de 

nanosphères, afin de prolonger l’effet antimicrobien des extraits de cette plante et de 

valoriser son intérêt médical.   
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INTRODUCTION 
Dans cette partie botanique et microbiologique, nos travaux ont consisté dans un premier 

temps à faire une étude micrographique des organes de plantes utilisées, afin de contribuer 

à leur caractérisation complète ainsi qu’à leur identification. Leur extraction a été ensuite 

réalisée par épuisement successif à l’aide de l’appareil de Soxhlet. Puis nous avons 

recherché l’activité antifongique et antibactérienne de différents extraits vis-à-vis de 7 

souches fongiques, choisies parmi les plus représentatives dans la pathologie fongique 

humaine,  de 15 souches de bactéries de la microflore cutanée parmi lesquelles celles 

responsables de mauvaises odeurs corporelles, de 2 souches du genre Pseudomonas (flore 

transitoire), les plus fréquemment retrouvées dans les infections nosocomiales et réputées 

très résistantes aux antimicrobiens existants sur le marché, et également vis-à-vis de 

quelques souches bactériennes de la flore buccale responsables de la carie dentaire. 

Un extrait est dit fongistatique ou bactériostatique quand il inhibe ou ralentit la croissance 

fongique ou bactérienne, le résultat étant exprimé en Concentration Minimale Inhibitrice 

(CMI), et fongicide ou bactéricide quand il tue les germes, on parle alors de Concentration 

Minimale Fongicide (CMF) dans le cas de champignons, et de Concentration Minimale 

Bactéricide (CMB) dans le cas de bactéries.  

Nous avons déterminé le pouvoir antifongique (effet fongistatique et/ou de l’effet fongicide), 

et le pouvoir antibactérien (effet bactériostatique et/ou bactéricide), de chacun des extraits 

en utilisant les techniques des dilutions en milieux solide et liquide. 
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1. ETUDE BOTANIQUE MICROGRAPHIQUE 
 
1.1. Matériel 
Les organes végétaux suivants ont été utilisés : 

- feuilles et écorces séchées d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. (Hypericaceae)   

- tiges séchées de Cassytha filiformis (Lauraceae). 

Ils ont été récoltés à Lomé (TOGO), pour les tiges de Cassytha filiformis, et à Agou (800 m 

d’altitude) (TOGO), pour les feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis, puis séchés 

sous climatisation à l’abri de la lumière. Leur identification a été faite par le Dr Koffi KOBA 

(Botaniste à l’université de LOME). Un voucher de chaque spécimen a été déposé. Les 

codes sont les suivants : FWTA 1:290; AKPAGANA: 386; GUELLY: 128; BRUNEL: 5393. 

 

1.2. Etude anatomique des organes de plante utilisées : technique de 
réalisation des coupes 
Les échantillons des plantes préalablement séchés sont réhydratés pendant 1 à 2 semaines 

dans un mélange d’égal volume d’alcool, d’eau et de glycérine, puis mis entre deux 

fragments cylindriques de morceau de moelle de sureau ou de polystyrène, et coupés 

transversalement en fines lamelles à l’aide d’une lame rasoir. 

Les coupes obtenues sont successivement traitées de la manière suivante: 

    - 15 à 20 min dans l’eau de Javel qui rend les coupes transparentes en les vidant de leur 

contenu cellulaire et, en ne laissant apparaître que les membranes pectocellulosiques et 

ligneuses, et parfois d’éventuelles inclusions minérales ; 

    - 5 min dans l’eau acétique diluée qui permet le mordançage (neutralisation de l’effet de 

l’eau de Javel) ; 

    - rinçage à l’eau distillée ; 

    - 3 min dans le mélange carmin vert d’Iode. Le carmin colore les tissus cellulaires en rose, 

et le vert d'Iode les tissus lignifiés en vert ; 

    - rinçage à grande eau ; 

    - montage entre lame et lamelle des coupes dans une goutte de glycérine ; 

    - observation des coupes au microscope optique muni d’un adaptateur d’appareil photo 

numérique, permettant la prise en photo des coupes observées. 

 

1.3. Résultats 
Les coupes réalisées ont été prises en photo et sont présentées ci-dessous. 
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Epi. 

Poil t. 

P. c 

Vx b

Lib. P 

P. méd 

133,68µ 

Figure 39 : Coupe transversale de la tige de Cassytha filiformis 

Epi: épiderme; P. c: parenchyme cortical; C. s: canal sécréteur; Phlo II: phloeme secondaire; 
Poil t: poil tecteur; Vx b: vaisseaux du bois; Lib. P: liber primaire; P. méd: parenchyme 
médullaire. 

Epi. s.  
P. pal. 

P. la. 

Epi. i. 
Vx. b. 
Camb. 
Phlo. 
P.c. 

Coll. 

C. s.  

Poil t. 

233,94µ 

Figure 40 : Coupe transversale de la feuille d’Harungana madagascariensis Lam. ex  
Poir. 
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10,01µ 

10,01µ 

(b) : Poil tecteur de type étoilé  (a) : Poil tecteur en navette  

Figure 42 : Coupe transversale d’un poil tecteur de la feuille d’H. madagascariensis.  

Epi. 

Poil t. 

Coll. 

P. c. 

Phlo. 

Camb. 

Vx. b.  

M

111,4µ 

Figure 41 : Coupe transversale de la tige d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

Epi. s : épiderme supérieur ; P. pal : parenchyme palissadique ; P. la : parenchyme 
lacuneux ; Epi. I : épiderme inférieur ; Vx. b : vaisseaux de bois ; Camb : cambium ; Phlo : 
phloeme ; P. c : parenchyme cortical ; Coll : collenchyme ; Epi : épiderme ; Poil t. : poil 
tecteur.
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1.4. Interprétation 
1.4.1. Coupe transversale de la tige de Cassytha filiformis L. (Figure 39) 
La coupe est de forme sub-circulaire avec un épiderme mince pourvu de poils tecteurs plus 

ou moins courts. 

Le parenchyme cortical de quatre à cinq cellules d’épaisseur est dépourvu de toute pilosité. 

Le cylindre central est de structure primaire avec pachyte continu de bois bien individualisé 

surmonté de nombreux îlots de liber primaire. Chacun de ces îlots est surmonté d’un petit 

massif de fibres sclérifiées peu cyclique. Le parenchyme médullaire est complet et banal. 

P. c 

Epi 

C. s 

Phlo. II 

Figure 43 : Coupe transversale de l'écorce d'Harungana madagascariensis 

94,69µ 

Epi: épiderme; P. c: parenchyme cortical; C. s: canal sécréteur; Phlo II: phloeme secondaire 

Figure 44 : Coupe transversale de cellules d'oxalate de calcium cristallisées sous 

forme de prisme présentes dans la feuille d'Harungana madagascariensis 

111,4µ 
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Les structures secondaires semblent totalement absentes. Toutefois, dans certains cas, la 

moelle est lacuneuse. 

 

1.4.2. Coupe transversale de la feuille d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 
(Figure 40) 
La coupe nous montre une structure à mésophile bifaciale. 

L’épiderme supérieur à cuticules épaisses est dépourvu de poils tecteurs, poils par contre 

présents en prenant une forme étoilée (Figure 42b) au niveau de l’épiderme inférieur, 

chaque branche de l’étoile est constituée d’une cellule flexible. 

La face inférieure du limbe est occupée par des poils tecteurs en navette (Figure 42a) de 

forme très caractéristiques dont les cellules parallèles à l’épiderme, jouent sûrement un rôle 

protecteur très particulier. La navette est presque contiguë à l’épiderme. 

Le parenchyme cortical au niveau de la nervure centrale et le parenchyme collenchymateux 

en zone sous épidermique contiennent des macles d’oxalate de calcium (Figure 44) en 

assez grande quantité. Il en existe même groupés souvent par deux entre les cellules du 

parenchyme palissadique chlorophyllien. On note aussi la présence ça et là de quelques 

poches sécrétrices dans le parenchyme cortical, poches pouvant aussi se retrouver dans le 

phloème de la nervure. 

La région péricyclique du cylindre central est plus ou moins sclérifiée, de même que la région 

médullaire centrale. 

 

1.4.3. Coupe transversale de la tige d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir.  
(Figure 41) 
La coupe présente une section sub-rectangulaire. 

L’épiderme est couvert d’un ensemble dense de poils partant à chaque fois d’une cellule 

basale qui émet une touffe de cellules sub-coniques plus ou moins allongées qui sont soit 

flexibles, soit aisément déformables. 

Aux angles de la tige, on note des massifs de collenchyme peu accusés, le parenchyme 

cortical est formé de cellules banales,  on distingue également quelques cellules renfermant 

des macles d’oxalate de calcium (Figure 44). 

Le cylindre central est formé d’un anneau libéro-ligneux à peu près continu, de formation 

secondaire. Le phloème secondaire renferme un assez grand nombre de poches sécrétrices 

volumineuses. 

Le parenchyme médullaire est parsemé de quelques cellules à macles d’oxalate de calcium. 
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1.4.4. Coupe transversale de l’écorce d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 
(Figure 43) 
La récolte a été pratiquée à un stade végétatif où l’assise subero-dermique s’est mise en 

place, on trouve donc : 

    - en position externe par rapport à cette assise, des restes des tissus corticaux et de 

l’épiderme ; 

    - en position interne par rapport à l’assise, le parenchyme cortical demeure très mince 

mais, on note la présence de quelques canaux sécréteurs courts et de quelques laticifères. 

Tout le reste de l’écorce est occupé par du liber secondaire ou phloème secondaire traversé 

par de nombreux canaux sécréteurs ainsi que quelques cellules à oxalate de calcium 

cristallisées sous forme de prisme (Figure 44). 

 

1.5. Conclusion 
Dans cette étude botanique micrographique des coupes transversales, des feuilles, tiges et 

écorces d’Harungana madagascariensis ainsi que celle des tiges de Cassytha filiformis, ont 

été réalisées. Elle nous a permi de mettre en évidence l’anatomie des organes utilisés. Cette 

description micrographique, ajoutée à la description botanique macroscopique, contribue à la 

caractérisation complète et à l’identification facile de Cassytha filiformis et d’Harungana 

madagascariensis qui constituent la base de ce travail de thèse. 
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2. EXTRACTION 
 
Après séchage, les différents organes végétaux utilisés ont été pulvérisés à l’aide d’un 

broyeur à cylindres et la poudre obtenue soumise à une série d’extraction à l’appareil de 

Soxhlet par épuisements successifs à l’éther de pétrole, au dichlorométhane, à l’acétate 

d’éthyle et à l’éthanol 96% (v/v). Parallèlement, une extraction directe à l’eau a été effectuée 

pour chaque poudre d’organe végétal. 

 

2.1. Description de l’appareil de Soxhlet et principe d’extraction 
Les différentes parties de l’appareil de Soxhlet sont données par la Figure 45. 

 

 
                                             

Figure 45 : Extracteur de Soxhlet 

 
 
 
Le principe d’extraction en appareil de Soxhlet consiste, dans un premier temps, en 

l’introduction de la drogue pulvérisée dans une cartouche de cellulose. Ensuite, l’appareil est 
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monté sur le ballon et on ajoute le solvant jusqu’à ce que celui-ci atteigne la courbure 

supérieure du siphon. On laisse siphonner puis on met en place le réfrigérant, le solvant est 

alors porté à ébullition dans le ballon à l’aide d’une calotte chauffante. Les vapeurs 

s’échappent par la tubulure latérale et se condensent au niveau du réfrigérant pour retomber 

dans le corps du Soxhlet et extraire la drogue. Lorsque le niveau de solvant atteint la 

courbure supérieure du siphon, le volume d’extrait contenu dans le corps du Soxhlet est 

vidangé dans le ballon. Un nouveau cycle peut alors recommencer et la drogue se trouve 

progressivement épuisée, l’extrait se concentrant dans le ballon. 

Après chaque extraction, le marc est séché puis repris par un autre solvant. Les solvants 

sont utilisés par ordre de polarité croissante. 

 

2.2. Extraction des feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis Lam. ex 
Poir. (Hypericaceae) 
100g de poudre de feuilles et d’écorces ont été soumis à extraction à l’appareil de Soxhlet 

pendant respectivement 14-18H et 18-24 H. Parallèlement, 25 g de poudre de feuilles et 

d’écorces ont été mis à macérer dans 500 ml d’eau distillée sous agitation magnétique 

pendant 24 h.  

Chaque extrait a été filtré, puis le solvant évaporé sous pression réduite. Le rendement, 

l’aspect et la couleur de chaque extrait sont notés (Tableau XI). 

Les extraits ont été conservés jusqu’à leur utilisation à l’abri de la lumière dans des flacons 

hermétiquement fermés à 4°C. 
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Tableau XI : caractéristiques des extraits obtenus avec les feuilles et écorces d’Harungana 

madagascariensis 

Rendement (%) 

(m/m) 

Couleur Aspect physique Durée 

d’extraction (H) 

 

 

Extraits Feuille 

 

Ecorce Feuille Ecorce Feuille Ecorce Feuille Ecorce

Ether de pétrole 4,0 4,8 Vert 

foncé 

Brun 

foncé 

Pâteux Pâteux 14 18 

 

Dichlorométhane 

 

2,0 

 

4,6 

 

noir 

 

Brun 

 

Pâteux

 

Pâteux 

 

16 

 

18 

 

Acétate d’éthyle 

 

2,6 

 

2,2 

 

Vert 

clair 

 

Vert 

sombre

 

Solide 

 

Solide 

 

18 

 

18 

Ethanol 22,4 19,6 brun brun Pâteux Pâteux 24 24 

 

Aqueux 

 

34,6 

 

18,0 

 

Vert 

sombre

 

Brun 

foncé 

 

Pâteux

 

Pâteux 

 

24 

 

24 

 

2.3. Extraction des tiges de Cassytha filiformis L. (Lauraceae) 

100g de poudre de tiges ont été soumis à extraction à l’appareil de Soxhlet pendant 24 H. 

Parallèlement, 25 g de poudre de tiges  ont été mis à macérer dans 500 ml d’eau distillée 

sous agitation magnétique pendant 24 h. Les rendement,  aspect et  couleur de chaque 

extrait sont notés dans le tableau XII. 

Les extraits sont conservés jusqu’à leur utilisation à l’abri de la lumière dans des flacons 

hermétiquement fermés à 4°C. 

 

Tableau XII : caractéristiques des extraits obtenus avec les tiges de Cassytha filiformis 

Extraits Rendement (%) 

(m/m) 

Couleur Aspect physique Durée 

d’extraction (H) 

Ether de pétrole 2,1 noir Pâteux 24 

Dichlorométhane 1,7 noir Pâteux 24 

Acétate d’éthyle 2,1 vert Solide 24 

Ethanol 9,1 brun Pâteux 24 

Aqueux 9,8 brun Pâteux 24 
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2.4. Conclusion 
Les rendements de différents extraits sont faibles et parfois très faibles. Cependant, les 

extraits éthanoliques et aqueux présentent les meilleurs rendements. 
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3. ETUDES ANTIFONGIQUES ET ANTIBACTERIENNES 
 

Un screening, antifongique et antibactérien, préliminaire de tous les extraits a été réalisé afin 

de sélectionner les extraits actifs. 

 

3.1. Matériel fongique et bactérien 
3.1.1. Souches fongiques 
3.1.1.1. Choix et provenance 
Cette étude a porté sur des souches fongiques préférentiellement choisies en raison de leur 

implication fréquente dans les pathologies fongiques humaines en particulier. 
Nous avons utilisé onze (11) souches de champignons pathogènes provenant de la 

mycothèque du laboratoire de Microbiologie de l’UFR de Pharmacie Médecine de 

l’Université de Franche-Comté, souches pouvant être classées en 3 groupes (Tableau XIII). 

 

Tableau XIII : Souches fongiques utilisées 

Dermatophytes Levures Champignons filamenteux 

imparfaits 

Microsporum canis 

 

Candida albicans Aspergillus fumigatus 

Microsporum gypseum 

 

Cryptococcus neoformans Fusarium sp. 

Trichophyton mentagrophytes 

var mentagrophytes 

 

 Scopulariopsis brevicaulis 

Trichophyton mentagrophytes 

var interdigitale 

 

  

Trichophyton rubrum 

 

  

Trichophyton soudanense   

 

 
 
3.1.1.2. Entretien et conditions de culture des champignons 
Les souches ont été entretenues par repiquage tous les 3 mois dans des boîtes de Petri de 6 

cm de diamètre sur milieu gélosé de Sabouraud, pour les dermatophytes et les filamenteux 
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non dermatophytes puis incubées à 28°C à l’étuve pendant 7 jours. Les levures et 

l’Aspergillus fumigatus ont été repiqués toute les 2 semaines, sur le même milieu que celui 

des dermatophytes et filamenteux non dermatophytes, puis incubés à 37°C à l’étuve, 

pendant 2 jours. Les cultures ont ensuite été conservées au réfrigérateur à 4°C. 

Pour les tests antifongiques, nous avons utilisé le milieu de Sabouraud solide additionné de 

chloramphénicol à la concentration de 0,05% (m/v) (inhibiteur bactérien) (Sabouraud Agar, 

AES Laboratoire, Elancourt, France), dont la composition est donnée dans le Tableau XIV. 

Avant chaque test, les souches ont été réensemencées sur le milieu d’entretien pendant 7 

jours (dermatophytes et filamenteux non dermatophytes), et pendant deux (2) jours pour les 

levures et l’Aspergillus fumigatus, afin d’avoir des souches en pleine période de croissance. 

 

     Tableau XIV : Composition du milieu solide de Sabouraud utilisé 

 

Constituants Quantités (gramme) 

Peptone pepsique de viande 10 

Glucose 20 

Agar-agar 15 

chloramphénicol 0,05 

Eau distillée q .s.p. 1000 ml 

 

 

3.1.2. Souches bactériennes 
3.1.2.1. Choix et provenance 
Dans cette étude les bactéries utilisées ont été choisies parmi les plus représentatives de la 

microflore cutanée (flore des pieds, des aisselles et flore transitoire) et de la microflore 

buccale. Elles sont d’origines différentes, et proviennent notamment de la collection de 

l’Institut Pasteur de Paris (CIP), du laboratoire de Microbiologie de Leeds (L) et du 

Zahnärzliches Institut de ZURICH (OMZ). Nous avons utilisé 17 bactéries de la flore cutanée 

(Tableau XV) et 16 bactéries de la flore buccale (Tableau XVI). 
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Tableau XV : Bactéries des  flores cutanée et transitoire utilisées 

 

 

Flore de la peau 

 

Flore transitoire 

 

Flore du pied 

 

Flore des aisselles 

 

Acinetobacter sp.LH5DCI Corynebacterium xerosis* CIP 

52.16 

Pseudomonas aeruginosa 

CIP 100720 

 

Alcaligenes sp.LH4TV1 

 

Microccocus luteus L1C5 

 

Pseudomonas cepacia CIP 

80.24 

Coryneforme groupe* B2 

L16C3 

Staphyloccocus epidermidis 

L1S2 

 

Coryneforme groupe* C L3C3 Staphylococcus haemolyticus 

CIP 81.56 

 

Coryneforme groupe* D2 

L19C1 

Staphylococcus hominis CIP 

81.57 

 

Microccocus luteus* L1C5 Staphyloccocus xylosus 

CIP81.66 

 

Microccocus sedentarius* 

L7B5 

  

 

Moraxella sp.LH7SV1 

  

 

Staphyloccocus cohnii* L6S3 

  

Staphyloccocus epidermidis* 

L1S2 

  

Staphylococcus 

haemolyticus* CIP 81.56 

  

Staphylococcus hominis* CIP 

81.57 

  

 

* Bactéries responsables de mauvaises odeurs 
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Tableau XVI : Bactéries de la flore buccale utilisées  

 

Streptococci 

 
Actinomyces, Haemophilus 

Lactobacilli, et Staphylococci 

 

Streptococcus milleri 

 
Actinomyces naeslundii CIP103128 

 

Streptococcus mitior OMZ 89 

 
Actinomyces viscosus OMZ 206 

 

Streptococcus mutans CIP 103220 

 

Haemophilus aphrophilus CIP 70.73 

 

Streptococcus mutans serotype a OMZ 52 

 

Lactobacillus acidophilus CIP 76.13 

 

Streptococcus mutans serotype b OMZ 51 

 

Lactobacillus casei CIP 107868 

 

Streptococcus mutans serotype c OMZ 64 

 

Staphylococcus epidermidis CIP 

81.55T 

 

Streptococcus mutans serotype f 

 

 

Streptococcus mutans serotype k OMZ 65 

 

 

Streptococcus salivarius OMZ36 

 

 

Streptococcus sanguis CIP 103231 

 

 

 

3.1.2.2. Entretien et conditions de culture des bactéries 
Les souches bactériennes ont été entretenues par repiquage toutes les deux (2) semaines 

dans des boîtes de Petri de 6 cm de diamètre contenant le milieu de culture, puis incubées à 

37°C pendant 24 heures, en absence d’oxygène pour les anaérobies (Actynomyces et 

Streptococcus), avant d’être conservées au réfrigérateur à 4°C. 

Les milieux de culture utilisés varient en fonction des souches : la gélose nutritive classique 

pour les bactéries de la flore cutanée, le Man Rogosa sharp (MRS) agar pour les 

Lactobacillus et le columbia blood agar base pour l’Actinomyces et le Streptococcus. Avant 

leur utilisation, elles ont été réensemencées pendant 24 heures sur le même milieu 

d’entretien, afin d’avoir des souches jeunes en pleine croissance. 
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Les compositions de différents milieux utilisés sont données dans le Tableau XVII. 

 

Tableau XVII : composition des milieux de culture bactérienne utilisés 

 
Milieux 

 
Constituants 

 
Quantités 

 
 
Bouillon nutritif à 1,3% (m/m) 

- extrait de viande 

- extrait de levure 

- peptone 

- chlorure de sodium 

- agar 

- eau distillée q.s.p 

1 g 

2 g 

5 g 

5 g 

15 g 

1000 ml 

 
 
Sabouraud liquide 

- tryptone 

- peptone pepsique de viande 

- glucose 

- eau distillée q.s.p 

5 g 

5 g 

20 g 

1000 ml 

 
 
 
 
 
 
MRS Lactobacilli 

- peptone de protéose n°3 

- extrait de bœuf 

- extrait de levure 

- dextrose 

- polysorbate 80 

- citrate d’ammonium 

- sulfate de magnesium 

- sulfate de manganèse 

- phosphate dipotassique 

- agar 

- eau distillée q.s.p 

10 g 

10 g 

5 g 

20 g 

1 g 

2 g 

0,1 g 

0,05 g 

2 g 

15 g 

1000 ml 

 
 
 
 
Columbia Blood Agar Base 

- digestion pancréatique de caséine 

- peptone de protéose n°3 

- extrait de levure 

- digestion de cœur de bœuf 

- amidon de maïs 

- chlorure de sodium 

- agar 

- eau distillée q.s.p 

10 g 

5 g 

5 g 

3 g 

1 g 

5 g 

15 g 

1000 ml 
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3.2. Méthodes 
Pour les screening antifongique et antibactérien, la méthode de dilution en milieu solide, 

décrite dans le chapitre III « Techniques d’études d’activités antimicrobiennes, page », a été 

utilisée. Les tests ont été répétés systématiquement 3 fois pour chaque série d’essais.  

 

3.2.1. Tests antifongiques 
3.2.1.1. Technique proprement dite 
La technique a consisté à dissoudre chaque extrait de plante dans l’éthanol à 99 %, à le 

stériliser par filtration à l’aide des filtres millipores (porosité 0,22 µm),  puis à le mélanger 

avec le milieu de culture liquéfié et maintenu en surfusion au bain marie à 45°C de manière à 

obtenir une concentration en extrait de 1000 µg/ml. L’ensemble a été homogénéisé par une 

agitation douce au vortex puis coulé dans des boîtes de Petri de 5 cm de diamètre. Ensuite 

on laisse le mélange se solidifier pendant 24 heures sous la hotte à flux laminaire. Pour 

chaque extrait deux témoins positifs (éthanol et eau) ont été réalisés. 

L’ensemencement a été fait par dépôt d’un fragment de champignon âgé de 7 jours, prélevé 

à l’aide d’une lame de bistouri, à la surface de la gélose pour les dermatophytes et les 

filamenteux non dermatophytes (Figure 46)  (sauf pour A. fumigatus). Un point d’inoculation 

est réalisé par boîte de Petri. Ensuite les boîtes ont été incubées à 28°C pendant 10 jours. 

Dans le cas des levures et d’A. fumigatus, les inoculums ont été préparés avec de l’eau 

distillée stérile, les champignons étant âgés de 24 heures. L’ensemencement de boîtes de 

Petri, de 6 cm de diamètre, a été fait par dépôt d’une goutte de suspension de champignon, 

à l’aide d’une pipette pasteur, suivi d’un étalement uniforme. Les boîtes ont ensuite été 

placées à l’étuve à 37°C pendant 48 heures.   

L’activité antifongique des extraits se manifeste par une inhibition totale (cas de levures) ou 

partielle (dermatophyte et filamenteux) de la croissance du champignon par comparaison 

aux témoins positifs. 

La manipulation a été réalisée sous hotte à flux laminaire. 

 

3.2.1.2. Lecture des résultats 
La mesure des diamètres de différentes colonies, (dermatophytes et filamenteux non 

dermatophytes), a été faite à l’aide d’un double décimètre puis comparée à celle des témoins 

solvants. 

Les symboles suivants sont utilisés : 

0 = Aucune croissance 

+++ = Croissance identique à celle des témoins 
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3.2.2. Tests antibactériens 
3.2.2.1. Technique proprement dite 
Comme dans le cas des tests antifongiques, l’extrait a été dissous dans l’éthanol 99% (v/v), 

puis introduit dans des flacons stériles contenant du milieu de culture liquéfié et maintenu en 

surfusion au bain marie à 45°C. L’ensemble a été homogénéisé par une agitation douce au 

vortex, puis coulé dans des boîtes de Petri de 9 cm de diamètre. Le mélange se solidifie 

sous hotte à flux laminaire pour permettre une meilleure diffusion des principes actifs dans la 

gélose. 

L’ensemencement a été réalisé automatiquement grâce au multiensemenceur de Steers 

(Figure 47), qui permet de réaliser, en une fois, les essais sur toutes les souches 

bactériennes mises en suspension dans l’eau distillée stérile. 

Cet appareil est composé d’une plaque avec 16 tiges métalliques qui vont chacune plonger 

dans 16 godets contenant chacun une des 16 bactéries en suspension. Chaque tige plongée 

dans une suspension bactérienne va déposer une gouttelette contenant la bactérie désirée, 

sur la surface d’une boîte de Petri, on obtient alors 16 impacts par boîte (Figure 48). Les 

boîtes ont été mises à l’étuve à 37°C pendant 48 heures. 

Pour chaque extrait, deux témoins (éthanol et eau), cultivés dans les mêmes conditions que 

les boîtes contenant l’extrait à tester ont été réalisés. 

La manipulation a été réalisée sous hotte à flux laminaire. 

 

 

 

EF Témoin

Figure 46: Evaluation de l’activité antifongique de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles  d’Harungana madagascariensis (EF) à 1000 µg/ml sur la croissance de 

Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes après 10 jours. 
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                 Figure 47 : Multiensemenceur automatique de Steers 

 

3.2.2.2. Lecture des résultats  
Elle a été faite après 48 heures par comparaison avec les témoins. L’activité antibactérienne 

des extraits se manifeste par l’inhibition totale de la croissance des bactéries. 

Pour matérialiser cette activité, les symboles suivants ont été utilisés : 

0 pour une inhibition totale de la croissance des germes 

+++ pour une croissance semblable à celle des témoins (pas d’inhibition). 

Pour chaque extrait et pour chaque concentration, le test a été réalisé 3 fois. 

 

 
 

TémoinET 

EF EE

Figure 48 : Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits à l’acétate d ‘éthyle 

des feuilles (EF), écorces (EE) d’H. madagascariensis et des tiges de Cassytha 

filiformis (ET) à 1000 µg/ml après 48 heures d’incubation. 

Tiges métalliques 

Godets contenant la 
suspension de bactéries 
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3.3. Résultats et discussion 
Les résultats des activités antifongiques et antibactériennes des extraits sont donnés sous 

forme de tableaux et figures. 

 

3.3.1. Activités antifongiques 
Les résultats des activités antifongiques sont donnés par les tableaux XVIII, XIX, XX et les 

Figures 49 et 50. Les pourcentages d’inhibition de la croissance des champignons par les 

extraits, dans le cas des  dermatophytes, S. brevicaulis et Fusarium sp.,  ont été calculés par 

la méthode décrite par Singh et al. (1993). 

La technique consiste à mesurer les diamètres de différentes colonies de champignons, 

après le temps d’incubation requis, puis à résoudre l’équation suivante : 

 

 

                                         I (%) =  

  

 

Avec I pour inhibition exprimée en pourcentage, 

dC pour le diamètre de colonies dans les boites « témoins positifs », 

dE pour le diamètre de colonies dans les boîtes contenant l’extrait de plante. 

 

3.3.1.1. Essais préliminaires de détermination des activités antifongiques 
Les tests antifongiques préliminaires de nos extraits ont été réalisés à 1000 µg/ml, et les 

résultats obtenus sont présentés dans les tableaux XVIII et XIX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dC - dE
  dC

X100
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                                               Champignons 
  
Ca        Cn        Mg      Mc       Tm        Ti       Tr       Ts      Afu       Fsp          Sbr   

 
 

Organes de 
plante utilisés 

 
 
Extraits     

           
                                                % d’inhibition 

Tiges Ether de 
Pétrole          
 
CH2Cl2           
 
Acétate  
d’Ethyle         
 
Ethanol      
 
Eau            

 
0           0            0         0           0         0        0         0         0          0              0 
   
0           0            0         0           0         0        0         0         0          0              0 
 
   
0           0          100     100       100     100    100     100      nt        100          100 
   
0           0            0         0           0          0        0        0         0          0              0 
 
0           0            0         0           0         0        0         0         0          0              0 
 

 
 

 
                                                     Champignons 
     
Ca      Cn       Mg       Mc        Tm        Ti        Tr        Ts        Afu          Fsp       Sbr 

 
 

Organes de plante 
utilisés 

 
 
Extraits      

 
                                                      % d’inhibition 

Ecorces 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ether de        
Pétrole          
 
CH2Cl2           
 
Acétate          
d’Ethyle         
 
Ethanol          
 
Eau               
 

    
 0         0          0          0           0          0         0          0           0              0           0 
    
 0         0          0          0           0          0         0          0           0              0           0 
 
    
 0         0        100      100         96      100     100      100        100         100       100 
     
 0         0          83        99         60         51     28,6     62,5        0            99,6        0 
     
 0         0         62,5    42,8        34,2      22     60        99,5         0             0           8 
 

Feuilles 
                                

 Ether de  
 Pétrole      
 
CH2Cl2          
 
Acétate  
d’Ethyle     
 
Ethanol      
 
Eau               

 
 0         0          0          0           0           0        0           0            0             0           0 
    
 0         0          0          0           0           0        0           0            0             0           0 
 
    
 0         0       100       100       66,8      100    100       100        100         100       100 
    
 0         0        90        100        66         58       99,2     98,75     0             99,6      0 
    
 0         0        80        62,8       36,8      33       99 ,5    100        0              0          20 

 
Ca : Candida albicans ; Cn : Cryptococcus neoformans ; Mg : Microsporum gypseum ; Mc : Microsporum canis ; Tm : 
Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes ; Ti : Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale ; Tr : Trichophyton 
rubrum ; Ts : Trichophyton soudanense ; Afu : Aspergillus fumigatus ; Fsp : Fusarium sp., Sbr : Scoplariopsis brevicaulis. 
 

Tableau XIX : Spectre d’activité antifongique des extraits d’écorces et de feuilles d’Harungana 

madagascariensis exprimé en pourcentage d’inhibition (%) à 1000 µg/ml.  

Tableau XVIII   : Spectre d’activité antifongique des extraits de tiges de Cassytha filiformis L. 

exprimé en pourcentage d’inhibition (%) à 1000 µg/ml. 
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Ces essais préliminaires réalisés à 1000 µg/ml ont permis de sélectionner les extraits actifs. 

Le tableau XVIII donne l’activité antifongique des extraits de Cassytha filiformis à 1000 

µg/ml. Seul l’extrait à l’acétate d’éthyle est actif sur les champignons, il inhibe totalement la 

croissance des germes suivants : Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton 

interdigitale, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanense, 

Fusarium sp. et Scopulariopsis brevicaulis. 

Le tableau XIX fait apparaître nettement les propriétés antifongiques des extraits des feuilles 

et écorces d’Harungana madagascariensis. On constate que seuls les extraits aqueux, 

éthanoliques et à l’acétate d’éthyle sont actifs sur les souches de champignons testés, avec 

une activité maximale (inhibition totale), vis-à-vis de Microsporum gypseum, Microsporum 

canis, Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanense, 

Aspergillus fumigatus, Fusarium sp. et Scopulariopsis brevicaulis, des extraits à l’acétate 

d’éthyle. 

On note par ailleurs que tous les extraits testés sont inactifs sur Candida albicans et 

Cryptococcus  neoformans. 

Après ce screening antifongique préliminaire des extraits de Cassytha filiformis et 

d’Harungana madagascariensis à 1000 µg/ml, les extraits ne présentant aucune ou peu 

d’activité vis-à-vis des champignons testés ont été éliminés. Seuls les plus actifs (extraits à 

l’acétate d’éthyle) ont été conservés. Une étude particulière de ces extraits à l’acétate 

d’éthyle a été réalisée. Elle a consisté à : 

    - rechercher leurs CMI 

    - suivre l’évolution de la CMI en fonction du temps de conservation des extraits. 

 

3.3.1.2. Détermination de la CMI des extraits à l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis 

et d’Harungana madagascariensis  
Des dilutions successives de la solution mère, concentrée à 1000 µg/ml, ont été réalisées, et 

l’activité antifongique de la gamme de concentration obtenue a été déterminée. Pour chaque 

souche de champignon la concentration minimale inhibitrice (CMI), exprimée en µg/ml, a été 

déterminée. Elle a été définie comme la concentration d’extrait pour laquelle aucune 

croissance fongique n’était possible pendant la durée d’incubation (10 jours pour les 

dermatophytes, Fusarium sp. et Scopulariopsis brevicaulis ; et 72 heures pour les levures et 

Aspergillus fumigatus). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XX et la Figure 

49.  
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                                              Champignons 

 
Ca 

 
Cn        Mg       Mc      Tm         Ti         Tr         Ts         Afu          Fsp          Sbr   

 
 

Organes de 
plante utilisés 

 
 
Extraits 

                                         
                                                  CMI (µg/ml) 

Ecorces d’H. 
madagascar. 
 
Feuilles d’H. 
madagascar. 
 
 
 
Tiges de C. 
filiformis 

   

  
Ca : Candida albicans ; Cn : Cryptococcus neoformans; Mg : Microsporum gypseum ; Mc : Microsporum canis ;  Tm : 

Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes ; Ti : Trichophyton mentagrophytes var interdigitale ; Tr : Trichophyton 

rubrum ; Ts : Trichophyton soudanense ; Afu : Aspergillus fumigatus ; Fsp : Fusarium sp ; Sbr : Scopulariopsis brevicaulis ; nt : 

non testé. 

 

 

 

 
On constate que  l’extrait à l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis présente des CMI moins 

intéressantes, car variant de 750 à 1000 µg/ml (tableau XX). Alors que celles des extraits 

Tableau XX: CMI des extraits à l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis et d’Harungana 

madagascariensis vis à vis de quelques champignons pathogènes. 
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Figure 49 : Etude comparative de l’activité antifongique des extraits à 

l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis et d’Harungana madagascariensis. 

Acétate     >1000    >1000     500      500   >1000     750      500        500     1000         500          500            
d’éthyle     
 
Acétate     >1000    >1000      900     400   >1000   1000      500        700     1000         750          450 
d’éthyle 
 
 
Acétate     >1000    >1000     1000    750     1000   1000      950        1000       nt           750           750     
d’éthyle 
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d’Harungana madagascariensis sont assez intéressantes, les valeurs varient de 400 à 1000 

µg/ml pour l’extrait de feuilles, et de 450 à 1000 µg/ml pour l’extrait des écorces. Cette 

différence de CMI entre les trois extraits à l’acétate d’éthyle est illustrée par la figure 49. 

Celle-ci montre que les activités antifongiques des extraits à l’acétate d’éthyle d’Harungana 

madagascariensis sont meilleures que celles de Cassytha filiformis. 

 

3.3.1.3. Evolution de la CMI en fonction du temps 
Les extraits à l’acétate d’éthyle d’Harungana madagascariensis se sont montrés plus 

efficaces que ceux de Cassytha filiformis. C’est pourquoi, une étude de l’évolution de leurs 

CMI en fonction du temps a été effectuée pour vérifier s’ils conserveraient leurs propriétés 

antifongiques dans le temps. Ils ont donc été conservés durant 9 mois à l’obscurité et à la 

température du laboratoire. Les tests antifongiques ont été effectués à intervalle de 3 mois 

sur 3 champignons, choisis en raison de leurs CMI relativement basses. Les résultats 

obtenus sont présentés dans les Figures 50 et 51. 
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Figure 50 : Activités antifongiques de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis sur trois champignons en fonction du temps de 

conservation. 
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Les résultats de la figure 50 font apparaître une conservation de l’activité antifongique de 

l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis en fonction du temps. 

En effet, l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis a conservé 

intactes ses propriétés inhibitrices vis-à-vis de M. canis, T. rubrum et S. brevicaulis. Par 

contre, l’extrait à l’acétate d’éthyle des écorces d’Harungana madagascariensis a perdu peu 

à peu son efficacité après 6 mois de conservation sur T. rubrum et S. brevicaulis. Cependant 

ses propriétés inhibitrices vis-à-vis de M. canis n’ont pas été altérées par le temps (Figure 

51). 

 

3.3.2. Activités antibactériennes 
Les activités antibactériennes de nos extraits de plante ont été effectuées sur les bactéries 

de la microflore cutanée et de la flore transitoire (deux bactéries du genre Pseudomonas). 

 

3.3.2.1. Essais préliminaires de détermination des activités antibactériennes 

 Les tests antibactériens préliminaires de nos extraits ont montré que les extraits éthero-

pétroliques et dichlorométhaniques sont inactifs à 1000 µg/ml sur toutes les bactéries 

Figure 51 : Activités antifongiques de l’extrait à l’acétate d’éthyle des écorces 

d’Harungana madagascariensis sur trois champignons en fonction du temps de 

conservation. 
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testées. Ainsi dans la suite de ce travail, seuls les extraits éthanoliques et à l’acétate d’éthyle 

ont été étudiés. 

 

3.3.2.2. Détermination de la CMI des extraits de Cassytha filiformis et d’Harungana 

madagascariensis  
La solution mère de chaque extrait, concentrée à 1000 µg/ml, a été successivement diluée et 

une gamme de concentration a été obtenue variant de 15 à 1000 µg/ml. Gamme qui par la 

suite a fait l’objet de tests antibactériens, les CMI des souches bactériennes ont été 

déterminées et les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau XXI.  
 

                                              

                                      Organes de plantes utilisés 

Feuilles d’Harungana 

madagascariensis 

Ecorces d’Harungana 

madagascariensis 

Tiges de Cassytha 

filiformis 

 

Extraits (CMI en µg/ml) 

 
 
 
Souches bactériennes 

Acétate 

d’éthyle 

Ethanol Acétate 

d’éthyle 

Ethanol Acétate 

d’éthyle 

Ethanol 

Acinetobacter sp. LH5DCI 100 1000 250 >1000 950 >1000 

Alcaligenes sp. LH4TV1 150 1000 250 >1000 950 >1000 

Corynebacterium xerosis*  CIP 52.16 200 1000 200 1000 350 >1000 

Coryneforme groupe B** L16C3 100 1000 250 >1000 750 >1000 

Coryneforme groupe C** L3C3 25 400 150 >1000 750 >1000 

Coryneforme groupe D2** L19C1 100 900 250 >1000 950 >1000 

Micrococcus luteus** L1C5 50 900 50 1000 900 >1000 

Micrococcus sedentarius** L7B5 250 1000 200 >1000 950 >1000 

Moraxella sp. LH7SV1 25 1000 100 >1000 950 >1000 

Staphylococcus cohnii** L6S3 250 1000 250 900 750 >1000 

Staphylococcus epidermidis** L1S2 250 900 200 1000 950 >1000 

Staphylococcus haemolyticus** CIP 81.56 50 900 50 1000 900 >1000 

Staphylococcus hominis** CIP 81.57 100 1000 200 >1000 >1000 >1000 

Staphylococcus xylosus CIP 81.66 25 250 25 900 250 900 

Pseudomonas cepacia CIP 80.24 150 >1000 150 >1000 1000 >1000 

Pseudomonas aeruginosa CIP 100720 250 >1000 250 >1000 1000 >1000 

* : responsable de l’odeur des aisselles 

** : responsables de l’odeur des pieds 

 

Tableau XXI : CMI des extraits à l’acétate d’éthyle et à l’éthanol de Cassytha filiformis et 

d’Harungana madagascariensis vis à vis de la flore bactérienne  cutanée et de Pseudomonas 

sp. 
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Ces résultats montrent que l’ensemble de bactéries testées sont quasiment résistantes, à 

1000 µg/ml, aux extraits éthanoliques des tiges de Cassytha filiformis et des écorces 

d’Harungana madagascariensis à l’exception des souches de : Corynebacterium xerosis, 

Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus xylosus, qui sont 

moyennement sensibles avec des CMI variant de 900 à 1000 µg/ml. Par contre, l’extrait à 

l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis présente une activité inhibitrice assez bonne sur la 

croissance des bactéries testées (CMI comprises entre 350 et 1000 µg/ml), mais moins 

bonne comparée à celle donnée par les feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis. 

En effet, les extraits à l’acétate d’éthyle des feuilles et écorces d’Harungana 

madagascariensis présentent des propriétés inhibitrices très importantes avec des CMI dont 

les valeurs sont inférieures ou égales à 250 µg/ml.  

 

3.3.2.3. Etude comparative des extraits à l’acétate d’éthyle des feuilles et écorces 
d’Harungana madagascariensis 
Afin de déterminer lequel des deux extraits d’Harungana madagascariensis devrait faire 

l’objet d’une étude plus approfondie, une comparaison de leurs activités inhibitrices a été 

réalisée. Elle a consisté à comparer leur CMI, mais aussi leur efficacité dans le temps. Les 

résultats obtenus sont résumés par les Figures 52, 53 et 54.  
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Figure 52 : Etude comparative de l’activité antibactérienne des extraits à 

l’acétate d’éthyle d’Harungana madagascariensis en fonction de leur CMI. 
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Figure 53 : Activités antibactériennes de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis sur trois souches de bactéries en fonction du 

temps de conservation. 

Figure 54 : Activités antibactériennes de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

écorces d’Harungana madagascariensis sur trois souches de bactéries en 

fonction du temps de conservation. 
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La Figure 52 montre que, l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles présente des CMI plus 

basses que celui des écorces, bien que leur action soit assez équivalente sur certaines 

bactéries. Les Figures 53 et 54 font apparaître nettement une conservation des activités 

antibactériennes des extraits en fonction du temps vis-à-vis de Moraxella sp. et Micrococcus 

luteus, par contre on constate qu’ils perdent peu à peu leur efficacité sur Pseudomonas 

aeruginosa, bactérie de la flore transitoire réputée très résistante aux antimicrobiens 

existants sur le marché, après 6 mois de conservation. Cette perte d’efficacité vis-à-vis de 

Pseudomonas aeruginosa pourrait être due à la disparition d’une synergie liée à un principe 

actif labile, mais qui est sans effet sur les autres bactéries testées. 

 

3.4. Conclusion 
Dans cette étude, les activités antifongiques et antibactériennes de Cassytha filiformis 

(Lauraceae) et d’Harungana madagascariensis (Hypericaceae), deux plantes utilisées en 

médecine traditionnelle africaine comme antimicrobiens, ont été déterminées in vitro. Au total 

12 extraits (4 par organe de plante utilisée) ont été testés d’une part sur certains 

champignons pathogènes de l’homme, et d’autre part sur les bactéries de la microflore 

cutanée dont celles responsables des mauvaises odeurs. Il apparaît que tous les germes 

utilisés dans cette étude n’ont pas été sensibles aux extraits apolaires (éthéro-pétroliques et 

dichlorométhaniques). Ils ont été par contre sensibles aux extraits polaires (éthanoliques et 

acétate d’éthyle), avec un maximum d’activités inhibitrices pour les extraits à l’acétate 

d’éthyle. Les études comparatives réalisées entre les trois extraits à l’acétate d’éthyle, (tiges 

de Cassytha filiformis, feuilles et écorces d’Harungana madagascariensis), ont fait apparaître 

clairement que : 

    - l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis possédait la 

meilleure activité antifongique et antibactérienne ; 

    - les propriétés inhibitrices de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana 

madagascariensis étaient beaucoup plus antibactériennes (CMI variant de 25 à 250 µg/ml) 

qu’antifongiques (CMI variant de 400 à 1000 µg/ml). 

Aussi nous avons choisi, dans la suite de ce travail, de réaliser une étude approfondie sur 

l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis. 

Cette étude a consisté à : 

    ♦ rechercher les effets antibactériens de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis sur d’autres flores bactériennes, notamment la flore buccale 

et particulièrement sur les bactéries responsables des caries dentaires ; 

    ♦ déterminer sa bactéricidie sur les souches bactériennes saprophytes et transitoires de la 

microflore cutanée et sur celles de la flore buccale ; 
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    ♦ identifier, isoler, purifier et caractériser la (ou les) molécule(s) responsable(s) de l’activité 

antibactérienne constatée. 
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CHAPITRE VI 
ETUDE APPROFONDIE DE 

L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE 
DES FEUILLES D’HARUNGANA 

MADAGASCARIENSIS 
1. ETUDE BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE 
2. ETUDE ANTIMICROBIENNE PARTICULIERE SUR 
STAPHYLOCOCCUS INTERMEDIUS ET MALASSEZIA 

PACHYDERMATIS 
3. ETUDE CHIMIQUE 
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INTRODUCTION 
Les screening antifongique et antibactérien réalisé dans la partie précédente nous ont 

permis de mettre en évidence les propriétés antifongiques et antibactériennes des extraits à 

l’acétate d’éthyle d’Harungana madagascariensis. Mais également d’orienter la suite de 

notre travail sur la recherche des activités antibactériennes de l’extrait à l’acétate d’éthyle 

des feuilles, compte tenu de ses propriétés inhibitrices plus importantes que celles des 

autres extraits. 

Ainsi, le plan adopté comportera : 

    - une étude de sa bactéricidie sur les bactéries de la microflore cutanée et de la flore 

transitoire, suivie d’une étude bactériostatique et bactéricide sur des bactéries de la flore 

buccale ; 

    - une étude chimique qualitative préliminaire par CCM, destinée à répertorier les différents 

groupes chimiques qu’il renferme;  

    - une étude chimico-biologique quantitative par bioautographie pour déterminer la fraction 

active ; 

    - et enfin une étude chimique qualitative approfondie par association des techniques 

chromatographiques (CCM, colonne ouverte, colonne de verre) et spectrales (UV, IR, RMN 

du proton et du carbone, spectroscopie de masse) pour isoler, purifier et caractériser la (ou 

les) molécule(s) active(s) responsable(s) de l’activité antibactérienne. 

 

 

1. ETUDE BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE 
 

Dans le screening antibactérien réalisé précédemment, nous avons montré que l’extrait à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis possédait une importante 

activité inhibitrice sur la croissance des bactéries de la microflore cutanée. Ainsi, la suite de 

cette étude a porté sur la détermination de la bactéricidie de cet extrait sur les germes de la 

microflore cutanée saprophyte et transitoire, et également d’apprécier ses effets 

bactériostatiques et /ou bactéricides sur les bactéries de la flore buccale. 

 

1.1. Matériel et méthodes 
1.1.1. Matériel 
Le matériel utilisé regroupe : 

- l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis dont le procédé 

d’obtention a été décrit dans la partie précédente ; 
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- les souches bactériennes présentées dans les tableaux XV et XVI, et les milieux de culture 

dont les compositions sont données dans le tableau XVII (pages 108, 109, 110). 

 

1.1.2. Méthodes 
- Tests bactériostatiques 
La technique de dilution en milieu solide décrite et utilisée dans la partie précédente a été 

employée. Les bactéries de la flore buccale ont été cultivées sur milieu MRS pour les 

souches de Lactobacillus et sur Columbia blood agar pour les autres souches (en absence 

d’oxygène pour Actinomyces et Streptococcus)    

- Tests bactéricides 
La méthode de dilution en milieu liquide sur microplaque décrite par le NCCLS (1995) a été 

utilisée, et la viabilité des souches bactériennes a été vérifiée sur milieu solide. 

La technique a consisté à préparer une gamme de concentration de l’extrait par dilutions 

successives de la solution mère avec du bouillon nutritif (sans agar donc liquide). Les 

concentrations obtenues ont été reparties dans les puits d’une microplaque de titration à 

fond en U, à raison de 3 puits par concentration. Ensuite, l’inoculum de chaque bactérie (108 

UFC/ml) a été ajouté à chaque puit. La microplaque a été par la suite mise à l’étuve à 37°C. 

Après 24 h d’incubation, une goutte de chaque dilution a été ensemencée sur milieu de 

culture solide, (MRS pour les Lactobacillus, Columbia blood agar pour Streptococcus et 

Actinomyces, et gélose nutritive pour les bactéries de la flore cutanée), et coulée dans des 

boîtes de Petri. Celles-ci ont été ensuite incubées à 37°C pendant 48 h, puis la lecture a été 

effectuée. 

Les concentrations pour lesquelles aucune croissance bactérienne n’a été observée, ont été 

qualifiées de bactéricides : ce sont les concentrations minimales bactéricides (CMB). 

 

1.2. Résultats et discussion 
Les résultats de cette étude sont rapportés dans les Tableaux XXII et XXIII.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



TRAVAUX PERSONNELS, CHAPITRE VI : ETUDE APPROFONDIE DE L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE 
 

 128

 

 

 

 

 

Extrait à l’acétate d’éthyle 
 
 
 
Souches bactériennes 

 

(CMB en µg/ml) 

Acinetobacter sp. LH5DCI 

Alcaligenes sp. LH4TV1 

Corynebacterium xerosis*  CIP 52.16 

Coryneforme groupe B** L16C3 

Coryneforme groupe C** L3C3 

Coryneforme groupe D2** L19C1 

Micrococcus luteus** L1C5 

Micrococcus sedentarius** L7B5 

Moraxella sp. LH7SV1 

Staphylococcus cohnii** L6S3 

Staphylococcus epidermidis** L1S2 

Staphylococcus haemolyticus** CIP 81.56 

Staphylococcus hominis** CIP 81.57 

Staphylococcus xylosus CIP 81.66 

Pseudomonas cepacia CIP 80.24 

Pseudomonas aeruginosa CIP 100720 

250 
500 

200 
750 

125 
100 
100 
500 

500 

250 
250 
500 

250 
100 
250 
500 

* : responsable de l’odeur des aisselles 

** : responsables de l’odeur des pieds 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau XXII : CMB de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana 

madagascariensis vis-à-vis des bactéries de la microflore cutanée et de la flore 

transitoire. 
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Extrait à l’acétate d’éthyle 
 
 
Souches bactériennes  

CMI  (µg/ml) 

 

 

CMB (µg/ml) 

 
Actinomyces naeslundii CIP103128 

 
50 

 
250 

Actinomyces viscosus OMZ 206 50 200 
Haemophilus aphrophilus 125 350 
Lactobacillus acidophilus CIP 76.13 50 125 
Lactobacillus casei CIP 107868 250 750 

Staphylococcus epidermidis CIP 81.55T 250 250 
Streptococcus milleri 125 350 
Streptococcus mitior OMZ 89 125 200 
Streptococcus mutans CIP 103220 100 500 

Streptococcus mutans serotype a OMZ 52 100 500 

Streptococcus mutans serotype b OMZ 51 100 400 
Streptococcus mutans serotype C OMZ 64 50 300 
Streptococcus mutans serotype f 50 300 
Streptococcus mutans serotype k OMZ 65 100 500 

Streptococcus salivarius OMZ 36 100 250 
Streptococcus sanguis 100 500 

 

 

Le tableau XXII montre l’effet bactéricide de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis sur les bactéries de la microflore cutanée saprophyte et sur 

celles de la flore transitoire représentée par les souches de Pseudomonas. On constate que 

les CMB sont comprises entre 125 et 750 µg/ml.  

Au niveau de la flore des aisselles (Tableau XV, page 108), la principale bactérie impliquée 

dans l’apparition des mauvaises odeurs (Corynebacterium xerosis) est détruite à 200 µg/ml 

alors qu’une bonne partie des bactéries saprophytes, non responsables de l’odeur des 

aisselles, est épargnée (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, 

Staphylococcus hominis).  

Tableau XXIII : CMI et CMB de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana 

madagascariensis vis-à-vis de bactéries de la flore buccale. 
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A 250 µg/ml, la plupart des bactéries responsables des mauvaises odeurs des pieds 

(Tableau XV, page 108) sont elles aussi détruites, alors que celles de la flore saprophyte non 

impliquées dans l’apparition de cette odeur sont épargnées sauf la souche d’Acinetobacter 

sp. 

Ce tableau fait apparaître également des CMB intéressantes pour les souches de 

Pseudomonas. En effet, les deux souches de Pseudomonas utilisées dans cette étude à 

savoir Pseudomonas cepacia et Pseudomonas aeruginosa sont respectivement détruites à 

250 et 500 µg/ml. Ce qui est intéressant, surtout pour Pseudomonas aeruginosa, bactérie 

impliquée, seule ou en association avec d’autres bactéries et/ou levures, dans plusieurs 

pathologies (humaines et animales) mais réputée très résistante aux antimicrobiens 

existants sur le marché (Franklin, 1991). 

Le tableau XXIII résume les propriétés bactériostatiques et bactéricides de l’extrait à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis vis-à-vis de quelques bactéries 

pathogènes de la flore buccale. On constate que cet extrait possède des propriétés 

bactériostatiques très marquées. En effet, les CMI sont inférieures ou égales à 250 µg/ml, 

avec bien évidemment des activités inhibitrices à 50 et 100 µg/ml vis-à-vis respectivement de 

Lactobacillus acidophilus et Streptococcus mutans, principaux agents microbiens 

responsables de la carie dentaire. Les CMB sont elles aussi intéressantes, car leurs valeurs 

sont comprises entre 125 et 750 µg/ml, avec un minimum pour Lactobacillus acidophilus, 

bactérie très impliquée dans les infections de la cavité buccale. 

 

1.3. Conclusion   
Dans cette étude, nous avons déterminé les effets antibactériens (bactériostatiques et 

bactéricides) de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis 

(EAFHM) sur quelques souches de la flore buccale et de la microflore cutanée, et sur deux 

souches du genre Pseudomonas (Pseudomonas cepacia et Pseudomonas aeruginosa). Il 

apparaît clairement que l’EAFHM a un pouvoir bactériostatique (CMI variant de 50 à 250 

µg/ml) et bactéricide (CMB variant de 100 à 750 µg/ml) sur les germes utilisés. Ce pouvoir 

est d’autant plus intéressant qu’il est important de vérifier cette activité sur des germes 

responsables des maladies chroniques chez des animaux de compagnie tels que les chiens 

et les chats, car ces germes sont souvent pathogènes pour l’Homme. 
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2. ETUDE ANTIMICROBIENNE SUR STAPHYLOCOCCUS 

INTERMEDIUS ET MALASSEZIA PACHYDERMATIS 
Les dernières grandes alertes, de notre planète, dues aux maladies infectieuses (SIDA, 

SRAS, grippe aviaire,…) sont toutes d’origine animale, les microorganismes incriminés ont 

franchi, pour certains la barrière d’espèces. Ainsi une extension de notre étude à un 

complexe bactério-fongique très important en médecine vétérinaire, où la prévalence de 

Staphylococcus intermedius et Malassezia pachydermatis dans les infections est très 

marquée, nous a semblé nécessaire. En effet ces deux germes sont souvent responsables, 

en association avec Pseudomonas aeruginosa des infections chroniques et graves des 

animaux de compagnie, telles que les otites  et les dermatites chez les chiens.  

Dans cette étude nous avons déterminé les activités fongistatique, bactériostatique et 

bactéricide de l’extrait à l’acétate d’éthyle vis-à-vis respectivement de Malassezia 

pachydermatis et de Staphylococcus intermedius, en utilisant les techniques de dilution en 

milieux solide et liquide décrites précédemment (pages, 68).  

Les milieux de culture utilisés ont été les suivants : 

- Sabouraud + chloramphénicol pour Malassezia pachydermatis 

- Bouillon nutritif seul ou additionné d’agar pour Staphylococcus intermedius (test 

bactéricide et bactériostatique) 

Les compositions de ces milieux sont données dans les tableaux XIV et XVII (pages, 107 et 

110). 

 

2.1. Résultats et discussion 
Les résultats de cette étude sont rapportés dans le tableau XXIV. 

 

Tableau XXIV : CMI et CMB de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana 

madagascariensis vis-à-vis de germes impliqués dans les infections bactério-fongiques chez 

les animaux de compagnie. 

 

Germes testés 
 

Extrait à l’acétate d’éthyle 

 CMI (µg/ml) CMB (µg/ml) 

 

Malassezia pachydermatis CIP 2193.93 

 

250 

 

NT 

 

Staphylococcus intermedius CIP 81.60 

 

50 

 

125 

 

Staphylococcus intermedius CIP 81.77 

 

50 

 

125 
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Le tableau XXIV résume les propriétés fongistatique, bactériostatique et bactéricide de 

l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM) vis-à-vis de 

deux germes impliqués dans les infections qualifiées de bactério-fongiques chez les animaux 

de compagnie, notamment chiens et chats. On constate que cet extrait possède des 

propriétés bactériostatiques et bactéricides très intéressantes sur S. intermedius, principale 

bactérie responsable des otites externes des chiens, avec une CMI égale à 50 µg/ml et une 

CMB de 125 µg/ml. Malassezia pachydermatis, levure associée à Staphylococcus 

intermedius dans l’apparition des otites et dermatites des chiens (Blond et al. 1995 ; Masuda 

et al., 2000 ; Scott et al., 2001), présente également une sensibilité intéressante à l’EAFHM 

avec une CMI de 250 µg/ml.  

 

2.2. Conclusion 
Il apparaît clairement que l’EAFHM a un pouvoir antimicrobien intéressant (CMI variant de 50 

à 250 µg/ml, CMB de 125 µg/ml) sur les germes utilisés. Ce pouvoir est d’autant plus 

intéressant qu’il est important qu’une étude chimique approfondie de l’EAFHM soit faite, afin 

d’identifier, isoler, purifier et caractériser la (ou les) molécule(s) responsable(s) de cette 

activité inhibitrice.  
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3. ETUDE CHIMIQUE 
 
Compte tenu de l’activité inhibitrice importante de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis vis-à-vis des souches bactériennes, une étude chimique de 

celui-ci s’imposait. Cette étude poursuit un triple objectif :  

    - d’abord, mettre en évidence les principaux groupes de substances présents dans cet 

extrait ; 

    - ensuite, fractionner l’extrait et cibler la fraction active par des tests antibactériens guidés 

par bioautographie ; 

    - et enfin, isoler, purifier et déterminer la (ou les) structure(s) du (ou des) composé(s) 

responsable(s) de l’activité inhibitrice. 

 

3.1. Remarques préliminaires 
3.1.1. Analyse qualitative 
Elle est basée sur une extraction du végétal par des solvants de polarité croissante, qui 

permettent l’extraction des différents groupes chimiques, lesquels sont ensuite identifiés par 

des réactifs spécifiques. La mise en évidence des constituants chimiques de l’extrait à 

l’acétate d’éthyle, et leur caractérisation, ont été réalisées en utilisant la chromatographie sur 

couche mince (CCM).  

♦ Les alcaloïdes ont été révélés par le réactif de Dragendorff modifié : 

- solution mère : 6 g de sous nitrate de bismuth, 8 g d’iode sublimé, 45 g d’iodure de 

potassium, eau distillée qsp 100 ml ; 

- solution diluée : 10 ml de solution mère, 10 ml d’acide acétique, eau distillée qsp 100 

ml. 

♦ Les tanins ont été révélés par une solution de chlorure ferrique (FeCl3) à 1%. 

♦ Les anthraquinones et anthrones ont été révélées respectivement par une solution 

éthanolique à 5% d’hydroxyde de potassium et par une solution de 

paranitrosodiméthylalanine à 0,1% dans la pyridine. 

♦ Les dérivés flavoniques ont été révélés par une solution éthanolique à 1% de chlorure 

d’aluminium (AlCl3) suivie par une solution éthanolique à 5% de PEG 4000 et d’une 

observation aux UV à 366 nm. 

 

3.1.2. Fractionnement et purification bioguidés  
Les différentes méthodes chromatographiques analytiques et préparatives utilisées pour 

fractionner l’extrait à l’acétate d’éthyle et obtenir le (ou les) composé(s) à l’état pur sont les 

suivantes : 
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♦ Chromatographie sur colonne ouverte (CC) : 

- support : gel de silice Merck 60 ; granulométrie 0,063-0,2 mm (70-230 mesh ASTM), 

référence 7734 ; 

- éluant : série éluotrope avec gradient de polarité CH2Cl2/méthanol 

- diamètre de la colonne : 2,1 cm. 

♦ Chromatographie sur colonne de Sephadex : 

- support : gel de Sephadex LH-20 

- éluant : éthanol à 80% 

- diamètre de la colonne 1,5 cm 

 

♦ Chromatographie sur couche mince préparative (CCM prép.) : les plaques ont été étalées 

au laboratoire. 

- support : gel de silice Merck 60 F254S ; épaisseur 0,5 mm ; référence 13794 ; 

- éluant : chloroforme/n-propanol/acide formique/eau (15:10:3:1 v/v). 

♦ Chromatographie sur couche mince analytique (CCM) :  

- support gel de silice Merck 60 PF254 (épaisseur 0,2 mm) ; référence 1.05554 ; 

- éluant : chloroforme/n-propanol/acide formique/eau (15:10:3:1 v/v). 

La mise en évidence des fractions et composés actifs a été réalisée par bioguidage par 

utilisation de la bioautographie directe, technique décrite dans le chapitre III (page 69). Le 

principe de la méthode consiste à réaliser des CCM des différentes fractions et à les 

pulvériser avec un milieu de culture semi-solide infesté de bactéries. Les plaques sont 

ensuite incubées à 37 °C pendant 48 h, puis révélées avec une solution de méthyl thiazolyl 

tétrazolium (MTT). 

 

3.1.3. Détermination de la structure du composé bioactif 
L’étude des constantes et des données spectrales a permis de déterminer la structure du 

composé bioactif isolé. L’appareillage suivant a été utilisé : 

 

♦ Le spectre UV 
L’enregistrement a été effectué dans le méthanol sur un spectromètre SHIMADZU UV 160A. 

Les valeurs des maxima d’absorption sont exprimées en nanomètre (nm). Les spectres sont 

enregistrés dans la gamme d’onde 200-400 nm. 

 

♦ Le spectre de RMN 1H  
Ils ont été effectués dans la pyridine (C5D5N) avec le TMS comme référence interne, à l’aide 

d’un spectromètre BRUKER AC 400 à 400 MHz. 
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♦ Le spectre RMN 13C  
Ils ont été réalisés dans le C5D5N avec le TMS comme référence interne, à 100 MHz sur un 

spectromètre BRUKER AC 400. 

♦ La RMN Bidimensionnelle 
Les spectres de RMN de corrélations 1H-1H (COSY) et 13C-1H (HMBC, HMQC) ont été 

effectués à l’aide du même appareillage en utilisant les microprogrammes BRUKER.  

♦ Le spectre de masse 
Ils ont été enregistrés en mode Z-spray (source electrospray) sur un spectromètre WATERS 

QTOF1. 

♦ Le spectres infra-rouge (IR) 
Ils ont été réalisés, à partir de pastilles de KBr, sur un spectrophotomètre SCHIMADZU 

FTIR-8201 PC. 

 

3.2. Analyse chimique préliminaire de l’extrait à l’acétate d’éthyle  
Elle a consisté à réaliser des tests spécifiques destinés à mettre en évidence les différents 

groupes chimiques présents dans l’extrait. 

 

3.2.1. Méthode 
Une CCM de l’extrait a été réalisée, l’élution ayant été faite dans le système chloroforme/n-

propanol/acide formique/eau (15:10:3:1 v/v). Après séchage des plaques à la température 

ambiante, leur révélation a été faite par pulvérisation des réactifs spécifiques, puis par 

examen en lumière visible et sous lumière UV à 254 et 366 nm. Chaque groupe chimique, 

au contact d’un réactif donne une coloration bien précise, comme le décrit Harborne (1973).    

 

3.2.2. Résultats et discussion 
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XXV (page suivante). 
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Tableau XXV : Investigation phytochimique qualitative de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis. 

 
Réactifs pulvérisés 

 
Observation 

 
Métabolites secondaires 

 

Dragendorff 

 

Présence de tâches colorées 

en rouge orangé dans le 

visible 

 

• Alcaloïdes 

 

Solution éthanolique de KOH 

à 5% 

 

Présence de tâches colorées 

en rouge à 254 nm 

 

• Anthraquinones 

 

Solution de FeCl3 à 1% 

 

Présence de tâches colorées 

en bleu sombre à 254 nm 

 

• Tanins 

 

Solution éthanolique de 

AlCl3  à 1% 

 

Présence de tâches colorées 

en jaune claire à 254 nm 

 

• Flavonoïdes  

 

NP/PEG 

 

Présence de tâches 

fluorescentes colorées en 

orange à 366 nm 

 

• Flavonols 

• Flavones  

 

Solution de 

paranitrosodimethylalanine 

pyridine à 0,1% 

 

Présence de tâches de 

couleur grise à 254 nm 

 

• Anthrones  

 
Cette analyse qualitative de la composition chimique de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis a permis de mettre en évidence la présence 

d’alcaloïdes, d’anthraquinones, d’anthrones, de flavonoïdes, de flavonols et flavones. 

On note, sur la base de l’intensité des tâches sur la plaque de CCM, une forte teneur en 

flavonoïdes. Les autres classes chimiques sont peu abondantes. 

 

3.3. Fractionnement et bioguidage 
3.3.1. Fractionnement de l’extrait à l’acétate d’éthyle 
 Le fractionnement de l’extrait a été réalisé par chromatographie sur colonne ouverte de 

silice (CC). 
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3.3.1.1. Méthodes   
Après préparation et coulage du gel de silice (32 fois le poids de l’échantillon), 800 mg 

d’extrait, dissous dans 2 ml de CH2Cl2, ont été déposés à la surface du gel présent dans la 

colonne. L’élution des fractions a été effectuée par des solvants de polarité croissante, 

d’abord le CH2Cl2 puis des mélanges CH2Cl2/méthanol, dans les proportions suivantes : 

99:1 ; 98:2 ; 97:3 ; 96:4 ; 95:5 et 90:10 v/v. Des fractions de 15 ml ont été recueillies, puis 

leurs profils chromatographiques déterminés par CCM dans chloroforme/ n-propanol/acide 

formique/eau (15:10:3:1). Les fractions présentant les mêmes profils ont été rassemblées, 

évaporées à cécité  puis pesées. 

 

3.3.1.2. Résultats et Discussion  
188 fractions ont été obtenues de ce fractionnement et ont été regroupées en 11 réunions de 

fractions (F1 à F11). Le diagramme de séparation est présenté par la Figure 55 (page 138). 

Ces résultats montrent qu’au total, 470 mg ont été récupérés en sortie de colonne, soit un 

rendement de 58,75% par rapport à la masse d’extrait de départ. 

Il est à noter que les fractions F7 à F11 contiennent le même composé majoritaire, à des 

degrés de pureté variables. 
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Figure 55 : Etapes du fractionnement de l’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis et de la purification du 

composé bioactif M (F pour réunion de fractions)

F10 
57 mg

F11 
40 mg 

 
F [164-180]

 
F [181-188] 

F1 
51 mg 

  F2 
12 mg

   F3 
19 mg 

  F4 
57 mg

  F5 
8 mg 

  F6 
9 mg 

F7 
96 mg

F8 
62 mg

F9 
59 mg

CH2Cl2/MeOH (99:1 ; 98:2 ; 97:3 ; 96:4) 

EAFHM 
(m = 800 mg) 

 

Colonne de silice,     32  fois le poids de l’extrait 

 
F [23-71] 

 
F [72-82] 

 
F [83-91] 

CH2Cl2/MeOH (96:4 ; 95:5) 

 
F [92-115] 

 
F [116-117]

 
F [118-129]

 
F [130-151]

 
F [152-160]

 
F [161-163]

CCM préparatives ; éluant : CHCl3/n-propanol/acide formique/H2O 
(15:10:3:1) 

Composé M « impur »

Colonne de Sephadex LH-20, 50 fois le poids du composé à purifier, éluant : éthanol à 80% 

F [1-11] F [12-50]

Composé M très majoritaire à un degré de pureté suffisant pour 
procéder à son identification. 
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3.3.2. Bioguidage ou détermination de la fraction active de l’extrait à l’acétate d’éthyle 
La technique de bioguidage utilisée pour déterminer la (ou les) fraction(s) active(s) de 

l’extrait à l’acétate d’éthyle (EAFHM) est la bioautographie directe dont le principe a été 

donné dans les remarques préliminaires. 

 

3.3.2.1. Méthodes  
♦ Migration sur plaques de CCM 
L’EAFHM, les 11 réunions de fractions obtenues et le chloramphénicol ont été séparément 

dissous dans l’éthanol à 99%. Les dépôts effectués en CCM correspondent à des quantités 

en produits variant, de 1 à 10 µg pour le chloramphénicol (produit de référence) et de 10 à 

250 µg pour les fractions de l’EAFHM. L’élution a été réalisée dans  chloroforme/ n-propanol 

/acide formique/eau (15:10:3:1 v/v) pour les fractions d’EAFHM et dans chloroforme/ 

méthanol (8:2 v/v) pour le chloramphénicol. Les plaques ont été par la suite séchées sous 

une hotte à flux laminaire pendant 24 h. 

 

♦ Préparation de l’inoculum bactérien 
Les colonies bactériennes de 24 h d’âge ont été mises en suspension dans 5 ml d’eau 

distillée stérile. Après une agitation au vortex, la concentration bactérienne de la suspension 

a été déterminée par spectrophotométrie à 600 nm par mesure de la densité optique (DO). 

Celle-ci est ajustée à 1, ce qui correspond à 107 UFC/ml selon Rahalison et al. (1994). 

     

♦ Préparation du milieu de culture 
Le milieu de culture bactérienne utilisé (bouillon nutritif additionné d’agar) est préparé 

comme indiqué dans le tableau XVII (page 110). Il est ensuite dilué au 1/2 puis stérilisé à 

l’autoclave à 120°C pendant 30 min. 

 

♦ Réalisation de la bioautographie 
50 ml du milieu de culture, (bouillon nutritif additionné d’agar), maintenu en surfusion à 45°C, 

ont été mis dans un flacon gradué, puis 2 ml de la suspension bactérienne y ont été ajoutés. 

Après une homogénéisation par agitation, le mélange a été pulvérisé, de manière uniforme, 

sur les plaques de CCM. Les plaques ont été séchées à la température de la salle de 

culture, puis placées dans des boîtes de Petri contenant du papier filtre préalablement 

imbibé d’eau distillée. Les boîtes ont été ensuite incubées à 37°C pendant 48 h. 

La révélation des plaques a été faite par pulvérisation d’une solution de MTT concentrée à 

2,5 mg/ml, suivie d’une incubation de 4 h à 37°C. En effet, le MTT a la faculté de colorer les 

cellules vivantes en bleu-violet, et de laisser les cellules mortes incolores. Pour la lecture de 

nos résultats, nous avons utilisé cette propriété du MTT pour identifier les fractions et 
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composés actifs. Ainsi, les zones non colorées, après pulvérisation de la solution du MTT, 

correspondent donc  aux composés possédant des propriétés antibactériennes. 

 

3.3.2.2. Résultats et discussion 
Les résultats des tests bioautographiques sont présentés dans le Tableau XXVI et la Figure 

56, et sont exprimés en quantité minimale inhibitrice (QMI). La QMI correspond à la quantité 

minimale d’une fraction, déposée sur la plaque de CCM, à partir de laquelle une inhibition de 

la croissance des bactéries est constatée. Elle est obtenue en multipliant la concentration de 

la fraction par son volume nécessaire  appliqué sur la plaque de CCM. 

 

QMI (en µg) = C (en µg/µl) x V (en µl) 
Avec C pour concentration et V pour volume. 

 

Tableau XXVI : Spectre d’activité antibactérienne des onze fractions d’extrait à l’acétate 

d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis exprimé en quantité minimale inhibitrice 

(QMI). 

Fractions 

QMI en µg 

 

Souches 

bactériennes Témoin Chl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Acinetobacter sp. +++ 5 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

Alcaligene sp. +++ 5 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

C. xerosis +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 75 75 100 100 100 

Coryneforme B +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

Coryneforme C +++ 1 250 >250 >250 >250 >250 >250 50 50 50 50 100 

Coryneforme D2 +++ 1 250 >250 >250 >250 >250 >250 50 50 50 50 100 

M. luteus +++ 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 50 100 100 100 

M. sedentarius +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 50 

Moraxella sp. +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 50 

S. cohnii +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 50 50 50 50 50 

S. epidermidis +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 50 50 50 50 100 

S. haemolyticus +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 50 50 50 100 50 

S. hominis +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 50 50 50 50 

S. intermedius +++ 1 250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 200 

S. xylosus +++ 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

P. cepacia +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

P. aeruginosa +++ 10 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 100 100 100 

 
Chl : chloramphénicol, +++ : croissance normale (toute la plaque CCM est colorée en bleu violet après 

pulvérisation du MTT) 
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(a)  

(b) 10 µg 

Figure 56: Mise en évidence par bioautographie de l’inhibition de la croissance de Pseudomonas 

aeruginosa. (a) : biochromatogramme du témoin, (b) : biochromatogramme du chloramphénicol, 

(c) : biochromatogramme d’EAFHM et de la fraction F7.       

EAFHM                    F7 
100 µg                    100 µg    (c) 

M
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Le tableau XXVI fait apparaître nettement l’activité antibactérienne des fractions testées. On 

constate que toutes les souches bactériennes testées ne sont pas sensibles aux fractions 

F1, F2, F3, F4, F5 et F6, à l’exception des souches de Coryneforme C et D2, et de 

Staphylococcus intermedius qui sont inhibées par la fraction F1 à 250 µg (Tableau XXVI). 

Par contre les fractions F7, F8, F9, F10 et F11 présentent toutes une activité antibactérienne 

vis-à-vis des souches testées avec des QMI variant de 50 à 100 µg. Pseudomonas 

aeruginosa, bactérie réputée très résistante aux antimicrobiens existants sur le marché, est 

inhibée à 100 µg. Notons également que ces fractions actives contiennent toutes le composé 

majoritaire « M », composé dont l’activité antibactérienne est mise en évidence par la figure 

55. Ainsi, l’activité antibactérienne, des fractions F7, F8, F9, F10 et F11, pourrait s’expliquer 

par la présence de « M » en leur sein. 

 

3.4. Purification du composé actif « M » 

Les techniques de chromatographie sur couche mince préparative et de chromatographie 

sur colonne de Sephadex ont été utilisées pour isoler et purifier le composé bioactif de 

l’EAFHM. 

 

3.4.1. Méthodes 
Les fractions F7, F8, F9, F10 et F11 ont été solubilisées dans le méthanol puis déposées 

(sous la forme d’un trait continu) sur des plaques de CCM préparatives. Après migration et 

séchage, le composé bioactif M repéré sous lumière UV à 366 nm a été récupéré par 

grattage à la spatule, dissous dans un mélange acétate d’éthyle/méthanol (1:1), et filtré sous 

vide à l’aide du verre fritté, puis évaporé sous pression réduite.  

Le composé bioactif M récupéré à ce stade ne présentait pas un degré de pureté suffisant. Il 

a donc été purifié par chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20. 1,5 g de Sephadex 

ont été mis en suspension dans 15 ml d’éthanol à 80%, puis coulé dans la colonne. Le 

composé M, dissous dans l’éthanol à 80%, a été déposé à la surface du gel de Sephadex. 

En sortie de colonne, des fractions de 15 ml on été recueillies et leurs profils 

chromatographiques déterminés par CCM. Les fractions ne contenant que le composé M ont 

été rassemblées, puis concentrées par évaporation sous pression réduite. La masse de M a 

été par la suite déterminée. 

 

3.4.2. Résultats et discussion    
Le composé M se présente sous forme d’un solide jaune, sa masse est de 29 mg. La 

quantité initiale à purifier étant de 30,4 mg, nous avons obtenu un rendement de 98%. Les 

différentes étapes résumant la purification de M sont présentées dans la Figure 55 (page 

138). 



TRAVAUX PERSONNELS, CHAPITRE VI : ETUDE APPROFONDIE DE L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE 
 

 143

La détermination de la structure de M a été par la suite effectuée grâce aux méthodes 

spectrales habituellement utilisées en chimie structurale.  

 

3.5. Détermination de la structure du composé bioactif M 
L’étude des constantes et des données spectrales a permis de déterminer la structure du 

composé bioactif M. L’appareillage et les conditions expérimentales ont été énoncés dans 

les remarques préliminaires (paragraphe 3.1., page 133). 

 

3.5.1. Résultats et discussion 
Le composé M se présente sous forme d’un solide jaune et présente une révélation positive 

au réactif NP-PEG caractéristique des flavonoïdes. 

 

♦Spectre UV 

Le spectre UV présente, dans le méthanol, deux maxima à 291 nm (bande II) et 325 nm 

(bande I) en accord avec le spectre caractéristique d’une flavanone (Harborne, 1973). 

 

♦ Spectre de masse 

Le spectre de masse réalisé en mode Z-spray (electrospray) indique deux pics à m/z 473  

[M + Na]+ et m/z 451 [M + H]+ nous suggérant la formule brute C21H22O11. 

 

♦ Spectre de RMN 1H 

Le spectre de RMN du proton (Figure 58), réalisé dans la pyridine-d5, présente : 

- deux doublets de un proton chacun (J = 2,0 Hz) centrés sur 6,32 et 6,44 ppm 

représentant deux protons aromatiques respectivement en positions 6 et 8 ; 

- deux doublets de un proton chacun centrés sur 7,18 ppm (J = 8,0 Hz) et 7,62 ppm (J 

= 1,6 Hz) et un doublet dédoublé de un proton à 7,20 ppm (J = 1,6 Hz et 8,0 Hz) 

caractéristiques d’un groupement phényle substitué en positions méta et para ; 

- deux doublets (J = 10,4 Hz) de un proton à 5,16 et 5,45 ppm tout à fait spécifiques 

des protons respectivement en 3 et 2 d’un noyau flavanone ou dihydroflavone. 

De plus, ce spectre révèle la présence d’une unité osidique, et plus particulièrement d’un 

rhamnosyle, avec un singulet large à 5,00 ppm, correspondant au proton anomérique 

directement fixé sur le noyau flavanone, un ensemble de signaux entre 4,30 et 5,10 ppm 

intégrant quatre protons, et un doublet (J = 6,4 Hz) de trois protons correspondant au 

groupement méthyle en 6 du sucre. 
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♦ Spectres de RMN du 13C, de corrélations COSY, HMBC et HMQC 

L’étude des spectres de RMN du 13C, de corrélation 1H-1H COSY, et 1H-13C HMBC et HMQC 

(Figures 59, 60, 61 et 62) nous a permis d’attribuer sans ambiguité les signaux des protons 

du sucre ainsi que les signaux de tous les carbones. 

Ainsi, une corrélation importante, sur le spectre HMBC, entre le proton anomérique du 

rhamnose (5,00 ppm) et le carbone à 77,0 ppm (C-3), nous a permis d’affirmer que l’unité 

osidique est fixée en position 3 de la flavanone. 

Ceci nous a permis d’attribuer sans ambiguité la structure de l’astilbine au composé M, 

composé déjà isolé d’Harungana madagascariensis (Iimuna et al., 1995). 

De plus, les travaux de De Britto et al. (1995) nous ont permis de préciser la stéréochimie de 

la génine. Ainsi, le déblindage important du proton en 5’’ du rhamnose, la valeur de la 

constante de couplage entre H-2 et H-3 (J = 10,4 Hz) associés à une valeur d’αD négative, 

nous ont indiqué que le composé M est : 

 

La (-)-2R,3R-astilbine 
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Figure 57 : Structure moléculaire de la (-)-2R,3R-astilbine 
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                                                 Figure 58 : Spectre RMN-1H du composé M (C5D5N, 400 MHz) 
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                                                                                      Figure 59 : Spectre 1H-1H cosy du composé M (C5D5N, 400 MHz) 
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Figure 60 : Spectre RMN-13C du composé M (C5D5N, 100MHz) 
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Figure 61 : Spectre HMQC du composé M (400 MHz, C5D5N) 
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                                                             Figure 62 : Spectre HMBC du composé M (400 MHz, C5D5N)

H-1" 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.510.0 ppm

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

190

BRICE_HMBC

C-3



TRAVAUX PERSONNELS, CHAPITRE VI : ETUDE APPROFONDIE DE L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE 
 

 150

    

1H 13C

O

O O

OH

OH

OH

CH3

HO
OH

OOH

HO

 
Figure 63 : Corrélations 1H-13C observées sur le spectre HMBC du composé M 

 
 
3.5.2. Données spectrales 
♦ α25

D  (MeOH) : -44° 

♦ UV : λmax (nm) (MeOH) : 291 (logε 3,30), 325 (logε 3,20) 

♦ SM (en mode electrospray-Z-spray) m/z: 473[M+Na]+, 451[M+H]+, 303[M-Rha-H]+ 

 

♦ RMN 1H (C5D5N, 400 MHz, TMS)                   

 
δ (ppm) 

 
Multiplicité (J en Hz) 

 
Position 

 5,45 d (10,4) H-2 

5,16 d (10,4) H-3 

6,32 d (2,0) H-6 

 6,44 d (2,0) H-8 

7,62 d (1,6) H-2’ 

7,20 dd (1,6 ; 8,0) H-5’ 

7,18 d (8,0) H-6’ 

5,00 s large H-1’’ 

4,45 d large (3,1) H-2’’ 

4,62 dd (9,2 ; 3,1) H-3’’ 

4,30 t (9,2) H-4’’ 

5,10 dq (9,2 ; 6,4) H-5’’ 

1,70 d (6,4) H-6’’ 
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♦ RMN 13C (C5D5N, 100 MHz, TMS)                   

 
δ (ppm) 

 
Position 

 
δ (ppm) 

 
Position 

 82,2 C-2 147,3 C-3’ 

77,0 C-3 148,0 C-4’ 

195,4 C-4 115,8 C-5’ 

 165,7 C-5 119,7 C-6’ 

97,3 C-6 102,1* C-1’’ 

168,7 C-7 71,7 C-2’’ 

96,1 C-8 72,5 C-3’’ 

102,0* C-9 73,8 C-4’’ 

165,0 C-10 70,5 C-5’’ 

128,2 C-1’ 18,6 C-6’’ 

116,3 C-2’   

* signaux pouvant être échangés. 

 

3.6. Activité antibactérienne de l’astilbine purifiée 
Afin de vérifier et confirmer l’activité antibactérienne de l’astilbine isolée d’extrait à l’acétate 

d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis, nous l’avons soumis à un test 

antibactérien, par bioautographie, contre les souches bactériennes de la microflore cutanée 

les plus incriminées dans les infections nosocomiales : Acinetobacter sp., Micrococcus 

luteus, Moraxella sp., Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus epidermidis. 

Le chloramphénicol a été utilisé comme témoin négatif. 

 

3.6.1. Résultats et discussion 
Les résultats des tests antibactériens réalisés sur l’astilbine sont présentés dans le tableau 

XXVII (page suivante), ils sont exprimés en quantité minimale inhibitrice (QMI). 
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Tableau XXVII : Spectre d’activité antibactérienne de l’astilbine isolée des feuilles 

d’Harungana madagascariensis. 

 
QMI (µg) 

 
Souches bactériennes 

Témoin positif Chloramphénicol Astilbine 

Acinetobacter sp. +++ 5 50 

Micrococcus luteus +++ 1 25 

Moraxella sp. +++ 10 50 

Pseudomonas aeruginosa +++ 10 75 

Staphylococcus epidermidis +++ 10 50 

 

Les résultats obtenus, variant de 25 à 75 µg, confirment l’effet inhibiteur de l’astilbine contre 

la croissance bactérienne. Cette activité antibactérienne de l’astilbine (flavanone) pourrait 

être due à sa structure chimique. En effet, plusieurs auteurs ont établi la relation existante 

entre l’activité antimicrobienne et la structure des flavonoides (Tsuchiya et al., 1996 ; Chacha 

et al., 2005). Pour les flavanones, Chacha et al. (2005) ont montré que la présence des 

groupements hydroxyles en position 3’ et 4’ est essentielle à leur activité antimicrobienne, 

tout comme ceux en position 5 et 7 selon Tsuchiya et al. (1996).  

 

3.6.2. Conclusion 

Ainsi l’activité antimicrobienne de l’astilbine serait due à la présence dans sa structure 

chimique des groupements hydroxyles en positions 3’, 4’, 5 et 7 (Figure 57 page 144).  
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CHAPITRE VII 
POTENTIALISATION IN VITRO DE 
L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 

DES EXTRAITS DE FEUILLES 
D’HARUNGANA 

MADAGASCARIENSIS A L’AIDE DE 
NANOSPHERES DE PLGA 

1. EXTRAIT ETHANOLIQUE (EEFHM) 
2. EXTRAIT À L’ACETATE D’ETHYLE (EAFHM) 
3. NANOSPHERES D’EEFHM ET D’EAFHM : ETUDE 

COMPARATIVE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE   
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INTRODUCTION 
La pharmacie galénique moderne développe des systèmes colloïdaux d’administration de 

principe actif, susceptibles de promouvoir le passage transmembranaire et/ou intracellulaire 

tout en le protégeant d’une trop rapide dégradation. En effet, aucun médicament ne peut 

exercer une activité thérapeutique si la molécule biologiquement active qu’il renferme n’est 

pas capable de franchir les barrières biologiques qui séparent le site d’administration du site 

d’action. Des nanoparticules susceptibles de protéger les molécules actives auxquelles elles 

sont associées, et d’assurer leur transport jusqu’à leur cible biologique, ont été réalisées 

avec des extraits de feuilles d’Harungana madagascariensis. D’abord l’extrait éthanolique 

(EEFHM) en raison de son important rendement d’extraction (22,4%) qui permet de réaliser 

l’étude sans faire l’économie du principe actif, ensuite l’extrait à l’acétate d’éthyle (EAFHM) 

de faible rendement d’extraction (2,6%).  Le but principal de cette étude étant de chercher à 

potentialiser l’effet antibactérien des extraits éthanolique et à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis par leur inclusion dans des nanoparticules (NP) d’acide poly 

(d, l-lactide-co-glycolide) (PLGA). Les nanoparticules, nanosphères (NS) dans notre étude, 

ont été fabriquées par la technique de nanoprécipitation décrite par Fessi et al. (1986), puis 

caractérisées par spectroscopie par corrélation de photons à l’aide d’un granulomètre laser 

Malvern et par microscopie électronique à balayage de type JEOL JSM 5600. Nous avons 

également déterminé leur charge de surface (potentiel zêta) par des mesures 

électrophorétiques. Une analyse chimique qualitative des NS d’EEFHM et d’EAFHM a 

également été réalisée par chromatographie couche mince (CCM). Ensuite, dans un premier 

temps nous avons réalisé des études comparatives de l’activité antibactérienne, in vitro et ex 

vivo, de l’EEFHM libre et de NS d’EEFHM  sur Staphylococcus epidermidis, Micrococcus 

luteus et  Moraxella sp. Ces bactéries ont été choisies d’une part en raison des CMI élevées 

que nous avions obtenues lors des premiers essais (tests antimicrobiens) réalisés avec 

l’EEFHM libre et d’autre part, à cause de leur implication fréquente dans les infections 

nosocomiales.  

Dans un deuxième temps, nous avons vérifié la potentialisation de l’activité antibactérienne 

par les NS d’EAFHM par comparaison de leur bactéricidie à celle d’EAFHM non associé aux 

NS vis-à-vis des bactéries de la plaque dentaire largement impliquées dans l’apparition des 

caries dentaires. Enfin une comparaison des activités bactéricides des NS d’EEFHM et 

d’EAFHM vis-à-vis des souches de Streptococcus mutans, bactérie ayant une grande 

influence dans l’apparition des caries dentaires, a été réalisée.    
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1. POTENTIALISATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 
D’EXTRAIT ETHANOLIQUE (EEFHM) A L’AIDE DE NANOSPHERES 

DE PLGA 
 
1.1. Matériel 
L’extrait éthanolique des feuilles d’Harungana madagascariensis (EEFHM) a été utilisé dans 

cette étude comme principe actif (voir chapitre sur la préparation des différents extraits, page 

103). A côté de cet extrait végétal les composés suivants ont été mis en œuvre pour la 

fabrication des nanosphères : 

      - un polymère : le PLGA (85 :15), qui  joue le rôle de matrice protectrice de l’EEFHM ; 

      - un phospholipide : la lécithine (Emulmetik® 900) dont le rôle, en raison de son affinité 

avec les membranes des bactéries (Jones et al., 1997), est de renforcer la bioadhésion des 

nanosphères (NS) sur les bactéries ; 

      - un tensioactif hydrophile : le polysorbate 80 (Tween® 80) dont le rôle est de stabiliser la 

formulation ; 

      - un solvant organique miscible à l’eau : l’acétone qui permet de solubiliser les composés 

hydrophobes de la formule (polymère, EEFHM, phospholipide) ; 

      - l’eau distillée utile pour la mise en suspension des NS. 

Les bactéries utilisées sont présentées dans le tableau XXVIII et proviennent de la collection 

de l’Institut Pasteur de Paris (CIP) et du département de Microbiologie de l’université de 

Leeds (H). 

 

Tableau XXVIII : Souches bactériennes utilisées 

 
Bactéries 

 
Références 

 
Références internationales 

 
Staphylococcus epidermidis (Gram+) 

 
CIP 55.109 

 
NCTC 98.55 

 
Micrococcus luteus              (Gram+) 

 
CIP 53.45 

 
ATCC 93.45 

 
Moraxella sp.                        (Gram-)  

 
H7SV1 

 

 
NCTC : National Collection of Type Culture London 

ATCC : American Type Culture Collection 

Deux milieux de culture, (géloses nutritives solide et liquide de Sabouraud), dont les 

compositions sont données dans les tableaux XIV et XVII (pages 107 et 110) sont utilisés 

dans cette étude. 
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1.2. Méthodes 
1.2.1. Fabrication des nanosphères de PLGA chargées d’EEFHM 
Les NS de PLGA chargées d’EEFHM ont été préparées selon la technique par précipitation 

mise au point par Fessi et al. (1986). 

Deux phases, dont les compositions sont données dans le tableau XXIX, ont été constituées 

dans 2 béchers en verre : 

 

Tableau XXIX : Composition des deux phases nécessaires à la préparation des 

nanosphères d’EEFHM. 

Phase organique Phase aqueuse 

200 mg de PLGA (85 :15) 50 ml d’eau distillée 

100 mg d’Emulmetik® 900 (Phospholipide, PL) 75 mg de Tween® 80 (Tw 80) 

25 ml d’acétone  

50 mg (pour les NS concentrées à 1000 µg/ml) 

25 mg (pour les NS concentrées à 500 µg/ml) 

 

 

Les deux phases ont été séparément mises sous agitation magnétique, à 40°C pour la 

phase organique et à la température du laboratoire pour la phase aqueuse, jusqu’à 

homogénéisation complète. Puis la phase organique a été versée dans la phase aqueuse, 

sous  agitation magnétique forte pendant 20 min (Figure 64). La suspension laiteuse 

obtenue, renfermant les nanosphères qui se sont formées instantanément, a été concentrée 

à 10 ml au rotavapor de BUCCHI puis filtrée sur verre fritté et conservée à 4°C jusqu’à 

utilisation. 
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Agitation magnétique forte (20 min) 

 

Figure 64 : Formation des nanosphères d’EEFHM par précipitation. 
 

1.2.2. Caractérisation physico-chimique des NS 
1.2.2.1. Taille et indice de polydispersité (IP) 
La taille moyenne des NS d’EEFHM et l’indice de polydispersité ont été mesurés par 

spectroscopie par corrélation de photons à l’aide d’un granulomètre laser Malvern 

Zetamaster S équipé d’une diode de 4 mW (longueur d’onde = 670 nm, indice de réfraction 

de la phase dispersante (eau) = 1,33), la température d’expérimentation a été fixée à 20°C. 

L’angle de détection de la lumière est de 90°.  10 µl de la suspension des NS, dilués dans 1 

ml d’eau distillée, et introduits dans une cuve porte échantillon ont été nécessaires pour 

effectuer nos analyses. L’expérience, d’une durée de 30 s, a été répétée à 3 reprises, les 

moyennes de la taille des particules et de leur distribution (indice de polydispersité) ont été 

calculées. 

 

1.2.2.2. Charge de surface ou potentiel zêta des NS d’EEFHM 
Le potentiel zêta des NS d’ EEFHM, qui est la charge globale que celles-ci acquièrent dans 

le milieu liquide dans lequel elles sont plongées, a été mesuré à l’aide d’un Zetamaster S 

Malvern utilisant la spectroscopie par corrélation de photons et des mesures 

électrophorétiques (constante diélectrique d’échantillon = 79 ; champ de la cellule 

électrophorétique = 28 Vcm-1). 50 µl de la suspension des NS d’EEFHM, dilués dans 5 ml 

EEFHM 
PLGA, PL 
acétone 

Tween 80 
Eau Instantanément 

Caractérisation physico-
chimique  

Activités biologiques in vitro et 
ex vivo 

NANOPRECIPITATION (Fessi et al., 1986) 

Evaporation et 
Filtration Suspension  

Aqueuse de  
NS 
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d’eau distillée, ont été injectés dans la cellule d’électrophorèse. Et les valeurs du potentiel 

zêta ont été mesurées.  

1.2.2.3. Observation microscopique des NS d’EEFHM     
Le microscope électronique à balayage (MEB) de type JEOL JSM 5600 a été utilisé pour 

observer la morphologie des nanosphères d’EEFHM. 10 µl de la suspension des NS 

d’EEFHM mis dans un flacon et dilués dans 1 ml d’eau distillée ont été placés, pendant 5 

min, dans une cuve à ultrasons SHE-5000C (LABO-MODERNE, France) afin d’obtenir une 

meilleure individualisation des particules. Une goutte de la suspension a été par la suite 

déposée sur un film de carbone puis séchée à la température du laboratoire à l’abri de la 

poussière avant d’être recouverte d’une fine couche d’or. L’échantillon a alors été introduit 

dans l’appareil où sa surface a été balayée par un faisceau monocinétique d’électrons. 

  

1.2.2.4. Rendement  ″d’encapsulation″  ou quantité d’EEFHM associée aux NS 
Le rendement ″d’encapsulation″ des NS d’EEFHM a été calculé en utilisant la méthode 

modifiée de Gröning et al. (2003). 10 ml des NS chargées d’EEFHM ont été filtrés sur verre 

fritté (porosité : 9-15 µm, ces pores permettent le passage des NS à travers le filtre), le 

résidu retenu par le filtre contenant l’EEFHM non associé aux NS, a été récupéré. Il a été 

séché, pesé et sa masse notée. Le rendement d’encapsulation (Rdt) a été calculé de la 

manière suivante : 

 

 

 

 

 

 

Q = quantité exprimée en g 

 

1.2.2.5. Analyse chimique qualitative des NS d’EEFHM 
L’analyse chimique qualitative des NS d’EEFHM a consisté à identifier par chromatographie 

couche mince (CCM) les fractions d’EEFHM présentes dans les nanosphères. La 

suspension des NS obtenue après filtration sur verre fritté a été ultrafiltrée, à l’aide 

d’ultrafiltres de type ultrafree MC (Millipore, Bradford, USA), par centrifugation (14000 tr/min) 

pendant 30 min. Les NS séparées de la phase aqueuse ont été récupérées sur la membrane 

du filtre puis traitées au dichlorométhane de manière à solubiliser le polymère. Des dépôts, 

de l’extrait éthanolique d’HM (référence), du résidu (récupéré sur le verre fritté et solubilisé 

dans le dichlorométhane) et de la solution dichlorométhanique de NS, ont été réalisés sur 

plaque de CCM silica gel 60 F254 (Merck, Germany). Le système chloroforme : n-propanol : 

    Qinitiale EEFHM 

X 100 

 
                    Qinitiale EEFHM – QEEFHM non associée aux NS  
Rdt (%) = 
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acide formique : eau (15 :10 :3 :1 v/v) a été utilisé comme phase mobile et la révélation faite 

sous UV à 254 nm.  

 

1.2.3. Etude in vitro de l’activité antibactérienne des NS d’EEFHM 
1.2.3.1. Préparation de l’inoculum bactérien 
Les colonies bactériennes de 24 h d’âge ont été mises en suspension dans 5 ml d’eau 

distillée stérile. Après une agitation au Vortex, la concentration bactérienne de la suspension 

est déterminée par spectrophotométrie à 600 nm par mesure de la densité optique (DO). 

Celle-ci est ajustée à 1, ce qui correspond à 107 UFC/ml selon Rahalison et al. (1994).     

 

1.2.3.2. Technique proprement dite 
L’activité antibactérienne des NS d’EEFHM a été comparée à celle de l’extrait de HM pur in 

vitro en utilisant la technique de dilution en milieu liquide décrite dans le chapitre III (page 

68). 

La technique consiste à réaliser des dilutions successives à partir d’une solution ou d’une 

suspension mère. 1 ml de la suspension de NS, ou de la solution éthanolique d’EEFHM 

(éthanol à 99%), est introduit dans des tubes à essai contenant 3 ml de gélose liquide de 

Sabouraud. Le mélange obtenu est homogénéisé par agitation douce au Vortex puis infesté 

par 1 ml d’une suspension de bactéries (107 UFC/ml) préparée à partir de colonies âgées de 

24 h. Les concentrations finales d’EEFHM dans chaque tube à essai sont de 500 µg/ml et 

1000 µg/ml pour la solution d’EEFHM et la suspension de NS, et de 2X106 UFC/ml pour la 

suspension de bactéries. Des témoins contenant la même quantité d’éthanol que celle 

utilisée dans la solution d’EEFHM et des témoins de NS blanches (non chargées d’EEFHM) 

ont été réalisés. Les tubes ont été enfin incubés à l’étuve à 37°C pendant 24, 48 et 72 h. 

 

1.2.3.3. Lecture des résultats 
Elle a été réalisée par la méthode de dénombrement des colonies. Après chaque temps 

d’incubation, un prélèvement d’1 µl du contenu de chaque tube est effectué puis dilué au 

1/1000 et réensemencé sur de la gélose nutritive solide de Sabouraud, coulée dans des 

boîtes de Petri. Après 24 h d’incubation à 37°C, les colonies sont comptées et leur nombre 

multiplié par le facteur de dilution (103) est noté. 

 

1.2.4. Etude ex-vivo de l’activité antibactérienne des NS d’EEFHM 
Harungana madagascariensis étant une plante utilisée en médecine traditionnelle africaine 

contre les dermatoses cutanées, il nous a semblé intéressant en plus des tests in vitro, de 

réaliser une étude ex vivo. En effet, cette dernière à la différence d’étude in vitro, présente 

l’avantage d’être faite dans des conditions physiologiques approchant celles de l’organisme 
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humain. Cette étude a été réalisée en utilisant la technique décrite par Messager et al. 

(2001) et Lboutounne et al. (2002). 

 

1.2.4.1. Préparation des fragments de peau humaine utilisés 
Les fragments de peau utilisés proviennent d’abdominoplasties pratiquées chez des sujets 

de sexe féminin. Les échantillons sont congelés à -18°C immédiatement après l’intervention. 

La veille de l’expérimentation, ils sont placés sur une feuille d’aluminium et mis à décongeler 

à la température de 4°C, et moins d’une heure avant l’expérimentation, la partie graisseuse 

de l’hypoderme est retirée soigneusement à l’aide de ciseaux courbes et de pinces à griffes.  

 

1.2.4.2. Utilisation de la cellule de FRANZ 
Elle a servi pour étudier l’activité antibactérienne ex vivo des NS d’EFHM. C’est une cellule 

en verre constituée de deux parties (maintenues en contact par une pince à vis), entre 

lesquelles sont placés le fragment de peau et un joint torique qui assure l’étanchéité. Le 

volume de la cellule de FRANZ est de 10 ml et sa surface de 3,14 cm2 (Figure 65). 

La cellule de Frantz a été adaptée à cette étude pour assurer, de manière aisée, 

l’hydratation des fragments de peau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         Figure 65 : Cellule de FRANZ (Franz, 1975) 

 

 

1.2.4.3. Technique proprement dite 

Le principe de la technique consiste dans un premier temps à fixer le fragment de peau 

dégraissée sur la cellule de Franz (S = 2,54 cm2). Le stratum corneum (SC) étant orienté 

vers le compartiment donneur ouvert et exposé à la température ambiante, le derme vers le 

compartiment récepteur contenant 10 ml d’une solution saline, qui évite la déshydratation de 

la peau tout au long de l’expérimentation (représente le liquide interstitiel de la peau), agitée 
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par un barreau magnétique et dont la température est maintenue à 37°C par un bain marie. 

Dans un deuxième temps 200 µl de  suspension de NS ou de solution d’EFHM, de 

concentrations connues (500 et 1000 µg/ml),  sont appliqués sur le SC pendant 5 min. 

Ensuite l’excès de la préparation est enlevé avec une seringue et une première 

contamination artificielle, d’une durée de 4 h, est effectuée en appliquant 200 µl d’une 

suspension de Staphylococcus epidermidis (2X106 UFC/ml) sur le SC. Au terme des 4 h de 

contact entre le SC traité et la suspension bactérienne, 100 µl sont prélevés puis dilués au 

1/1000 avec de l’eau distillée stérile avant d’être ensemencés sur de la gélose nutritive 

solide de Sabouraud. L’excès de la 1ère contamination étant enlevé, une seconde 

contamination de 4 h est effectuée, par application de 200 µl de la même suspension 

bactérienne, sur le SC. Après prélèvement et ensemencement dans les mêmes conditions 

que précédemment une troisième contamination d’une durée de 4 h est réalisée. Au terme 

de celle-ci, 100 µl de la suspension bactérienne sont prélevés, dilués et ensemencés. Et, 

une fois l’excès enlevé, le SC est appliqué pendant 1 min contre de la gélose nutritive solide 

de Sabouraud préalablement coulée dans des boîtes de Petri. Les boîtes ensemencées sont 

ensuite mises à l’étuve à 37°C pendant 24 h. 

La lecture des résultats est effectuée par dénombrement des colonies bactériennes comme 

dans l’étude in vitro. Les étapes principales de la technique sont résumées dans le schéma 

ci-dessous (Figure 66). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

Figure 66 : Schéma résumant les principales étapes de l’étude antibactérienne ex vivo. 

 
1.3. Résultats 
Nous rapportons ici les résultats de la caractérisation physico-chimique des NS d’EEFHM, 

ainsi que ceux des études in vitro et ex-vivo qui sont présentés sous forme de tableaux et 

0                                                       4 h                                                    8 h                                    12 h 

Solution 
d’EFHM ou 

suspension de 
NS ou témoins 

(200 µl) 
1ère 

Contamination 
(200 µl de 

suspension 
bactérienne) 

2ème 
Contamination 

(200 µl de 
suspension 
bactérienne) 

3ème 
Contamination 

(200 µl de 
suspension 
bactérienne) 

Retrait de l’excès 
après 5 min 

100 µl prélevés, dilués 
puis ensemencés  sur de 
la gélose de Sabouraud 

100 µl prélevés, dilués 
puis ensemencés  sur de 
la gélose de Sabouraud 

100 µl prélevés, dilués 
ensemencés  et 
application du SC sur de 
la gélose de Sabouraud 
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figures. Ils sont exprimés en moyenne ± écart type. Le test de Student (test t) utilisant 

l’analyse de la variance (ANOVA), a été choisi pour l’interprétation statistique des résultats 

obtenus. 

 

1.3.1. Caractérisation physico-chimique de nanosphères d’EEFHM 
1.3.1.1. Détermination de la taille, du potentiel zêta, de l’indice de polydispersité et du 
rendement ″d’encapsulation″. 
 

Tableau XXX: Taille, potentiel zêta, indice de polydispersité et rendement ″d’encapsulation″  

de nanosphères de PLGA. 

Concentration en 
EEFHM de NS 

(µg/ml) 

 
Taille 
 (nm) 

 
Potentiel zêta  

(mV) 

 
Indice de 

Polydispersité  
(IP)  

 
Rendement 

d’encapsulation 
(%) 

1000 298,0 ± 26,2 -31,9 ±  0,9 0,22 ± 0,05 82 ± 2,65 

500  255,0 ± 31,1‡ -31,1 ±  0,4 0,20 ± 0,07 75 ± 5,00 

0   184,7± 23,7  -30,0 ± 1,0 0,19 ± 0,02 - 

 

 p<0,05 par comparaison avec les NS concentrées à 500 µg/ml d’une part et à 1000 µg/ml d’autre 

part (test de Student). 
‡ p>0,05 par comparaison avec les NS concentrées à 1000 µg/ml (test de Student). 

 

A l’analyse de ce tableau, on constate que la taille des particules augmente avec la 

concentration des NS en EEFHM. Cette augmentation de taille est particulièrement 

significative lorsque l’on compare la taille des NS chargées à celle des non chargées  

(p < 0,05).  

L’indice de polydispersité par contre varie de manière non significative, que les particules 

soient chargées ou non d’EEFHM (p > 0,05). La distribution de la taille des particules est 

dans ce cas identique pour les trois formulations. 

Les valeurs du potentiel zêta des particules sont quasiment identiques pour toutes les 

formulations et sont toutes chargées négativement.  

On constate également que le rendement ″d’encapsulation″ est fonction de la concentration 

des NS en EEFHM, plus la concentration est élevée, meilleur est le rendement 

d’encapsulation. 
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1.3.1.2. Observation de nanosphères par microscopie électronique à balayage  
 

  
 
                                     (a)                                                                      (b) 
 
            
 

 

Les Figures ci-dessus (67a et 67b) obtenues avec le microscope électronique à balayage 

(MEB) montrent la structure plus ou moins globulaire des particules. 

 

1.3.1.3. Analyse chimique qualitative des nanosphères d’EEFHM par CCM 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 68 : CCM d’EEFHM (I), du résidu (V) et de nanosphères d’EEFHM (II, III, IV) à 254 

nm. 

Figure 67: Observation par le MEB de la morphologie des nanosphères de PLGA chargées 

d’EEFHM G X50000 (a) et G X60000 (b).  

 

Rf  = 0,49 

II III I 

Rf  = 1,00 

Rf  = 0,86 

Rf  = 0,72 
Rf  = 0,63 

Rf  = 0,38 

Rf  = 015 
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On constate que les chromatogrammes des dépôts I et V qui correspondent respectivement 

à l’EEFHM (extrait éthanolique des feuilles d’Harungana madagascariensis, utilisé comme 

référence) et au résidu récupéré sur le verre fritté (extrait non associé à la suspension des 

NS),  sont identiques, mais diffèrent de celui des nanosphères (dépôts II, III et IV). Les 

composés chimiques dont les valeurs de Rf sont supérieures à 0,49 sont absents des 

nanosphères, alors qu’on les retrouve dans l’EEFHM et le résidu. 

Il convient de noter que le composé majoritaire de Rf 0,49 présent dans les nanosphères 

d’EEFHM est également, de façon majoritaire, présent dans l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM). En effet, des analyses chimiques 

qualitatives par CCM réalisées sur les extraits éthanolique et à l’acétate d’éthyle des feuilles 

d’Harungana madagascariensis ont confirmé qu’il s’agit du même et unique composé, 

caractérisé précédemment : l’astilbine (partie chimique, page 144). 

 

1.3.2. Activité antibactérienne in vitro   
 

Tableau XXXI : Etude comparative in vitro de l’activité antibactérienne d’EEFHM libre et 

d’EEFHM associé aux NS à 500 et 1000 µg/ml après 24 h, 48 h et 72 h d’incubation à 37°C 

dans le milieu de culture  liquide. 

Croissance bactérienne en 103 UFC/ml 
 

 
 
Formula-
tions 

  S. epidermidis (Gram+)         M. luteus (Gram+)     Moraxella sp. (Gram-) 
 

 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 
 
Témoin 

 
18,4±3,4 

 
24,8±7 

     
26,41±4,7 

       
38,4±10 

     
42,8±5,4 

     
42,4±4,45 

   
34±8,43 

    
66,2±7,2 

    
62,16±12 

Témoin 
alcool 

20,6±3,7 23,2±4,34 27,56±5,7 36±7,85 42±4,53 40,91±3,9 35±9,18 64,4±3,4 63,5±4,5 

EEFHM   
500 µg/ml 
 

8,6±1,83 9,4±4,54 10,29±0,9 7,2±1,1 7,4±3,3 9,3±6,61 6,8±1,51 7,8±2,07 7,55±2,9 

EEFHM   
1000 µg/ml 
 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

NS non 
chargées 
 

18,4±1,83 20,8±3,62 21,38±2,8 26,8±6 29,37±18 34,87±9 21±0,1 28,4±3,9 28,2±3,6 

NS 
d’EEFHM   
500 µg/ml 
 

0,41±0,24 0,3±0,18 0 0 0 0 0 0 0 

NS 
d’EEFHM   
1000 µg/ml 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Quatre observations peuvent être faites à l’analyse de ces résultats : 

      - les milieux de culture utilisés couvrent, dans les conditions expérimentales de notre 

étude, les besoins nutritifs des bactéries. En effet, on note une croissance normale des 

bactéries dans les tubes témoins, ce fait confirme l’absence d’activité antibactérienne des 

composants utilisés dans la fabrication des NS non chargées (polymère, tensioactif et 

phospholipide) ;  

      - les bactéries testées sont sensibles à l’EEFHM libre et aux NS d’EEFHM à 1000 µg/ml. 

La croissance bactérienne reste nulle, à cette concentration, quelque soit la durée 

d’incubation ; 

      - après 72 h d’incubation, les bactéries testées demeurent très sensibles aux NS d’EFHM 

à 500 µg/ml et de moins en moins sensibles à l’EEFHM libre ; 

      - enfin l’activité antibactérienne des NS est d’autant meilleure que la durée d’incubation 

est importante. 

 

1.3.3. Activité antibactérienne ex vivo   
 

Tableau XXXII : Etude comparative ex vivo de l’activité antibactérienne d’EEFHM libre et 

d’EEFHM associé aux NS à 500 µg/ml sur S. epidermidis. 

 
Formulations 

Témoin éthanol EEFHM  
(500 µg/ml) 

NS non chargées NS d’EEFHM  
(500 µg/ml) 

 
 
Contaminations 
Artificielles (CA) 

          
Colonies de S. epidermidis (Gram+) ayant survécues en 103 UFC/ml 

 
Première 
(4 heures) 

 
393,3 ± 32,1 

 
290 ± 10 

 
390 ± 20 

 
66,3 ± 12,7 

 
Deuxième 
(8 heures) 

 
398 ± 28,8 

 
326,6 ± 15,3 

 
393,3 ± 25,2 

 
160,3 ± 26,3 

 
Troisième 
(12 heures) 

 
393,7 ± 34 

 
383,3 ± 15,3 

 
393,3 ± 25,2 

 
279 ± 29,5 
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Figure 69:  Courbe de survie de Staphylococcus epidermidis, exprimée en log10 UFC, après 

traitement à l’EEFHM libre (500 µg/ml) (▲), aux NS d’EEFHM (500 µg/ml) ( ), au témoin 

éthanol ( ), aux NS non chargées (■), ٭p < 0,05 (comparaison avec EEFHM et NS 

blanches). 

 

Les résultats des tests ex vivo présentés dans le tableau XXXII et la Figure 69 montrent une 

baisse considérable du nombre de colonies de Staphylococcus epidermidis, sur les 

fragments de peau préalablement traités par les NS d’EEFHM,  après 4 h de contamination 

artificielle. Ce nombre croît ensuite, à chaque fois que la contamination artificielle est 

renouvelée mais reste statistiquement significativement différent de celui obtenu avec 

l’EEFHM libre ou avec les témoins (Ethanol et NS non chargées) (p < 0,05). 

 

1.4. Discussion 
Dans cette étude, nous avons préparé des nanosphères de PLGA chargées d’extrait 

éthanolique de feuilles d’Harungana madagascariensis (EEFHM) puis réalisé leur 

caractérisation physico-chimique. Ensuite  les activités antibactériennes in vitro et ex vivo de 

l’EEFHM libre et associé aux nanosphères ont été testées. 
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Au niveau de la caractérisation physico-chimique de nanoparticules (Tableau XXX), on 

observe que leur taille augmente avec la quantité d’EEFHM. En effet, la quantité d’EEFHM 

qui s’associe aux nanoparticules (par adsorption, complexation ou dispersion) est d’autant 

plus grande que sa concentration initiale est élevée. 

Les valeurs assez élevées du potentiel zêta, de charges négatives et comprises entre 30 et 

31,9 mV,  garantissent la bonne stabilité physique des nanosphères d’EEFHM en les 

empêchant de s’agréger ou de floculer. En effet, plus le potentiel zêta possède une valeur 

positive ou négative élevée, meilleur est l’équilibre existant entre les forces répulsives et 

attractives des particules lorsque celles-ci s’approchent les unes des autres. Lorsque le 

potentiel zêta est faible, aucune force n’empêche les particules de se rassembler et de 

floculer (Verway et al., 1948 ; Hunter, 1988 ; Everett, 1994).    

L’indice de polydispersité (IP), qui renseigne sur l’état de la distribution de la taille des 

particules, présente des valeurs qui sont inférieures ou égales à 0,22 et varie de manière 

non significative selon que les particules sont chargées ou non d’EEFHM (p > 0,05). Ces 

observations montrent d’une part, que la distribution de la taille des particules d’EEFHM est 

monodisperse. En effet selon les travaux de Müller et Schuhmann (1996), une distribution 

est qualifiée de monodisperse lorsque les valeurs de l’IP sont inférieures ou égales à 0,2. 

D’autre part, que cette distribution est identique pour les nanoparticules chargées et non 

chargées d’EEFHM.  

On note également que le rendement ″d’encapsulation″ des nanosphères est fonction des 

quantités d’EEFHM utilisées. Plus la quantité d’EEFHM est importante, meilleur est le 

rendement ″d’encapsulation″ et vice versa. Ceci confirme le fait que la taille des particules 

d’EEFHM soit proportionnelle à la quantité initiale d’extrait mis en oeuvre. Les valeurs de ce 

rendement ″d’encapsulation″ sont autour de 75% (500 µg/ml) et 80% (1000 µg/ml), ce qui est 

très important pour la bioactivité des nanoparticules, car plus élevé est le rendement 

″d’encapsulation″, meilleur est la potentialisation de l’activité antibactérienne.   

La figure 62 montre les chromatogrammes de l’EEFHM, du résidu et de nanosphères 

d’EEFHM obtenus par CCM. Ces résultats indiquent que l’EEFHM et le résidu (I et V) 

présentent le même profil chromatographique  composé de 7 fractions dont les valeurs de Rf 

sont les suivantes : 0,15 ; 0,38 ; 0,49 ; 0,63 ; 0,72 ; 0,86 et 1. Alors que le profil 

chromatographique des nanosphères (II, III et IV) ne présente que deux fractions de Rf 

respectifs 0,15 et 0,49. On peut également constater  que les fractions ayant des Rf dont les 

valeurs sont supérieures à 0,49  sont absentes des nanosphères. Cette différence de profil 

chromatographique entre  l’EEFHM et les nanosphères pourrait être due à la méthode 

utilisée pour la préparation de ces dernières. Cette méthode met en jeu une phase aqueuse 

dans laquelle les différents constituants chimiques d’EEFHM absents des nanosphères 

seraient insolubles ou moins solubles, ce qui entraînerait leur reprécipitation, et expliquerait 
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par conséquent leur rétention par le verre fritté (porosité : 9-15 µm), et donc leur absence 

dans la structure des nanosphères. Cette absence pourrait aussi être imputée à un manque 

d’affinité chimique de ces composés pour la matrice polymérique (PLGA). On note 

également la présence, aussi bien dans l’extrait que dans les nanoparticules, du composé de 

Rf 0,49. Ce dernier, présent également dans l’EAFHM (Figure 70), avait été caractérisé dans 

la partie chimique, et son activité antimicrobienne mise en évidence par bioautographie 

(page 151), il s’agit de l’astilbine (flavanone).  

 Au niveau biologique (activités antibactériennes in vitro et ex vivo), les résultats obtenus 

avec l’EEFHM associé aux nanoparticules de PLGA sont, de loin, meilleurs que ceux donnés 

par l’EEFHM libre. Cela peut être expliqué d’une part par le rôle de protection et de réservoir 

des nanosphères et d’autre part par l’effet de bioadhésion tant sur le stratum corneum que 

sur les bactéries, dû à la nature du polymère formant les nanoparticules (Bilbruck et al., 

1999).  

En effet, plusieurs travaux réalisés antérieurement montrent que les vecteurs colloïdaux 

renforcent la stabilité des substances actives auxquelles ils sont associés en les protégeant 

contre une dégradation trop rapide. Ainsi Nihant et al. (1995), Kang et Singh (2003), Gröning 

et al. (2003) ont montré que la stabilité de substances actives associées aux vecteurs 

colloïdaux est la conséquence des interactions physico-chimiques présentes dans cette 

association, et  qu’elle est due en partie à des mécanismes stériques et électrostatiques 

(Duro et al., 1999).  

Il a été également montré que l’encapsulation de molécules bioactives dans les 

nanoparticules polymériques contrôlerait et faciliterait leur libération et leur diffusion (Pinto-

Alphandary et al., 2000 ; Alvarez-Romản et al., 2004). 

Outre les mécanismes de protection et de libération des substances actives, la 

potentialisation et la rémanence de l’activité antibactérienne des nanoparticules d’EEFHM 

pourraient aussi être dues aux propriétés bioadhésives du PLGA. En effet, l’adhérence des 

polymères sur les bactéries dépend en grande partie des propriétés de leurs membranes et 

du caractère hydrophobe du polymère (Bilbruck et al., 1999). Ainsi Freter et al. (1981) ont 

montré que les particules protégées avec une membrane hydrophobe adhèrent facilement à 

la membrane bactérienne. Il est aujourd’hui établi que les nanoparticules de PLGA  

constituent une matrice hydrophobe dans laquelle plusieurs substances actives peuvent être 

adsorbées ou dispersées. Selon Butler et al. (1999), Capan et al. (1999), Li et al. (2001) ce 

caractère hydrophobe est essentiellement dû aux groupes carboxylique et ester présents 

dans la structure du PLGA. De plus, la présence de lécithine (Emulmetik), qui selon Jones et 

al. (1997) aurait une affinité pour les membranes bactériennes,  de la formulation des NS 

d’EEFHM pourrait améliorer le potentiel bioadhésif.   Ainsi, le caractère hydrophobe du 

PLGA associé à l’action de la lécithine, garantiraient un temps de résidence plus long des 
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nanoparticules sur les bactéries et au niveau cutané, d’où l’effet thérapeutique meilleur et 

prolongé constaté, in vitro et ex vivo, par comparaison avec l’EEFHM non associé aux 

nanosphères (Tableaux XXXI et XXXII). 

Les résultats des tests in vitro (Tableaux XXXI) montrent par ailleurs une optimisation de 

l’activité antibactérienne des nanosphères d’EEFHM en fonction du temps d’incubation. En 

effet, plus le temps d’incubation est long, meilleure est l’activité des nanosphères d’EEFHM. 

Ces résultats tendent à démontrer qu’une partie d’EEFHM est présente à la surface des 

nanosphères (adsorbée ou complexée à la matrice), et libérée très rapidement, alors qu’une 

autre partie, à l’intérieur des nanoparticules, n’est libérée que progressivement, d’où la 

potentialisation de l’effet thérapeutique en fonction du temps. 

Ce fait, ajouté aux propriétés bioadhésives du PLGA pourrait également expliquer la 

rémanence de l’activité antibactérienne des nanosphères d’EEFHM sur 12 h constatée ex 

vivo (Figure 63). 

 

1.5. Conclusion 
La comparaison de l’efficacité antimicrobienne d’EEFHM libre et encapsulé a été faite in vitro 

contre S. epidermidis, M. luteus et Moraxella sp., et ex vivo sur les fragments de peaux 

humaines contaminés par une souche de S. epidermidis. Ces études biologiques in vitro et 

ex vivo ont prouvé notamment que l’encapsulation d’EEFHM augmentait de manière 

significative l’effet antibactérien, tant du point de vue quantitatif que sur la durée, par rapport 

à une forme libre d’EEFHM. Ex vivo à 4 h et 8h on a une diminution de la croissance 

bactérienne respectivement de 83 % et 60% par rapport aux témoins. 

    

 

2. POTENTIALISATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE 
D’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE (EAFHM) A L’AIDE DE 

NANOSPHERES DE PLGA 
 
 
INTRODUCTION 
L’étude précédente ayant prouvé la potentialisation de l’effet antibactérienne in vitro 

(détermination de l’effet bactériostatique) de l’extrait éthanolique, il nous a semblé 

intéressant de chercher à savoir si cette potentialisation pouvait s’appliquer à la bactéricidie 

(détermination des CMB). Nous avons donc appliqué cette recherche à l’extrait à l’acétate 
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d’éthyle qui comme nous l’avons démontré précédemment possède des propriétés 

antibactériennes supérieures à celles de l’extrait éthanolique. 

 

2.1. Matériel et méthodes 
L’extrait à l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM) a été 

utilisé dans cette étude comme principe actif. Les autres composés entrant dans la 

préparation des nanosphères sont les mêmes que ceux  nommés dans la fabrication des 

nanosphères d’extrait éthanolique (page 155). 

Les bactéries utilisées présentées dans le Tableau XVI (voir page 109) sont responsables de 

la formation de la plaque dentaire et proviennent de la collection de l’Institut Pasteur de Paris 

(CIP) et du Zahnärzliches Institut de ZURICH (OMZ). 

 

2.1.1. Fabrication des nanosphères de PLGA chargées d’EAFHM 
Les nanosphères d’EAFHM ont été préparées de la même manière que celles d’EEFHM par 

utilisation de la technique par précipitation (Fessi et al., 1986) (voir page 157). 

 

2.1.2. Activité bactéricide in vitro des nanosphères d’EAFHM  
La méthode de dilution en milieu liquide sur microplaque décrite par le NCCLS (1995) a été 

utilisée, et la viabilité des souches bactériennes a été vérifiée sur milieu solide. 

La technique a consisté à préparer une gamme de concentration de la suspension de NS 

d’EAFHM par dilutions successives de la suspension initiale avec du bouillon nutritif. Les 

concentrations obtenues ont été réparties dans les puits d’une microplaque de titration à 

fond en U, à raison de 3 puits par concentration. Ensuite, l’inoculum de chaque bactérie (108 

UFC/ml) a été ajouté à chaque puits. La microplaque a été par la suite mise à l’étuve à 37°C 

sous CO2. Après 24 h d’incubation, 100 µl de chaque dilution ont été ensemencés sur milieu 

de culture solide, (MRS pour les Lactobacillus, Columbia blood agar pour Streptococcus, 

Haemophylus et Actinomyces), puis incubés à 37°C, toujours sous CO2, pendant 48 h suivie 

de la lecture des résultats. 

Les concentrations pour lesquelles aucune croissance bactérienne n’a été observée, ont été 

qualifiées de bactéricides : ce sont les concentrations minimales bactéricides (CMB). 

Les témoins ont été réalisés avec des nanosphères blanches et la solution éthanolique à 

99%.  

 

2.2. Résultats et discussion 
Les résultats obtenus sont rapportés dans le Tableau XXXIII (page suivante). Pour mieux 

apprécier la différence avec l’extrait à l’acétate d’éthyle non encapsulé dans les nanosphères 
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de PLGA, et le rôle « potentialisateur d’activité » des NS de PLGA, nous avons également 

rapporté ici les résultats des tests bactéricides obtenus précédemment avec l’extrait seul 

(EAFHM). 

 

Tableau XXXIII : Bactéricidie d’EAFHM seul et associé aux nanosphères de PLGA (EAFHM-

NS-PLGA) après 48 h d’incubation à 37°C. 

 
EAFHM 

 
EAFHM-NS-PLGA 

 
Souches bactériennes 

 
CMB (µg/ml) 

 
Actinomyces naeslundii 

 
250 

 
75 

 
Actinomyces viscosus  
 

 
200 

 
75 

Lactobacillus acidophilus 125 37,5 

Lactobacillus casei 750 187,5 

Streptococcus milleri 350 112,5 

Streptococcus mitior 200 37,5 

Streptococcus mutans 500 150 

Streptococcus mutans serotype a 500 150 

Streptococcus mutans serotype b 400 75 

Streptococcus mutans serotype c 300 75 

Streptococcus mutans serotype f 300 56,25 

Streptococcus mutans serotype k 500 150 

Streptococcus salivarius 250 150 

Streptococcus sanguis 500 187,5 

 

Les résultats obtenus avec l’EAFHM associé aux nanosphères de PLGA (EAFHM-NS-

PLGA) sont, de loin, meilleurs que ceux donnés par l’EAFHM seul (Tableau XXXIII). On note 

une optimisation de l’activité bactéricide des nanosphères d’EAFHM et ceci pour les mêmes 

raisons que celles évoquées, dans la première partie de ce chapitre (page 168), avec les 

nanosphères d’EEFHM. En effet, le rôle de protection et de réservoir des nanoparticules et 

leur effet de bioadhésion sur les bactéries, dû à la nature du polymère formant les 

nanoparticules (Bilbruck et al., 1999), contribuent à potentialiser leur activité bactéricide. 

Ainsi, les nanosphères d’EAFHM permettent de lutter efficacement contre la formation de la 

plaque dentaire.  
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3. NANOSPHERES D’EEFHM ET D’EAFHM : ETUDE COMPARATIVE 
 
Après l’étude des activités antibactériennes des nanosphères des extraits éthanolique et à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis, il nous a semblé intéressant 

de réaliser une étude comparative tant de leur composition chimique que de leur bactéricidie. 

Ainsi dans cette partie nous avons, dans un premier temps, réalisé une analyse chimique 

qualitative par CCM des NS d’EAFHM, la technique utilisée est la même que celle décrite 

dans le cas de l’analyse chimique des  NS d’EEFHM (page 158). Les résultats de cette 

analyse chimique ont été comparés à ceux précédemment obtenus avec des NS d’EEFHM 

(page 163). Dans un deuxième temps, une étude de la bactéricidie des nanosphères 

d’EEFHM vis-à-vis de différents sérotypes de Streptococcus mutans, choisies en raison de 

leur grande influence dans l’apparition des caries dentaires, a été réalisée en utilisant la 

méthode de dilution en milieu liquide (NCCLS, 1995), précédemment décrite (page 170), les 

souches de Streptococcus mutans utilisées sont celles présentées dans le Tableau XVI 

(page 109) et provenant de la collection de l’Institut Pasteur de Paris (CIP) et du 

Zahnärzliches Institut de ZURICH (OMZ). Les résultats obtenus ont été comparés à ceux 

des nanosphères d’EAFHM rapportés dans la deuxième partie de ce chapitre (page 171). 

 
3.1. Résultats et discussion 
3.1.1. Analyse chimique qualitative  

                                                                                                            
                 CCM de nanosphères d’EEFHM (I, II, III)              CCM de nanosphères d’EAFHM (IV) 
 
Figure 70 : Comparaison des profils chromatographiques des nanosphères d’EEFHM et 

d’EAFHM.  

 

 

EEFHM EAFHM Résidu Résidu 

Rf = 0.49 

II III I EEFHM Résidu EAFHM Résidu IV 

Rf = 0.49 
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Les chromatogrammes des nanosphères d’EEFHM (I, II, III) d’une part et des nanosphères 

d’EAFHM (IV) d’autre part montrent les mêmes profils. On constate également que le 

composé majoritaire de Rf 0,49 correspondant à l’astilbine, dont la bioactivité a été mise en 

évidence dans le chapitre VI page 151, présent aussi bien dans l’EEFHM que dans l’EAFHM 

est encapsulé dans les deux cas. L’encapsulation d’astilbine se fait sans nul doute dans des 

proportions différentes selon qu’on est en présence d’EEFHM ou d’EAFHM, ce qui pourrait 

en outre expliquer la différence d’activité antimicrobienne entre les nanosphères d’EEFHM et 

celles d’EAFHM, avec une meilleure bioactivité pour celles qui auraient encapsulées plus 

d’astilbine. 

En outre, une étude chimique complémentaire réalisée, par CCM, sur des quantités 

identiques  d’EEFHM et d’EAFHM a montré que les deux extraits présentaient les mêmes 

profils chromatographiques avec des teneurs en composés chimiques plus importantes dans 

l’EAFHM sur la base de l’intensité des tâches comme le montre la Figure 71 (page suivante). 

Ce fait explique la meilleure bioactivité d’EAFHM par rapport à l’EEFHM. 

 
 

                                     
 
Figure 71 : Comparaison des profils chromatographiques d’EAFHM et d’EEFHM  

(CHCl3 :n-propanol :HCOOH :H2O/ 15 :10 :3 :1 v/v). 

 
3.1.2. Etude bactéricide in vitro 
Les résultats obtenus sont rapportés dans le Tableau ci-dessous et ont été obtenus après 48 

h d’incubation à 37°C sous CO2. 

EAFHM EEFHM 

Rf = 0.49 
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Tableau XXXIV : Comparaison de la bactéricidie entre les nanosphères d’EEFHM et celles 

d’EAFHM. 

 

 
EEFHM-NS-PLGA 

 
EAFHM-NS-PLGA 

 
Souches bactériennes 

 
CMB (µg/ml) 

Streptococcus mutans 750 150 

Streptococcus mutans serotype a 750 150 

Streptococcus mutans serotype b 750 75 

Streptococcus mutans serotype c 750 75 

Streptococcus mutans serotype f 500 56,25 

Streptococcus mutans serotype k 750 150 

 

Les résultats obtenus avec l’EAFHM associé aux nanosphères de PLGA (EAFHM-NS-

PLGA) sont, de loin, meilleurs que ceux donnés par les nanosphères d’EEFHM (EEFHM-NS-

PLGA) (Tableau XXXIV). En effet, on constate que les CMB varient de 56,25 à 150 µg/ml et 

de 500 à 750 µg/ml respectivement pour les nanosphères d’EAFHM et celles d’EEFHM. Ces 

résultats confirment l’importante activité antibactérienne de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis par rapport à celle de l’extrait éthanolique, mise en 

évidence dans les chapitres précédents (pages 106 et 125). 

 

3.2. Conclusion  
Cette étude comparative a permis de montrer d’une part que les nanosphères d’EEFHM et 

d’EAFHM présentaient les mêmes profils chromatographiques,  et d’autre part que l’activité 

bactéricide des nanosphères d’EAFHM était meilleure que celle des nanosphères d’EEFHM. 

 

4. CONCLUSION 
De nombreux travaux ont montré l’intérêt des formes particulaires micro et nanoparticulaires 

en tant que vecteurs pour l’administration cutanée et transcutanée de principes actifs. Ces 

systèmes permettent de moduler la pénétration de molécules actives et contrôlent leur 

libération. 

Dans notre travail, nous avons encapsulé des extraits éthanolique et à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis (EEFHM et EAFHM) dans des nanosphères d’acide 

poly (d, l-lactide-co-glycolide) (PLGA). Ces nanosphères présentaient une taille comprise 

entre 250-300 nm, et une charge électrique de surface (potentiel zêta) négative. Nous avons 
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montré que la taille de nos nanoparticules était proportionnelle à la quantité d’extrait 

encapsulée, et que leur distribution était monodisperse. Plus la quantité à encapsuler était 

importante, plus grande était la taille des nanoparticules. Le rendement ″d’encapsulation″ 

était supérieur ou égal à 75%. Nous avons également réalisé une analyse chimique 

qualitative des nanoparticules d’EEFHM et d’EAFHM par CCM. Par celle-ci, nous avons 

montré que seuls deux constituants chimiques parmi les sept présents sur le profil 

chromatographique d’EEFHM et d’EAFHM étaient encapsulés dont le composé de Rf 0,49 

(l’astilbine). Ce composé possède un effet antibactérien mis en évidence par bioautographie, 

ce qui par ailleurs justifie l’activité antibactérienne des nanoparticules d’EEFHM et d’EAFHM 

en dépit de l’absence de certains constituants chimiques des extraits libres. Ainsi 

l’encapsulation semble être une approche prometteuse pour la formulation et la valorisation 

des plantes médicinales.    
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        La médecine par des plantes est une pratique aussi vieille que la civilisation humaine, 

et représente une alternative pour la découverte de nouvelles molécules 

pharmacologiquement actives. Cependant l’approche ethnopharmacologique, menée, ces 

dernières décennies, dans la perspective de découvrir de nouvelles molécules bioactives, a 

beaucoup plus privilégié l’inventaire descriptif des plantes et leurs recettes. Par contre peu 

d’informations sur leurs principes actifs et leur formulation galénique sont disponibles. 

L’ensemble des travaux que nous avons réalisés nous amène à discuter particulièrement 

des points suivants : 

 

1. Apport de nos travaux à la valorisation des plantes médicinales 
        Au cours de nos travaux, nous avons choisi 2 plantes traditionnellement utilisées 

comme agents antimicrobiens dans les formules de la médecine traditionnelle Congolaise. Il 

s’agit de Cassytha filiformis L. (Lauraceae) et d’Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

(Hypericaceae).  

        Le screening antifongique des extraits de plantes, quoique assez limité en ce qui 

concerne le nombre de microorganismes, démontre que les CMI de l’extrait à l’acétate 

d’éthyle de Cassytha filiformis sont moins intéressantes, car variant de 750 à 1000 µg/ml. 

Alors que les extraits à l’acétate d’éthyle d’Harungana madagascariensis présentent des CMI 

assez intéressantes dont les valeurs varient de 400 à 1000 µg/ml pour l’extrait de feuilles, et 

de 450 à 1000 µg/ml pour l’extrait des écorces. Cette activité inhibitrice est conservée en 

fonction du temps (9 mois) contre M. canis, T. rubrum et S. brevicaulis, pour l’extrait à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis. Nous avons également noté 

lors de ce screening antifongique que, les extraits ethéro-pétrolique et dichlorométanique 

d’une part, aqueux et éthanolique de l’autre ont été respectivement inactifs et moins actifs 

sur les champignons aux concentrations testées. 

        Le screening antibactérien a montré que l’ensemble des bactéries testées sont 

quasiment résistantes, à 1000 µg/ml, aux extraits éthanoliques des tiges de Cassytha 

filiformis et des écorces d’Harungana madagascariensis à l’exception des souches de : 

Corynebacterium xerosis, Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis et 

Staphylococcus xylosus, qui sont moyennement sensibles avec des CMI variant de 900 à 

1000 µg/ml. L’extrait à l’acétate d’éthyle de Cassytha filiformis présente des propriétés 

antibactériennes moyennes contre les bactéries de la flore cutanée, les valeurs de CMI sont 

comprises entre 350 et 1000 µg/ml.  

Par contre, l’extrait à l’acétate d’éthyle de feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM) 

présente des propriétés inhibitrices très importantes, contre les bactéries testées (flores 

cutanée et buccale), avec des CMI dont les valeurs sont inférieures ou égales à 250 µg/ml, 

les CMB sont comprises entre 125 et 750 µg/ml. L’extrait d’écorces présente des effets 
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inhibiteurs assez importants contre les germes de la flore cutanée. Toutefois, les résultats 

n’étant pas supérieurs à ceux obtenus avec l’extrait de feuilles, nous n’avons pas poursuivi 

l’étude sur les écorces pour des raisons écologiques évidentes.  

L’EAFHM présente en outre une activité bactéricide intéressante contre Pseudomonas 

aeruginosa, qui est détruite à 500 µg/ml (Tableau XXII, page 128), ce qui est important 

compte tenu du fait qu’elle est réputée très résistante aux antimicrobiens existants sur le 

marché (Franklin, 1993) et largement impliquée dans les infections nosocomiales (Bergogne-

Bérezin, 1995). Ainsi, l’EAFHM pourraît être une alternative pour lutter contre les souches 

multi-résistantes rencontrées dans les infections nosocomiales. 

On note également des effets bactériostatique et bactéricide, in vitro, intéressants de 

l’EAFHM contre les souches bactériennes impliquées dans l’apparition des caries dentaires 

(Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii et Lactobacilli) (Tableau XXIII, page 129). 

L’EAFHM pourrait être proposé comme principe actif dans la formulation de bains de 

bouche, afin de  prévenir  et traiter la carie dentaire.    

       Ces résultats, antifongiques et antibactériens, confirment et justifient les indications et 

les utilisations thérapeutiques traditionnelles de Cassytha filiformis et surtout d’Harungana 

madagascariensis. Concernant Harungana madagascariensis, nos travaux confirment ses 

vertus antimicrobiennes énoncées par Okoli et al. (2002). 

 

2. Activité thérapeutique et respect de la micro-écologie cutanée 
        Dans la plupart des cas, si l’extrait est actif sur l’ensemble des germes pathogènes de 

la peau, il risque de déstabiliser aussi son équilibre écologique normal. Notons que cet 

équilibre est toutefois superficiel et sujet lui-même, dans les conditions naturelles normales, 

à des variations. Dans les microflores des différents organes il est difficile de trouver le 

produit idéal qui conserve la totalité de la microflore commensale intacte, cependant, nous 

avons trouvé des extraits actifs sur les bactéries pathogènes qui ne déstabilisent pas trop la 

microflore commensale. Les meilleurs résultats ont été obtenus dans le cas de l’extrait à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM), car cet extrait est 

plus bactéricide sur les germes responsables des fermentations du pied et des aisselles que 

sur le reste  de la  microflore normale de la peau. En effet, à 200 µg/ml, Corynebacterium 

xerosis, principale souche impliquée dans les mauvaises odeurs des aisselles (Marshall et 

al., 1987 et 1988) est détruite, alors que la flore saprophytique utile est épargnée 

(Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis et Staphylococcus epidermidis) 

(Tableau XXII, page 128). La même observation s’applique aux bactéries responsables des 

mauvaises odeurs des pieds, notamment Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus 

hominis, qui sont détruites à 250 µg/ml, alors qu’une partie de la flore saprophytique utile 

(Alcaligenes sp. et Moraxella sp.), est épargnée (Tableau XXII, page 128). De ce point de 



DISCUSSION GENERALE 
 

 179

vue, cet extrait pourrait servir de principe actif dans  la formulation des déodorants et 

intéresser les dermatologues et les phytothérapeutes. 

 

3. Corrélation entre la composition chimique des plantes et leur bioactivité 
       Il est aujourd’hui établit que les plantes riches en métabolites secondaires ont des 

propriétés bioactives très marquées (Scalbert et al., 1991). Chacun de ces composés agit 

seul ou en synergie avec les autres (Havsteen et al., 1983). Dans le cas de nos travaux, 

nous avons montré qu’Harungana madagascariensis est une riche source de métabolites 

secondaires confirmant ainsi les travaux d’Iimuna et al. (1995), Olagunju et al. (2000) et de 

Capasso et al. (2003). En effet, nous avons noté la présence d’alcaloïdes, de flavonoïdes, de 

dérivés anthracéniques et de tanins dans les feuilles d’Harungana madagascariensis 

(Tableau XXV, page 136) et démontré que leur activité antimicrobienne était essentiellement 

due à une flavanone : l’astilbine. 

 

4. Relation structure-activité : cas de l’astilbine, flavanone bioactive isolée des 
feuilles d’Harungana madagascariensis. 
       Les flavonoïdes métabolites largement distribués dans le règne végétal, ont des 

propriétés biologiques très variées : antiallergique, anti-inflammatoire, anticarcinogène, 

antimicrobienne, …  

Leur propriété antimicrobienne est connue de par leur rôle dans les mécanismes de défense 

des plantes. 

Plusieurs flavonoïdes bioactives ont été antérieurement isolées des plantes, tel est le cas de 

la pendulétine, dotée d’une activité antivirale et isolée de Psiadia trinervia par Wang (1991).  

La relation structure-activité a beaucoup été étudiée pour la propriété antimicrobienne des 

flavonoïdes. Il a été mentionné, récemment, que pour les flavanones la présence des 

groupements hydroxyles en positions 3’, 4’, 5 et 7, est essentielle à leur fonction 

antimicrobienne (Tsuchiya et al., 1996 ; Chacha et al., 2005). Ainsi l’activité antimicrobienne 

de l’astilbine isolée des feuilles d’Harungana madagascariensis pourrait être due à ces 

hydroxylations. 

 

5. Relation forme galénique-efficacité thérapeutique : cas d’extraits éthanolique 
et d’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis (EFHM et 
EAFHM) 
      La relation entre forme galénique et activité biologique n’est plus à démontrer. En effet, il 

ne suffit pas d’administrer un certain nombre de prises unitaires parfaitement dosées en 

principe actif pour avoir l’effet thérapeutique désiré. Il faut de plus que la forme galénique 
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envisagée libère le principe actif pour le mettre à disposition de l’organisme, et ceci dans des 

limites de vitesse et de concentration déterminées. Ainsi, la biodisponibilité et par suite 

l’efficacité d’un principe actif sont directement fonction de sa forme galénique ; plusieurs 

médicaments ont donné des effets thérapeutiques différents pour des modifications de 

formulations. Parmi ceux-ci nous pouvons citer la griséofulvine, la tétracycline, le 

chloramphénicol,…C’est ainsi par exemple que plusieurs spécialités à base de 

chloramphénicol ont été retirées de la vente aux USA du fait d’une efficacité insuffisante (Le 

Hir, 1986). Il a été constaté que pour ces produits les changements d’effets étaient dus à des 

variations diverses (taille des particules, forme physique du sel du principe actif, nature et 

proportion des excipients,…).  

Cependant, de nombreuses études ont montré l’intérêt des formes nanoparticulaires en tant 

que formes galéniques à forte biodisponibilité d’une part, et vecteurs pour l’administration 

cutanée et transcutanée des principes actifs d’autre part (Fawaz et al., 1998 ; Pinto-

Alphandary et al., 2000 ; Lboutounne et al., 2002 et 2004 ; Alt et al., 2004 ; Alvarez-Romản 

et al., 2004 ; Kholi et Alpar, 2004 ; Moulari et al., 2005). Ces systèmes permettent de 

moduler la pénétration de molécules à travers le stratum corneum  et contrôlent la libération 

du principe actif. Dans notre travail, nous avons encapsulé l’EFHM et l’EAFHM dans les 

nanosphères d’acide poly (d,l-lactide-co-glycolide) (PLGA). Nous avons montré que les 

extraits encapsulés augmentaient quantitativement et durablement l’activité antimicrobienne 

in vitro et ex vivo, par rapport à des formes libres d’extrait (Tableaux XXXI, XXXII, XXXIII 

pages, 164 165, 171). Cette potentialisation de l’activité antimicrobienne des formes 

encapsulées pourrait être due aux rôles protecteur et bioadhésif du polymère utilisé. 
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       Notre étude a consisté, dans un premier temps, à soumettre, in vitro, de nombreuses 

souches de champignons et de bactéries, isolées du corps humain, à l’action d’extraits de 

plantes, et à identifier, isoler puis caractériser le composé bioactif. Dans un deuxième temps, 

nous avons réalisé une formulation galénique de deux des extraits testés. La forme 

galénique utilisée a été choisie dans le but de garantir la meilleure biodisponibilité des 

extraits et par conséquent d’assurer la potentialisation de leur bioactivité. 

       Ainsi, le présent travail a permis d’une part de confirmer que l’on peut trouver, dans la 

nature, des plantes potentiellement intéressantes quant à leurs activités antimicrobiennes. 

Les espèces que nous avons testées avaient été sélectionnées sur la base d’informations 

issues de la médecine traditionnelle. Leur utilisation dans ce contexte a ainsi été, d’une 

certaine façon, justifiée. D’autre part, de confirmer que l’encapsulation dans les 

nanoparticules polymériques des extraits de plantes est possible et permet d’optimiser, in 

vitro et ex vivo, leur bioactivité. 

       Le screening effectué au début de ce travail avait montré d’une part que les extraits 

apolaires (éthero-pétroliques et dichlorométhaniques) des 2 plantes utilisées n’étaient pas 

actifs sur les microorganismes testés, et que d’autre part tous les extraits testés étaient 

inactifs aux concentrations utilisées sur Candida albicans et Cryptococcus neoformans. Nous 

avons également constaté que les extraits testés étaient plus antibactériens 

qu’antifongiques. Les extraits polaires d’Harungana madagascariensis ont été plus bioactifs 

que ceux de Cassytha filiformis. Les meilleurs résultats étant obtenus avec l’extrait à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis (EAFHM). Son investigation 

biologique et chimique à l’aide des différents tests antibactériens, par bioautographie directe, 

ainsi qu’à l’aide de techniques chromatographiques et spectroscopiques a permis d’isoler 

son principe actif : l’Astilbine (flavanone). Ce composé pourrait ainsi être exploité à des fins 

thérapeutiques. L’extrait de départ possède lui aussi des propriétés intéressantes, il n’est 

pas exclu non plus de l’utiliser à ces mêmes fins. 

Il serait en effet plus avantageux, surtout pour les pays en voie de développement, 

d’exploiter les propriétés d’un extrait brut, le processus d’isolement pour l’obtention de 

composés purs étant souvent très coûteux. 

       Pour cette flavanone, il serait intéressant de faire l’étude du mécanisme d’action. Les 

espoirs d’obtenir des molécules plus efficaces sont en effet fondés sur la découverte de 

nouvelles substances avec des mécanismes d’action différents de ceux des agents existant 

déjà. De plus, la connaissance du mécanisme d’action est très importante pour la 

compréhension des phénomènes de résistance des souches microbiennes. 

       Sur le plan galénique, l’encapsulation d’extraits de plantes dans les nanoparticules 

polymériques, a permis d’optimiser, in vitro et ex vivo, leurs effets antibactériens. Ainsi la 
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vectorisation constitue une approche prometteuse pour la formulation des extraits de plantes 

bioactifs, et pour la valorisation de la médecine traditionnelle.  

Des études in vivo, sur l’animal, d’extrait à l’acétate d’éthyle et d’astilbine encapsulés, dans 

les nanoparticules devraient être envisagées dans le futur pour déterminer leur absence de 

toxicité, afin de pouvoir les utiliser en thérapeutie moderne. 
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RESUME 
 
     L’émergence de plus en plus fréquente de souches fongiques et bactériennes résistantes 

aux antimicrobiens existants sur le marché, contribue de façon sensible à amplifier la gravité 

des infections fongiques et bactériennes (cutanées et profondes) d’où la nécessité de 

développer des nouvelles molécules à visée thérapeutique. Dans cette optique, les plantes, 

source principale des drogues utilisées en médecine traditionnelle, représentent une 

alternative intéressante.     

      Cassytha filiformis L. (Lauraceae) et Harungana madagascariensis Lam. ex Poir. 

(Hypericaceae) sont deux espèces de plantes largement utilisées en médecine traditionnelle 

africaine dans le traitement des mycoses, des dermatoses cutanées et  de la lèpre. Dans ce 

travail, elles ont fait l’objet d’une étude pharmaceutique pluridisciplinaire. 

     Nous avons réalisé des screening antimicrobiens in vitro des extraits de ces deux plantes 

sur des champignons pathogènes et des bactéries (saprophytes et pathogènes) de la flore 

cutanée de l’Homme. Les CMI des extraits actifs ont été déterminées. 

     Les extraits des feuilles d’Harungana madagascariensis se sont montrés plus actifs avec 

des CMI très intéressantes sur les bactéries,  ainsi une étude approfondie de l’extrait à 

l’acétate d’éthyle a été réalisée. 

Cette étude a permis : 

- d’évaluer l’activité bactériostatique et bactéricide de l’extrait à l’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Harungana madagascariensis sur les bactéries de la microflore cutanée et 

de la flore buccale ; 

- de déterminer par bioautographie directe le composé bioactif ; 

- de procéder, par des méthodes chromatographiques et spectroscopiques, à la 

caractérisation du composé bioactif : l’astilbine (flavanone). 

     Enfin une potentialisation du pouvoir antibactérien, in vitro, des extraits éthanolique et à 

l’acétate d’éthyle des feuilles d’Harungana madagascariensis par des nanosphères de 

l’acide poly (d,l-lactide-co-glycolide) (PLGA) a été obtenue. 

 

MOTS CLES : Cassytha filiformis, Harungana madagascariensis, antimicrobien, 

bioautographie, astilbine, potentialisation, nanosphères, acide poly (d,l-lactide-co-glycolide).   
 
 
 
 
 
 


